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RESUMEN

Facultad de Medicina de la U.A.N.L.
M.C. Ana Maria Sifuentes Rincdn
Titulo del Estudio: ESTUDIO DE LA FAMILIA GENICA GH-PL EN EL GATO
DOMESTICO (Felis catus): UN MODELO MOLECULAR
PARA PRECISAR LA EVOLUCION DE LOS CARNIVOROS.
Numero de paginas: 84 Candidato al grado de Doctor en
Ciencias con especialidad en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética.

Objetivo y método del estudio: La familia de la Hormona del crecimiento (GH)/ Prolactina
(Prl), la cual incluye tambign los genes para Lactdgeno placentario (PL ) y otras proteinas
relacionadas a Prolactina (PRP), representa uno de los grupos proteicos més grandes y
fisiologicamente mds diversos que se sabe han evolucionado por duplicacion génica. Esta
constituye un excelente modelo molecular para estudiar la evolucion de un gen y/o de una
familia multigénica en las diferentes clases de vertebrados y utilizar los datos generados para
llevar a cabo inferencias filogenéticas. Las relaciones filogenéticas entre los diferentes
drdenes de marmiferos, por ejemplo el de los carnivoros, aun no estan completamente
definidas. Utilizando el gato doméstico (Feliy cafus) y tomando como modelo a la familia
génica GH-PL, en este trabajo nos propusimos aportar nuevos datos moleculares, que ayuden
a describir los mecanismos que dieton lugar a la formacion de esta familia en el orden
varnivora, y utilizar esta informacin para precisar las relaciones filogenéticas de este orden
de mamiferos.

Este trabajo se enfoco a la obtencion de las secuencias gémicas de la fumilia GH-Prl-PL en el
gato a partir del DNAg y RNAs placentarios. Para completar el estudio e introducir en los
andlisis filogenéticos una especie de comparacion cercana a los mamiferos placentarios, se
aislo la secuencia del DNAc de la GH del tlacuache (Didelphis marsupialis).

Conclusiones y contribucienes: Con la obtencién de la secuencia del gen de la GH del gato,
se logrd llevar a cabo el andlisis filogenético de éste, determinando las velocidades de cambia
en el orden carnivora. El patrén obtenido permitié establecer que las GHs de este orden
muestran una evolucién “"lenta" como la observada para algunas especies del orden
artioddctila. Este resultado corrobora la estrecha relacion de los carnivoros con este Gltimo
orden mas que con roedores y primates. Esta relacion se contirmo al evidenciar la presencia
de RNAs relacionados z la Pr] en la placenta del gato. Por lo tanto, en el orden carnivora
como en rumiantes-artiodactilos y roedores hubo también duplicacion del gen de la Prd, con lo
cual se abre un extenso campo de estudio para 1dent|ﬁcar y tratar de definir el papel evolutivo
y fisioldgica de estas proteinas, asi como los mec os moleculares que las originaron.

FIRMA DEL ASESOR:

v
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CAPITULOI

INTRODUCCION

1.1 Introduccion de los datos moleculares en el estudio de la Evolucion

La Evolucion es una de las areas mds importantes de la Biologia modema, ya
que su estudio une bajo un marco tedrico todos los campos de esta disciplina.
Charles Darwin (1859), el gran protagonista de la teoria evolutiva, nos demostré
yue la evolucidn biclogica es el resultado de variaciones heredables, moduladas
por mutaciones y seleccion natural. Por mds de un siglo, los estudios evolutivos
se han basado en los datos generados por areas como [a Anatomia comparada,
Paleontclogia, Geologia, Embriologia y Bioquimica (1). Recientemente, la
integracion en estos de la Tecnologia del DNA recombinante consolido el
nacimiento de la Evolucion Molecular. Con esta nueva area se ha hecho posible
el estudio de la evolucidn en su nivel mas bésico: explorar los cambios que
ocurren en el material genético. Un pruceso basico en la evolucion de las
secuencias del DNA, son los cambios nucleotidicos que éstas sufren en funcion
del tiempo, la comparacién y determinacién del niimero de sustituciones entre
secuencias homologas en diferentes especies, son la base de los estudios de
evolucion molecular. Las raices de esta nueva area, datan de 1965 cuando E.
Zuckerkandl y L. Pauling propusieron el concepto del reloj molecular. Esta
hipotesis se basa en que las mutaciones ocurren a velocidad constante entre
genes homdlogos a lo largo del periodo evolutivo (2,3). En consecuencia, la
cantidad de cambios genéticos entre las secuencias de los genes, depende del

tiempo que ha pasado desde que las especies divergieron. Asi, comparando la
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cantidad y patrén de divergencia geénica entre diferentes especies, se pueden
inferir relaciones filogenéticas y relacionarlas con escalas de tiempo (datacion).
La Evolucidn Molecular abarca dos areas de estudio: 1) la evolucion de las
macromoléculas, en la cual se determinan las velocidades y patrones de cambio
que se presentan en las secuencias de DNA y sus productos (proteinas) a lo largo
del periodo evolutivo, proponiendo ademas los mecanismos responsables de
tales cambios y, 2) la filogenia molecular, en la cual se hacen inferencias sobre
la historia evolutiva de los organismos y macromoléculas a partir de datos
moleculares; por tal razon, ambos campos de estudio estin interrelacionados y
los avances en la primer drea facilita el estudio de la segunda (4).

Actualmente los datos moleculares obtenidos a partir de comparaciones de
secuencias de genes scleccionados, son infegrados con la informacion obtenida a
partir de la Anatomia comparada y Paleontologia para precisar numerosos
aspectos de las relaciones evolutivas entre los organismos. A la fecha, el estudio
de la filogenia en mamiferos, representa un gran reto; ya que aun integrando
tode el conocimiento generado tanto por los meétodos moleculares como
clasicos, la filogenia de esta clase de vertebrados aun no esti completamente
establecida. Se ha sugerido que la evolucién molecular y la morfolégica
presentan patrones contrasta;ltes (5,6), sin embarga, en ciertos oOrdenes
(primates) y superdrdenes (Paenungulata) de mamiferos, puede considerarse que
existe congruencia enire los resultados taxondmicos obtenidos por medio de
datos moleculares y clasicos, pero aun existen discrepancias para ciertos drdenes
tales como los Carnivoros e Insectivoros entre otros (5). Li y cols han sugenido
que estas diferencias pueden ser minimizadas mediante ¢l estudio de nuevos

sistemas geénicos y/o proteicos que aporten mayor evidencia a nivel molecular

(4).
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1.2 Importancia de las familias multigénicas en los procesos evolutivos

El genoma de los organismos superiores es bastante complejo. Una porciéon muy
extensa de éste, estd compuesta de segmentos de DNA repetidos en forma
idéntica o variable de dos a millones de veces. Una familia multigénica, es un
tipo de estas secuencias repetitivas dentro del genoma y puede ser definida como
un grupo de genes derivados de la duplicacion de un gen ancestral, y que
comparten un grado de similitud entre ellos del 50% o menos (7).

Durante los procesos de duplicacion se pueden presentar cambios en una de las
copias, y éstas pueden llevar a la adquisicion de nuevas funciones. A la fecha se
conoce un nimero cada vez mayor de familias multigénicas, algunos ejemplos
son las inmunoglobulinas y los citocromos P450. En estas proteinas, las regiones
codificantes de los miembros de la familia tienen funciones especializadas
dentro del mismo organismo. En otros casos, la diferenciacidn de regiones
regulatorias tales como promotores o potenciadores son més importantes que las
de las regiones cadificantes, como en el caso de las familias de la lactato
deshidrogenasa y esterasa. Finalmente, hay ejemplos de familias en las cuales la
diferenciacion se presenta en ambas regiones como son la familia de la globina y
de la hormona del crecimiento (GH), entre otras (8).

Los procesos de desarrollo de los arganismos estin gobernados por la expresion
diferencial en espacio y tiempo de vartas familias multigénicas. Esta compleja
organizacion del material genético es el producto de la evolucidn, por lo que el
estudio de la reorganizacion de genes por mecanismos tales como la duplicacién
o recombinacion son muy importantes para inferir la historia evolutiva del
genoma y de los organismos (8). Las familias génicas y/o proteicas pueden ser
utilizadas para llevar a cabo estudios evolutivos ya sea a nivel de un gen

especifico o incluyendo todos los genes que la conforman. Una de las familias



Introduccicn
Extudio de la familia génica GR-PL en &l gate domestics (Felis catrs); an sadelo molecular pers precizer (g evelucida de los carsivoves.

multigénicas que ha sido ampliamente estudiada es la de la GH y prolactina
(Prl). La publicacion de las primeras secuencias de GH y Prl, permitio establecer
que estas hormonas eran homologas (9,10), y la disponibilidad cada dia mayor
de secuencias tanto nucleotidicas como aminoacidicas de estas horimonas en
diferentes especies de vertebrados ha permitido conocer mas acerca de la
evolucion de esta familia multigénica y establecerla como un excelente modelo
para llevar a cabo estudios no solo evolutivos (incluyendo las inferencias
filogenéticas), sino también para tratar de establecer los mecanismos que

regulan la expresion especifica de tejido en mamiferos.

1.3 La familia de la Hormona del crecimiento (GH) y Prolactina (Prl) como
modelo evolutivo

1.3.1 Estructura y evolucicn de las GHs en mamiferos.

Las GHs en mamiferos son proteinas constituidas por 190 a 200 residuos
aminoacidicos y tienen un peso molecular de 22 kDa. Estas hormonas son
secretadas principalmente por la pituitaria anterior y estin generalmente
involucradas en procesos fisiologicos relacionados con el crecimiento y
morfogénesis (11). De manera dicecta, la GH es esencial para la regulacion del
metabaolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, asi come para la proliferacion
y diferenciacion celuiar. La estimulacion del crecimiento somatico la ejerce de
manera indirecta a través de las somatomedinas, también |lamadas factores de
crecimiento insulino-agonistas (IGF-I) (12, 13).

La sintesis y liberaciéon de GH, es regulada por una gran variedad de factores,
dentro de los cuales el factor transcipcional Pit 1 o GHF-1 juega un papel clave

para su expresion especifica de tejido (14).
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Se ha determinado la estructura tridimensional de las GHs en humano y en el
cerdo (15), de forma general estdn formadas por 4 hélices alfa antiparalelas. La
molécula presenta dos enlaces disulfuro que conectan la hélice 4 con el extremo
carboxilo terminal de la proteina, y la hélice | con la 4 (Figura 1). Dentro de una
familia de proteinas homdlogas, generalmente puede asumirse que similitudes
en la secuencia primaria de éstas, se correlacionan con similitudes en las
propiedades estructurales y funcionales. El nimero cada vez mayor de
secuencias de GH en mamiferos es una poderosa herramienta para el disefio de
experimentos enfocados a predecir los residuos funcionalmente importantes de

esta hormona, basandose en comparaciones de secuencias aminoacidicas (16).

L1

H1

Figura 1. Estructura tridimensional de la GH de humano. Se muestran las 4 hélices « (H)
y uno de los lazos que las unen (L1). La estructura tridimensional de la GH en porcino
muestra los mismos 4 motivos y plegamiento, razén por la cual se piensa que esta estructura
pudiera ser compartida por todos los miembros de la familia GH-PL-Prl (11). Recreada con
RasMol v 2.6 a partir del reporte del GenBank.

El creciente interés en utilizar las GHs recombinantes con fines biomédicos y
agropecuarios, ha promovido la clonacion molecular de sus genes y/o DNAcs,

no solo en mamiferos sino en muchas especies de otros vertebrados (6,17,18).
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Esto ha permitido establecerla como un buen modelo para llevar a cabo estudios
de evolucion molecular.

La GH muesira en general una alta conservacion en su estructura génica, la cual
consta de cinco exanes y cuatro intrones. Esta estructura génica es la encontrada
en la GH de todos los mamiferos y algunos peces (por ¢j. la carpa). Sin
embargo, en tilapia y dos especies de salménidos, el exdén cinco esta dividido, lo
cual sugiere que la aparicion de un quinto intrdn fue reciente y ocurrio después
de la divergencia de los peces y tetrapodos (19). Se ha propuesto que una
amplificacion de los exones contribuyé a la presente estructura del gen (Figura
2). El primer exon y parte del segundo codifican para el péptido sefial. Los
exones 2, 4 y 5 son similares entre si, sugiriendo que provienen de la
amplificacion en tandem de un exdn ancestral (el exdn 5 contiene dos copias de
la regian homaloga). Dado que el exdn 3 no es similar a los otros, su presencia
en la estructura del gen puede ser debida a un mecanismo de adquisicion de un
exon “ajeno”; estando apoyada esta hipdtesis por €l hecho de que el péptido
cadificado por el exdn 3 no promueve el crecimiento (7).

Actualmente se tiene informacion disponible en los bancos de datos de las
secuencias tanto aminoacidicas como nucleotidicas de las GHs en 3 especies de
aves (pollo, pata y pavo), 2 de reptiles (tortuga y cocodrila) y 2 de anfibios (rana
toro y Xenopus), ademas de una gran variedad de peces teleosteos, condrosteos
y 1 holostea (6). Existen reportes de 17 secuencias nucleotidicas y 8
aminoacidicas de GHs ubicadas en diferentes drdenes de mamiferos placentarios
y solamente 1 secuencia de un marsupial (20); la mayoria de las secuencias
provienen de especies dentro del orden artiodactila debido al interés
biotecnologico que representa. Esta falta de homogeneidad en la distribucion de

las especies para las cuales ha sido reportada la GH, dificulta la reconstruccion
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de la historia evolutiva del gen en los vertebrados y aun en clases especificas

como la de los mamiferos.

a) * amplificacién del
exén A

b) | —
adquisicion m

de exén
c) pérdida del
intréon

Figura 2. Modelo de la evoluciéon del gen GH. El modelo propuesto para la evolucion del
gen de la GH involucra los siguientes pasos: a) repeticion en tandem de un exon ancestral (A),
b) insercion de un exon (B) y pérdida del quinto intrén (7).

Los analisis de las velocidades de cambio de las GHs reportadas hasta 1996 para
los mamiferos, permiti6 establecer que esta hormona presenta patrones
evolutivos lentos y algunos periodos de rapida aceleracion solamente durante la
evolucion de los primates y rumiantes-artiodactilos, razon por la cual se propone
que los cambios en estos ¢rdenes pueden ser debidos a cambios adaptativos y de

seleccion (6,18).

1.3.2 El gen de la GH como modelo molecular para precisar la evolucién de los
Carnivoros.
Como se menciond anteriormente, dentro de las secuencias nucleotidicas

reportadas para GHs en mamiferos, las del orden artiodictila son las mas
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abundantes, siendo los primates, roedores y carnivoros otros oérdenes para los
cuales hay reportes de GHs. El estudio de este (ltimo orden resulta de particular
interés, ya que a la techa sus relaciones filogenéticas con otros érdenes no estin
aun completamente definidas, Actualmente se propone una relacion mas
estrecha de este orden con los artiodactilos, que con [os roedores y primates (35).
En los carnivoros, se han reportado solamente tres secuencias nucleotidicas
correspondientes a los DNAcs de las GHs de gato (21; 22), permro (23) y visén
(24). Sin embargo, a la fecha no ha sido reportada la secuencia de un gen
completo. Para el entendimiento del proceso de evolucidon molecular de los
genes de la GH en el orden Camivora es esencial conocer la estructura geénica de
la hormona, va que cuando se determinan los patrones de cambio, los resultados
observados en las secuencias codificantes (exones) deben ser corroborados con
los patrones y valores de las secuencias no codificantes (intrones) (25).

Por lo anterior, en este trabajo nos propusimos la obtencién del gen de la GH del
gato doméstico para contribuir con mayores datos moleculares a determinar el
tipo de evolucion de la GH dentro de los camivoros y precisar con los datos
obtenidos la filogenia molecular de este orden con otros mamiferos. El gato
doméstico (Felis carus ) se encuentra dentro de la familia Felidae, la cual
empezd a divergir hace 40-60 millones de afios (26), y ha sido utilizada por
muchos afios como un importante modelo animal para llevar a cabo estudios de
Fisiologia, Oncologia, Neuroquimica y Genética (27). El conocimiento de la
estructura geénica de la GH del gato podrd, adicionalmente, aportar datos
importantes sobre la regulacion de esta hormona ya que ha sido reportado que

los mecanismos que gobiernan la secrecion en esta especie son poco sensibles o
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incluso insensibles a los mecanismas que provocan la secrecion de la GH de

primates (28).

1.3.3 Reconstruccion de arboles filogenéticos de las mamiferos utilizando al gen
de la GH. importancia de los grupos de comparacion

En los estudios de Filogenia Molecular, las relaciones entre un grupo de
organismos son ilustradas por drboles filogenéticos, siendo importante que los
datos moleculares que sirven como herramienta para su reconstruccion incluyan
a un grupo de comparacion adecuado, el cual esta definido por una especie que
se sabe por informacion paleontoldgica, divirgié mas temprano que la especie en
estudio.

Los placentarios y marsupiales constituyen un grupo monofilético, el cual de
acuerdo a evidencia Paleontolégica, divergieron de un ancestro comun durante
el periodo Cretacico hace aproximadamente 130 millones de afios (Figura 3)
(29). Asi, los marsupiales constituyen el grupo de comparacion mas adecuado
para estudiar la radiacion de los placentarios (4,30).

El tlacuache (Didelphis marsupialis) es considerado como un “fdsil
viviente"que ha cambiado muy poco desde el periodo Cretacico al presente (29),
por lo que estudiando al tlacuache se puede tener una idea muy cercana de un
mamifero primitivo,

Existen reportes utilizando al opossum (Didelphis virginiana) como grupo de
comparacion para determinar la evolucion de los mamiferos placentarios
(30,31). Sin embargo, ésta se lograria conocer mejor al incrementar el niinero
de secuencias reportadas para marsupiales, en genes de interés evolutivo. Existe
solamente ¢l reporte de una secuencia de DNAc de GH del possum (Trichosorus
vulpecula) por lo que es importante buscar otras secuencias de GHs de

marsupiales.
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Mopotresmos  Mermpiales  Placentanion
Cenozoica | I

es B o
Creticico T :

Juddsico Mumiferas
Aves
Tridsico
Pérmica
Pensilvinico Reptiles
Misisipico Anfihioy
Devonico Peces Peces

cartilaginosos  dseos

Sildrico Plucodermus

Ordovicica Peces sin
mandibula

Cambrico

Precambrico

Figura 3. Evolucién de los vertehradoes. Se esquematizan los periodos de aparicion de las

diferentes clases de vertebrados, poniendo €nfasis en la radjacion de los mamifergs.

1.3.4 Estructura y evolucion de lu familia de lu GH-Pri-£PL en mamiferos

La familia de la GH/Prl incluye a los genes de Lactdgeno Placentario (PL),
Proliferina (PLF), proteinas relacionadas a Prl {(PRP), proteinas semejantes a Prl
(PLP), somatolactina (SL), asi como también algunos pseudogenes. Esta familia
multigenica representa uno de los grupos proteicos fisiologicamente mds
diversos que han evolucionado por duplicacion génica (32).

En la mayoria de las especies de vertebrados, la GH y Prl son expresadas en

hipofisis, asi como también la SL, pero a la fecha solo se ha reportado la

10
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existencia de esta Gltima en algunas especies de peces (33). El resto de los genes
que conforman [a familia han sido reportados solo en mamiferos y su expresion
se restringe a Ja placenta. Por tal razon, esta familia es considerada un excelente
modclo para realizar cstudios evolutivos y de expresion especifica de tejido (34).
Las hormonas de esta familia actian sobre sus células blanco mediante la union
a receptores membranales especificos, que pertenccen a la familia de las
citocinas. A la fecha existe aun controversia sobre si todos los miembros de esta
familia comparten los mismos receptores o bien, si ejercen sus acciones via
receptores especificos (11). Come ya ha sido mencionado, la GH participa en
procesos fisiologicos relacionados al crecimiento, metabolismo y morfogénesis,
la Prl participa principalmente en fenémenos tales como la lactacion,
reproduccidn, osmorregulacion € inmunomodulacion. Dependiendo de las
especies, los PLs llevan a cabo funciones semejantes a Prl y/o GH y actuan tanto
a nivel del feto como de la madre. Finalmente, en el caso de las proteinas
placentarias relacionadas a Prl, a [a fecha se desconocen cuales podrian ser
sus funciones durante €l embarazo (35,36). En mamiferos, son tres los ordenes
en los cuales esta familia ha sido ampliamente estudiada, el analisis de las
secuencias de estos genes ha permitido establecer que al menos dos eventas de
duplicacion fueron necesarios paca la formacion de esta familia (Figura 4). En el
primero, la GH y Prl divergieron de un gen ancestral comin hace >400 millones
de afios (10), ambos genes evolucionaron independientemente segregandase en
cromosomas diferentes (Tabla 1).

Un segundo evento de duplicacion dio lugar a la formacién de los lactogenos

placentarios, siendo el origen evolutivo de éstos de particular interés, ya que en

11
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primates estas hormonas estdn mas relacionadas al gen de GH, en tanto que en
roedores y rumiantes, tienen una estrecha similitud con el de la Prl
Nuevamente, la co-localizacién cromosémica de estos genes ya sea con los

genes GH o Prl apoya el origen diferente de los genes PLs en diferentes 6rdenes

(37).

Duplicacion >400 millones de afos
Pre-VERTEBRADOS

Ao

Frolactina Hormona del crecimiento

rogdores Orros ordenes?
ripi nanles primiies

Lactogeno placentyanio Lactogeno placentario

Profeinas plaventarias
relacionadas a2 Prl

Figura 4. Origenes de los PLs, En la figura se esquematizan los dos eventos de duplicacion
que dieron origen a la familia multigénica en diferentes 6rdenes de mamiferos.

1.3.4.1 Origen de los PLs en primates.

En simios y humanos, el locus de la GH esta constituido por 5 genes altamente
conservados: dos GHs y tres PLs. En el humano éste se encuentra localizado en
el brazo largo del cromosoma 17 entre las bandas q22-24 y se extiende sobre

aproximadamente 50 000 pb (38,39).
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Tabla 1. Caracteristicas estructurales y lecalizacion cromosémica de los PLs

_———m—,e——————
Simitirud de secuencia aa Co-localizacidn cromosémica

Especie  Niimero de aa i e con el ger de
hPL 191 27 85 GH
oPL 193 49 28 ?
bPL 200 51 20 Prl
mPL-1 194 13 21 Prl
mPL-1I 191 J8 2l Pri

h= Humano, o= oving, b= bavino, m= ratén

Estos genes aun cuando tienen un alto grado de similitud en sus secuencias
nuclectidicas (~95%), son expresados selectivamente en dos tejidos diferentes.
La GH-N se produce especificamente en las células somatotroficas de la
hipofisis, mientras que dos genes PLs y uno de la variante de la GH se expresan
en los trofoblastos placentarios. El tercero de los PLs presenta un cambio de
base (G—A) en el sitio de donador del segundo intrén, de tal manera que el
RINAm no es correctamente procesado y por lo tanto no se produce un transcrito
maduro (38).

La determinacion de la secuencia nucleotidica del locus de la GH en humano ha
permitido describir los mecanismos evolutivos que dieron lugar a su formacion.
Se propone que 3 eventos de duplicacion de una secuencia ancestral, en
conjunto con procesos de recombinacion homdloga desigual entre las secuencias
de estos genes, e incluso conversion génica, fueron necesarios para llegar al

locus actual (18,38).
1.3.4.2 Origen de los PLs en no primates: roedores y rumiantes-artiodactilos.
La clonacion y analisis de los genes de la familia GH-Prl en especies ubicadas

en drdenes diferentes al de primates, permitié establecer que los PLs en al

13



Introduccicn
Estudio de lg fenilia génice GH-PL oa o pato domdstico (Fells ealus). an modele molecnler para preciser lg evolncidn de las carnivores.

menos dos de los ordenes estudiados (roedores y rumiantes-artioddctilos), se
derivaron del gen de la Prl (11,40).

En roedores, el tejido placentario de rata y ratdn es la fuente de una amplia
variedad de proteinas relacionadas a la Prl hipofisiaria (35,41,42). Las Prls
placentarias son producidas por las células trofoblasticas y tienen influencia
sobre el metabolismo materno y fetal, asi como también el de la propia placenta
(43,44). Hasta 1999, la familia en roedores constaba de 18 genes diferentes (40),
que incluyen PL-I y II, en rata, raton y hamster, proteinas relacionadas a Prl (m
y r-PRP), proteinas semejantes a Prl (m y r-PLP) y a proliferinas. Con excepcion
de los PLs, para los cuales se ha demastrado que tienen una potente actividad
lactogéenica, la funcion de los otros miembros de proteinas relacionadas a Prl en
roedores aun permanece sin ser explorada (11,35,42).

En bovino, han sido descritos PLs producidos por las células binucleadas de
trofoblasto (45). Ademas de estas proteinas, en la placenta de bovino se
sintetizan al menos seis proteinas relacionadas a Prl (bPRL-I a VI). Poco se
conoce a cerca el papel fisiologico de estas proteinas en rumiantes, estando
actualmente los estudios enfocados a determinar los mecanismos que regulan la
expresion de los lactégenos placentarios y PRPs en especies dentro de este

orden.

1.3.4.3 Origen de los PLs en otros drdenes de no primates

Poco se sabe de la existencia de proteinas relacionadas a la familia GH-Prl en
tejido placentario de ordenes de mamiferos diferentes a los antes descritos.
Forsyth en 1986 reportd una serie de estudios encaminados a detectar la
presencia de estas proteinas utilizando bioensayos y radioinmunoensayos (46).

Mediante estos ensayos no fue posible detectar actividad lactogenica ni

14
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semejante 2 GH o a Prl. Las especies incluidas en ¢l estudio pertenecen a los
siguientes Ordenes: Insectivora, Edentada, Logomorfa, Perisodactila,
Artiodactila (diferentes a rumiantes: cerdo) y Camivora. Sin embargo, este
resultado no descarta la existencia de este tipo de genes, ya que cabe la
posibilidad de que en estas especies, los PLs no compartan los receptores de GH
y/o Prl. Por tal razon y con el fin de contribuir a determinar los mecanismos que
dieron lugar a la formacion de esta familia en mamiferos, nos enfocamos a la
busqueda a nivel molecular de nuevos miembros de la familia génica GH-Prl
partiendo de tejido placentario del gato doméstico (Felis catus), especie ubicada
dentro del orden Carnivora. Para ello, nos propusimos los objetivos general ¥

especificos que se describen en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL:
Precisar la evolucion Jde los genes GH-PL en carnivoros tomando como
modelo al gato doméstico (Felis catus) y como grupo de comparaciéon al

tlacuache (Didelphis marsupialis).

2.2 ORJETIVOS ESPECIFICOS:
2.2.1 Aislar por clonacion molecular y determinar la secuencia nucleotidica del

gen de la GH del gato (Felis catus) y el DNAc de la del tlacuache (Didelphis

marsupialis).

2.2.2 Identificar los DNAgs relacionados a la familia GH-PL en tejido
placentario de gato, mediante:

a) Construccion y tamizaje de una biblioteca del DINAc de placenta de gato.

b) Obtencion y caracterizacion de los DNAcs relacionados a la familia GH-PL

en tejido placentario de gato.

2.2.3 Reconstruir arboles filogenéticos correspondientes a la familia GH-PL
en mamiferos mediante la inclusion en éstos de los resultados obtenidos en el
estudio.

16
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CAPITULO III

ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia general consistio de los siguientes pasas:

3.1 Obtencion de las secuencias nucelotidicas de las. GHs del gato y

tlacuache.
1INA genamica RNA hipofisiario
gata tlacuache

Aenplificacien
PCR ®  sefectivapor ® RT-PCR

\ Clonacion y /

secuenciacion

3.2 Basqueda de nuevus miembros relacionados a la familia GH/Prl en

tejido placentario de gato.

Evidencia de la expresian de miemthres de la familia
GH/Pri en tejido placentario de gato

/ (Northern biog) \

Constroccion de una biblioteca ldentificacion de DNAcs relacionadys
de 3NAc de placenta de gato a Prl a pactivr de RNA placentaria de gato

¢ oligoruice{dtidas
o sense
Tamizaje, aislamiento v RT-PCR
caracterizacion de las clonas
Clomacidn y
secucndcincion

3.3 Analisis de las secuencias y reconstruccion de arboles filogenéticos.

Obtenciom de las secuencias
uutclevtidicas y aminoacldicas —p
de las GHs de mamiferos

Travamiento de loz datos a través
de! puquete computacivnal Phylip.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 Origen de los reactivos.

Los reactivos para llevar a cabo las Reacciones en Cadena de la Polimerasa
(PCRs) fueron obtenidos de las siguientes casas comerciales: la enzima DNA
polimerasa Taq y el MgCl; de Promega Corporation (Madison, Wi, EUA) y los
dNTP’s de GIBCO- BRL (Gaithersburg, MD,EUA). El estuche para llevar a
cabo las reacciones de Transcripcidn reversa (RT)-PCR fue de la compafiia
Perkin Elmer-Roche Molecular Systems, Inc., (Branchburg, NJ, U.S.A.). Las
enzimas de restriccion y de modificacion utilizadas fueron de GIBCO, BRL y de
New England Biolabs (Beverly, MA, USA), Para la clonacion de los fragmentos
de RT-PCR provenientes del tejido placentario de gato se utilizo el estuche “TA
Cloning Kit” de la compaiiia Invitrogene (Carlsbad, CA, USA).

Las enzimas tales como DNAsa, RNAsa y proteinasa K fueron de SIGMA (St.
Louis, MO, USA).

Las extracciones de RNA a particr de zlgunos tejidos se llevaron a caba
utilizando el estuche comercial “Totally RNA Extraction Kit” de la compatiia
Ambion Inc. (Woodward. Austin, Tx). El inhibidor de RNAsa (RNAsin)
utilizado para la conservacion del RNA extraido fue de la casa comercial
Promega.

Los RNAs mensajeros fueron obtenidos a partir del RNA total y utilizando el
estuche comercial “Oligotex” de QIAGEN (GmbH, Alemania).

La biblioteca de DNAc de tejido placentario de gato fue construida utilizando ¢l
estuche comercial “ZAP ExpressMDNAc Synthesis Kit” y “ZAP

Express™DNAc Gigapack®II Gold Cloning Kit”, de la compaiiia Stratagene
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(La Jolla, California, EUA). Las membranas de hibridacion fueron de
Amersham International (Buckinghamshire, UK). Para el marcaje de las sondas
se utilizd el estuche comercial “RadPrime labelling system™ de GIBCQO, BRL.
La secuenciacidn se llevd a cabo utilizando el estuche comercial “Amplicycle
Sequencing Kit” de Perkin Elmer. Los nucledtidos radiactivos provenieron de
Amersham International.

La mayor parte de los oligonucledtidos consenso fueron obtenidos de la
oligoteca de la ULIEG, Dpto. de Bioquimica de la Facultad de Medicina, y el
resto fue sintetizado por la compaiiia GIBCO-BRL. El sitio de apareamiento y la
secuencia de éstos serd descrita en su apartado correspondiente.

El suero de conejo anti-ovine Prl-IFC-1, fue proporcionado por el NIDDK
Piwitary Hormones & Antisera Ctr. (Harbor-UCLA Medical Center). El
anticuerpo anti-congjo IgG conjugado con fosfatasa alcalina fue adquirido de

Sigma Immuno Chemicals.

4.2 Material biologico.

Para la clonacion de los genes de GHs se utilizo ¢l plasmido pBS SK y la cepa
XL 1-blue de E. coli, ambos provenientes de la coleccion de plasmidos y cepas
de la ULIEG.

Las muestras de tejido placentario de gato a diferentes periodos de gestacion
fueron obtenidas de clinicas veterinarias privadas, Los tejidos control de gato
tales como hipofisis, higado, pulmén, sangre, cerebro, etc. fueron obtenidos del
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina. Las placentas de raton
(BALB/c) y de vaca fueron obtenidas del Departamento de Inmunologia de la
misma facultad y a través del personal de veterinaria del Rastro Municipal de

Monterrey, respectivamente.
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El tejido hipofisiario del tlacuache, asi como muestras de sangre de este animal
fueron obtenidos a partir de especimenes de muerte reciente, rescatados por

personal de la Faculta de Medicina.

Tadas las muestras después de ser recolectadas fueron almacenadas a -70°C.

4.3 Métodos

4.3.1 Extracion del DNA gendomico.

Los DNAs genomicos (DNAg) de gato y tlacuache fueron obtenidos a partir de
tejido sanguineo y hepatico, respectivamente. En ambos casos se utilizo la
técnica descrita por Gross-Bellard et al (47). Brevemente, ¢l tejido fue molido en
presencia de nitrogeno liquido, posteriormente se adiciond 1.2 ml de buffer de
digestion por cada 100 mg de tejido (100mM NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8, 25mM
EDTA pH 8, 0.5% SDS y 0O.lmg/ml proteinasa K). Las muestras fueron
incubadas a 50°C durante 18 h, después de 1o cual se realizaron dos extracciones
en una mezcla a partes iguales de fenol y Sevag (cloroformo-alcohol isoamilico
24:1). Finalmente el DNAg fue precipitado utilizando 0.5V de NH;OAc 7.5M y
2V de etanol al 100% y el exceso de sales se eliminé con un lavado utilizando
1V de etanol al 70%. El RNA residual fue removido de las preparaciones
agregando 0.1% de SDS y lug/ml de RNAsa y haciendo una incubacion de las
muestras a 37°C por | h. Para obtener ¢l DNAg se realizd nuevamente una
extraccion fenol-Sevag y la precipitacion de la misma forma antes descrita. El

DNAg ohtenido se cuantificd por espectrofatometria (48).

4.3.2 Obtencion del RNA total. Los RNAs placentarios de gato y vaca fueron
preparados siguiendo la técnica descrita por Barrera-Saldafia (49), la cual se

describe a continuacion: a25g de tejido se agregd 100ml de buffer de
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extraccion firio (0.2M Tris-Cl pH 8, 0.025 EDTA-NaOH, 0.1M LiCl y 1% SDS),
50 ml fenol (saturado con agua DEPC) y 50 ml de Sevag. Se homogenizd en una
licuadora a alta velocidad durante 5 min en frio. Posteriormente se separaron las
fases mediante centrifugacién a 5000 rpm durante 10 min a 4°C. A la fase
acuosa se le agregd proteinasa K (50pg/ml) y se incubd durante 1h a 37°C. Se
realizaron dos extracciones fenol-Sevag (50:50). La fase acucsa se precipita con
2.5V de etanol al 100% y se incubo tada la nache a -20°C. Se centrifugd durante
20 min a 5000 rpm y la pastilla se resuspendio en 10 ml de H,O DEPC. Luego
se agregaron 2V de NaOAc 5M pH 4 y se incubd durante 2 h a -20°C.
Nuevamente se centrifugd a 5000rpm 10 min y l pastilla recuperada se
resuspendio en [0 ml de H;OQ DEPC, se agrego NaQOAc suficiente para dejar a
una concentracion 0.2M y finalmente se agregaron 2V de etanol al 100%
incubando a -20 °C durante toda la noche. El RNA fue recuperado por
centrifugacion, lavado con un volumen de etanol al 70% y resuspendido en
H;O DEPC con 1U/ml de RNAsin y conservado a -70°C.

Los RNAs de tejido hipofisiario y tejidos utilizados como testigos (higado,
pulmon, etc.) se obtuvieron utilizando el estuche comercial de la compaiia
Ambion .

[.os RNAm necesarios para la construccion de la biblioteca de DNA¢ fueron
purificados a partir de RNA total, utilizando el estuche comercial “Oligotex” de
la compariia QUIAGEN,

La integridad de cada unc de los RNAs fue verificada en geles de agarosa con
isotiocianato de guanidina, siguiendo la técnica descrita por Goda y cols. (50).
La calidad y concentracion de los RNAs fue determinada por espectrofotometria
(48).
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4.3.3 Obtencion de las secuencias de GH del gato y tlacuache.

Las secuencias génica y del DNAc de GH del gato y tlacuache respectivamente,
fueron obtenidas por PCR a partir de DNAg y RNA hipofisiario,
respectivamente. En ambos casos, los iniciadores utilizados fueron disefiados a

partir de las secuencias de GHs reportadas para mamiferos (Figura 5).

Prom. | 1 1 I v V  PoliA

Y = > <« <«
Pit §° ExII Ex IV ExVr 139

Secuencia Clave
GAGGAGGGGCTAAATTATCCATTAGCACA Pit 5’
CTGCACCAGCTGGCTGCTGACAC Exll
CTGCTGCTCATCCAGTCATGG ExIV
GAAGCAGGAGAGCAGCCCGTAGTT ExVr
GGCACTAGAGTGGCACTTTCCAGG 139

Figura 5.- Sitios de apareamiento de iniciadores. Se ilustran los sitios de apareamiento y
las secuencias de los iniciadores utilizados en la PCR para la obtencion de las secuencias de
GH de gato y tlacuache.

4.3.3.1 Retrotranscripcion del RNA hipofisiario del tlacuache.

En el caso del DNAc de la GH del tlacuache, previo a la amplificacion se realizé
una reaccion de retrotranscripcion. Este ultimo fue preparado utilizando el
estuche comercial “RNA PCR Kit”, de la compaiiia Perkin Elmer; 500 ng de
RNA hipofisiario fueron retrotranscritos utilizando 2.5U/ul de la enzima MuLV,
ImM de dNTPs, SmM de MgCl, 1U/ul de inhibidor de RNAsa y 2.5 uM de
hexdameros al azar. La reaccion fue incubada durante 10 min a temperatura

ambiente, llevandose posteriormente a cabo los siguientes pasos: 42°C/15min,
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99°C/5min y finalmente 5°C/5min, después del cual la reaccidn se almaceno a

-20°C hasta su uso.

4.3.3.2 Reacciones de amplificacion.

Las PCRs a partir de DNAg de gato y DNAc¢ de hipdfisis del tlacuache se
llevaron a cabo utilizando diferentes pares de oligonucledtidos, bajo las
condiciones estandar de reaccion descritas en la tabla 2. Después de un paso de
desnaturalizacion a 94°C por 3 min, las amplificaciones se realizaron durante 30
ciclos, cada uno consistiendo de 94°C/lmin, 55°C/lmin y 72°C/1 min

Finalmente el programa termind en un ciclo de extension a 72°C/20 min.

Tabla 2. Condiciones estandar para las PCRs

Componentey de la PCR Concentrocion final
Amortiguador de la
reaccion 10X X
MgCl, 25 mM 1.5mM
dNTP's 10 mM 0.2mM
Iniciador 5' 5uM 0.1 uM
[niciador 3' 5uM 0.l uyM
DNA polimerasa Taq 0.05U/ul
HZ0 mQ estéril cbp 50ul

4.3.4 Clonacién y determinacion de la secuencia nucleotidica de las GHs de
gato y tlacuache.

La enzima Taq DNA polimerasa utilizada en la PCR tiene actividad transferasa
terminal independiente de templado, lo cual permite la adicion de una

desoxiadenosina monofosfato (A) en los extremos 3’°de los productos de PCR.
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Esta propiedad ha sido ampliamente explotada para la clonacion de este tipo de
insertos en vectores plasmidicos preparados para llevar en sus extremos 3’
tesiduos de timina complementarios a los de adenina (51). Esta estrategia se
seleccioné para la clonacion de las GHs del gato y tlacuache.

Las clonaciones se realizaron en el vector de clonacidn utilizado pBS SK de la
compafiila Stratagene. Para la preparacion del vector T, 2.5 pg del DNA
plasmidico previamente linearizado con la enzima de restriccion Eco RV, fueron
tratados con 1.25 U/pg de la enzima DNA polimerasa Taq, 2mM de dTTP y
1.5mM de MgCl,, en un volumen de 40ul. La reaccion se incubd durante 2h a
70°C, tiempo después del cual se precipitd el vector T y se mantuvo a -20°C.
Los productos de PCR se sometieron a ligacion en un volumen final de 10ul con
una relacién inserto: vector T de 1:3 y 2U de DNA ligasa. La reaccion se incubo
'a 16°C toda la noche y la mitad del volumen fue utilizada para transformar
células XL1-blue Ca™" competentes (52).

I.a seleccidén y caracterizacidn de las clonas portadoras de los insertos de interés
se llevaron a cabo a partir del DNA plasmidico preparado por el método de lisis
alcalina descrito por Sambrook y cols. (48) y utilizando enzimas de restriccion
caracteristicas de los genes GHs, como son Pst I, Pvu Il y Sma L.

La secuencia de las clonas resultantes se determind por secuenciacion ciclica
(AmpliCycle Kit) y utilizando o’*PdATP. El uso de iniciadores consenso
internos (Figura 5) durante las reacciones de secuenciacion facilitd la obtencion

de la totalidad de la secuencia nucleotidica del inserto.
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4.3.5 Identificacion de DNAcs relacionados a la familia GH-PL en tejido

placentario de gato,

4.3.5.1 Obtencion de una porcion del DNAc de la Prl de gato

Durante la biusqueda de DNAcs relacionados a la familia GH-Prl en tejido
placentario de gato, se utilizd como sonda una porcion del DNAc de la Prl de
esta especie. Esta fue obtenida por RT-PCR a partir de RNA hipofisiario del
gato. La estrategia de amplificacion y clonacién utilizada fue bésicamente la
descrita en las secciones 4.3.3.1 y 4.3 .4, siendo los iniciadores utilizados para la
amplificacion disefiados a partir de las secuencias reportadas para la Prl ¢n
diferentes especies de carnivoros, incluyendo las de algunos rumiantes. Sus

secuencias se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Iniciadores utilizados en la PCR para amplificar el DNAc

de tejido placentario

Secuencia Clave
ATGTTCAACGAATTTGATAA PRL S’
GAATGTAGGCTTAGCAGTTGC PRL Y
AGAGGTTCATCCCAGG PLY
TTCATTACCAAGGCCATCAAC PRPS’

TGAGAAATGTTCAACGAATTT PLP5’a

4.3.5.2 Anilisis por Northern blot del RNA proveniente de tejido
placentario de gato.

Veinte microgramos del RNA placentario de gata a mitad y término del periodo
de gestacion asi como de vaca, fueron separados en un gel de agarosa-

isotiocianato de guanidina (50). Posteriormente se realizo la transferencia por
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capilaridad a una membrana de nylon (48). El RNA transferido fue fijado a 80°C
durante 2h en un horno con vacio y luego la membrana fue prehibridada durante
2 h a 50°C, utilizando 5ml de la solucion de prehibridaciéon (0.5M Na,HPQ; .
H:PO;, 7% SDS, pH 7.2) por cm®. La hibridacion se realizé durante 16 h a 50°C
en la misma solucién de prehibridacion, pero agregando la sonda marcada con
a>?P-dATP (~10° cuentas/ml de solucion). Después de este tiempo, la membrana
fue lavada a 55°C por dos ciclos de 15 minutos c/u con las siguientes soluciones:
6X SSC/0.1% SDS, 3X S§C/0.1% SDS, 2X SSC/0.1% SDS y finalmente 1 ciclo
a 65°C con la solucion 0.1X SSC/0.1% SDS. La membrana fue expuesta a una
pelicula de autorradiografia y revelada 24 h después.

4.3.5.3 Analisis por Western blot de las pratcinas obtenidas a partir de
tejido placentario de gato.

Para el analisis por Western blot, se prepararon extractos proteicos totales a
partir de higado, pulmén y placenta de gato (mitad y término), vaca y ratdn,
utilizando la técnica descrita por Pollard y Walker (52). Brevemeate, 0.5 mg de
tejido se disocié mecanicamente con 500 wl de buffer de extraccion frio (0.5%
Tritén X-100, 10mM Tris-Cl pH 7.5, ImM MgCl,, 20mM KCl, 0.2 mM DTT y
10% glicerol) y la mezcla se incubd a 4°C por 30 min con agitacion suave.
Posteriormente se centrifugd durante 1 h a 16,000 rpm y 4°C. El sobrenadante
recuperado fue cuantificado utilizando el método de Bradford (54) y almacenado
en alicuotas a -70°C. Aproximadamente 15ug de cada uno de los extractos
proteicos fueron separados en un gel de poliacrilamida al 12% (54). Las

proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa (55). El
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ensayo de Western blot fue realizado bajo las siguientes condiciones (56): la
membrana fue bloqueada durante 1 h a 37°C con una solucidn de 5% leche
descremada/1:1000 Tween 20 en buffer PBS ( 0.136M NaCl, 2.68mM KCl,
10,1mM Na,HPQO,, 1.76mM KH,POy). Después de este tiempo, ésta se lavo 3
veces con 0.3% leche descremada/0.1% Tween 20 en buffer PBS haciendo
cambio de la solucion cada 5 min. Posteriormente, la membrana se incubd
durante 1 h a 37°C con el antisuero anti-Prl de ovino diluido 1:500 en PBS.
Nuevamente, la membrana se lavé para finalmente incubarse con el anticuerpo
anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina durante 1 h a temperatura

ambiente. El ensayo fue revelado con la adicion del sustrato BCIP/NBT (48)

4.3.5.4 Construccién y tamizaje de una biblioteca de DNAc de la placenta
de gato.

4.3.5.4A. Construccion de la bilioteca.

En una biblioteca de DNAc se representa la informacién codificada por los
RNAs mensajeros (RNAm) del tejido especifica de interés. En este trabajo, se
llevé a cabo la construccion de una biblioteca a partir del RNAm proveniente de
tejido placentario de gato a mitad del periodo de gestacion. Para lograrlo, se
utilizd el estuche comercial previamente descrito (materiales) siguiendo las

instrucciones de la casa comercial, las cuales se esquematizan en la Figura 6.

4.3.5.4B. Tamizaje de la biblioteca.

Para el tamizaje de la biblioteca se utilizaron 20 cajas de Petri de 150-mm de
diametro con medio de cultivo NZCY (1% NZ-amina, 0.5% NaCl, 0.5%
Extracto de levadura, 0.1% Casa-aminoacidos, 0.2% MgSQO,.7H;Q). Estas cajas
son suficientes para realizar el tamizaje de un titulo de [0° pfu (50,000 pfivcaja).

La infeccion se llevé a cabo uiilizando las células XL1-blue MRF’y 8 ml de
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NZCY de top-agarosa por placa. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 8
h, después de este tiempo se dejaron 2 h a 4°C para prevenir que el top-agar se
pegue a las membranas de nylon durante la réplica (lift) de las cajas. Después de
orientar las membranas y la caja utilizando una aguja impregnada con tinta

china, se realiz6 la transferencia por duplicado.Posteriormente, las membranas

Sintesis del cDNA

lind er primer
S CTCGAGTTTTTTITITITT
T AAMAAAAAAN SR i
Reverso-trans criplass
L metib-dCTP, dATP,
* ATTP, 4GTP
ol ﬁ i'- ﬂ ﬁ ﬁ ¥ Lambda Zap Express
30 AAAAA § Stratagene
RNAss H
DNA polimersss ‘
ANTP'
ngacuén
3 i 1y T‘ DNA ﬁqu-p st oo
5('7'5&’ a ¥ w v
T GAGCTCAAAAAAAAAA s
Adaptadores Eco RI A
T, DNA igasa
‘ Csrse con Xha | l
I
b, ' . v
¥ CTTAA S .
cspect ficas
DN A para clmacudn dirvocionsd

Figura 6.- Construccién de una biblioteca de DNAc (Stratagene). La estrategia incluye los
siguientes pasos: 1. Sintesis de DNAc para la clonacion direccional; 2. Ligacion a los brazos
del vector A Zap Express; 3. Empaquetamiento “in vitro™ en la particulas fagicas; 4.
Titulacién y amplificacién de la biblioteca.

fueron desnaturalizadas y neutralizadas para finalmente fijarlas a 80°C durante

2h en un horno con vacio. Todas las membranas se prehibridaron durante 2 h a
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50°C, utilizando 0.5ml de la solucidn de prehibridacion (0.5M Na;HPO,, 7%
SDS, pH 7.2 con H;PQ4) por cm® de las membranas. Despues de este tiempo, la
solucién de prehibridacion fue cambiada por un volumen igual de solucion de
hibridacion, la cual contenia la sonda marcada (~10° cuentas/ml de solucién).
Esta ultima fue marcada siguiendo al pie de la letra las instrucciones del estuche
comercial “RadPrime Labelling System”.

Finalmente, las membranas fueron expuestas a peliculas ultrasensibles y después
del revelado las autorradiografias se utilizaron para identificar las sefiales
positivas. Las placas fagicas seleccionadas fueron “picadas™ de la caja con una
puntilla amarilla invertida y difundidas en 1 ml del buffer SM (0.1M Na(l, 8.1
mM MgSO4.7H2Q, 0.01% gelatina, 0.05 mM Tris-HCI pH 7.5). De este primer
tamizaje se procedié al segundo utilizando diluciones del difundido de tal
manera que se tamizaron 50 y 450 pfu/placa. Se procedio nuevarnente a hacer el
lift e hibridacion descrito para el primer tamizaje. Cuando fue necesario se
procedid a hacer el tercer tamizaje hasta lograr el aislamiento de tnicamente la

placa fagica de interés.

4.3.6 Amplificacion por PCR y caracterizacién molecular de los DNAcs
relacionados con la familia GH-PL en tejido placentario de gato.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo a partir de RNA placentario
de gato a dos periodos de gestacion (mitad y término) ademas de RNA
placentario de vaca comao control positivo de las reacciones. Previo a la
amplificacién se realizd uma retrotranscripcion del RNA utilizando la
retrotranscriptasa MuLV y el protocolo antes sefialado (ver 3.3.3.1). Las
condiciones de la PCR fueron las estandar (Tabla 2) y las secuencias de los

ituciadores se describen en la tabla 3.
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Los productos de amplificacion de ambas placentas se ligaron sin previa
purificacion, al vector de clonacion “TA cloning vector” de la compaiiia
Stratagene, en presencia de 4U de la enzima T; DNA ligasa. La mitad del
producto sirvié para transformar células Top 10 Ca ** competentes. La seleccién
de las clonas recombinantes portadoras de los insertos de interés fue realizada
mediante un famizaje por PCR (Yi Hog-Chou, comunicacion personal),
utilizando iniciadores que se aparean en el vector, Las colonias blancas fueron
picadas individualmente de la caja de Petri y resuspendidas en 20ul de H;O mQ
estéril. A 10ul de esta suspension se le agregé una gota de aceite mineral y las
células fueron lisadas en el termociclador mediante un ciclo con las siguientes
temperaturas: 96°C/5 min, 50°C/1.5 min, 96°C/1.5 min, 45°C/1.5 min, 96°C/1
min y 40°C/1 min. Posteriormente, a cada tubo se agregaron 10 pl de la mezcla
de PCR de la tabla 4 y todos fueron sometidos a amplificacion durante 30 ciclos
con los siguientes pasos: 94°C/lmin, 60°C/l min y 72°C/l min. Las clonas
recombinantes fueron seleccionadas en base al tamafio esperado del inserto mas
175pb que son amplificados del vector TA (los iniciadores se aparean en la
secuencia del vector). Las clonas obtenidas fueron sometidas a secuenciacion

bajo las condiciones ya descritas (ver 4.3 4).

Tabla 4. Condiciones del tamizaje de las clonas de DNAc.

Cormponentes de fa PCR Cancentracién final
Amartiguador de la
reaccién 10X 1X
MgCl, 25 mM 1.5mM
dNTP's 10 mM 0.2mM
*[niciadar 5’ 20uM 0.JmM
**[niciador 3' 20uM 0.3mM
DNA polimerasa Taq 05U/l
H;O () esteéril chg 20ul

* semicn 3 “CGTAATACGACTCACTATAGGGC-3’
“Captpontand -GGAAACAGCTGTGACCATGATTAC-3'
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4.3.7 Reconstruccion de arboles filogenéticos.

A partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas, se infirieron las
aminoacidicas, utilizando el programa DNA Strider. Estas se compararon ¢on
las secuencias de GH reportadas en el GenBank.

En la reconstruccidon de los arboles filogenéticos se utilizaron diferentes
paquetes computacionales. El primero de ellos fue el Clustal W (58), con el que
se llevaron a cabo alineamientos de las secuencias obtenidas de GHs del gato y
tlacuache, asi como de otras GHs de mamiferos obtenidas del GenBank. Los
alineamientos obtenidos fueron posteriormente utilizados para la obtencién de
arboles filogenéticos con los programas de Méxima Parsimonia (DNAPARS),
DNADIST, PROTPARS y Neighbar-Joining/UPGMA que se encuentran dentro
del paquete computacional Phylip (59). '
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 Obtencion de las secuencias de GHs de gato y tlacuache.

S.1.1 GH del gato.

Para la obtencidn del gen de la GH del gato, se llevo a cabo una serie de
reacciones de amplificacion utilizando combinaciones de los pares de
iniciadores mostrados en la Figura 5. Debido a que estos iniciadores son
consenso para GHs de mamiferos, en la mayoria de las reacciones de
amplificacion se obtuvieron bandas adicionales a las esperadas, sin embargo,
mediante dos reacciones de PCR y utilizando los pares de iniciadores
PitS’/ExV y ExII/139, se logro la obtencion del gen completo de la GH del
gato (Figura 7). El primero de los fragmentos (1.5 Kb) abarca 200 pb de la
region promotora hasta la mitad del exon V, y el segundo (1.2 kb) va de la
mitad del exdn II hasta unos cuantos pares de bases después de la sefial de
poliadenilacion. Después de la clonacion de cada uno de los fragmentos en el
vector pBS SK, las clonas recombinantes seleccionadas fueron sometidas a
secuenciacion y el traslape entre los dos fragmentos de amplificacion permitio

corroborar la secuencia interna del gen (exon [I-V).

5.1.1.1 Organizacion del gen de la GH del gato.

El andlisis de la secuencia nucleotidica de la GH del gato (Figura 8) mostrd
que el tamario del gen es de 1.7 Kb y que €ste presenta la estructura clasica de
las GH's: 5§ exones y 4 intrones. Todas las uniones intron-exon siguen la regla
GT-AG (60).
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Figura 7.- Obtencion del gen de la GH del gato. A. El esquema muestra una representacion
de la anatomia tipica de un gen de GH, las flechas indican los sitios de apareamiento de los
iniciadores utilizados para obtener el gen y las barras el tamafio esperado del producto de
amplificacion. B. En los carriles 1 y 2 se muestra el producto de amplificacion obtenido a
partir del DNAg de gato utilizando el par de iniciadores Pit 5'/149 | 3 y 4 comresponden a la
amplificacién con el par ExII/ExV, mientras que 5 y 6 corresponden a la amplificacion del
DNAg del tlacuache (iniciadores Pit  57/149) y al testigo negativo de la reaccion,
respectivamente. M= marcador de peso molecular A Psr [.

5.1.1.2 Regi6én promotora

La region 5’del gen es muy similar a la secuencia promotora consenso para las
GHs de mamiferos. La alta conservacion observada en esta region permite
suponer que el sitio de inicio de la transcripcion estd ubicado a la misma
distancia que el reportado para los genes de las GHs de cerdo y humano (~ 23

pb después de la caja TATA). Se pudo identificar ademés la presencia de
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secuencias similares a algunos sitios de union al DNA que han sido
involucrados en la regulacidn de la GH en hipéfisis, como son los sitios de
union al factor de transcripcion Pit | proximal y distal (cabe aclarar que este
altimo es introducido por el iniciador utilizado en la PCR), asi como algunos
que potencian la accion de este factor como es la caja Z (también llamado Zn-
15) descrita en rata (61). Sin embargo, la secuencia no reveld regiones
similares a los sitios de union para glucocorticoides y/o hormona tiroidea, los

cuales se encuentran descritos en los genes de GH de algunos mamiferos (38).

5.1.1.3 Secuencia intrgn-exén

Las secuencias de los exones presentan 8 cambios nucleotidicos con respecto
a las dos secuencias reportadas para el DNA¢ del gato. Como se observa en la
figura 8, seis de ellos fueron sinénimos mientras que los restantes resultaron
en sustituciones aminoacidicas, una de ellas {Ala<Th) es compartida con la
secuencia inferida a partir del DNAc¢ reportado por Castro-Peralta y Barrera-
Saldafia (21), y la segunda (Val—>Leu) no esta presente en ninguna de las
secuencias reportadas para el gato. Sin embargo, este cambio de aminoécido
se observa en la GH de bovino (62). La longitud de los exones es basicamente
la observada para la mayoria de las GHs de mamiferos y su secuencia se
asemeja a la de los exones del gen de la GH del cerdo. En el caso de la
longitud de los intrones, como es de esperarse, se encontrd mayor variacion

con respecto a otras GHs, lo que se muestra en la Tabla 5.
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Pa-d Caja Z Pitep
GgagggaatictaaattatccattagCacaggeeggecagtggeccgatycataaa
tgtatagagaaaatazgtgggggcggagggggatagagaagggaccagygtataas
aagggcccgcaagggactgattccaggatcccagecacccagetecccaaaccgate
agggtcectgtggacggctcatceccagetgtgATCGCTGCAGgtaagegecectaa

: M A A
Ratcctttgggattcagtgtatactgaggcacaaggceggtggcceggeatgtggat
Ggggacactaacccetgggettitggggetgoctgaatgtgagecagagacatctatgec
Cagacatttggcecaagttttaaatgttetcogtecoccggtggqagggaggggaaggg
Ctgacgggaaacagaggcctcttgctgtotgggccacggectegecctecogggtes
CtetetgtagGCCCTCCGAACTCTGTGCTCCTCGCGTTTGCCCTGCTCTGCCTGCC

G P RN S V L L A F AL UL CUL P
CTGGCCCCAGGAGGTGGGCECCTICCCAGCCATGCCCTTGTCCAGTCTGTTTGCCA
W P Q E V GA F P A M PL S 58 L F A
ACGCCGTGCTCCGGGCCCAGCACCTGCACCAGCTGGCTGCTGACACCTRCRARGAG
N A v L, R A Qg H L H Q L &2 A DT Y K E
TTTQtaagttccccyggaatgggegeegytagygygaggygagrgcaagaagggatyg

F
Ratatcacccctgggacgtaatgggaggaaactgaggagctcagggttatttcatc
Caagtgaagagactgtcagctgagcacaaactgagggagettctgaatgaagcagt
yalgaggaccgtgcagctgagacccgggegggeattctttctycagGAGCGEGCGT

E R A
ACATCCCGGAGGGRCAGAGGTATTCCATCCAGARCGCGCAGECTGCTCTTCTGCTTC
Y I P E G Q RY S T Q N A Q A ATFCF
TCGGAGCACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAGGACCGAGGCCCAGCAGAGATCCYtgag

S E T TI1 P A P T GG KDEW AOQ Q R 8
tggccaggggegeccggacaayyatcaggggectecctegtatgecaggagtecagqe
cctgggcagecttetocceggggoccagggtgtgcaggqgaggeagacgqggaggeccee
cggguagaggctggegtgccacegoccactccatccgeagGACGTAGAGCTGCTCC

D V E L L
GCTTCTCCCTGCTCCTCATCCAGTCGTGGCTTGEGCCCCTGCARTTCCTCAGCAGG
R F 8§ L L L I Q@ §$ W L G P L Q F L S R
GTCTTCACCAACAGCCTGCETGTTCGGCACCTCCCACCGGETCTACGAGARGCTCAA

v F T N 8§ L VvV F 66 T §8 DR V ¥ E K L K

CGACCTGGACGAAGGTATCCAAGCCCTGATGCEGGtggggaccgegagcget gcgayq
D L E E 6 I Q A L M R
Tcecectoocctggggectggeggoagecaggetgacttuactgaggggtgggggett
Gettgocactgggagaggceegeeiotttectitigtagtaaacagtecagecttgacce
Ctgagaaagecttactcgttteccccaccttgaatecctecgtgeccttgttggagece
Tggaggggagggccaccacagagggcagygaaggagcagtyggecaaagactygggec
tcteegteectocectoecctittttgcaggAGCTGGRAGATGGCAGCCCCCGGGgCGa
E L E D G § P R G G
GCAGATCCTGAAGCRARCCTACGACAAGTTTGACACAARACTTGCGCAGTGACGACG
Q T L K ¢ T Y DK F D TWMNTILUR S8 D D
CGCTGCTCAAGAACTATCGGCTCCTGTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAACGCT
A L L K N Y G L L §$ C ¥F K K D L H K A
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E T ¥ L R V M K C R R F VvV E 5§ § C A F
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*

gtoccactctagtgece
Figura 8. Secuencia de¢l gen de la GH del gato. Las letras mindsculas representan a los
intrones y regiones flanqueantes, mientras que los iniciadores se muestran en italicas. Las
letras mayuasculas denotan los exvnes y los cambios en éstos se marcan en negritas, asi
como también los sitios potenciales de unién de elementos regulatorios y la caja TATA de
la region promotora.
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Tabla §. Comparacion de los intrones del gen GH en

algunos mamiferos
. ——  _ — —  _ |
Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4
Gulo 249 211 157 273
Bovine 246 226 226 272
Cerdo 241 209 196 277
Raton 182 187 167 197

5.1.2 GH del tlacuache.

Para la obtencion del gen de GH del tlacuache, se aplicd 1a misma estrategia que
la utilizada para el gato. Sin embargo, aun cuando con el par de iniciadores Pit
5°/149 se obtuvieron bandas de amplificacion de un tamafio aproximado al
esperado (Figura 7), la clonacion y posterior caracterizacion por secuenciacion,
mostrd que se trataba de amplificacion inespecifica.

Debido a lo anteriar, se decidid utilizar ¢l par de iniciadores disefiados sobre las
zonas mas conservadas entre las GHs como son EXIVExV para amplificar el
DNACc obtenido por retrotranscripcion del RNA hipofisiario del tlacuache. En
estos ensayos, se utilizd RNA de tejido placentario de humano como testigo
positiva de la RT-PCR, dada la abundancia de transcritos de hPLs amplificables
en este tejido con el par de iniciadores utilizado. Como se muestra en la Figura
9, el producto de amplificacion obtenido tiene un tamafio de aproximadamente
430 pb. La obtencidon de la secuencia nucleotidica de las clonas portadoras de
este fragmento, confirmé que efectivamente se trataba de una porcion del DNAc
de la GH del tlacuache, lo cual fue posteriormente corroborado con el primer
reporte en el GenBank de la secuencia de GH proveniente de un marsupial, el

possum (Trichosurus vulpecula, ntmero de acceso al GenBank AF052192).
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Figura 9.- Amplificacion del DNAc del tlacuache. Después de la reaccion de
retrotranscripcién una alicuota del DNAc al RNA hipofisiario del tlacuache fue amplificada
con los iniciadores ExII/ExV (carril 1). M= marcador de peso molecular A/Pst 1, el carril 2
corresponde al producto de amplificacién del DNAc placentario humano y (-) corresponde al
testigo negativo de la reaccion de PCR, sin DNA molde.

En la Figura 10 se indica la secuencia aminoacidica inferida a partir de la
secuencia nucleotidica obtenida para la GH del tlacuache. Esta se compar6 con
la reportada para el possum, asi como con la secuencia ancestral para las GHs en
mamiferos propuesta por Wallis, misma que corresponde a la secuencia
reportada para el cerdo (18). Como puede observarse, existe una gran cantidad
de cambios entre las GHs de los marsupiales con respecto a la propuesta por
Wallis. Interesantemente, la comparacion entre las dos secuencias de
marsupiales muestra que existe solo un cambio aminoacidico entre ellas, el cual

parece ser especifico de especie.
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Figura 10, Secuencia del DNAc de la GH del 1acuache. Exn la parte superior se muestra la
secuencia mucleotidica de una porcion (ex [O-exV) de la GH del tlacuache. El alincamiento
que sc presenta en la parte inferior, se obtuvo utilizando €l programa Clustal W. A partir de la
secuencia nucleotidica de [a GH del tlacuache se mfirié la aminoacidica, lo que también se
bizo para las GHs del possum y la ancestral (cexdo). Las letras mayusculas en Ia secuencia
nucleotidica indican la secuencis de los iniciadores, las letras azules las diferencias entre la
secuencia ancestral y las de los marsupiales y las rojas las diferencias eatre las dos especies de
marsupiales em Comparscion.
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5.2 Caracterizacion molecular y obtencion de DNAcs relacionados con la
familia GH-PL en tejido placentario de gato.
5.2.1 Obtencion del DNAc de Prl

A partir del RNA hipofisiario de gato y utilizando iniciadores especificos
durante la PCR (PRL 5°/PRL3’, Tabla 3), se logré la amplificaciéon de un
fragmento correspondiente al DNAc de la Prl. Este fragmento fue clonado,
caracterizado y parcialmente secuenciado para corroborar su identidad con la
secuencia previamente reportada (22). La Figura 11 muestra el producto de
amplificacion obtenido, asi como un mapa con las principales enzimas de
restriccion utilizadas para la caracterizacion.

232 740

| |
884pb > <
Prl §’ Prl 37

361* Pa I~
MdaAvall«
63* Pva 11- 161Ava Il 273* Xba [+ 454* HnD 11+
505 pb

pb
1018

517
396

Figura 11. Obtencion del DNAc de la Prl del gato. El esquema muestra los sitios de
apareamiento de los iniciadores utilizados y el mapa de restriccion del fragmento de
amplificacién correspondiente a la Prl. En la parte inferior se muestra el resultado de la
amplificacion obtenida a partir del DNAc de tejido hipofisiario de gato (1), M corresponde al
marcador de peso molecular de 1Kb (BRL) y (-) al testigo negativo de la reaccién. El gel fue
transferido a una membrana de nylon ¢ hibridado con el fragmento de 500pb purificado y
marcado con *P.
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Cabe sefialar que ademas del producto de amplificacion de ~500pb tedricamente
esperado, se obtuvo una banda de tamafio inferior (Figura 11), que podria
resultar de un splicing alternativo ya que después de realizar un ensayo de
Southern blot utilizando el fragmento de amplificacion de 500 pb, esta banda

inferior mostrd hibridacion (datos no mostradas).

5.2.2 Analisis por Northern blot del RNA placentario.

A partir del RNA de placenta de gato en dos periodos de gestacion (mitad y
térinino) se realizaron ensayos de Northern blot utilizando como sonda un
fragmento de 180 pb obtenido a partir del DNAc de Prl de gato y como testigo
positivo el RNA placentario de bovino. Como puede observarse en la figura (2,
el RNA placentario a término y el testigo positivo dieran sefial de hibridacion,
mientras que para la placenta a mitad del embarazo solo se observa un barrido a
lo largo del carril. De acuerdo al testigo positivo, el tamafio del la banda
obtenida debe ser aproximadamente de [Kb, tamario esperado para los DNAcs
relacionados a Prl en tejido placentade de bovino. Con este resultado se
procedié entonces a la busqueda de los DNAcs relacionados a la familia en la

placenta del gato, utilizando para ello RT-PCR.

5.2.3 Anailisis por Western blot de las proteinas placentarias

Para aportar mayor evidencia sobre la expresion de proteinas relacionadas a la
familia GH-Prl, se realizaron ensayos de Western blot utilizando anticuerpos en
contra de la Prl de ovino. El antisuero utilizado fue capaz de reconocer la Prl
presente en los extractos hipofisiarios, como se muestra en la Figura 13. Ademas
de la banda de 24 KDa se obtuvo una banda adicional de un peso molecular

ligeramente mayor (~26KDa), la cual podria comresponder a una forma
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glicosilada como ha sido observado en la Prl de ovino (NHDDK, Pituitary
Hormones & Antisera Ctr).

~ 1kb

B
288

Figura 12.-Analisis por Northern blot de los RNAs relacionados a Prl en tejido
placentario. A. Veinte ug de RNA extraido a partir de tejido placentario de gato a mitad (M)
y término (T) del periodo de gestacién asi como de bovino (B), fueron resueltos en un gel de
agarosa-isotiocianato de guanidina al 1%, transferidos a una membrana de nylon e hibridados
con una sonda marcada con **P proveniente del DNAc de Prl del gato. B. Se muestra la banda

de RNA ribosomal (288) tefiida con bromuro de etidio, lo cual asegura la calidad e integridad
del RNA.

Aun cuando en los carriles correspondientes a los extractos placentarios de gato
se lograba observar una banda a nivel de la de 26 KDa ( previamente observada
en los extractos hipofisiarios), la sefial fue muy débil, lo cual podria sugerir una
expresion muy baja en placenta o bien que las proteinas presentan poca reaccion

cruzada con el antisuero utilizado.
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Figura 13. Anilisis por Western blot de las proteinas relacionadas a Prl en tejido
placentario. Las muestras fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12% y analizadas
por inmunoblot utilizando antisuero anti-Prl de ovino. El carril 1 corresponde a 2.5 ng de la
proteina purificada de Prl de ovino, los carriles 2, 4, 7 y 8 a los extractos proteicos de gato
obtenidos a partir de hipdfisis, pulmon, placenta a mitad y término, respectivamente. Los

carriles 3, 5 y 6 corresponden al extracto de corazon de raton y tejido placentario de ratéon y
vaca.

5.2.4 Obtencion de la biblioteca del DNA¢ de placenta de gato.

La biblioteca fue construida siguiendo las instrucciones que se describen en
materiales y métodos. Los puntos clave dentro del procedimiento fueron la
obtencion de la primera y segunda cadenas del DNAe. En la Figura 14 se
muestra la autorradiografia del gel alcalino donde se pudo verificar la integridad
de ambos DNAs por el rango de tamafios obtenido en el barrido. EIl DNAc de
doble cadena después de ser fraccionado por gradiente de sacarosa (10 a 40), se
ligd a los brazos del fago lambda y posteriormente fue empacado in vitro en
capsides vacias. Finalmente, la biblioteca fue amplificada y el titulo obtenido
fue de 1.4 X 10° pfu/ul.
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Figura 14. Sintesis de la primera y segunda cadena de DNAc. A partir del RNAm obtenido
de tejido placentario de gato a mitad del periodo de gestacidn, se llevé a cabo la sintesis de la
primera (1) y segunda cadena (2) de DNAc para posteriormente proceder a su clonacion en
los brazos del fago A. Ambas cadenas fueron corridas en un gel de agarosa alcalino y las
bandas fueron visualizadas después por autorradiografia.

5.2.5 Tamizaje de la biblioteca.

La seleccion del DNAc de la Prl del gato como sonda para el tamizaje de la
biblioteca, se basé en el resultado del Northern (5.2.2) y en la relacion
filogenética entre las especies de los ordenes carnivora y artiodactila. Para estos
ultimos, esta bien documentado que las proteinas placentarias relacionadas a la
familia GH-PL-Prl, tienen una mayor similitud con la Prl. Se realizaron dos
tamizajes de la biblioteca, siguiendo el protocolo descrito en materiales y
métodos y sin embargo, no se logro obtener clona alguna con el inserto de
interés. En consecuencia, se hizo un cambio en la estrategia y se decidié utilizar
la RT-PCR para identificar miembros de esta familia génica en la placenta de

gato.
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5.2.6 Aislamiento y caracterizacion de los DNAcs de tejido placentario de
gato.

El alineamiento de las secuencias reportadas para la Prl, PLs, y proteinas
placentarias relacionadas a Pr] en roedores y rumiantes-artiodactilos, permitid el
disefio de una serie de iniciadores para ser utilizados en el aislamiento de los
DNAcs relacionados a la familia génica GH-PL-Prl (PLS’/PL3’, tabla 3).
Durante el disefio se di6 mayor importancia a las secuencias provenientes del
orden artiodactila, ya que &stos se encuentran mds relacionados
filogenéticamente con los carnivoros (5).

El disefio del primer par de iniciadores Prl 5’y Prl 3’ se baso en las secuencias
reportadas para la Prl y que estan conservadas entre los diferentes DNAcs de Prl,
sobre todo en el caso del iniciador correspondiente al 5° (éstos fueron los
utilizados para la obtencion de una porcion de la Prl de gato). Un segundo par
(PLS’ y PL3’) fue disefiado tomando en cuenta mas especificamente las
secuencias reportadas para proteinas placentarias relacionadas a Prl en raton y
bovino (35,36,37,41,63-67). Se realizaron varios ensayos combinando los juegos
de iniciadores, siendo el par Prl5’/PL3’, el que dio el resultado mas satisfactorio.
Tedricamente, éste produce con €l DNAc de la Prl de gato una banda de
amplificacion de aproximadamente 180 pb localizada entre los nucleotidos 241~
419. Sin embargo, aun cuando esta banda fue obtenida en el control, en los dos
tejidos de placenta ensayados (mitad y término de la gestacion), asi como
también en el de bovino, el andlisis de las reacciones de RT-PCR permitid
observar la presencia de bandas adicionales a la esperada (Figura 15A); por tal
razdn, se realizd la clonacion del producto total de amplificacion en el vector

TA. A través del tamizaje por PCR y seleccion en base a tamasio de las clonas
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obtenidas (Figura 15B) se logré el aislamiento de dos tipos de clonas
representativas de los dos periodos de gestacion ensayados.

La comparacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas con la region de 180
pb del DNAc de la Prl de gato, permitié clasificar las clonas en dos tipos. Las
clonas del tipo I son muy similares a la Prl hipofisiaria y fueron encontradas
tanto en la placenta a mitad (Ia) y término (Ib) del periodo gestacion, mientras
que la del tipo II presenta un gran ndmero de diferencias con respecto a la Prl
hipofisiaria y solo fue identificada en la placenta a mitad de la gestacidon. Como
se muestra en la Figura 16A, la clona [a presentdé umicamente un cambio
nucleotidico, en la tercera posicidon del codon, por lo tanto la secuencia
aminoacidica inferida fue idéntica a la Prl hipofisiaria; sin embargo, la clona Ib
presentd dos cambios nucleotidicos en la segunda y tercera posicion del coddn,
lo cual did como resultado un cambio aminoacidico (His a Arg) con respecto a
la de la Prl hipofisiaria. En la Figura 16B se puede observar que la clona tipo II
presenta un gran numero de cambios con respecto a la secuencia de la Prl
hipofisiaria, los resultados del programa Blast mostraron que esta clona

comparte cierta similitud con el DNAc de PL Il de bavino.
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Figura 15.- Obtencién de las clonas relacionadas a Prl a partir de tejido placentario de
gato. A. Se muestran los resultados de la amplificaciéon del DNAc obtenido por RT a partir de
tejido placentario de gato a mitad (M) y término (T) de la gestacion. En las reacciones se
incluyeron testigos tanto un positivo (RNA placentario de bovino = B), como uno negativo (-)
de la reaccion de PCR.

B. El esquema representa los sitios de apareamiento y los iniciadores utilizados durante el
tamizaje por PCR. La seleccion se basé en el tamafio de los productos de amplificacién el
cual para las clonas de interés fue de ~340 pb. Los carriles del 1 al 5 corresponden a clonas
obtenidas a partir de la placenta a mitad de la gestacion, en tanto que del 6 al 10 se muestran
las correspondientes a la placenta a término. (M=marcador de peso molecular 100bp leadder).
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Figura 16. Comparacion de la secuencia nucleotidica de la Prl hipofisiaria de gato y las
secuencias de los DNAcs placentarios relacionades a Prl. Utilizando el programa Clustal
W se¢ hizo un alineamiento de las secuencias de las clonas obtenidas y el fragmento
correspondiente a 180 pb de la Prl hipofisiaria de gato. A. Alineamieato de las secuencias del
tipo T: clonas Ta y [b provenientes de tejido placentario a mitad y término, respectivamente. B.
Comparacion de la secuencia nucleotidica de la clona del tipo Il derivada de la mitad del
periode de gestacién. Las secuencias de los iniciadores 5°especificos de cada tipo de clona se
muestran subrayados y con asteriscos indican la similitud entre las secuencias comparadas.
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Para probar si como se ha descrito para otras especies (36,43), existe mas de un
RNA relacionado a Prl en la placenta de gato, se llevaron a cabo una seric de
ensayos de RT-PCR con el RNA de dicho tejido a diferentes periodos de
gestacion, y utilizando dos iniciadores 5° especificos disefiados a partir de las
secuencias de las clonas tipo [ y II (Figura 16) en conjunto con el mismo
iniciador 3’(PL3") previamente descrito. Como puede observarse en la figura
17A, con ambos juegos de iniciadores se obtuvieron bandas de amplificacion
adicionales a las tedricamente esperadas (~98 pb), razon por la cual el gel fue
transferido a una membrana de nylon e hibridado con un fragmento de 98 pb
proveniente del DNAc de la Prl. Esta sonda se generd por digestion de la clona
portadora del DNAc de Prl con las enzimas Pvu Il y Ava II, lo que permitio
eliminar la secuencia de los iniciadores. Aun cuando los patrones de hibridacion
obtenidos fueron especificos del tipo de clona, los resultados no mostraron
diferencias claras en los patrones de expresion entre los dos estadios de

desarrollo dcl tejido placentaria (Figura 17B).
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Figura 17.- Anilisis de la expresion de RNAm relacionados a Prl por medio de RT-PCR
y Southern blot de los productos de PCR. A. El tejido placentario de gato a mitad de la
gestacion (M) y término de ésta (T), asi como el de bovino (B), fueron retrotranscritos y
amplificados durante 35 ciclos utilizando dos iniciadores S’ especificos para las clonas del tipo
Iy II. El testigo negativo (-), no da ninguna sefial detectable, M corresponde al marcador de
peso molecular A Pst 1. B. Después de la transferencia, los productos de PCR fueron
hibridados con una sonda derivada de Prl y marcada con a-PdATP.

5.3 Analisis de las nuevas secuencias de GH y reconstruccion de arboles
filogenéticos.

5.3.1 Determinacion de las velocidades de cambio de la GH en Carnivoros.

Para determinar las velocidades de cambio que presentan los carnivoros, se
analizaron las secuencias de los genes del gato y del ledn (esta tltima fue

determinada en nuestro laboratorio, y no ha sido reportada aun al GenBank),
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as{ camo las del cerdo, del bovino, incluyendo también a la secuencia del gen
de GH del ruatdn como especie de comparacion. En la tabla 6 se muestran las
velocidades obtenidas para las diferentes regiones del gen (secuencia 57,
exones e intrones) utilizando la ecuacion descrita por Li y Graur (4):
r=K/(2T)

donde K es el nimero de sustituciones entre dos secuencias homologas y T el
tiempo de su divergencia. E[ tiempo utilizado para la divergencia de los
principales ordenecs de mamiferos fue 75 millones de afios, el nimero de
sustituciones fue determinado utilizando el programa DNADIST (59). Como
puede observarse en la Tabla 6, las velocidades de cambio obtenidas en las
dos especies de carnivoros muestran valores constantes tanto en los intrones
como en los exones, siendo estos comparables con los obtenidos para la
secuencia del cerdo, y solo en el caso del bovino se observan valores
relativamente mayores (sobre todo en la regién 5°), lo cual coincide con lo

previamente reportado (18).

5.3.2 Reconstruccion de arboles filogenéticos.

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas relacionadas con las GHs del
gata y tlacuache abtenidas en este estudio, asi como las de las GHs de otras
especies de mamiferos fueron utilizadas en la construccion de arboles
filogenéticos. Ll andlisis en ambos casos, fue restringido a la secuencia
codificante que abarca del exdn II a la mitad del exén V, con el fin de incluir

la secuencia obtenida para €] tlacuache,
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Tabla 6. Velocidades de cambio* para el GH en carnfvoros
(calculadas a partir de la secuencia del raton)

Region 5’ Exones Inirones
Gato 2.77 10°% 1.21 10° 5.56 10”?
Ledn 2.34 107 1.19 10° 5.59 10?
Bovino 516 10" 1.46 107 6.22 107
Cerdo  2.7710° 1.22 107 6.22 10°

* sustituciones/sitio/afio.

Los alineamientos se llevaron a cabo en el programa Clustal W y los resultados
obtenidos fueron sometidos al programa DNAPARS y PROTPARS (58). En la
Figura 18A puede observarse la topologia del drbol inferido a partir de las
secucncias nucleotidicas de las GHs de mamiferos, para lo cual fue incluida la
GH del pollo coma grupo de comparacion. Este darbol muestra claramente los
dos periodus de evolucidn propuestos par Wallis para las GHs, con los primates
y ruminantes-artiodactilos formando un grupo aparte de los roedores, camivoros
y artiodactilos na ruminantes (cerdo). Esta Gltima especie es de particular interes
ya que muestra en todas las topologias obtenidas una estrecha relacion con los
carnivoros. En la Figura 18B se presenta el drbol obtenido utilizando las
secuencias aminoacidicas de las GHs y donde nuevamente la topologia muestra
una distnbucidon de las especies muy semejante a la obtenida con el arbol
construido a partir de las secuencias nucleotidicas. En este caso sin embargo,
fueron incluidas las secuencias proteicas reportadas para otras especies de

mamiferos, como son las de las GHs del elefante y llama, mismas que s¢
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encuentran distribuidas dentro de! grupo de GH de evelucion lenta; sin embargo
su ubicacion dentro del drbol no es muy probable cuando se determinan los
valores de bootstrap (método utilizado para obtener valores de alta confiabilidad

en el agrupamiento de las especies o secuencias dentro del drbol) (59).
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Figura 18.- Reconstruccion de drboles filogenéticos de las GHs de mamiferos, Las arboles
lueron constru{dos utilizando como datos una porcién (exén II-V) de las secuencias
nucleotidicas (A) y las aminoacidicas (B) de las GHs de diferentes especies de mamiferos
representativas de los ordenes Marsupiala, Rodentia, Artiodactila, Primates, Perisodactila y
Probosoidea (clefante, solo en aminoacidica). En ambos casos, el método usado fue el de
maxima parsimonia (DNAPARS y PRUTPARS, tespectivamernte).
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5.3.3 Secuencia ancestral de la GH.

De la comparacidn de las secuencias proteicas de GH, con ¢l método de maxima
parsimonia, se dedujo una posible secuencia ancestral para las GHs de
mamiferos, como puede observarse en la Figura 18B, el arbol incluye como
grupo de comparacién al pollo, para dar mayor confiabilidad a la secuencia de
GH propuesta en los casos en que habia duda. En la Figura 19 se observa un
arbol filogenético ubicando a las secuencias de GHs de los diferentes ordenes de
mamiferas y en las ramas del arbol se describe el nimero de sustituciones que

éstas presentan con respecto a la secuencia ancestral.

Mersupiales

Figura 19.- Secuencia ancestral de las GHs de mamiferos. El drbol estrella fue construido
utilizando como datos una porciin (exon -V} de las secuencias aminoacidicas de las GHs de
mamiferos. En las ramas se indica el nimero de sustituciones aminoacidicas con respecto a la
secuencia ancestral.
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5.3.4 Comparacion de las secuencias de GH.

En la Figura 20 se muestra una grafica en la cual se observan los porcentajes
de conservacion de los exones de la GH cuando se comparan todas las
secuencias de mamiferos reportadas para este gen. De manera general, se
puede observar una considerable conservacion en la secuencia de los exones,
aun cuando dentro del grupo de mamiferos se incluye la secuencia de una ave.
De los cinco exones, el segundo es el que muestra mayor variacion. Esta
variacion se sigue observando aun cuando se comparan grupos de especies de
los ordenes carnivora, artiodactila y rodentia, y finalmente solo las especies de
carnivoros y artiodactilos. Este ultimo grupo de especies es de particular
interés, ya que como puede observarse en la grafica el nimero de sustituciones
por sitio es muy bajo, lo cual apoya la propuesta de que ambos ordenes

comparten una estrecha relacion filogenética,

0.7 4

0.6 4

0.5 4

044 O MAMIF/AVES
SUSTITUCIONES
/ SITIOS B CARNART/ROEDORES

B CARNART

Ex1l Ex HI Ex IV ExV

Figura 20.- Conservacion de los exones entre las GHs. En la grifica se encuentra
esquematizado el coeficiente del nimero de sustituciones/longitud de la secuencia,
obtenido después de alinear con el programa Clustal W las secuencias de cada uno de los
exones de las GHs. El andlisis se realiz agrupando especies de diferentes ordenes de
mamiferos (solo en uno de los grupos fue incluida la secuencia de una ave, la del pollo).
Las especies dentro de cada grupo fueron; Camivoros: perro, gato y vison; Artiodactilos:
ovino, bovino, cerdo, ciervo y jirafa; Roedores: rata y ratén; Primates: GH-N de macaco y
humano.
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5.4 Anailisis de las protcinas placentarias relacionadas a Prl.

Las secuencias nucleotidicas de las proteinas placentarias de gato relacionadas a
Prl obtenidas en este estudio, asi como las Prls de otras especies de mamiferos
(humano, bovino y ratdn) y los PLs del bovino, fueron utilizadas en la
construccion de un arbol filogenético. El andlisis fue restringido a la secuencia
que abarca el producto de amplificacion obtenido can los tniciadores Pri5°/PL3’.
El alineamiento se llevé a cabo en el programa Clustal W (57) y los resultados
abtenidos del dendograma se graficaron con el programa NJplot, En la Figura 21
puedc obscrvarse la topologia del arbol inferide a partir de las secuencias
nucleotidicas antes descritas, en este caso la Prl del raién fue utilizada como
grupo de comparacién. Con el arbol nuevamente se corroboran los resultados
previamente descritos para las secuencias de las proteinas placentarias
relacionadas a Prl en gato, es decir las del tipo I, mismas que se ubican en el
arbol dentro del grupo de las Prl, en tanto que la del tipo LI se ubica en las ramas
correspondientes a la Prl y PLs de bovino, aunque con una diferencia muy

marcada.
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e Tipa [

bPLL

bPLL

Figura 21.- Reconstruccion del drbol filogenético de las proteinas placentarias

relaciomadas a Prl. El abol fue construido utilizando como datos el segmento
correspondiente a las 181 pb obtenidas con los iniciadores Prl5’/PL3’. El método utilizado

para la reconstruccidn fue ¢l Neighbor-Joining del programa Custal W.(m:raton, b:bovino,
0:0vino, h:humano).
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CAPITULO VI
DISCUSION

El estudio de la evolucién de los organismos utilizando datos moleculares,
depende en gran medida de la cantidad y tipo de modelos génicos a partir de los
cuales éstos se generan, La familia de la hormona del crecimiento, prolactina y
lactégeno placentario constituye un excelente modelo molecular para estudiar la
evolucion de un gen y/o de una familia multigénica en las diferentes clases de
vertebrados. Los datos generados a partir de su estudio, pueden ademas
utilizarse para hacer inferencias filogenéticas, en particular dentro de los
diferentes ordenes de los mamiferos. En esta clase de vertebrados, las especies
que han sido mds estudiadas a la fecha son las de interés agropecuario. Por lo
que los huecos que estas investigaciones han dejado contribuyen a que existan
todavia muchas incognitas en la evolucién molecular de los genes que forman
esta familia multigénica. Adicionalmente, las relaciones filogenéticas entre los
diferentes Ordenes, por ejemplo los de los camivoros, aun no estan
completamente definidas. Utilizando el gato domeéstico (Felis catus) comeo
especie representativa de este orden, en este trabajo se obtuvieron datos muy
relevantes al obtener la primera secuencia del gen de la GH de esta especie,
ademas de evidenciar la expresion en tejido placentario de esta especie, de
RNAs relacionados a Prl, Estos nuevos datos, permitieron precisar la evolucion
de la familia génica, asi como las relaciones filogenéticas de especies del orden

carmivord.
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6.1 Evolucién de la GH en carnivoros

Al iniciar este estudio, no existia reporte alguno de la secuencia completa del
gen de GH en alguna especie del orden Carnivora. Con la obtencidn en este
trabajo de la secuencia del gen de la GH del gato, se logré obtener mayor
evidenicia motecular para ayudar a resolver las controversias filogenéticas y
evolutivas que existen en este orden.

Dentro de los mamiferos se conoce la secuencia nucleotidica completa para
genes de GH solamente en especies de primates, roedares y artioddctilos. La
obtencion y analisis del gen completo de la GH del gato, incluyendo una porcion
de su promotor, gener6 datos importantes. La estructura exén-inteon del gen de
la GH estd muy conservada, observindose los 5 exones y 4 intrones que s¢ han
descrito para las GHs de otros ordenes. La longitud de los exones es la misma
que la descrita para otros drdenes de no primates, sin embargo en el caso de los
intrones se observan variaciones que van desde el 0.8% para los mas
conservados (intrones 1 y 4), hasta un 54% para ¢l exdn 3, presentandose ésta
aun en las especies de artiodactilos (Tabla 5).

A partir de la secuencia del gen y respetando los sitios de inicio y término de los
intrones, se infirid la secuencia codificante y de ésta se dedujo la secuencia
aminoacidica. Al compararias con las 2 secuencias de DNAc previamente
reportadas (21,22), se encontraron 8 cambios nucleotidicos. Dos de ellos
resultaron en cambios aminoacidicos, el primero (Ala—Thr) compartido con
una de las secuencias reportadas (21) y el otro (Val—>Leu) es especifico de la
secuencia aqui determinada, sin embargo éste es compartido con otras GHs
como la bovina, caprina y ovina. Dada la posicion donde se encuentran estos

cambios (hélice 1 y hélice 2, respectivamente), no parecerian muy relevantes
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como para afectar la interaccion de la hormona con su receptor. Sin embargo, en
el primer cambio (Ala—Thr) se modifica la naturaleza del aminoacido de no
polar a polar, lo cual podria tener alguna implicacion en la estructura de la
proteina. Este tipo de variabilidad en las secuencias de GHs reportadas para una
especie ha sido previamente cbservada en el ovino, donde se demostré que
existe duplicacion del gen de GH, y que ademas l[as copias presentan
polimorfismos en su secuencia {68). Adicionalmente, estas GHs de ovina son
expresadas en placenta y/o en la hipofisis (68). El resultado obtenido en las
comparaciones de las secuencias de GH de gato reportadas con la obtenida en
este trabajo, podria entonces explicarse por polimorfismos y/o duplicacion de la
GH. Esta hipodtesis podria ser apoyada por los resultados observados por
Trevifio-Alvarado (20), en los cuales dada la intensidad relativa obtenida en
ensayos de slot blot y utilizando como sonda una secuencia consenso para las
GHs de vertebrados, se sugiere la presencia de més de una copia de este gen. Sin
emburgo, estos resultados deben ser confirmados mediante ensayos de Southern
blot ¢ bien encontrando enzimas diagnésticas que evidencien los posibles
polimorfismos.

Lz obtencién de la secuencia del gen de GH del gato hizo posible ademas, la
determinacion para esta hormona de las velocidades de cambio a nivel
nucleotidico en carnivoros. El andlisis de las regiones codificantes, no
codificantes y 5’flanqueantes, mostré en todos los cases valores bajos cuando
son calculados utilizando af ratén como grupo de comparacion (tabla 6). Aqui es
importante resaltar que en los intrones las velocidades obtenidas a partir de la
GH del gato, son muy similares a las obtenidas para el cerdo y bovino (en estos
ultirmos son idénticas), lo cual garantiza que la comparacion se estd llevando a

cabo en genes ortdlogos y que las diferencias observadas en las velocidades de
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dichas regiones son reales. En el arden artiodactila, las GHs muestran dos fases
de evolucidn: una rdpida para bovino, ovino y cabra y otra lenta para el cerdo vy
alpaca (6). Dentro del analisis de las velocidades de cambio de los exones,
intrones y region 5’ en carnivoros, se incluyd también la secuencia nucleotidica
de la GH del leon. De esta manera se corrobord que las velocidades obtenidas
entre ambas especies de carnivoros son casi idénticas sobre todo en los intrones,
lo cual refleja mas directamente la ortologia de las secuencias. Las velocidades
de cambio en los exones y region 5’ con las GHs del gato y leén, son muy
similares a las encontradas para la GH del cerdo, por la cual se puede asumir
que en carnivoros las GHs presentan un tipo de evolucion lenta como se ha
observado en los andlisis proteicos (6). Adicionalmente, con estos resultados se
puede inferir la estrecha relacion de los carnivoros con los artiodactilos
especialmente con aquellos de evolucion lenta (suiformes y tilopoda).

En base a la secuencia parcial del DNAc de la GH del tlacuache obtenida en este
trabajo, y a la previamente reportada para otro marsupial, se propuso una
secuencia “ancestral” para GH utilizando ¢l método de maxima parsimonia, y
tomando como grupo de comparacion al pollo. Dada la ubicacién paleontologica
de los marsupiales, la secuencia obtenida podria acercarse mas a la esperada
para un ancestro de mamiferos. Sin embargo, cabe resaltar que la secuencia
ancestral propuesta no es idéntica a la de los marsupiales, ya que difieren de esta
en 12 posiciones. Por lo tanto se podria asumir que en los marsupiales la GH,
siguiod su propia evolucion.

La longitud de esta secuencia ancestral abarca aproximadamente 68% de la
totalidad de la proteina, excluyendo la region N-terminal (péptido sefial) v la
carboxilo terminal (esta Gltima presenta una marcada conservacion entre las

GHs debido a que estd involucrada con la union a su receptor). La secuencia
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ancestral es muy similar a las GHs del cerdo, llama, caballo, visén, perro, gato,
hamster, rata y ratén con solo 5 sustituciones (Figura 19). Este resultado
concuerda con la secuencia ancestral previamente propuesta por Wallis (18), la
cual era idéntica a la del cerdo, y muy probablemente las diferencias
encontradas en la secuencia propuesta en este trabajo sean debidas a la inclusion
de las dos secuencias de marsupiales y al uso de la secuencia del pollo como
grupo de comparacion.

El nimero de sustituciones aminoacidicas fue mayor para las GHs de especies
previamente denominadas de rdpida evolucién con 10 sustituciones para los
rumiantes-artiodactilos y 37 para los primates. En estos ultimos, ademas de las
sustituciones se presentan dos inserclones en una region que se sabe es
importante para la union al receptor (loop 1 y hélice 3).

En base a las caracteristicas de union con los receptores somatogénicos y
lactogénicos, se ha propuesto una clasificacion de las diferentes especies de los
mamiferos, la cual parece coincidir con las velocidades evolutivas mostradas por
¢l gen de la GH. Dentro de esta clasificacion, las especies de carnivoros estan
ubicadas dentro del grupo que incluye al cerdo, caballo y conejo (69), con lo
cual podria asumtirse que en este grupo de especies la GH y su receptor
evolucionaron en forma paralela.

Se ha reportado, que el tipo de evolucidon que muestra la GH en mamiferos asi
como en otros vertebrados, es debido a cambios adaptativos. Sin embargo, no
hay evidencia de que estos cambios afecten directamente la funcion basica de la
hormona (promocion del crecimiento). Por tal razén y sobre todo en el caso de
la GH de especies de evolucién ripida (primates y rumiantes-artiodactilos),
estos cambios deben estar muy relacionados con interacciones especificas con su

receptor. Tales interacciones podrian afectar de alguna manera, alguna de las

61



Discusidn
Estudio de la fardlin génica CH-PL en & gats doméstice (Fells canz): an modelo modecaler pare prevber &a evelsclde de b carmfvoras

multiples funciones metabélicas que lleva a cabo la hormona, sin que a la fecha
se pueda precisar cual. En ¢l caso de los carnivoros por ejemplo, se ha
determinado que la GH no juega un papel clave en la regulacion de los niveles
de glucosa sanguineas, como se ha atribuido en los primates (30). Por tal razon,
la evolucion de la GH en primates y no primates se podra elucidar
completamente una vez que se conozea €l papel fisioldgico de esta hormona en
mamiteros.

La reconstruccion de arboles filogenéticos basados en la GH y utilizando datos
tanto aminoacidicos como aucleotidicos, mostro claramente dos lineas
evolutivas distintas para los placentarios: una que abarca a primates y rumiantes
artiodactilos y otra para los no primates. Filogenéticamente en ¢l primero de los
casos este trabajo aporta mayor evidencia a nivel molecular que apoya un
ancestro comuin mas cercano entre artiodactilos-rumiantes y primates (31). En el
caso de los camnivoros, las topologias de los arboles favorecieron siempre la
ubicacion de las especies de este orden junto con las de otros artiodactilos de
evolucion lenta, por lo cual se puede asumir la estrecha relacion de ambos
ordenes. Adicionalmente en el caso de los roedores estos parecen tener una
divergencia temprana dentro de la radiacion de los placentarios, lo cual coincide
con lo previamente observado con atros modelos génicos en los cuales se utilizo

como grupo de comparacion algun marsupial (30,31).

6.2 Evolucion de la familia GH-PL-Prl

Son tres los drdenes de mamiferos en los cuales se han descrito los lactdgenos
placentarios (PLs), otro miembro de la familia de la GH-Prl. En primates, éstos
estan mas relacionados al gen de la GH, mientras que en roedores y rumiantes-

artiodactilos muestran una estrecha similitud con la Prl. Hasta la fecha, se cuenta
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con poca informacion acerca de la presencia de proteinas relacionadas a la
familia GH-PL-Prl en ordenes diferentes a los antes descritos. Por tal razan nos
enfocamos en la bisqueda de nuevos miembros de esta familia génica en el
tejido placentario del gato doméstico (Felis catus), para asi contribuir a elucidar
los mecanismos que dieron lugar a la formacion de esta familia génica en los
diferentes 6rdenes de mamiferos.

Los ensayos de Northern blot a partir de RNA total obtenido de tejido
placentario a dos periodos de gestacion (mitad y término), dieron evidencia de la
expresion de DNAcs relacionados a la Prl, sobre todo en tejido placentaria a
término. Este resultado did la pauta para el disefio de oligonucledtidos consenso,
los cuules se obtuvieron después de alinear las secuencias nucleotidicas
reportadas para los DNAcs de la Prl y proteinas placentarias relacionadas a Pri
en roedores y rumiantes, poniendo mayor énfasis en las especies de este tltimo
orden dada su relacion filogenética con los carnivoros (5). La clonacion del
producto total de las reacciones de RT-PCR llevadas a caba a partir de tejido
placentario de gato en los dos periodos de gestacion, dié como resultado la
obtencidn de dos tipos de clonas de un tamario de 180 pb, las cuales en base a su
similitud con la Prl hipofisiaria, fueron denominadas camo tipo I y tipo II. Las
clonas del tipo I fueron encontradas en el tejido placentario a mitad (Ia) y
término (Ib), y presentaron un elevado porcentaje de similitud con la secuencia
del DNAC de la Prl hipofisiaria del gato. Estas sin embargo, presentaron algunos
cambios nucleotidicos que solo en el caso de la clona tipo Ib redundé en un
cambio aminoacidico. El tipo 11 fue encontrado solamente en la placenta a mitad
del periado de gestacidn, la secuencia de esta clona mostrd un nidmero muy alta
de sustituciones nucleotidicas y porcentajes de similitud de hasta 36% con la Prl

hipofisiaria de gato, asi coma con la secuencia del PL I1 de bovino.
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Las diferencias encontradas en las clonas del tipo I se pudieran deber a
polimorfismas de la Prl hipofisiaria o bien a errores introducidos por la
polimerasa durante la amplificacion. Aun cuando la clona del tipo II encontrada
a mitad del periodo de gestacién muestra una mayor similitud con un PL de
bovino, ésta no puede ser clasificada como tal hasta no contar con la secuencia
completa y ensayos biologicos que demuestren su actividad lactogénica. Sin
embargo, la obtencidn de esta clona parece indicar que no se puede descartar la
existencia de mas de un DNAg relacionado a Prl en la placenta de gato.

Estos resultados sugieren por lo tanto que también en carnivoros ocurrid la
duplicacion del gen de la Prl. Sin embargo, estos datos requieren ser
confirmados con la obtencion del DNAc completo, ya que la region amplificada
en este estudio solo abarca una region interna de 180 pb.

La aparente expresion y distribucion diferencial de las DNAcs en los dos
periodos de gestacion del gato, sugieren que en esta especie las proteinas
placentarias relacionadas a Prl presentan también €l mismo patréon de expresion
especifico de tiempo, como el descrito para roedores y rumiantes (35,36,40,41).
Sin embargo, los ensayos realizados en este trabajo no lograron demostrar de
manera contundente esta hipdtesis, debido muy posiblemente al hecho de que las
placentas fueron obtenidas de dos animales diferentes de tal manera que las
diferencias de expresion encontradas en los ensayos de Northern blot, pudieran
deberse alternativamente a la falta de control sobre las condiciones nutricionales
de los dos embarazos ya que se sabe este puede ser un importante factor que
afecta la expresion de estas proteinas (44).

Las seiiales obtenidas en los ensayos de Western blot fusron demasiado débiles

como para confirmar la expresion de proteinas relacionadas a Prl en la placenta
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de gato, lo cual podria indicar una muy baja expresion de estas proteinas o bien
que el aaticuerpo no fue capaz de detectarlas, como ya ha sido previamente
descrito para algunos PLs de rata, los cuales no presentan reaccion cruzada con
los anticuerpos anti-Prl (43).

Con este trabajo mostramos evidencia de que en ¢l orden carmivora pudo haber
ocurrido duplicacion del gen de la Prl, como ha sido descrito para roedores y
rumiantes-ariiodictilos, con lo cual se abre un extenso campo de estudio para
identificar estas proteinas y tratar de definir su papel durante el embarazo, tal y
como a la fecha se esta llevando a cabo para otras especies.

La evolucidn ha procedida primordialmente por divergencia para dar lugar a la
gran diversidad de especies que se presentan actualmente. Es importante
examinar coma las especies divirgieron una de otra para poder considerar el
sigmificado de las diferencias que se presentan en elias. El estudio de la familia
génica GH-PL-Prl en mamiferos, ha demostrado que una gran cantidad de
factores adaptativos aunados a mecanismos genéticos intervinieron en su
formacion. Parece evidente, que después de la formacion de la GH y Prl en
mamiferos fueron dos las vias evolutivas que dieron lugar a los PLs y/o PRPs ;
una en primates, por duplicacion de la GH y la otra para no primates, por
duplicacion de la Prl. Sin embargo, independientemente de su origen, estas
proteings presentan una evolucion caonvergente en cuante a su funcion durante el
embarazo. E| estudio de un mayor nimerc de especies pertenecientes a
diferentes drdenes de mamiferos, permitird definir en un futuro los mecanismos
moleculares que dieron lugar a su formacién y relacionarlos con la adquisicion
de las funciones bioldgicas especificas que llevan a cabo cada uno de los

miembros que conforman esta familia génica.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

En este trabajo se llegé a las siguientes conclusiones :

La clonacion molecular y determinacion de la secuencia nucleotidica del gen
de la GH de¢l gato, asi como de una region que abarca casi la totalidad del
DNAc del tlacuache, hicieron posible la reconstruccion de arboles
filogenéticos (tanto a nivel nucleotidico como aminoacidico) mas precisos,
utilizando estas nuevas secuencias de GHs ademds de las reportadas para
otros ordenes de mamiferos. Las inferencias filogenéticas, demuestran que a
nivel molecular existe una estrecha similitud de las especies del orden
carnivora con los artioddctilos, especificamente con aquellas especies de

evolucion lenta (suiforme y tilopoda).

Con el aislamiento y caractenizacion molecular de dos clonas que muestran
similitud con la Prl hipofisiaria del gato, se demostré que en la placenta de
una especie del orden camivora, existe expresion de RNAs relacionados a la
familia GH-PL-Prl. Este resultado, evidencid que en otro orden de no
primates (carmivora), ocurrio también la duplicacion del gen de la Prl como
ha sido reportado para roedores y rumiantes-artiodéctilas, lo cual corrobora

la estrecha relacion de los carnivoros con este Gltimo orden.
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