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RESUMEN

M.C. Igor Israel Medina Villanueva

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: ESTUDIO DE LOS GENES
RELACIONADOS A PROLACTINA EN
EL GATO DOMESTICO (Felis catus).

Numero de péginas: 75
Candidato al grado de Maestro en Ciencias
con especialidad en Biologfa Molecular
e Ingenierfa Genética.

Area de estudio: Evolucién Molecular

Justificacién y objetivos del estudio: La familia multigénica GH/PRL surgié temprano en la evelucion de
los vertebrados por duplicaciones sucesivas de un gen ancestral. En algunos dérdenes de mamiferos, la
familia se ha expandido notablemente; tal es el caso de roedores y rumiantes donde duplicaciones en el gen
de prolactina han originado una subfamilia donde quedan incluidos PRLs, PLs, PRPs, (PLPs) y PLFs. Con
excepcion de la PRL, son escasos los reportes sobre el papel fisiolégico de tales genes. Sin embargo,
trabajos recientes sugieren la participacién de algunos de ellos en los procesos de lactacién y de
crecimiento intrauterino de las crias de especies de importancia comercial, como bovinos, ovinos y
caprinos. A la fecha, se ignora si el surgimiento de estos genes es privativo de roedores y rumiantes o ha
acontecido también en otras especies de mamiferos. En el caso del gato doméstico, trabajos previos han
sugerido la existencia de algunos de estos genes en su genoma, aun cuando no existen reportes de actividad
lactogénica en el suero de este animal. Dado que esta especie ha sido propuesta como modelo animal para
el estudio de muchas de las enfermedades que aquejan al ser humano, determinar si tales genes existen
realmente, no sélo ampliard el conocimiento del genoma de este animal, sino también ayudara a
comprender mejor los procesos evolutivos que llevaron al surgimiento de estos genes en el superorden de
los cetferunguiados, dentro del cual tanto el gato doméstico como los rumiantes estin incluidos. En este
trabajo se propone la obtencién y secuenciacién de genes relacionados a PRL en el gato, asi como la
determinacién de sus relaciones filogenéticas con los demés miembros de la familia.

Conclusiones y contribuciones: Mediante e] disefio y utilizacién de iniciadores consenso para genes
relacionados a PRL en rumiantes, fue posible la amplificacién de varios praductos a partir de los DNAg de
gato, oveja y cabra, Estos dos ultimos fueron utilizados como testigos de reaccion, realizindose clonaciones
directas de los mismos y con las cuales pudo obtenerse varias clonas con secuencias relacionadas a PRL.
Después de un proceso de hibridacién inversa con PL ovino de los productos amplificados del gato, fue
posible la eliminacién de inespecificidades y la obtencion de un producto que estaba relacionado a PRL.
Este producto fue clonado en el vector pCR-XL-TOPO y secuenciado en su totalidad. Se trata de un
fragmento de 712 pb filogenéticamente relacionado a la PRC-I1 (PRP-I) bovina, que abarca desde el
segundo tercio del intrén 4 hasta la mitad del exdn 5. La traduccién y comparacion de la regién exénica de
esta secuencia contra los genes para PRL/PRP/PL cenocidos para camivoros y rumiantes, evidencié la
conservacidn de aminodcidos clave que han sido involucrados en la union de la proteina al receptor, aunque
también pudo observarse diversos cambios aminoécidicos especificos para la secuencia obtenida. Ensayos
de hibridacién tipo Southern del DNAg de gato contra esta secuencia, evidenciaron la presencia de dos
sefiales, sugiriendo la presencia de al menos dos de estas secuencias en el genoma. Estos resuitados vienen
a confirmar los reportes previos acerca de la existencia de PRPs en el genoma del gato e indican que al
menos un evento de duplicacion de la PRL tuvo lugar antes de la radiacion del superorden Ceiferungulata.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Los avances alcanzados en el Proyecto Genoma Humano han permitido que la elaboracion
de mapas fisicos y la secuenciacion de cada uno de los cromosomas de nuestra especie,
sean ahora realidades tangibles. Solo en otra especie de vertebrados, el ratén, se ha
alcanzado hasta ahora un avance comparable respecto al estudio del genoma.

El estudio de los genomas permite conocer acerca de las adaptaciones y procesos
evolutivos ocurridos en cada una de ellos. Ademas, el establecimiento de mapas genéticos
permite comparar el grado de conservacion del arreglo génico entre las especies.

Dentro de los procesos evolutivos mencionados, se encuentra el surgimiento de las diversas
familias multigénicas en los genomas. La manera en como éstas han surgido y se han ido
transformando a través del tiempo permite inferir sobre los mecanismos evolutivos que han

moldeado los genomas de las especies.

1.1 Familias multigénicas.

La duplicaciéon del DNA es una fuerza importante que subyace en la evolucidn de las
especies. Las duplicaciones en tindem pueden producirse por errores de replicacion o de
recombinacion. Posteriormente, estos duplicados pueden separarse por translocacion
cromosomica, por un fendmeno de transposicion, o bien, permanecer contiguos (Lewin,
2001). Las duplicaciones pueden ocurrir a diferentes niveles del genoma, desde fragmentos
de cromosomas hasta exones individuales. Cuando estd involucrado un gen completo, la
duplicacion genera dos copias con secuencias idénticas, pero que eventualmente tenderan a
diferenciarse debido a la acumulacion de mutaciones diferentes para cada una (Lewin,
2001).

Un conjunto de genes que se asume proviene de la duplicacion y variacion de una
secuencia ancestral constituye una familia multigénica. Sus miembros pueden permanecer
agrupados o dispersarse hacia cromosomas diferentes. Asimismo, una familia multigénica
puede estar constituida por unos cuantos genes o cientos de ellos (Ohta, 1991; Lewin,
2001).



Capitulo I Introduccion 2

Se asume que el nimero de repeticiones en tindem es proporcional a la cantidad de
producto que se deriva de dicho gen, por tanto, pueden generarse numerosas copias si ¢l
producto del gen llegara a necesitarse en cantidades muy grandes (Lewin, 2001).

Lo anterior tiene importantes implicaciones referentes al mantenimiento de la identidad de
la especie y de la presién selectiva. Asi, estas familias multigénicas ofrecen una buena
oportunidad para analizar las fuerzas implicadas en la evolucion de regiones amplias del

genoma y no solamente en la de genes tomados como unidades individuales (Lewin, 2001).

1.2 Familia multigénica GH/PRL.

En los vertebrados, una de las familias génicas mas estudiada es la perteneciente a la
hormona del crecimiento/prolactina (GH/PRL), nombrada asi con base en los nombres de
sus principales integrantes: el gen de la hormona del crecimiento (GH) y el de la prolactina
(PRL). Sin embargo, también se incluyen en esta familia otros genes estrechamente
relacionados: los lactégenos placentarios (PL), las proliferinas (PLF), las proteinas
relacionadas a prolactina (PRP), las proteinas semejantes a prolactina (PLP), las
somatolactinas (SL) y algunos pseudogenes. Existen estudios genéticos, estructurales y
funcionales que han demostrado claramente que estos genes pertenecen a una misma
familia (Bole-Feysot y cols, 1998).

La mayoria de las proteinas codificadas por esta familia génica tienen un peso molecular
entre el rango de 22-23 kDa. No obstante, debido a variaciones surgidas por remociones
alternativas de los intrones de los genes o por procesos postraduccionales (glucosilacién,
proteolisis, etc.) existen masas moleculares reportadas que van desde los 6 y 16 kDa para la
prolactina, hasta los 34 kDa como en el caso de algunos lactogenos placentarios en
rumiantes (Corbacho y cols, 2002; Forsyth y Wallis, 2002).

Todos los miembros de esta familia exhiben un mecanismo similar de accion y de
activacion del receptor a través de la homo o heterodimerizacion del dominio extracelular
del receptor y la subsecuente activacion de diversas cinasas intracelulares acopladas (Sakal
y cols, 1998). Los receptores para prolactina (PRLRs) y para hormona del crecimiento
(GHRs) se encuentran estructural y funcionalmente relacionados con los miembros de la
clase 1 de la superfamilia de receptores de citocinas. Estos receptores son proteinas

transmembranales que comparten secuencias altamente conservadas en sus dominios intra y
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extracelulares y que pueden activar la cascada transduccional denominada JAK/STAT
(cinasas Janus/transductores de sefial y activadores de la transcripcién) como consecuencia

de la homodimerizacion de los receptores inducida por el ligando (Corbacho y cols, 2002;
Forsyth y Wallis, 2002).

1.2.1 Evolucion de la familia multigénica GH/PRL.

Se cree que en los vertebrados los genes de GH y PRL se originaron por duplicacion génica
de un gen ancestral seguida por la divergencia de los productos. Muy probablemente, esta
divergencia se dio tempranamente (aproximadamente hace unos 460 millones de afios)
inmediatamente antes de la radiacion de los vertebrados con mandibula
(Gnathostomata)(figura 1). Este supuesto concuerda con la hipétesis propuesta por ciertos
autores de que se registro un evento extenso de duplicacién génica en esta etapa evolutiva
de los vertebrados (Pébusque y cols, 1998). Ciertamente, tanto la GH como la PRL estan
presentes en todos los vertebrados con mandibula estudiados hasta la fecha, incluyendo
muchos peces (Goffin y cols, 1996; Freeman y cols, 2000; Elkins y cols, 2000; Kawauchi y
cols, 2002). El modelo de evolucion propuesto para la familia (al igual que para otras
familias multigénicas codificantes para hormonas proteicas) es con prolongados periodos
de cambios muy escasos, interrumpidos por ocasionales periodos de cambios acelerados
(Wallis, 2001). Esta aceleracion ocurri6 para la GH durante la evolucion de los primates y
los artiodactilos, mientras que para la PRL se presento en la evolucion de los roedores, los
rumiantes, los elefantes y el humano (Forsyth y Wallis, 2002).

La aparicion de nuevos drdenes y subérdenes de mamiferos al final del periodo Cretécico,
posiblemente estuvo acompaiiada de nuevas duplicaciones del material genético (figura 2);
éstas pudieron ocurrir también en la misma familia GH/PRL. Ademas, un claro fen6meno
de convergencia puede ser observado al interior de la familia génica GH/PRL: el

surgimiento de los lactogenos placentarios.
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Figura 1: Origen de la familia GH/PRL. Hipotesis sobre el surgimiento de los genes GH y
PRL en los vertebrados actuales a partir de un gen ancestral.

En el orden de los primates, duplicaciones en el gen de la GH, dieron origen a los PLs; en
rumiantes y roedores en cambio, los PLs surgieron a partir de duplicaciones del gen de la
PRL, al igual que diversas proteinas relacionadas a ésta wltima, las llamadas proteinas
relacionadas a prolactina (PRPs). Se asume que estas duplicaciones se han producido de
manera independiente para cada orden, ya que hasta la fecha no hay reportes de la presencia
de PLs en otros 6rdenes mds que en los ya sefialados (tabla 1). En otras clases de
vertebrados como en los peces, se ha reportado la presencia de somatolactinas, proteinas
estrechamente relacionadas a la familia (Wallis y cols, 1998; Elkins y cols, 2000; Forsyth y
Wallis, 2002).

Tabla 1: Distribucién de los genes de la familia GH/PRL en vertebrados.

Miembro de la familia Orden

GH Todos los vertebrados

PRL Todos los vertebrados

PL Primates, rumiantes, roedores
PRP Rumiantes

PLP Roedares

PLF Roedores

SL Algunos peces
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Figura 2: Arbol filogenético de la radiacién de los mamiferos desde el Cretdcico. Se muestran en
negritas las especies con reportes de PRPs y/o PLs; subrayada la especie en la cual se ha encontrado
actividad lactogénica en suero pero no se tiene reportes de genes PRP/PL (tomado de Springer y cols, 2003).

1.2.2 Distribucién de los miembros de la familia multigénica GH/PRL.

Como ya se sefiald, los miembros de esta familia han sufrido una expansion notable en tres
principales ordenes de mamiferos: primates, roedores y rumiantes. En estos 6rdenes se han
observado fenémenos de duplicacién multiple, pero en otros no, los cuales han originado el

surgimiento de varios genes relacionados. Para el resto de las especies, solo ha sido
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reportada la presencia de una copia unica de GH y de PRL (Goffin y cols, 1996). Solo el
estudio mas profundo de los genomas y la bisqueda de genes en especies aun no
estudiadas, permitird descartar la posible presencia de genes relacionados a la familia y/o de

pseudogenes relacionados.

1.2.3 Estructura general de los genes de la familia GH/PRL.

Los genes pertenecientes a la familia GH/PRL estan conformados por cinco exones y
cuatro infrones (a excepcion de las GHs de algunos peces salménidos y ciertas PRPs de
roedores en los cuales se observa la presencia de seis exones). Los genes de PRL y los
relacionados a ésta son de 4 a 5 veces més grandes (8-10 kpb) que los de GH (~2 kbp), aln
dentro de la misma especie (figura 3). También se ha reportado la presencia de
pseudogenes con diversos grados de delecion tanto exdnica como intronica. Los sitios de
empalme siguen la regla general GT-AG y en algunos genes es posible observar diversos
sitios de empalme alternativos (Sinha, 1995; Orwig y cols, 1997).

A

O—E——11—L1-

B

—4—B——0—0-

Figura 3: Estructura general de los genes de la familia GH/PRL. En A: gen de GH (y PL en
primates). En B: gen de PRL (y PRP/PL/PLF en roedores y rumiantes). Obsérvese las regiones
intrénicas de mayor longitud para el gen de la PRL, aun y cuando el tamaiio de los exones es
similar en ambos genes,

1.2.4 Estructura primaria de las proteinas relacionadas a PRL.

La estructura primaria de la PRL fue elucidada por primera vez para la hormona ovina en
1970 por Li y cols. Desde entonces, las secuencias aminoacidicas de muchas GHs y PRLs
de diferentes especies han sido reportadas (figura 4). En la mayoria de los mamiferos, las
hormonas estan constituidas por 190-200 aminoécidos y poseen seis residuos de cisteinas

(posiciones 4, 11, 58, 174, 191 y 199) excepto para las GHs, que sélo poseen los ultimos
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cuatro. Estos residuos determinan los puentes disulfuro intracatenarios observados en las
estructuras tridimensionales de las moléculas. Ademdés, en el caso de las hormonas
relacionadas a PRL y algunos PLs de ciertas especies, se observan residuos de asparagina
que son susceptibles de glucosilacién postraduccional (N-glucosilacidn) (Sinha, 1995;
Goffin y cols, 1996; Bole-Feysot, 1998).

La comparacion de las secuencias aminoacidicas de las PRLs de diferentes especies revela
varios grados de similitud entre ellas. Alrededor de 32 residuos aminoacidicos han sido
conservados entre las especies, los cuales se encuentran situados en cuatro distintas
regiones de la molécula: entre las posiciones 18-32, 58-72, 83-98 y 160-199 (figura 4).
Estos dominios de PRL (PD) se consideran determinantes para la union especifica con el
receptor y pudieran ser criticos para las actividades especificas de la hormona (Sinha,
1995).

De la misma manera, la comparacién de la estructura primaria de diversas PRPs, tanto de
roedores como de rumiantes, permitié el establecimiento de cuatro regiones muy
conservadas que se cree son fundamentales para la umion de la proteina con su receptor.
Estas regiones 1lamadas dominios lactogénicos (LD) no guardan correspondencia exacta
con los PDs comentados antes, y en algunos casos pueden llegar a traslaparse (figura 5).
Dentro de los LDs se encuentran siete aminoacidos altamente conservados, cinco de los
cuales se encuentran también en otros miembros la familia GH/PRL (Cys98, Cys214,
Asp218, Cys231 y Cys236)' mientras que los dos restantes (Leul35 y Trpl190)" estin
presentes unicamente en los genes PRL/PRP/PL de estas especies (Yamakawa y cols,
1990).

Otros autores han encontrado también otros residuos determinantes para la unién proteina-
receptor de la PRL y algunas PRPs, mediante mutagénesis sitio-dirigida (Val23, His30,
Phe37, His59, Pro66, Lys69, Tyrl169, His173, Argl76, His180, Lys181 y Tyr185)T que
disminuye la actividad mitdgena de la hormona cuando es ensayada en células Nb2 de rata
en al menos 50 % (Goffin y cols, 1996).

"Numerados con base en la secuencia de PL-I bovino,
*Numerados con base en la secuencia de PRL humana.
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Figura 4: PRLs de varias especies de vertebrados. Se sefiala la localizacién de los cuatro dominios
conservados entre las especies (PD1-PD4), presuntamente necesarios para la unién de especifica de la PRL
con su receptor y/o indispensables para la actividad especifica de la hormona. En negritas los aminoéacidos
més conservados. Los asteriscos sefialan residuos ausentes en algunas variantes (tomado de Sinha, 1995).
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Figura 5: Residuos aminodcidos conservados en PRL/PRP/PL de roedores y rumiantes. Se
comparan las estructuras primarias de varios genes relacionados a PRL. La numeracién corresponde a
la secuencia de PLP (PRP) bovino. Se indican con flechas negras los residuos conservados inicamente
en los genes PRL/PRP/PL; con flechas blancas aquellos residuos también presentes en los demas
miembros de la familia GH/PRL. El tridngulo negro indica el sitio de corte de la peptidasa para la
liberacién de la proteina madura. LD1-LD4: dominios lactogénicos (tomado de Yamakawa y cols,
1990).
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1.2.5 Estructura secundaria y terciaria de las proteinas de la familia GH/PRL.

Se sabe que estas hormonas estan constituidas unicamente por a-hélices y que éstas
representan casi el 50 % de la proteina; los residuos aminoacidicos restantes se encuentran
estructurados en bucles no bien organizados (Bole-Feysot y cols, 1998).

Hasta la fecha son muy pocas hormonas de la familia cuya estructura tridimensional (3D)
ha sido reportada. Con ayuda de la técnica de difraccion de rayos X se ha podido
determinar la estructura terciaria de la GH porcina, la GH humana y recientemente, el PL
ovino (figura 6) (Goffin y cols, 1996; Elkins y cols, 2000). Aunque para la PRL no se tiene
evidencia directa de su conformacién 3D, se ha reconstruido un modelo hipotético con base
en la homologia que presenta con la GH (figura 7). Segln este modelo, la molécula se
compone de cuatro a-hélices organizadas en haces antiparalelos arriba-arriba abajo-abajo,
con los sitios de unién al receptor localizados en el mismo lado de la proteina compacta. Se
ha sugerido que esta conformacion podria servir como modelo global tridimensional para
todos los miembros de la familia GH/PRL (Sinha, 1995; Goffin y cols, 1996; Bole-Feysot y
cols, 1998; Elkins y cols, 2000). Otra caracteristica comin lo constituyen los puentes
disulfuro determinados por los residuos de cisteinas Cys53-Cysl65 y Cys182-Cys189
(numerados con base a la HGH) encontrados en todos los miembros de la familia. En la
mayoria de PRLs, PRPs y PLS (pero no en GHs) se haya presente un tercer puente
disulfuro determinado por Cys(-6)-Cys2 (Elkins y cols, 2000).

hGH

Figura 6: Modelo tridimensional del PL ovino y la GH humana. Se aprecian las cuatro a-
hélices caracteristicas y la presencia de un bucle amino terminal con puente disulfuro en el PL,
ausente en todas las GHs (tomado de Elkins y cols, 2000).
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Hélice 2

Figura 7: Modelo tridimensional hipotético de Ia molécula de PRL humana. El modelo fue
reconstruido con base en los coordinados cristalogréficos de la GH porcina. Puede apreciarse claramente
las cuatro a-hélices caracteristicas de las proteinas de la familia. Las flechas indican la orientacién de las
hélices de N a C-terminal. La hélice cuatro se encuentra perpendicular al plano del papel y apunta hacia el
lector. Los sitios de union al receptor est4n indicados con S1 y S2 (tomado de Goffin y cols, 1996).

Se ha podido determinar experimentalmente la existencia de dos sitios de union de la
molécula al receptor. El sitio 1 estad compuesto por la hélice 1, la hélice 4 y el bucle 1,
mientras que el sitio 2 esté localizado alrededor de la hendidura entre las hélices 1 y 3.

Cada sitio de unién tiene diferentes caracteristicas electrostaticas y por tanto, poseen
distintas afinidades hacia el receptor, siendo el sitio 1 el de mayor afinidad (figura 8)
(Goffin y cols, 1996, Elkins y cols, 2000).
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Figura 8: Activacién del PRLR mediante dimerizacién inducida por la PRL. Esquema que
ilustra la activacidn secuencial del receptor. Primeramente se ocupa el sitio de unién 1 (de mayor
afinidad). La segunda molécula del receptor necesita de las fuerzas electrostdticas adicionales
proporcionadas por la primera molécula para unirse al sitio 2 de la PRL (tomado de Bole-Feysot,
1998).

1.2.6 Caracteristicas y funciones de los principales genes de la familia GH/PRL.
1.2.6.1 Hormona del crecimiento.

En la mayoria de los animales, la GH es un péptido de aproximadamente 190 aminoacidos
cuya aparicion fue muy temprana en la evolucion. En los mamiferos, esta hormona es
secretada en las células somatotropicas de la hipofisis anterior. Aunque solo ha sido
reportada la presencia de una sola GH en la mayoria de los animales estudiados, en algunos
ordenes se ha reportado la presencia de dos o mas de estas hormonas, como ocurre en
algunos primates y rumiantes (Wallis y cols, 1998; Wallis y Wallis, 2002).

En el humano, existen dos GH: la HGH-N expresada en la hipéfisis y la HGH-V expresada
en la placenta. Ademas, existen varias formas circulantes de la hormona, algunas
provenientes de la remocién diferencial de intrones del transcrito primario en su via de
maduracién hacia el mRNA (empalme alterno), como en el caso de la HGH-N con dos
isoformas de 20 y 22 kDa, y otras generadas a partir de modificaciones postraduccionales
(glucosilacién de la HGH-V) (Chen y cols, 1989; Untergasser y cols, 1998).

Las principales funciones de la GH estan implicadas en la regulacion del crecimiento
somatico y el desarrollo y con ciertos aspectos del metabolismo general (Goffin y cols,
1996; Lioupis y cols, 1997). Sin embargo, también se ha reportado la implicacién de la GH
en otros procesos bioldgicos, tales como la reproduccion, la inmunidad y, en los peces, la

osmorregulacién (Hull y Harvey, 2001; Lee y cols, 2001).
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1.2.6.2 Prolactina.

En la mayoria de las especies, la PRL es sintetizada en las células lactotropicas de la
hipofisis anterior como una prehormona de 227 residuos aminoécidos. La hormona madura
es originada por la digestion proteolitica del péptido sefial de 28 aminoécidos situado en el
extremo amino terminal. Diversos estudios bioquimicos e inmunolégicos han evidenciado
la presencia de PRL en varios tejidos extrahipofisiarios: placenta, dtero, cerebro, sistema
inmune y glandula mamaria. Ademas, mediante técnicas inmunologicas también ha sido
reportada la presencia de PRL en: glandula adrenal, cuerpo liteo, prostata, testiculo,
glandula uretral, glandula lacrimal, islotes pancreéticos e intestino delgado (Sinha, 1995;
Goffin y cols, 1996; Bole-Feysot, 1998).

La PRL es una de las mds versitiles hormonas de la hipéfisis en términos de accién
biolégica. A la fecha, se han documentado mas de 300 diferentes efectos de la hormona; les
mas documentados son: desarrollo mamario e iniciacién de la lactacién en mamiferos,
osmorregulacién en los peces, comportamiento parental en las aves y crecimiento y
metamorfosis en los anfibios, entre otros (Goffin y cols, 1996; Bole-Feysot, 1998; Schradin
y Anzenberger, 1999; Freeman y cols, 2000). Cémo una simple molécula es capaz de llevar
a cabo tantas acciones parece explicarse con recientes estudios que reportan la existencia de
varias formas biologicamente activas de la hormona. Algunas formas son resultado de
modificaciones postraduccionales (fragmentos generados por proteolisis, glucosilacion,
fosforilacion, desamidacion, sulfatacion, dimerizacion, unién a proteinas), mientras otras
son determinadas genéticamente (genes variantes de PRL y variantes por empalme alterno).
Estos hallazgos sugieren que la PRL es quizis una prohormona, la cual es sintetizada como
precursor y después convertida en sus diferentes formas biologicamente activas (Sinha,
1995; Ben-Jonathan y cols, 1996; Freeman y cols, 2000).

1.2.6.3 Proteinas relacionadas a prolactina.

Las PRPs son un grupo de hormonas heterogéneas relacionadas a la PRL, que sin embargo,
no se unen a los receptores PRLR o GHR. Hasta ahora, se sabe que son secretadas por la
placenta de rumiantes y roedores muy temprano durante la gestacién. Aunque son mas
similares entre si que con otros miembros de la familia, las PRPs pueden diferir entre si

hasta en més del 55 % para una misma especie. Aun mas, las PRPs de rumiantes y roedores
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comparten en promedio, una similitud de apenas 30 % en su secuencia aminoacidica
(Schuler y cols, 2001).

En la vaca, al menos seis de estas hormonas han sido reportadas y todas corresponden a
proteinas con distintos grados de glucosilaciéon. La secuencia aminoacidica esperada para
los cDNA disponibles, predice una conformacion tridimensional similar a la de los otros
miembros de la familia génica (excepto para la BPRP-VI), con los puentes disulfuro
intracatenarios y las cuatro a-hélices caracteristicas. A pesar de ello, estas proteinas
muestran cambios aminoacidicos especificos en los dos sitios clave de unién con el
receptor, que hace que no pueda ligarse ni con el GHR ni con el PRLR. Més ain,
experimentos realizados con BPRP-I purificada no pudieron demostrar la unién de esta
proteina con ninguno de los receptores antes mencionados. Estos hallazgos sugieren la
posible existencia de un receptor especifico para PRP ain no identificado (Goffin y cols,
1996). Junto con los PLs, las PRPs son secretadas por las células binucleadas de la placenta
hacia los torrentes circulatorios materno y fetal. También se ha sugerido la presencia de
PRPs en otras especies de rumiantes (Schuler y cols, 2001).

En los roedores, las PRPs estudiadas hasta la fecha también se encuentran glucosiladas y
algunas de ellas ya han sido purificadas. Al igual que en los rumiantes, la estructura
terciaria es similar a la de la GH y la PRL, aunque aqui se observa en algunas de ellas una
débil actividad lactogénica. Se cree que esta funcién se ha retenido debido a que los
cambios aminoacidicos ocurridos se realizaron con otros aminodcidos con propiedades
fisicoquimicas similares. Otras actividades documentadas para las PRPs en roedores
incluyen la regulacién de la angiogénesis en las células endoteliales, la estimulacién de la
sintesis de DNA en el tutero (uterotréfica) y la unién con el receptor de la manosa-6-

fosfato/factor de crecimiento similar a la insulina tipo II (IGF-II) (Goffin y cols, 1996).

1.2.6.4 Lactégeno placentario.

Los PLs son hormonas polipeptidicas secretadas por la placenta hacia los torrentes
circulatorios materno y fetal de algunos mamiferos. Hasta la fecha, solo se tienen reportes
de la existencia de estas hormonas en primates, rumiantes y roedores.

Aunque las funciones biolégicas de los PLs ain no estin bien comprendidas, es razonable

pensar que probablemente desempeiien funciones similares a la GH y a la PRL, con base en
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su semejanza estructural. Experimentos realizados en ovejas gestantes, revelan que el PL
ovino (OPL) pudiera funcionar como la iinica hormona somatotrépica en el feto, conclusién
basada en las respuestas del feto al OPL, que incluyen estimulacién de la glucogénesis,
transporte aminoacidico intracelular, proliferacion celular y sintesis del factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo [ (IGF-I). Se ha observado también, que los niveles
de PLs en los torrentes circulatorios materno y fetal son altamente dependientes de especie,
es decir, varian de una especie animal a otra (Sakal y cols, 1998).

En el humano, el PL fue descrito originalmente por Josimovich y MacLaren en 1962,
quienes establecieron en forma definitiva su origen placentario (Bolander y Fellows, 1976).
Este péptido tiene un peso molecular de 21.5 kDa y consiste de 191 residuos
aminoacidicos, de los cuales 160 guardan correspondencia exacta con la hormona del
crecimiento humana normal (HGH-N). Es por resta razén, que el HPL es conocido también
como somatomamotropina corionica humana (HCS) y es clasificado dentro de la misma
familia que la HGH. El HPL es producido por las células del sincitiotrofoblasto placentario
y sus concentraciones séricas se incrementan progresivamente a lo largo de la gestacion
alcanzando un pico maximo aproximadamente en la trigésimo octava semana. Debido a que
la vida media del HPL en la circulacion materna es corta (10-30 min), las fluctuaciones en
los niveles circulantes de la hormona son indicadores del bienestar placentario. Se ha
observado que la secrecion del HPL no es influida por estados de estrés o por el
metabolismo general, tampoco muestra ritmo circadiano (Spellacy y cols, 1966; Hartog,
1972; Genazzani y cols, 1972).

Una correlacion importante es la que se establece entre los niveles de HPL y la masa
placentaria total, la cual se ha utilizado como indicador de la suficiencia de este 6rgano.
Asi, niveles bajos de HPL en la circulacion materna se han asociado con la presencia de
diversas patologias como muerte intrauterina, distocia y asfixia neonatal. De igual manera,
los niveles muy elevados de HPL sérica pueden ser indicativos de patologia fetal debido a
enfermedades especificas tales como macrosomia fetal asociada a diabetes mellitus
materna, isoinmunizacién Rh e hidropesia fetal (Spellacy y cols, 1967; Genazzni y cols,
1972; Lindberg y Nelson, 1973).

En rumiantes, los lactégenos placentarios son sintetizados en las células binucleadas del

trofoectodermo placentario. La estructura y biologia de estas hormonas han sido estudiadas
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mas ampliamente en bovinos, caprinos y ovinos. Los PLs de rumiantes tienen una mayor
semejanza con la PRL que con la GH para la misma especie (49 % con la PRL contra 25 %
con la GH en el caso de la oveja), aunque es ligada por ambos tipos de receptores:
lactogénicos y somatogénicos (Kann y cols, 1999; Liang y cols, 1999; Biener y cols, 2003).
Mientras que en ovinos y caprinos la masa molecular del PL es de aproximadamente 23
kDa, en los bovinos varia de 31 a 34 kDa debido a la glucosilacién de la molécula. Estas
hormonas son secretadas tanto a la circulacién fetal como a la materna, pero mientras que
en la primera los niveles séricos van decreciendo conforme avanza la gestacién; en la
segunda, estos niveles van incrementdndose cada vez més, hasta alcanzar una meseta hacia
el final de la gestacion (Bolander y Feilows, 1976).

Informes previos sefialan que los PLs de ovino y de bovino son capaces de actuar a través
de los receptores para prolactina (PRLRs) de la glandula mamaria en sus respectivas
especies, asi como en las lineas celulares de linfoma Nb, de la rata. Ademas, ha sido
descrita la existencia de receptores para PL bovino en el endometrio de vacas gestantes
Herman y cols, 1999). De esta manera, los PLs de bovino y ovino serian capaces de
realizar sus funciones mediante tres tipos diferentes de receptores: 1) receptores para PL
(PLRs) especificos de la hormona, los cuales se ha sugerido que existen principalmente en
los tejidos fetales (Freemark y Comer, 1989); 2) receptores de la hormona de crecimiento
(GHRs), y 3) receptores para prolactina (PRLRs). (Sakal y cols, 1998). Se ha descrito
también que en la regulacion de las actividades de los PLs pudiera estar implicada la
heterodimerizacién de los receptores GHR y PRLR, con base en los experimentos
realizados con receptores quiméricos in vitro (Herman y cols, 2000).

Tanto en caprinos como en ovinos se ha observado que el PL se encuentra incrementado
durante la gestacién y en el postparto y que sus niveles se correlacionan con ¢l rendimiento
lacteo. El incremento del rendimiento lacteo ha sido atribuido a las actividades tanto
mamogénica como lactogénica del PL. Sin embargo, la manera exacta por la cual actia la
hormona a este respecto no es clara. Existen informes que relacionan la actividad de la
hormona con la produccién del IGF-I, el cual actuaria como intermediario para la
estimulacion de las actividades antes citadas (Kann y cols, 1999). El IGF-I seria producido
por la estimulacion directa de receptores situados en el tejido mamario y no por la

estimulacion de receptores para hormona del crecimiento (GHR) situados en el higado, tal
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como ocurre normalmente con la propia GH. También se ha comunicado que los niveles
séricos de PL no afectan de manera directa los niveles circulantes de GH y/o PRL y que por
lo tanto, es poco probable que el PL actie in vivo sobre los receptores GHR o PRLR a nivel
hipotalamico, ya que esto produciria una alteracién en los niveles séricos de GH y PRL en
estas especies (Kann y cols, 1999).

1.2.7 PRPs y PLs en érdenes distintos a primates, rumiantes y roedores.

Ademas de la presencia de PLs y PRPs en las especies comentadas anteriormente, no
existen reportes hasta la fecha de la existencia de tales genes en otros Ordenes de
mamiferos. Un estudio de radioinmunoanalisis (RIA) y bioensayos con el plasma de
animales pertenecientes a los 6rdenes Insectivora (musarafia), Chiroptera (murciélago),
Edentata (armadillo), Lagomorpha (conejo), Carnivora (perro, gato, hurén), Perissodactyla
(caballo, cebra, rinoceronte) y ain dentro de los artiodactilos (cerdo), no pudo demostrar
actividad lactogénica alguna (Forsyth, 1986). Sin embargo, estudios recientes realizados en
llamas gestantes por medio de técnicas inmunoldgicas, pudieron evidenciar la presencia de
por lo menos una glucoproteina relacionada a PL bovino en las células placentarias de esos
animales. Estos estudios fueron confirmados por medio de Western Blot y con
electroferesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Olivera
y cols, 2003).

Por otro lado, trabajos realizados en la ULIEG sugieren que podrian existir secuencias
relacionadas a2 PLs o a PRPs en el genoma del gato (Gonzdlez, 2001). Experimentos
realizados con sondas marcadas de lactogeno placentario bovino II (bPL-1I), evidencian una
banda de hibridacion con productos de PCR generados a partir de iniciadores consenso
disefiados sobre las zonas mas conservadas de los exones Il y V de los genes de PRL, PRP
y PL bovinos y de la PRL de gato (figura 9). Sin embargo, esta secuencia ain no ha sido
aislada y se desconoce si realmente es representativa de algin gen (o pseudogen)

perteneciente a la familia.
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Figura 9: Autorradiografia del gel hibridado con una sonda de PL-II bovino y PAs de
gato, vaca y oveja. La flecha indica el producto presuntamente relacionado a PRL. Carriles: 1,
marcador; 2, Producto amplificado (PA) de gato; 3, PA de vaca; 4, PA de oveja (tomado de

Gonzalez, 2001).
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CAPITULO I

JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 Justificacion del trabajo.

La familia multigénica GH/PRL/PL es considerada un buen modelo para estudiar la
evoluciéon de los genomas y ha sido utilizada para tal fin en multiples trabajos. La
clonaciéon y analisis de los genes pertenecientes a esta familia han sido realizados
ampliamente en primates y en algunos otros 6rdenes, como en los roedores y en los
rumiantes. En estos ultimos, el analisis comparativo ha permitido establecer que las PRPs
y los PLs presentes en sus genomas son €l resultado de la duplicacién del gen de la PRL,
contrario a lo acontecido en primates, donde ha sido el gen de GH el que ha dado lugar a
la aparicion de los PLs por duplicacién.

Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre la existencia de hormonas relacionadas a
esta familia multigénica en tejido placentario de mamiferos pertenecientes a otros
ordenes. Particularmente en el caso de los carnivoros, un estudio sugiere que no existen
PLs en este orden, basado en la imposibilidad de detectar actividad lactogénica en el
suero de los animales ensayados. Por otro lado, estudios preliminares realizados en la
ULIEG sugieren que si existen PRPs y que éstas se derivaron en forma similar a la
ocurrida en rumiantes y roedores, es decir, por duplicacion de un gen de PRL ancestral.
La existencia de un producto de PCR en el gato que hibrida con una sonda derivada de
PL-II bovino y que no corresponde al propio gen de PRL, ha sugerido la existencia de
secuencias relacionadas a PRL que pudieran corresponder a PRPs y/o PLs en este felino.
Para despejar estas dudas, se propuso en este trabajo la obtencion y caracterizacion de
genes relacionados a PRL en el gato, asi como el establecimiento de la relacién que
guardan con la familia multigénica GH/PRL/PL.

2.2 Hipdtesis del trabajo.
Existen al menos dos secuencias relacionadas a prolactina en el genoma del gato

doméstico.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Evidenciar los genes relacionados a prolactina en el gato doméstico (Felis catus)

3.2 Objetivos especificos.
3.2.1 Obtener y caracterizar los genes relacionados a PRL en el gato doméstico.

3.2.2 Determinar las relaciones filogenéticas correspondientes a la familia PRL/PL en
diferentes 6rdenes de mamiferos, incluyendo la nueva informacion a derivarse del
presente trabajo.

3.2.3 Ewidenciar la presencia de la secuencia obtenida en el genoma del gato mediante
hibridacién tipo Southern.
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CAPITULO IV

ESTRATEGIA GENERAL

De manera general, los pasos que se siguieron en la realizacion de este trabajo fueron los

siguientes (figura 10):

1) amplificacion de productos relacionados a PRL de gato a partir de DNAg e iniciadores
consenso;

2) amplificacion de un fragmento de PL ovino a partir de DNAg e iniciadores
especificos;

3) hibridacion inversa de la sonda de PL ovino contra los productos obtenidos en el paso 1;

4) reamplificacion de los productos del gato que hibridaron con la sonda de PL ovino;

5) clonacién de los productos obtenidos en el paso 4;

6) secuenciacion de las clonas obtenidas en el paso anterior;

7) andlisis de las secuencias obtenidas y reconstruccion de arboles filogenéticos;

8) obtencion y marcaje radioactivo de la sonda de PRP de gato identificada;

9) digestion enzimatica del DNAg de gato con Bam HI;

10) hibridacion tipo Southern del DNAg de gato contra la sonda de PRP de gato marcada.
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Figura 10: Estrategia general del trabajo. Esquema global de la estrategia utilizada durante la realizacién
del presente trabajo. Los nimeros en las flechas hacen referencia a los pasos descritos en el texto.
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODO

5.1 Material.

5.1.1 Obtencion de las muestras biologicas.

Las muestras biologicas de las especies estudiadas fueron amablemente proporcionadas
por las siguientes fuentes: Rastro Municipal de Monterrey (tejido placentario de bovino);
M.V.Z. Laura Corral Caballero (sangre de cabra y tejido placentario de gato);
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la U.AN.L. (sangre de
leon); Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L (sangre

de oveja).

5.1.2 Origen de los reactivos.

Fue utilizado el paquete de clonacion TOPO XL (Invitrogen Corporation; Carlsbad, CA
USA), que incluye como vector el plasmido pCR-XL-TOPO y las bacterias E. coli
electrocompetentes de la cepa Top 10 (F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80/acZ.M15 AlacX74
recAl decR araD139 A(ara-lex) 7697 galU galK rpsL (St*) endA1 nupG) para la transformacion.
Los reactivos utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fueron
obtenidos de las siguientes fuentes: Tag DNA polimerasa, Buffer 10X y MgCl, (Promega
Corporation; Madison, WI, EUA); rTth DNA polimerasa, Buffer XL 11 3.3X y Mg(OAc);
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA); dNTPs (GIBCO-BRL; Gaithersburg, MD,
EUA). Los reactivos para las digestiones enzimaticas procedieron de las siguientes casas
comerciales: las enzimas de restriccion y amortiguadores correspondientes (New England
Biolabs; Beverly, MA, EUA); la ribonucleasa, la desoxirribonucleasa y la proteinasa K
(SIGMA,; St. Louis, MO, EUA). La reaccién de marcaje radiactivo de las sondas se
realizé con el estuche comercial Rad Labeling System (GIBCO-BRL); se utilizo el
radionucléotido [a-P”]dATP (Amersham Intemational; Buckinghamshire, UK) y como
coprecipitador el vivid violet (CHIMERx LiCor, California, EUA). Las reacciones de
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secuenciacion se llevaron a cabo con el estuche de LiCor y utilizando iniciadores M13

universales sentido y antisentido (GIBCO-BRL).

5.1.3 Origen del equipo.

En este trabajo se utilizaron los equipos e instalaciones siguientes: horno de microondas
LG modelo MS-70IC; microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415 (Brinkmann
Instruments, Inc. NY EUA); fuentes de poder ISCO 494 (ISCO, Nebraska, EUA), EC
600 (E-C Aparatus Corporation, St Petersburg, Florida) y BRL 250 (GIBCO-BRL);
centrifuga Beckamn allegra TM 21R modelo 367570; secuenciador automitico DNA
sequencer Long Reader 4200 (LI-COR, CA, EUA); termomixer Eppendorf modelo 5436
(Brinkmann Instruments, Inc. NY EUA); desecador de geles (Labconco, CA, EUA);
incubadora Shell Lab modelo 1525; incubadora de hibridacion modelo 310 (Robbins
Scientific Co. Sunnyvale, CA, EUA); espectrofotémetros Beckman modelo DU-70
(Scientific Instruments Division Fullerton, CA, EUA) y Eppendorf BioPhotometer
modelo 6131 (Brinkmann Instruments, Inc. NY EUA); congelador marca TorRey (Mty,
Mex); termocicladores modelos MJ Research PT150 y PT100 (Watertown, Mass, EUA);
Perkin Elmer 2400; RoboCycler 96 (Stratagene, La Jolla, CA, EUA); electroporador
BioRad Gene Pulser II (Hercules, CA, EUA); computadora IBM modelo G42;
fotodocumentador Gel Doc 1000 de BioRad (Hercules, CA, EUA).

5.1.4 Programas computacionales.

Los programas de computadora utilizados fueron los siguientes: procesador de texto
Microsoft Word® version 2002 (©Microsoft Corporation, 1983-2001); procesador de
graficos Microsoft Power Point® versién 2002 (©Microsoft Corporation, 1983-2001);
Amplify version 1.2b (Bill Engels 1992 University of Wisconsin Genetics M. Madison,
WI, EUA); DNA Strider TM 1.3 (Merck and C.E.A. 1999, Service de Biochimie-
Département de Biologie, Institut de Recherche Fondamentale, CEA, France); OLIGO
version 4.0 (© 1992 Wojciech Rychlik, National Bioscience Inc., Plymouth, MN, EUA);
CLUSTAL W version 1.5 (Multiple Sequence Alignments); CLUSTAL X version 1.8
(Multiple Sequence Alignments); Phylip (Phylogeny Inference Package, version 3.5¢
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Departament of Genetics, University of Washington, Seattle, EUA); GeneDoc version
2.6.002 (© 2000 by Karl Nicholas).

5.2 Método.

5.2.1 Extraccidon del DNA génomico.

5.2.1.1 A partir de tejido placentario.

La técnica utilizada fue una modificacion de la inicialmente por Stafford y cols. en 1976
(Sambrook y Russell, 2001). Aproximadamente 1 g de tejido placentario fue triturado con
mortero y pistilo junto con 1 ml de solucién de lisis (10 mM Tns-HCI pH 8.0; 0.1M
EDTA pH 8.0; 0.5 % SDS p/v; 20 mg/ml RNasa). La mezcla fue transferida a tubos
Eppendorf de 2 ml e inmediatamente se le adiciond proteinasa K hasta una concentracion
final de 100 pg/ml. La muestra se incub6 a 5¢ °C con agitacién constante durante 18
horas. Al término, se dejé enfriar la muestra a temperatura ambiente (TA) y luego se le
adiciono 0.5 vol de fenol saturado pH 8.0 y 0.5 vol de sevag (cloroformo: alcohol
isoamilico [24:1]). Se agitd la muestra con el vértex durante 30 s y luego se centrifugd a
10000 g durante 15 min a TA. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitié la
extraccion fenol/sevag. Se precipito el DNA adicionando 0.2 vol de acetato de amonio 10
M y 2 vol de etanol al 100 % frio. Se agito la mezcla con el vértex durante 10 s y se dejo
reposar a TA durante 5 min. Luego, se centrifugd la muestra a 10 000 g durante 10 min a
TA. Al término, se decant6 el tubo y la pastilla precipitada fue lavada con 1 ml de etanol
al 70 % y centrifugada de nuevo a 10 000 g durante 10 min a TA. Finalmente, se aspird
el etanol del tubo y el remanente se dejo evaporar colocando el tubo abierto a TA por 1
hora. La pastilla de DNA se resuspendi6 en 0.5 ml de buffer TE 1X (100 mM Tris-HCl
pH 8.0; EDTA pH 8.0)

5.2.1.2 A partir de sangre.

Se utiliz6 la técnica denominada TSNT. Se colocaron 5 ml de sangre total anticoagulada
con EDTA en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugd la muestra a 500 g durante 5 min a
TA. Se desecho el sobrenadante (plasma) y se aiiadié al paquete celular 2 ml de buffer de
lisis TSNT (2% Tritén X-100; 1 % SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM
EDTA pH 8.0) mezclando por inversion. Luego, se agregaron 5 ml de fenol saturado pH
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8.0 y 1 ml de sevag, agitando el tubo en el vortex hasta su completa homogenizacion.
Después el tubo fue centrifugado a 10 000 g durante 20 min a TA. La fase acuosa fue
transferida a un tubo Falcon de 15 ml nuevo y se procedio a la precipitacion de DNA: se
agregaron 2 vol de etanol al 100 %, se mezclo por inversion y se centrifugé a 10 000 g
por 15 min a TA; se deseché el sobrenadante y la pastilla de DNA fue lavada en 2 ml de
etanol al 70 % y centrifugada otra vez a 10 000 g por 10 min a TA. Finalmente, se
desecho el sobrenadante, se dejé evaporar a TA los residuos de etanol y se resuspendid la
pastilla de DNA en 500 pl de buffer TE 1X.

5.2.2 Obtencion de la clona de PL ovino.

5.2.2.1 Iniciadores.

Con el auxilio de los programas computacionales OLIGO y Amplify, se disefiaron y
ensayaron virtualmente iniciadores especificos para PL de rumiantes con base a las

secuencias de este gen reportadas hasta la fecha para estas especies.

5.2.2.2 Estandarizacién de la PCR.
Se realizaron ensayos de la PCR variando las concentraciones de DNA, magnesio y
temperatura de alineamiento con la finalidad de obtener el menor nimero de productos

inespecificos. La PCR optimizada se describe en la tabla 2.

Tabla 2: Condiciones de la PCR para la obtencién del PL ovino.

REACTIVO CONCENTRACION
FINAL
Buffer 10 X 1X
dNTPs 10mM 200 pM
Iniciador RumPLex4 5 pM 0.4 uM
Iniciador 3ConsPrl 5uM 04 M
MgCl; 25 mM 1.5 mM
Taq DNA polimerasa 5 U/ul ~ 0.25 U/pl
DNAg 100 ng/S0 pl

H;0 miliQ cbp 50 ul
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Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por S min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalizacién a 94
°C por 35 s, un paso de apareamiento a 58 °C por 30 s y un paso de extension a 72 °C por
1 min. El PA obtenido fue evidenciado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
y tincién con bromuro de etidio. El tamatio esperado del PA fue de 859 pb. Una vez
confirmado lo anterior, se procedié a eliminar los reactivos no incorporados en la
reaccion de PCR mediante extraccion fenol/sevag y precipitacion con etanol y acetato de
sodio 3M. Después de la extraccion se confirmé la integridad del PA mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Por tltimo, se cuantific la cantidad y la pureza

relativa del PA por medio de espectrofotometria a Azeo y relacion Azeo/Azso.

5.2.2.3 Clonacion del PA de PL ovino.

Se tomaron 30 ng del PA verificando que tuviera al menos una relacion Ajge/Azgo de 1.8
y se cloné en el vector pCR-XL-TOPO segun las instrucciones del estuche comercial. Se
transformaron bacterias E. coli de la cepa TOP 10 con el vector recombinante mediante
electroporacion ajustando el aparato con los siguientes parametros: resistencia 200
ohmios, capacitancia 25 pF, voltaje 2.5 kV, el pulso varié entre 3-5 ms. Las bacterias
transformadas fueron incubadas en 500 pl de medio SOC (2 % triptona, 0.5 % extracto de
levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOq4, 20 mM glucosa)
en el termomixer durante 1 h a 37 °C con agitacién vigorosa con la finalidad de que el
gen de resistencia del vector pudiera expresarse a niveles Optimos. Al término, las
bacterias fueron incubadas en placas con medio Luria-Bertani-agar (1 % triptona, 0.5 %
extracto de levadura, 1 % NaCl, 1.5 % agar) suplementado con kanamicina (50 pg/ml)
durante un periodo de 18 h. Se eligieron al azar 20 de las colonias bacterianas obtenidas y
se sembraron en tubos de ensayo con 4 ml de medjo Luria-Bertani (1 % triptona, 0.5 %
extracto de levadura, 1 % NaCl) suplementado con kanamicina (50 pg/ml) e incubadas a

37 °C por 18 h con agitacion vigorosa.
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5.2.2.4 Obtencion del DNA plasmidico.

Se realizé la extraccién de DNA plasmidico mediante la técnica de minipreparaciones por
lisis alcalina descrita por Sambrook y Russell, 2001. Se tomaron 2 ml del cultivo
bacteriano de cada tubo de ensayo depositiandolos en tubos Eppendorf de 2 ml, se
centrifugaron durante 30 s a 13000 g a TA y se desecho el sobrenadante. Se agregé a
cada tubo 100 pl de Solucién I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA
pH 8.0), se mezcl6 en el vortex por 30 s y se incubd la mezcla por 5 min a 4 °C. Después,
se adicionaron 200 pl de Solucién II preparada en fresco (0.2N NaOH, 1 % (p/v) SDS ),
se mezclo por inversion y se incubaron los tubos por espacio de 5 min a 4 °C. Luego, se
agregaron 150 pl de Solucién III (90 ul acetato de potasio SM, 17.25 ul acido acético
glacial, 42.75 ul agua destilada), se mezcl6 por inversién y se incubé 5 min a 4 °C. Los
tubos fueron centrifugados 10 min a 13000 g a TA, recuperandose el sobrenadante a
tubos Eppendorf nuevos de 1.5 ml. Finalmente, se realiz6 una extraccion con fenol/sevag

y precipitacion con etanol similar a la descrita para la extraccién de DNA gendmico.

5.2.2.5 Aniilisis de los plismidos recombinantes de PL ovino.

Se realizo electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los DNAs plasmidicos y aquellos
que presentaron una migracion retrasada respecto al plasmido control (sin inserto) fueron
seleccionados como posibles candidatos. Una pequefia alicuota de estos ultimos fue
digerida con la enzima de restricciéon Eco Rl la cual libera el inserto contenido, para
después realizar electroforesis de la digestién y evidenciar el tamafio de los insertos.
Aquellas clonas que presentaron un inserto con el tamaiio esperado de 859 pb fueron

seleccionadas y se secuenciaron dos de ellas para verificar la identidad del inserto.

5.2.2.6 Obtencion de la sonda de PL ovino.

Una vez obtenida la clona de PL ovino, se realizd una PCR de la misma utilizando los
iniciadores especificos con los cuales se origind el inserto, con la finalidad de obtener la
secuencia unica de PL que fue utilizada para los procesos de hibridacién en gel e

hibridacién inversa posteriores. Las condiciones de la PCR se describen en la tabla 3.
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Tabla 3: Condiciones de PCR nara la nhtencidn de la sonda de PL ovino.

REACTIVO CONCENTRACION
FINAL
Buffer 10 X 1X
dNTPs 10mM 200 uM
Iniciador RumPLex4 5 uM 0.4 uM
Iniciador 3ConsPrl 5uM 0.4 uyM
MgCl; 25 mM 1.5 mM
Taq DNA polimerasa 5 U/pl ~ 0.25 U/pl
DNA plasmidico 10 ng/S0 ul
H,0 miliQ cbp 50 pl

Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalizacion a 94
°C por 35 s, un paso de apareamiento a 60 °C por 30 s y un paso de extensién a 72 °C por
1 min. El PA obtenido fue evidenciado, purificado y cuantificado de manera similar a la

ya descrita para el PA a partir de DNAg.

5.2.3 Obtencion de las secuencias relacionadas a PRL en el gato.

5.2.3.1 Obtencién de las secuencias relacionadas a PRL en el gato mediante
clonacién directa.

5.2.3.1.1 Iniciadores.

Con el auxilio de los programas computacionales OLIGO y Amplify, se disefiaron y
ensayaron virtualmente iniciadores consenso para PRL/PRP/PL con base en las
secuencias de estos genes reportadas hasta la fecha para rumiantes y camivoros.
Ademas, fue incluido el iniciador 3’ utilizado para la obtencién de la sonda de PL ovina,

descrito previamente.

5.2.3.1.2 Estandarizacién de la PCR.

Se llevaron a cabo varios ensayos de PCR utilizando los iniciadores 5’ y 3’ en todas las
combinaciones posibles. Las condiciones de las PCRs se mantuvieron relativamente
inespecificas, con la finalidad de favorecer la amplificacién de productos relacionados a
PRL y no solo de esta Gltima. Se incluyeron como testigos positivos de la reaccion DNA

de oveja y de cabra. La reaccion de PCR se describe en la tabla 4.
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Tabla 4: Candiciones de PCR con los iniciadnres consenso.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Buffer XL 1133 X 1X
dNTPs 200 uyM
Iniciador 5° 5 uM 0.4 yM
Iniciador 3° 5pM 0.4 uM
MgO(Ac), 25 mM 1.8 mM
rTth DNA polimerasa2 U/pl  0.08 U/pl
DNAg 100 ng/S0 pl
H,0 miliQ cbp 50 ul

Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden un paso de desnaturalizacion a 94
°C por 35 s, un paso de apareamiento a 59 °C por 30 s y un paso de extension a 68 °C por
7 min. Los PA obtenidos fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 % y tincion con bromuro de etidio.

A los PA de las combinaciones de iniciadores que presentaron amplificacion en el gato se
les procedi6 a eliminar los reactivos no incorporados en la reaccion de PCR mediante
extraccion fenol/sevag y precipitacion con etanol y acetato de sodio 3M. Después de la
extraccion se confirmo la integridad de los PA mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1 %. Por 1iltimo, se cuantificé la cantidad y la pureza relativa de los PA por medio de

espectrofotometria a Azsg y relacion Ajep/Azgo.

5.2.3.1.3 Clonacién directa de los PA relacionados a PRL del gato.

Se tomaron 30 ng de los PA de cada reaccién verificando que tuvieran una relacion
Azeo/Azg0 de al menos 1.8 y se clonaron en el vector pCR-XL-TOPO segun las
instrucciones del estuche comercial. Se transformaron bacterias E. coli de 1a cepa TOP 10
con el vector recombinante mediante electroporacion con las mismas condiciones
utilizadas para la clonacién del PA de PL ovino.

El cultivo de las bacterias y la obtencion del DNA plasmidico fueron realizados de la
misma forma como se sefialé para la obtencion de la clona de PL ovino. La tnica

diferencia fue el nimero de clonas levantadas, que en este caso fueron 60.
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5.2.3.1.4 Anailisis de los plasmidos recombinantes de los PA del gato.

Se realizo electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los DNAs plasmidicos y aquellos
que presentaron una migracion retrasada respecto al plasmido control (sin inserto) fueron
seleccionados como posibles candidatos. Una pequeiia alicuota de estos ultimos fue
digerida con la enzima de restriccion £co Rl la cual libera el inserto contenido, para
después realizar electroforesis de la digestion y evidenciar el tamaifio de los insertos.
Aquellas clonas que presentaron un inserto con los tamafios esperados de ~7000 pb y
~3000 pb fueron seleccionadas y se secuenciaron dos de ellas para verificar la identidad

del inserto.

5.2.3.1.5 Clonacién directa de los PA relacionados a PRL de oveja y cabra.

Debido a que los reportes para genes relacionados a PRL en rumiantes Gnicamente
incluyen el cDNA de los mismos (excepto para la vaca) y con la finalidad de contar con
mas secuencias con las cuales realizar el analisis filogenético de los productos obtenidos
en el gato, se decidid aprovechar los PA obtenidos de oveja y cabra y realizar clonacién y
secuenciacion de los mismos. El procedimiento utilizado fue el mismo que el ya descrito

para los PA del gato.

5.2.3.2 Obtencion indirecta de las secuencias relacionadas a PRL en el gato
mediante hibridacion inversa.

Se realizd hibridacion inversa de los PA del gato contra la sonda de PL ovina fijada en
membrana de nylon. El nivel de astringencia fue controlado de tal manera que el PA de
las secuencias relacionadas a PRL del gato se mantuvieran fijadas a la sonda de PL ovina
mientras que los demés productos de amplificacion, incluyendo la correspondiente a

prolactina, fueran eluidas con los primeros lavados de la membrana.

5.2.3.2.1 Obtencion de los PA relacionados a PRL de gato.

Fueron utilizados para tal fin los mismos iniciadores consenso que los sefialados para la
clonacion directa. Las condiciones de la PCR fueron relajadas mediante la disminucion
de la temperatura de alineamiento, el aumento del tiempo de alineamiento y el aumento

de la concentracion final de los iniciadores. La reaccion se describe en la tabla 5.
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Tabla 5: Condiciones de PCR para la obtencién de los PA relacionados a PRL de gato.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Buffer XL I13.3 X 1X
dNTPs 200 uM
Iniciador 5 5 uM 0.5 uM
Iniciador 3 5uM 0.5 uM
MgO(Ac); 25mM 1.8 mM
rTth DNA polimerasa2 U/ul  0.08 U/pl
DNAg 100 ng/50 pl
H,0 miliQ cbp 50 pl

Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalizacion a 94
°C por 35 s, un paso de aparcamiento a 56 °C por 40 s y un paso de extension a 68 °C por
7 min. Los PA obtenidos fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de agarosa al

1 % y tincién con bromuro de etidio.

5.2.3.2.2 Hibridacién inversa de los PA del gato.

Fue llevado a cabo el siguiente procedimiento: una membrana de nylon de 2 cm x 1.5 cm
se sumergi¢ durante 10 min en una solucién de buffer 6X SSC (3M NaCl, 0.3M citrato de
sodio); luego, se deposité con un micropipeta la sonda de PL ovino en toda la superficie
de la membrana, y se¢ dej6 secar por espacio de 5 min. Pasado este tiempo, se impregné
papel filtro Whatman 3MM con la solucién desnaturalizante (1.5M NaCl, 0.5 NaOH) y se
coloco sobre la superficie de la membrana donde fue depositada la sonda por espacio de
10 min; después se retir6 este papel filtro de la membrana y se colocé otro papel filtro
impregnado con la solucién neutralizante (1M NaCl, 0.5M Tris-HC] pH 7.0) también por
10 min. Por ultimo, la sonda fue fijada a la membrana mediante incubacion a 80 °C
durante 2 h.

La membrana fue colocada dentro de un tubo Eppendorf de 2 ml y prehibridada con 1 ml
de solucion de prehibridacién/hibridacién (5X SSC, 5X solucién Denhardt, 1 % (p/v)
SDS) a 55 °C durante 2 h. Al término, se deseché la solucién de prehibridacién y se
agregd 500 pl de la solucidn de hibridacion precalentada a 55 °C conteniendo los PA de
gato obtenidos, previamente desnaturalizados durante 5 min a 95 °C. Los productos se

dejaron hibridando durante 18 h a 55 °C con rotacion continua del tubo.
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Pasado este tiempo se realizaron los lavados de la membrana de la manera siguiente: se
desechd la solucién de hibridacion y se dejd enfriar la membrana a temperatura ambiente;
luego, se depositd en el tubo 1 ml de la solucion de lavado I (2X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) y
se dejé el tubo con rotacion constante durante 20 min; después, se deseché esta solucion
y se agregé 1 ml de la solucion de lavado II (0.2X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) lavando con
rotacion continua durante 20 min; por tltimo, se desechd la solucidn II y se agregé 1 ml
de solucién de lavado III (0.1X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) precalentada a 55 °C y se dejo
incubando el tubo durante otros 20 min.

Para la elusion de los PA hibridados, se desechd la solucidn de lavado III y se agregron
500 pl de agua NanoPure precalentada a 60 °C y se dejé incubando por espacio de 30
min a 60 °C con agitacién constante. Finalmente, el eluido fue recolectado en un tubo

nuevo y almacenado a -20 °C hasta su utilizacion.

5.2.3.2.3 Reamplificacion de los PA del eluido de hibridacién.

Se realizaron ensayos de PCR de los PA del eluido de hibridacion utilizando los
iniciadores que habian sido utilizados para originarlos en la PCR inicial. Se utilizaron
condiciones de astringencia de la reaccion lo mas altas posibles para eliminar la
probabilidad de amplificar productos no especificos; ademas se incluyeron testigos de
reaccion: uno con solo el iniciador 5° y otro con solo el iniciador 3°. Las condiciones de

la reaccion de PCR se describen en la tabla 6.

Tabla 6: Condiciones de PCR de los PA del eluido de hibridacién.

REACTIVO CONCENTRACION
FINAL
Buffer 10 X 1X
dNTPs 10 mM 200 pM
Iniciador 5° 5 uM 0.4 uM
Iniciador 3° 5uM 0.4 M
MgCl, 25 mM 1.3 mM
Taq DNA polimerasa 5 U/pl ~ 0.25 U/pl
PA 10 ng/50 pl

H;0 miliQ cbp 50 pl
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Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por S min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalizacién a 94
°C por 30 s, un paso de apareamiento a 62 °C por 30 s y un paso de extension a 72 °C por
2 min. Los PA obtenidos fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de agarosa al

1.5 % y tincién con bromuro de etidio.

5.2.3.2.4 Hibridacién en gel de los PA del eluido.

Con la finalidad de evidenciar los PA que realmente presentaban semejanza con la
secuencia de PL ovino, se realiz6 una hibridacion radiactiva en gel de los productos
obtenidos de las reacciones anteriores. Para esto se realizd electroforesis de estos
productos en un gel de agarosa al 1 %, se tifid con bromuro de etidio, se documenté la
imagen del mismo y finalmente se desecd para su posterior hibridacion. Las soluciones
utilizadas para esta hibridacién fueron las mismas que las descritas para la hibridacion
inversa.

La hibridacién del gel se realizd de la manera siguiente: una vez desecado el gel, éste se
sumergi6 durante 10 min en la solucion desnaturalizante, luego se sumergié durante otros
10 min en la solucién neutralizante y se dejo prehibridando con la solucién de
prehibridacion (a razon de 1 ml de solucién por cada 10 cm® de superficie del gel)
durante 2 h a 55 °C en un tubo con rotacién continua. Al término, la solucion de
prehibridacion fue desechada y sustituida por la misma cantidad de solucion de
hibridacién precalentada a 55 °C y conteniendo la sonda de PL ovino previamente
marcada con radiactividad (segin las instrucciones del estuche comercial utilizado) y
desnaturalizada a 95 °C por 5 min. Finalmente, se dejaron hibridando los productos por
espacio de 18 h a 55 °C.

Terminado el tiempo de hibridacion, fue desechada la solucion de hibridacion y se lavé el
gel de la siguiente forma: se dejé enfriar el gel a TA tras lo cual se agregaron 50 ml de
solucién de lavado I, agitando el tubo de manera continua durante 20 min y desechando
la solucién al término, este paso se repiti0 una vez mas; luego se agregd la misma
cantidad de solucion de lavado II, agitando el tubo continuamente durante 20 min para
luego desechar la solucién, este paso se repitié una vez mas; el mismo procedimiento se

siguid con la solucién de lavado III, pero este paso se llevo a cabo a 55 °C.
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Al finalizar los lavados, el gel fue envuelto en plastico Saran Wrap y expuesto con
pelicula ultrasensible y pantalla amplificadora de sefial durante toda la noche a -70 °C. Al

dia siguiente, la pelicula fue revelada con una maquina reveladora automatica.

5.2.3.2.5 Identificacién y purificacion de las secuencias relacionadas a PRL del gato.
La autorradiografia obtenida se comparé con la imagen del gel previamente
fotodocumentada y se determiné el tamaifio aproximado del producto que mostraba sefial.
Posteriormente, se realizd una electroforesis preparativa de este producto en gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 1.5 %, se visualizé el producto en un transiluminador
de luz ultravioleta (UV) y con ayuda de una hoja de bisturi, se cortd el gel en la zona
correspondiente al PA que habia mostrado seflal. Se reband el fragmento del gel en
pequeiios pedazos y se colocaron en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se peso el tubo y se
determiné la masa de los fragmentos cortados. Se adicionaron 5 vol de buffer LMT
(20mM Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA pH 8.0) y se incub6 el tubo a 65 °C durante 10
min después de lo cual se dejo enfriar a TA. Luego se agregd 1 vol igual de fenol
saturado y se mezclé con el vortex durante 20 s, para después separar las fases mediante
centrifugacion a 4000 g por 10 min a TA. Se recuper6 la fase acuosa en un tubo nuevo y
se realizo6 extraccion fenol/sevag y precipitacion con etanol, segin ya se ha descrito.
Finalmente, se realiz6 cuantificacién del producto y determinacién de pureza relativa

mediante espectofotometria.

5.2.3.2.6 Clonacién del PA del eluido relacionado a PRL de gato.

La clonacion de este producto se realizd de manera similar a la ya descrita para la
clonacién del PL ovino. También el cultivo de las bactenias y la obtencion del DNA
plasmidico fueron realizados de la misma forma como se sefialé para la obtencion de la

clona de PL ovino.

5.2.3.2.7 Analisis de los plasmidos recombinantes del PA eluido relacionado a PRL
de gato.
Se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los DNAs plasmidicos y aquellos

que presentaron una migracion retrasada respecto al plasmido control (sin inserto) fueron
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seleccionados como posibles candidatos. Una pequeiia alicuota de estos tltimos fue
digerida con la enzima de restriccion Eco Rl, la cual libera el inserto contenido, para
después realizar electroforesis de la digestion y evidenciar el tamafio de los insertos.
Aquellas clonas que presentaron un inserto con el tamafio esperado determinado en la
autorradiografia fueron seleccionadas y se secuenciaron dos de ellas para verificar la
identidad del inserto.

5.2.4 Hibridacion tipo Southern.

Con la finalidad de evidenciar el mimero de secuencias de PRP de gato presentes en el
genoma del gato, se realizé una hibridacién radiactiva en gel tipo Southern del DNAg de
gato digerido con la enzima Bam HI contra una sonda preparada a partir del inserto de la
clona de PRP de gato que se obtuvo en el apartado anterior. Las soluciones utilizadas

para esta hibridacién fueron las mismas que las descritas para la hibridacién inversa.

5.2.4.1 Obtencién de la sonda de PRP de gato.

Una vez obtenida la clona de gato relacionada a prolactina (PRP), se realiz6 una PCR de
la misma utilizando los iniciadores especificos con los cuales se origino el inserto, con la
finalidad de obtener la secuencia tnica de PRP que fue utilizada para el proceso de

hibridacion tipo Southern. Las condiciones de la PCR se describen en la tabla 7.

Tabla 7: Condiciones de PCR para la obtencién de la sonda de PRP de gato.

REACTIVO CONCENTRACION
FINAL
Buffer 10 X 1X
dNTPs 10mM 200 uM
Iniciador 5> 5 uM 0.4 pM
Iniciador 3* 5pM 0.4 pM
MgCl; 25 mM 1.5 mM
Taq DNA polimerasa 5 U/ul ~ 0.25 U/pl
DNA plasmidico 10 ng/50 pl

H,0 miliQ cbp 50 pl
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Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalizacion a 94
°C por 35 s, un paso de apareamiento a 60 °C por 30 s y un paso de extensioén a 72 °C por
1 min. El PA obtenido fue evidenciado, purificado y cuantificado mediante los

procedimientos ya descritos.

5.2.4.2 Digestion enzimatica del DNAg de gato.

Se realiz6 cuantificacién del DNAg de gato mediante espectrofotometria, se tomaron 10
ng del mismo y se resuspendieron en 10 pl de Buffer 10X de digestion para Bam Hi. Se
mezcld varias veces por pipeteo y se incubd a 4 °C por espacio de 4 h. Luego, se
agregaron 10 pl de BSA 10X, 5 ul de enzima Bam HI (20 U/ul) y agua NanoPure hasta
completar 50 ul de reaccidn total. El tubo se incubd a 37 °C durante 12 h tras las cuales
se agregaron otros 5 ul de enzima Bam HI y se volvié a incubar durante 12 h mas. Al
término, se tomé una pequefia alicuota de la reaccidn y se realizé electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % y tincién con bromuro de etidio para confirmar que la digestion hubiera
sido total. Finalmente, se realizé electroforesis de la totalidad de la reaccion en gel de
agarosa al 0.8 % a bajo voltaje (5 V/em) durante 12 h, incluyendo como testigos las
clonas de PL ovino y una de las clonas de PRL de gato anteriormente obtenidas, se tifié el
gel con bromuro de etidio para confirmar la presencia de los productos y luego se deseco

para su posterior hibridacion.

5.2.4.3 Hibridacién del gel tipo Southern.

La hibridacion del gel se realiz6 de la manera siguiente: una vez desecado el gel, éste se
sumergid durante 10 min en la solucién de depurinacién (0.1N HCI), después 10 min en
la solucién desnaturalizante, y luego durante otros 10 min en la solucién neutralizante; se
dej6 prehibridando con la solucién de prehibridacion (a razén de 1 ml de solucién por
cada 10 cm? de superficie del gel) durante 2 h a 55 °C en un tubo con rotacién continua.
Al término, la solucién de prehibridaciéon fue desechada y sustituida por la misma
cantidad de solucién de hibridacion precalentada a 55 °C y conteniendo la sonda de PRP

de gato previamente marcada con radiactividad (segun las instrucciones del estuche
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comercial utilizado) y desnaturalizada a 95 °C por 5 min. Finalmente, se dejaron
hibridando los productos por espacio de 18 ha 55 °C.

Terminado el tiempo de hibridacién, fue desechada la solucidn de hibridacion y se lavo el
gel de la siguiente forma: se dejo enfriar el gel a TA tras lo cual se agregaron 50 ml de
solucién de lavado I, agitando el tubo de manera continua durante 20 min y desechando
la solucion al término, este paso se repitid una vez mas; luego se agregd la misma
cantidad de solucién de lavado II, agitando el tubo continuamente durante 20 min para
luego desechar la solucion, este paso se repitié una vez mas; el mismo procedimiento se
siguio con la solucion de lavado III pero este paso se llevo a cabo a 55 °C. Al finalizar los
lavados, el gel fue envuelto en plastico Saran Wrap y expuesto con pelicula ultrasensible
y pantalla amplificadora de sefial durante 7 dias a -70 °C. Pasado este tiempo, la pelicula

fue revelada con una maquina reveladora automatica.

5.2.5 Analisis de las relaciones filogenéticas de los productos obtenidos.

Las secuencias de todas las clonas obtenidas fueron comparadas de tres diferentes
maneras: se realizd el alineamiento nucleotidico de las mismas incluyendo todo el
fragmento que pudo ser secuenciado a partir del extremo 3’; también otro alineamiento
nucleotidico pero inicamente incluyendo la porcién del exdn disponible; y finalmente, un

alineamiento aminoacidico con el marco de lectura correspondiente para cada clona.

5.2.5.1 Alineamiento nucleotidico de los extremos 3°.

Se realizo secuenciacion de las clonas en ambos extremos del inserto mediante
iniciadores M13 sentido y antisentido y utilizando el estuche comercial de LiCor. La
comparacion de las secuencias se realizd utilizando los programas computacionales
Clustal W, Clustal X y GeneDoc. Las secuencias obtenidas se cortaron de tal manera que
correspondieran en el mismo nimero de bases nucleotidicas, pero respetando zonas de
insercion y delecion dentro de las mismas. Una vez alineadas, se realizé la reconstruccion
del arbol filogenético incluyendo los genes de la familia (de rumiantes y carnivoros)
disponibles en el GenBank que reportaran las zonas de secuenciacion correspondientes a
las clonas. En el arbol se incluyeron los valores de bootstrap de las ramas y la secuencia

de PRL de pollo como grupo externo.
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5.2.5.2 Alineamiento nucleotidico del fragmento exénico.

Se siguié un procedimiento similar al anterior, pero también fueron incluidos los exones

correspondientes a los genes de la familia en roedores.

5.2.5.3 Alineamiento aminoacidico.

Tomando como base el alineamiento nucleotidico del fragmento exonico, las secuencias
fueron traducidas a secuencias aminoacidicas en los tres diferentes marcos de lectura
posibles. Cada uno fue comparado con la base de datos del GenBank y aquellos que
presentaron correspondencia con las proteinas de la familia fueron los seleccionados. Las
secuencias aminoacidicas fueron alineadas con los programas computacionales ya

descritos y se evidenciaron las zonas de cambios y las regiones conservadas.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

6.1 Obtencion de los DNAg

Los DNAg de gato y de vaca se extrajeron a partir de tejido placentario mientras que los
DNAg de cabra y oveja se obtuvieron a partir de muestras de sangre. Las tres extracciones
realizadas permitieron obtener DNAg de buena calidad (figura 11), aun cuando la
extraccion de tejido placentario tuvo un rendimiento ligeramente menor. Para el gato se

obtuvieron 20 mg/g, en la cabra 30 mg/g y en la oveja 32 mg/g.

1 2 3

Figura 11: Extraccién de los DNAg. Gel de agarosa al 0.8 % donde se evidencia la calidad
de los DNAg obtenidos. Se deposit6 1 pl de cada muestra. Carriles: 1, gato; 2, cabra; 3, oveja.

6.2 Obtencion de la clona de PL ovino.

6.2.1 Disefio de iniciador especifico para PL de rumiantes.

Se disefié un iniciador 5’ (RumPLex4) especifico para PL de rumiantes mediante el
alineamiento y comparacién (con el programa GeneDoc) de las secuencias de los cDNAs
de PLs disponibles en el GenBank pertenecientes a rumiantes; también se incluyeron los
¢DNAs de PRPs y PRLs disponibles con la finalidad de elegir zonas altamente conservadas
pero presentes tnicamente en los PL y no en otros miembros de la familia (tabla 8). La

zona idénea para tal fin estaba situada sobre la mitad del ex6n 4 (figura 12).
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Tabla 8: Niimeros de acceso (GenBank) de las

secuencias comparadas en este trabajo.

SECUENCIA N° DE ACCESO

mviPRL X59785

fcaPRL U25974

amePRL AY161285
ecaPRL AY373339
sscPRL X 14068

btaPL-I AHO001142
btaPL-I1 AB098992
btaPRC-I AHO001153
btaPRC-1I M27239
btaPRC-III M27240

btaPRL AF426315
oarPRL M27057

oarPL AHO006346
chiPRL X76049

chiPL Sakal y cols, 1998.

B

cPL14
OoPL
bPL-I
bPL-II
bPRC-III
bPRC-II
bPRC-I
CPRL
OoPRL
bPRL
fcaPRL
mviPRL

el

AR

2

RumPLex4

>

3consPrl
Pra—

> ¥

Figura 12: Diseflo del iniciador RumPLex4. [A]: El esquema sefiala los lugares de apareamiento de los
iniciadores para la amplificacion de los PLs de rumiantes, ubicados hacia la zona central de los exones 4
(RumPLex4) y 5 (3consPrl). [B]: Alineamiento de secuencias codificantes para genes de la familia PRL/PL
de rumiantes y camivoros. La flecha indica la zona sobre la cual se disefié el iniciador RumPLex4; ndtese los
dos 1ltimos nucleétidos del extremo 3’ (CC), presentes inicamente en la secuencia de los PLs.
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El iniciador 3’ (3consPrl) utilizado fue uno ya disponible en la oligoteca de la ULIEG,
construido con base en las zonas mas conservadas del ex6n 5 de los genes de la familia. La

secuencia nucleotidica de los iniciadores fue la siguiente:

5’- CTG GCA ACC TTG AAW GGA ACCTCA CC-3" RumPLex4
5’- TGC TTG AAT CCC TGC GTA GGC -3’ 3consPir

De esta manera, se pudo amplificar un fragmento del gen que comprendia la mitad del exén
4, todo el intron 4 y la mitad del exén 5. Con base en la secuencia casi completa reportada

para el gen de PL ovino, el tamafio esperado para tal fragmento era de 859 pb, incluyendo
los iniciadores.

6.2.2 Amplificacién y caracterizacién de los fragmentos de PL ovino y caprino.
A partir del DNAg de oveja y cabra y con los iniciadores mencionados anteriormente, se
amplificé un fragmento correspondiente al tamafio esperado (figura 13).

859 pb

Figura 13: Amplificacién de los PLs ovino y caprino. Gel de agarosa al 1 % donde se ilustra
la amplificacion del fragmento de PL ovino y caprino con los iniciadores especificos. Se observa
una banda tnica al nivel esperado. Carriles: 1, marcador (A + Pst I); 2, oveja; 3, cabra.
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Con base en la secuencia del gen de PL ovino reportada en el GenBank, se eligi6 la enzima
de restriccion Eco Rl para la caracterizacion enzimatica de los PA. Al ser digeridos los PA,
se obtuvieron los fragmentos esperados de 566 pb y 293 pb (figura 14).

566 pb

293 pb

Figura 14: Caracterizacién enzimética de los PL ovino y caprino. Gel de agarosa al
2.5 % que ilustra la digestién de los PA de oveja y cabra cortados con Eco Rl. Carriles: 1,
oveja; 2, marcador (pUC + Msp I); 3, cabra.

6.2.3 Clonacién del PL ovino.

Una vez caracterizado el PA correspondiente al PL ovino, se realizé una purificacion del
mismo y se clond en el vector pCR-TOPO-XL, el cual posee una enzima topoisomerasa en
cada uno de sus extremos para unir los productos amplificados que posean una adenina
terminal. Se siguieron las instrucciones del estuche comercial y posteriormente se
realizaron la transformacion y los cultivos bacterianos correspondientes.

Las clonas que presentaron retraso electroforético con relacion al plasmido control sin
inserto, fueron seleccionadas y digeridas con las enzimas Mlu 1 y Not 1, cuyos sitios de
restriccion en el plasmido flanquean la regién de insercién del producto. De esta manera, el
inserto liberado correspondi6 al tamafio del PA clonado mas algunas bases pertenecientes a
la region de policlonacion del plismido (figura 15). Dos de las clonas que mostraron este
patron electroforético fueron secuenciadas. La comparacién de las secuencias obtenidas con

la base de datos del GenBank arrojé una identidad del 100 % con el PL ovino.
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iUsi § E

Figura 15: Clonas del PL ovino. Gel de agarosa al 1 % que ilustra la digestién de
algunas clonas de PL ovino con Miu I y Not 1. Se libera un inserto con el tamafio
esperado. Carriles: 1, clona oarPL8; 2, clona oarPL2; 3, marcador (A + Pst I).

6.2.4 Analisis del inserto de PL ovino.
La determinacién de la secuencia confirmé que el inserto abarca desde la mitad del exén 4

hasta la mitad del exén 5 (figura 16). Ademas, se pudo corroborar la existencia de dos sitios

de restriccion para las enzimas Eco Rl y Xba 1.

EcoRl  Xbal
DK
859 pb

Figura 16: Analisis del inserto de PL ovino. Esquema representativo del inserto de la
clona oarPL8, que corresponde al PL ovino, abarcando desde el exén IV hasta el exén
V del gen. Se sefialan los sitios de restriccién analizados y extensién del inserto.

6.3 Obtencion de las clonas relacionadas a PRL de gato.

6.3.1 Diseiio de los iniciadores consenso PRL/PRP/PL

Se disefiaron tres iniciadores consenso (uno 5’ y dos 3’) mediante el alineamiento y
comparacién de las secuencias de los cDNAs de PRLs, PRPs y PLs disponibles en el
GenBank pertenecientes a rumiantes y carnivoros, eligiendo zonas altamente conservadas
en todos los miembros de la familia analizados (figura 17). Las zonas elegidas para tal fin

fueron las siguientes:
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» 5ConsPrl (iniciador 5°): disefiado en otro trabajo, se aparea sobre el segundo exén
de los cDNA para PRL, PL y PRPs de vaca, oveja, cabra y gato.

» ConsPL2 (iniciador 5°): fue disefiado sobre el segundo exén de los cDNA para
PRL, PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, visén y gato.

» ConsPL3 (iniciador 3’): fue disefiado sobre el tercer exén de los cDNA para PRL,
PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, vison y gato.

» ConsPL5 (iniciador 3’): fue disefiado sobre el quinto ex6n de los cDNA para PRL,
PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, visén y gato.

A

consPL2 consPL3 consPL5
—> - -«

B

CPL :
o PL 3
bPL-I
bPL-II
bPRC-III :
bPRC-II
bPRC-I -
CPRL
O0PRL
bPRL
fcaPRL
mviPRL

Figura 17: Disefio de los iniciadores consenso. [A]: Esquema que sefiala las zonas de apareamiento de
los iniciadores consenso disefiados para la amplificacién de los PRPs de gato y de rumiantes. [B]:
Alineamiento de secuencias codificantes para genes de la familia PRL/PL de rumiantes y camiVO{os.. En
este ejemplo, se indica la zona sobre la cual se disefid el iniciador FIonsPL2; nétese que los Gltimos
nucleétidos del extremo 3’ estan presentes en la mayoria de las secuencias.
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La secuencia de los iniciadores quedé como sigue:

5’- TGC TGT CAG ACC TGC TCY TGT G -3’ SconsPrl
5’- GTC CTG GGA AAT GTT CAA TGA GTT TG -3’ ConsPL2
5’- AGG CGT GGG CAT ACCGTT YATC -3’ ConsPL3
5’- ATA CTT GCG TAG GCA GTG GAG CAG -3’ ConsPL35

6.3.2 Amplificacién de las secuencias relacionadas a PRL de gato.

A partir de DNAg de gato y con las condiciones de amplificacién ya sefialadas, se
realizaron reacciones de PCR para la amplificacién de los PRPs de gato. Se incluyeron
como testigos positivos los DNAg de oveja, cabra y vaca (figura 18). Las combinaciones de
iniciadores para las cuales se observé amplificacion fueron: ConsPL2 - 3consPrl, ConsPL2
- ConsPLS y ConsPL2 - ConsPL3.

En el gato y utilizando las combinaciones de iniciadores ConsPL2 - 3consPrl y ConsPL2 -
ConsPLS se obtuvieron PA de tamafios muy similares: una banda de aproximadamente
7500 pb y otra menor de aproximadamente 2400 pb. Mientras que con la combinacion
ConsPL2 - ConsPL3, se obtuvo una banda de aproximadamente 2500 pb, similar a la
encontrada a partir del DNAg de rumiantes (figura 18-C).

~28

~17

~11
C

Figura 18: Amplificacién de los PRPs con los iniciadores consenso. Geles de agarosa donde se
ilustra la amplificacién realizada con los iniciadores consenso a partir de DNAg de gato oveja y
cabra. [A]: ConsPL2 - 3consPrl; carriles: 1, marcador (A + Pst I); 2, gato; 3, oveja; 4, vaca. [B]:
ConsPL2 - ConsPL5; carriles: 1, oveja; 2, gato; 3, vaca; 4, marcador (A + Pst I). [C]: ConsPL2 -
ConsPL3; carriles: 1, gato; 2, oveja; 3, cabra; 4, marcador (A + Pst I). Los PA de gato estin
sefialados con flechas; estos productos fueron purificados y clonados.
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6.3.3 Clonacion directa de los PA relacionados a PRL del gato,

Los PA obtenidos fueron purificados y clonados segin el protocolo ya descrito. Las clonas
obtenidas fueron digeridas con la enzima de restriccién Eco RI para determinar el tamafio
del inserto (figura 19). Aquellas clonas cuyo inserto correspondia al esperado (segun la
banda purificada) fueron caracterizadas y secuenciadas para determinar su relacién con la
familia multigénica.

Las clonas fueron analizadas mediante cortes con enzimas de restricciéon, tomando como
patron positivo de PRL la reamplificacion del gen de PRL (obtenido en un primer paso con
iniciadores especificos). De esta manera se pu&o evidenciar que los patrones de las clonas

correspondian al obtenido para la PRL de gato.

1 2 34 5 67 8

Figura 19: Clonas de PRL de gato. Geles de agarosa donde se ilustran las digestiones con Eco
RI de las clonas obtenidas a partir de los PA con los iniciadores consenso en el gato. [A]: clonas
con insertos generados con ConsPL2 — 3consPrl; carriles: 1, marcador (A + Pst I); 2-5 clonas
fcaPRL-A. [B]: clonas con insertos generados con ConsPL2 — ConsPLS5; carriles: 1-4, clonas
fcaPRL-B: 5, marcador (A + Pst I). |C): clonas con insertos generados con ConsPL2 — ConsPL3;
carriles: 1-7, clonas fcaPRL-C; 8, marcador (A + Pst I).

Por otro lado, al comparar las secuencias obtenidas de las clonas analizadas con la base de
datos del GenBank, los resultados mostraron una similitud elevada (>85 %) con la PRL de
vison, para la cual se tiene reportada gran parte de las secuencias intrénicas que flanquean
los exones. Asi, los tres tipos de clonas obtenidas contenian un inserto correspondiente a
PRL de gato (figura 20).
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En ese momento, se determiné que las condiciones de PCR sefialadas en la metodologia
para la obtencion de PA relacionados a PRL, unicamente favorecian la amplificacion de
secuencias del gen de PRL y no de PRPs. Por tal motivo, se redujo la astringencia de la
PCR aumentando el tiempo de alineamiento y la concentracién de los iniciadores, y
disminuyendo la temperatura de alineamiento; las concentraciones finales del resto de los

reactivos se mantuvieron sin cambios.

~ 2500 pb

Figura 20: Anélisis de los insertos de las clonas fcaPRL. Esquema representativo del inserto
de las clonas de gato obtenidas con los iniciadores consenso. [A]: fcaPRL-A; iniciadores
ConsPL2 - 3consPrl. [B]: fcaPRL-B; iniciadores ConsPL2 - ConsPLS. [C]: fcaPRL-C;
iniciadores ConsPL2 - ConsPL3. Los tres grupos corresponden a fragmentos del gen de PRL. Se
seflalan los sitios de restriccién analizados y Ia extension aproximada del inserto.

6.3.4 Hibridacién inversa de los PA obtenidos en condiciones relajadas.

Debido a la alta inespecificidad que se presenté por el relajamiento de las condiciones de
PCR mencionadas anteriormente (figura 21), se realizé una hibridacién inversa de estos PA
inespecificos contra una sonda de PL ovino fijada en una membrana de nylon. La finalidad
de este procedimiento fue colectar aquellos productos que presentaran hibridacién con la

sonda y eliminar aquellos debidos a la inespecificidad de la reaccién. A la par, esta técnica
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permitid eliminar los PA del gen de PRL que hubieran sido amplificados. Las
combinaciones de iniciadores que fueron ensayadas fueron: ConsPL2 - 3consPrl y
ConsPL2 - ConsPLS. Paralelamente, se amplificaron DNAg de gato y DNAg de leén como

patrén de comparacion.

Figura 21: Amplificacién de PRPs en condiciones relajadas. Gel de agarosa de los PA obtenidos
en condiciones relajadas de amplificacién con los iniciadores consenso. Puede observarse la
presencia de muiltiples bandas. Carriles: 1, DNAg de gato ConsPL2 - 3consPrl; 2, DNAg leén
ConsPL2 - 3consPrl; 3, DNAg de gato ConsPL2 - ConsPL5; 4, DNAg de le6n ConsPL2 - ConsPLS5;

5, marcador (A + Pst I).

6.3.5 Reamplificacion de los PA eluidos de la hibridacién inversa.

Los productos obtenidos en el apartado anterior fueron hibridados contra una sonda de PL
ovino fijada en una membrana de nylon, segin se detalla en la metodologia. Una vez
terminada la hibridacidn, los productos del eluido final fueron reamplificados con los
mismos iniciadores consenso utilizados para la generacién del PA inicial respectivo. No
obstante, la PCR se llevé a cabo en condiciones de alta astringencia con la finalidad de
eliminar la reamplificacion de productos inespecificos. Se incluyeron también, testigos de

la reaccion que inclujan Ginicamente uno de los iniciadores (figura 22).
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Figura 22: Reamplificacién de los PA post-hibridacién. Gel de agarosa de los PA obtenidos de
la reamplificacién con alta astringencia de los productos del eluido post-hibridacién inversa. La
reamplificacién se realizé con los PA obtenidos a partir de los iniciadores ConsPL2 - 3consPrl.
Carriles: 1, ConsPL2 - 3consPrl; 2, ConsPL2; 3, 3consPrl; 4, ConsPL2 - ConsPL5; 5, ConsPL5;
6, marcador (A + Pst I).

6.3.6 Identificacién del producto reamplificado relacionado a PRL.

Debido a que resulté imposible evitar la generacion de productos inespecificos en la PCR
ain en condiciones de alta astringencia, se realizé una hibridacion radiactiva del gel con los
productos reamplificados, utilizando como sonda el PL de ovino marcado. De esta manera,
se pudo evidenciar la banda de hibridacién que correspondia a la secuencia relacionada a
PRL y también calcular el tamaio aproximado de la misma (figura 23). Conociendo estos

datos, se procedi6 a purificar y clonar la banda de interés.
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B

Figura 23: Hibridacién de los productos reamplificados. Gel y autorradiografia que evidencian la
banda de hibridacion correspondiente al producto reamplificado relacionado a PRL. Se utiliz6 PL ovino

como sonda marcada. [A]: (ver figura 21). [B]: Autorradiografia del gel A en la cual puede apreciarse
una banda con sefial fuerte de aproximadamente 700-800 pb presente en el carril 4.

6.3.7 Clenacién del producto reamplificado relacionado a PRL.
El producto reamplificado que mostré sefial en la autorradiografia fue purificado a partir
del gel y clonado en el vector pCR-TOPO. El inserto fue generado con los iniciadores

ConsPL2 - ConsPLS5 y el tamafio esperado para el mismo fue de aproximadamente 700 pb

(figura 24), e
kpb
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Figura 24: Clonas de PRP de gato. Gel de agarosa donde se ilustra las digestiones con Eco Rl de las
clonas obtenidas a partir del producto reamplificado que mostr6 sefial de hibridacién con la sonda de PL
ovino marcada. Sefialados con flecha los insertos con el tamafio esperado (~700 pb). Carriles: 1-4,
clonas fcaPRP; 5, marcador (A + Pst I).
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Una vez obtenida la clona con el inserto de interés, se procedié a la secuenciacién de la

misma para corroborar su identidad (figura 25).

£=- -

I 712 pb

Figura 25: Anilisis del inserto de la clona fcaPRP. Esquema representativo del inserto de
las clonas fcaPRP de gato obtenido con los iniciadores ConsPL2 - ConsPLS5, mediante
hibridacién inversa (estrategia modificada). La secuenciacién permitié identificarlo como
relacionado a PRL. Comprende la mayor parte del intrén 4 y la mitad del exén 5. Se indica con
nimero la longitud exacta incluyendo los iniciadores.

6.4 Hibridacion tipo Southern.

6.4.1 Obtencion de la sonda de PRP de gato.

Se realizé PCR de la clona fcaPRP para obtener un PA que sirvi6 como sonda durante la
hibridacion tipo Southern. Utilizando las condiciones sefialadas en la metodologia, se
obtuvo un PA tnico con el tamafio esperado de 712 pb (figura 26), el cual fue

reamplificado, purificado y marcado con radiactividad.

Figura 26: Amplificacién de la sonda de PRP de gato. Gel de agarosa al 1 % que ilustra la
banda tnica de amplificacién (flecha) obtenida a partir de la clona .fcal.’RP y los iniciadores
ConsPL2 - ConsPL5, la cual fue utilizada como sonda para la hibridacién tipo Southern del

DNAg de gato. Carriles: 1, marcador (A + PstI); 2, PA PRP de gato.
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6.4.2 Hibridacion del gel tipo Southern.

Una vez realizada la hibridacion, se midié con el contador Geiger la radiactividad residual
del gel para determinar el tiempo de exposicion de la pelicula. Debido a que la sefial del
testigo positivo de hibridacién (PA de PRP de gato) era excesivamente fuerte, se decidio
realizar un corte a nivel de esta banda con la finalidad de evitar la interferencia con la sefial
de las bandas en el carril del DNAg. El PA testigo de PRL de gato mostré una sefial
relativamente baja por lo que se expuso a la par con el DNAg. La pelicula fue expuesta con
el gel durante 30 dias, al término de los cuales fue revelada y fotodocumentada. Se
observaron dos bandas relativamente cercanas entre si, cuya longitud aproximada se
encontraba entre las 400-500 pb. La banda més pequefia presentaba una sefial més fuerte
(més o menos el doble) que la banda superior (figura 27).

1 2

Figura 27: Hibridacién tipo Southern. Autorradiografia del gel de hibridacién tipo Southern
realizada con DNAg de gato digerido con Bam HI ¢ hibridado con sonda marcada de PRP de
gato. Se observa la presencia de dos zonas de hibridaci6n, la més baja muestra claramente una
seffal mas fuete que la superior (flechas). Carriles: 1, DNAg de gato; 2, clona fcaPRL-B sin
digerir (testigo de PRL).
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6.5 Clonacion de los PA de la familia PRL/PL de rumiantes.

Los PA obtenidos partir de DNAg de oveja y cabra (ref. seccion 6.3.2) fueron clonados
mediante los procedimientos ya descritos. La clonacién se realizé directamente a partir de
los productos de PCR obtenidos (ref. figura 18). Las clonas obtenidas fueron digeridas con
diversas combinaciones de enzimas de restriccion con la finalidad de liberar el inserto y
determinar el tamaiio aproximado de los mismos (figura 28).

Las clonas que presentaban un tamafio de inserto correspondiente al paquete de bandas
observadas a nivel de aproximadamente 4500-5000 pb, fueron seleccionadas y
caracterizadas mediante secuenciacion. De las clonas secuenciadas, tres de ellas (dos de
cabra y una de oveja) pertenecieron a secuencias relacionadas a la familia PRL/PL. Los
insertos abarcaban desde el inicio del intrén 2 hasta el exon 5 (figura 29). La comparacion
con el banco de datos del GenBank, mostro alta similitud de las secuencias de cabra con el
PRP bovino y de la secuencias de oveja con la PRL bovina. La tabla 9 resume el nimero e
identidad de todas las clonas obtenidas durante la realizacion de este trabajo.

Figura 28: Clonas de PRPs de oveja y cabra. Geles de agarosa de las clonas de P}{Ps ob'tem'das a
patir de DNAg de oveja y cabra y los iniciadores consenso. [A]: Clonas de oveja. Camles 1-2,
oarPRLS (digerida con Eco RUAcc 1y Bam HV/Not 1, respect1vamer!te);'3-4, oarPRL22 (digerida con
Eco RUAcc 1y Bam HUNot I, respectivamente); 5-6, oarPRL36 (digerida con Eco Rl/Ace I‘y Bam
HUNot I, respectivamente). [B]: Clonas de cabra. Carriles: 1y 5, cl;uPBPﬁ 2 y 6, chiPRP66; 3y 7,
chiPRP106; 4 y 8, chiPRP120. 1-4, digeridas con Eco RI; 5-8, digeridas con Bam HlUXba 1. M,

marcador (A + Pst1).
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Figura 29: Anélisis de los insertos de las clonas de oveja y cabra. Esquema representativo del inserto
de las clonas de rumiantes obtenidos con los iniciadores consenso. [A]: oarPRLS5; iniciadores ConsPL2
- ConsPL5. |B]: chiPRP66; iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. [C]: chiPRP106; iniciadores ConsPL2 -
3ConsPrl. [D]: chiPRP120; iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. Se sefiala la extensién aproximada del
inserto.

Tabla 9: Clonas de genes relacionados a la familia PRL/PL obtenidas.

CLONA PRIMERS EXTENSION* GENOMA
fcaPRP1 consPL2 - Gato
3consPrl -aroT oo o
fcaPRL-A7 consPL2 i Gato
consprl | — KNI
fcaPRL-B8 consPL2 = Gato
consPLS 1 SR BNt B o BV o
fcaPRL-C4 consPL2 e Gato
consPL3 7 SHR o ENRE T G [ v
CiPRPEG | consPla | - | <"
3consPrl e
chiPRP106 consPL2 — Cabra
3consPri fy * S O BN o S v B v o
chiPRP120 consPL2 —> Cabra
3consPrl f ¢ B o BRSNS SR ~ S ¢ oy
CarPRLS | consP? | -emnmsesraen- | OV
consPLS —
oarPL8 RumPLex4 =5 Oveja
3consPri f | B = B m v B v o

* Las flechas indican la zona de apareamiento de los iniciadores dentro de la estructura del gen
hipotético ancestral.
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6.6 Andlisis filogenético de los productos obtenidos.

6.6.1 Alineamiento nucleotidico de los extremos 3°.

Todas las clonas obtenidas fueron secuenciadas, obteniéndose para algunas de ellas la
secuencia total del inserto. Se eligié el extremo 3’ como zona de comparacién debido a que
la clona obtenida de PRP de gato solamente comprendia una parte de intrén 4 y la parte
inicial del exén 5. El alineamiento de las secuencias evidencid diversas zonas consenso
dentro del ex6n, mientras que en el intrén, las zonas consenso fueron méas esporadicas.
Pudieron observarse también cambios nucleotidicos importantes en el ex6n de la secuencia

del PRP de gato, que no fueron observados en las demas secuencias (figura 30).

6.6.2 Reconstruccién de los drboles filogenéticos de las secuencias nucleotidicas.

Se realizé la reconstrucciéon de un arbol filogenético con respecto a las secuencias
nucleotidicas de los genes analizados. Fue posible observar el agrupamiento de las PRLs y
de los PRPs por separado, asi como la inclusion del PRP de gato junto con las PRP de
rumiantes y no con las PRL de camivoros, lo que indica claramente que se trata de una
secuencia diferente a la PRL de gato. Fue incluida la secuencia de PRL de pollo como
grupo externo. Como se indica en la figura 31-A, los valores de boorstrap altos no permiten
suponer ambigliedades en la topologia del 4rbol.

Con la finalidad de tener un panorama mas amplio de las relaciones filogenéticas con otros
érdenes de mamiferos, se realizé la reconstruccién de un 4rbol que incluy6 inicamente los
fragmentos del exon 5 correspondientes a los genes de la familia PRL/PL/PLF disponibles
en el GenBank para rumiantes, roedores, perisoddctilos y carnivoros. Una vez mas,
utilizando la PRL de pollo como grupo fuera, se observd que las PRLs de camivoros y
perisodactilos quedaron muy asociados a la secuencia ancestral, mientras que las PRPs de
rumiantes y roedores tuvieron una evolucién mas rapida (Wallis y Wallis, 2002). Para
ambos drdenes, tanto los PLs como las PRPs derivan de sus respectivos genes de PRLs. En
el caso de los rumiantes la mayoria de los PLs se agruparon en una ramificacién mientras
que las PRPs en otra. Claramente pudo observarse la inclusion del PRP de gato en el mismo
grupo que los PRPs de rumiantes. Cabe seflalar el agrupamiento de los PLs de rumiantes
con las PRLs y no con los PRPs del mismo orden, con la unica excepcion del PL-II bovino,

el cual se agrupa con las PRPs (figura 31-B).
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Figura 30: Alineamiento nucleotidico de las secuencias obtenidas. Alineamiento de los extremos 3’
(intrén 4 - exon 5) de las secuencias relacionadas a PRL obtenidas a partir de gato, cabra y oveja. La flecha
indica el inicio del exén 5. Se utilizé el programa GeneDoc.
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Figura 31: Arboles filogenéticos de las secuencias nucleotidicas. Reconstruccién de los drboles
filogenéticos a partir de las secuencias nucleotidicas de los extremos 3’ de los genes obtenidos. [A]:
Arbol generado a partir de las secuencias del extremo 3’ (intrén 4 - exén 5); se incluyen los valores de
bootstrap en cada rama correspondiente. [B]: Arbol generado a partir de las secuencias de la mitad
inicial del exdn 5 de cada uno de los genes. Se incluyeron més 6rdenes de comparacién. Se muestra en
letra gris las clonas obtenidas en este trabajo, subrayada la clona de PRP de gato. Fue utilizado el
programa de maxima parsimonia del paquete PHYLIP.
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6.6.3 Alineamiento aminoacidico de los exones 5.

Una vez hallado el marco de lectura correcto para las secuencias del fragmento del exén 5
de cada una de las clonas obtenidas, se realizé el alineamiento aminoacidico de las mismas,
incluyendo solamente las secuencias de los genes de la familia para rumiantes y carnivoros.
Se pudieron comparar alrededor de 40 aminoacidos para cada gen, observandose zonas
muy conservadas en todas las secuencias y otras especificas para PRLs y para PRPs.
También se evidenciaron cambios aminoacidicos especificos para el PRP de gato, aun

dentro de zonas consenso en los demas genes, tales como Asn9, Tyrl9, Val20 y Leu32
(figura 32).

chiPL

37
oarPL : O 5 2
btaPL~-I t 38
btaPL-II 39
btaPRC-I 39
btaPRC-II 39
btaPRC-III 39
fcaPRP1 39
chiPRP66 : 39
chiPRP106 39
chiPRP120 39
bt aPRL : 38
chiPRL 38
ocarPRL 38
ocarPRL5 38
fcaPRL : 38
mviPRL i : 38
ame PRL 38
ecaPRL 38
sscPRL 38

Figura 32: Alineamiento aminoacidico de las secuencias obtenidas. Ilustracion del alineamiento de
las secuencias aminoacidicas correspondientes a los fragmentos del exon 5 de las clonas de gato, cabra y
oveja. Se observan zonas muy conservadas en todas las secuencias asi como cambios especificos del
PRP de gato respecto a zonas consenso en los demds genes. Se muestran sombreadas las clonas
obtenidas en este trabajo. Se utilizé el programa de alineamiento GeneDoc.
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CAPITULO VII

DISCUSION

7.1 Obtencion de la clona de PL ovino.

Los ensayos de hibridacion y clonacidn de este trabajo fueron realizados utilizando el gen
de PL ovino como sonda, ya que la secuencia nucleotidica completa del gen se encuentra
disponible en el GenBank, mientras que para los PLs de vaca y cabra tinicamente se han
reportado los cDNAs.

El disefio de un iniciador especifico para PLs de rumiantes permitié la amplificacién de
un fragmento de este gen en los DNAg de vaca, oveja y cabra. Debido a que se disefio
sobre zonas conservadas unicamente en PLs, se evitd la coamplificacion de otros
miembros de la familia, tal y como se comprobé mediante caracterizacién enzimatica de
los PAs obtenidos. Sin embargo, en el caso de la vaca, el iniciador solo permitié
amplificar el gen de bPL-I pero no el bPL-II, el cual no contenia la zona consenso
utilizada para el disefio. Esta ultima observacion concuerda con el hecho de que el bPL-II
estd filogenéticamente mas relacionado con las PRPs que con los PLs, como pudo

determinarse posteriormente (ref. figura 31-B).

7.2 Obtencion de las clonas relacionadas a PRL.

La amplificacién del DNAg de gato con los iniciadores consenso para PL no dio
resultados positivos. Los PAs de baja intensidad que se obtuvieron no correspondieron a
genes de la familia, como pudo corroborarse mediante secuenciacion. Por lo tanto, se

utilizaron los iniciadores consenso disefiados sobre las regiones conservadas entre PRLs,
PRPs y PLs.

7.2.1 Amplificacion de las secuencias relacionadas a PRL con iniciadores consenso.

Los primeros ensayos de PCR utilizando los iniciadores consenso y DNAg de rumiantes,
permitieron la amplificacién principalmente de secuencias relacionadas a PRL (tanto
PRLs como PRPs), pero no de PLs. Este resultado se puede explicar por el niimero mayor

de PRPs en comparaciéon a los PLs, que aparecieron durante la evolucién de los
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rumiantes. En el caso de la vaca, por ejemplo, se tienen reportes de la existencia de
cuando menos seis de estos genes (Goffin y cols, 1996; Schuler y cols, 2001); mientras
que solo existen dos secuencias reportadas para PLs. Algo similar se ha reportado para
los roedores, aun cuando en este caso las duplicaciones se registraron aparentemente de
manera independiente a las de los rumiantes.

Para el gato, la amplificacion de PRL era la tnica favorecida bajo estas condiciones (a
excepcion de una banda de inespecificidad, como se demostré posteriormente mediante
hibridacién). Asi, todos los ensayos de clonacién realizados en el gato siguiendo esta
estrategia, culminaron siempre en la obtencion de clonas correspondientes a PRL.

En vista de estos resultados, se procedié a la modificacién de la estrategia. Se realizaron
ensayos de PCR con los DNAg, utilizando los mismos iniciadores que en la estrategia
anterior, pero en condiciones de reaccion mas relajadas: disminuyendo la temperatura de
alineamiento y aumentando el tiempo de apareamiento de los iniciadores. De esta manera
se espero que aumentarian las probabilidades de amplificacion para otros miembros de la
familia diferentes a PRL, aun y cuando se aumentaria también la generacién de bandas de
inespecificidad. La eliminacién de los productos inespecificos de reaccién se realizo
mediante hibridacién inversa de los PA contra PL ovino. Por lo tanto, solo aquellos PA
que mostraron similitud con el PL ovino hibridaron en la membrana, mientras los
productos inespecificos fueron eluidos con los primeros lavados. Los PA de interés
fueron recolectados y reamplificados en condiciones de alta astringencia con el fin de
eliminar cualquier inespecificidad residual. Al final, estos productos reamplificados
fueron clonados y caracterizados. Los PA de rumiantes obtenidos a la par con el DNAg
de gato, que sirvieron como controles de la PCR, fueron clonados directamente a partir

del producto de reaccion.

7.2.2 Clonas relacionadas a PRL en el gato.

Mediante la estrategia original propuesta, pudieron obtenerse tres tipos de clonas distintas
relacionadas a PRL a partir de DNAg de gato. Dos de ellas con un inserto de
aproximadamente 7500 pb y una menor con inserto de aproximadamente 2500 pb. La
secuenciacion posterior de las clonas, permitié corroborar su identidad con la PRL (figura

33). Los insertos mas grandes correspondian al fragmento del gen comprendido desde el
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inicio del intrén 2 hasta la mitad del exén 5, mientras que el inserto pequefio inicamente
comprendia el intrén 2 en su totalidad. Se secuenciaron los extremos de cada uno de los
insertos, asi como fragmentos de los intrones flanqueantes al exon 4 en las clonas mas
grandes.

Por medio de la comparacion de secuencias con el programa BLAST (GenBank), pudo
determinarse la presencia de un elemento repetitivo nuclear corto (SINE) de
aproximadamente 123 pb insertado en la primera mitad del intrén 2 de los tres tipos de
clonas analizadas. En el caso del gen de la PRL de visén, cuya secuencia est4 reportada
en el GenBank casi en su totalidad, también se encuentra incrustado este elemento
repetitivo aunque en una region diferente a la del gato (intrones 3 y 4). Ademas, segin los
reportes del GenBank, este SINE estd ampliamente distribuido en el genoma del gato y es
exclusivo del orden Carnivora. Estos hallazgos sugieren que la insercion de este
elemento se realizo de manera independiente en cada linaje y por lo tanto, constituyé un
¢vento reciente que ocurrid después de la divergencia entre estas dos especies, hace

aproximadamente 25 millones de afios (Janczewski y cols, 1992).

fcaPRL-A7
I 41 pb 424 pb 367pb 532 pb I
fcaPRL-BS
I330pb 352pb 345 pb‘
fcaPRL-C4
123 pb
289 pb 267 pb

I T

Figura 33: Secuenciacién de las clonas fcaPRL. Sc¢ esquematiza la extensién de los insertos,
limitados por las flechas, de los tres tipos de clonas obtenidas mediante clonacién directa del producto
de PCR. Las lineas continuas indican el avance de la secuenciacién de las mismas, cuya identidad con
la PRL de gato qued6 confirmada. La doble raya indica la localizacion aproximada del SINE dentro
del intrén 2.
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Por otra parte, mediante la estrategia modificada pudo obtenerse una clona cuyo inserto
esta relacionado a PRL pero que es diferente a ésta, tal como se demostré mediante
hibridacién y secuenciacion posteriores. Los PAs utilizados en esta clonacion se
obtuvieron por apareamiento inespecifico del oligonucléotido 5’ (ConsPL2) dentro del
gen. La explicacion de este fendmeno podria estar en la formacién misma de los genes de
la familia, los cuales surgieron debido a duplicaciones sucesivas de un primer exén.

El inserto fue secuenciado en su totalidad; abarca una extension de 712 pb, y se sitia
desde poco después del inicio del intrdn 4 hasta la mitad del exdn S (ref. figura 25). La
comparacion de la secuencia con el programa BLAST (GenBank) determiné un
porcentaje de similitud de 86 %, 74 % y 50 % con los genes de PRP bovino, PL ovino y
PRL de gato respectivamente, lo cual la confirmé como perteneciente a la familia
PRL/PL.

7.2.3 Clonas relacionadas a PRL en cabra y oveja.

Aun y cuando para la vaca se tienen varios reportes de genes relacionados a la familia, es
muy poco lo que se sabe sobre el particular en otras especies de rumiantes. Ejemplos
claros de esto son la cabra y la oveja, para las cuales se cuenta solamente con un reporte
para cada una de GH, PRL y PL. Esta escasez de puntos de comparacion, limita en parte
la reconstruccion idonea de arboles filogenéticos de la familia en estas especies. Debido a
esto, los PA obtenidos a partir de DNAg de cabra y oveja que sirvieron como testigos
positivos de reaccion durante la obtencién de los productos relacionados a PRL en el
gato, fueron clonados y caracterizados con la finalidad de ofrecer un panorama mas
amplio sobre la evolucién de los genes de esta familia.

Asi, de las clonas secuenciadas, cuatro de ellas (tres de cabra y una de oveja)
pertenecieron a secuencias relacionadas a la familia PRL/PL. El inserto de la clona de
oveja y dos insertos de las clonas de cabra abarcan desde el inicio del intrén 2 hasta el
exoOn 5; mientras que el inserto de la clona de cabra restante, abarca parte del intron 4 y el
exon § (figura 34). La comparacion con el banco de datos del GenBank, mostré alta
similitud de las secuencias de cabra con el PRP bovino y de la secuencias de oveja con la
PRL bovina. Esta comparacién permiti6, ademas, determinar la presencia de un elemento

SINE de 144 pb en el intron 4 de una de las clonas de cabra. Tal elemento repetitivo ha
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sido reportado en otras especies de artiodictilos, tales como vaca, bufalo y jirafa, pero no

en otros ordenes, siendo especifico de este orden.

oarPRLS
B—-----f---- - - - —
I 326 pb 496 pb ]
chiPRP66
E—----I5F----- -8 - - —E
1433Pb 540 pb I
chiPRP106
E—----4u------ i - - —E
'435pb 541 pb ]
chiPRP120

1. 869 pb -

Figura 34: Secuenciacién de las clonas relacionadas a PRL de rumiantes. Se esquematiza la
extensiéon de los insertos, limitados por las flechas, de los cuatro tipos de clonas obtenidas
mediante clonacién directa del producto de PCR. Las lineas continuas indica el avance de la
secuenciacién de las mismas. La doble raya indica la localizacién aproximada del SINE.

7.3 Elementos repetitivos en la familia GH/PRL.

Durante este trabajo, se observé la presencia de elementos repetitivos (tipo SINE) en
algunas de las secuencias obtenidas, como en la PRL de gato y PRP de cabra. Se cree
que la presencia de secuencias repetitivas en los genomas (por ejemplo, SINEs), es
debida a la integracion de ciertos virus ocurrida tempranamente en la evolucién de las
especies. Estos elementos eventualmente pierden la capacidad infecciosa, pero no la

replicativa, de tal manera que se¢ multiplican y se insertan en zonas del genoma que
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poseen cierta homologia. Estas inserciones pueden ser tan extensas que constituyan buena
parte del genoma de una especie en particular. Tal es el caso del genoma humano, donde
un mismo elemento repetitivo nuclear, llamado Alu, es responsable de hasta el 10 % de
las secuencias reportadas. Los elementos repetitivos son utilizados en filogenética para el
establecimiento de lineas de evolucién entre las especies, basada en la presencia o
ausencia de ellos en las especies de un mismo orden. De esta manera, pueden establecerse
ramas de divergencia anteriores o posteriores a la insercién de tales elementos repetitivos.
En la familia génica de la GH/PRL también se ha reportado la presencia de elementos
repetitivos. En el locus de la GH humana por ejemplo, existen 48 de tales secuencias
insertadas entre las zonas intergénicas (Chen y cols, 1989). La importancia evolutiva de
los elementos repetitivos queda establecida por el hecho de la recombinacién homéloga,
ya que estos propician el intercambio de secuencias entre las zonas intermedias y la
duplicacion de dichas secuencias. Este es el caso que parece haber ocurrido en ¢l locus de
la GH humana.

Aun cuando en el caso de los rumiantes no se tiene informaciéon completa de la
distnibucion de elementos repetitivos, el hallazgo de un SINE en una de clonas de cabra
obtenidas, sugiere que la expansion de la familia de PRL/PL en este orden puedo estar
determinada por un fenémeno de evolucién dindmica, donde la duplicacion de genes y
los mecanismos de conversion génica ocurridos, son el resultado de recombinaciones
homoélogas entre las secuencias intergénicas y entre los intrones, respectivamente.

En el gato es mas dificil establecer esta hipotesis, ya que unicamente se cuenta con
reportes parciales para dos miembros de la familia (GH y PRL). Desgraciadamente, el
hallazgo de una secuencia relacionada a PRL en este trabajo no permite aclarar tal

incognita debido a lo limitado de la secuencia que se obtuvo.

7.4 Hibridacidn tipo Southern.

Para corroborar la presencia del gen de PRP de gato y determinar la expansién de la
familia génica en esta especie, se procedio a realizar una hibridacién tipo Southern con el
DNAg de gato. En la autoradiografia correspondiente se pudieron evidenciar claramente
dos zonas de sefial, las cuales se encontraban mas o menos cercanas entre si. La seiial de

la banda inferior tenia aproximadamente el doble de intensidad que la superior, lo cual
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sugiere que podria tratarse de una banda doble, o bien, corresponder al gen que se utilizé
precisamente como sonda. De ser esto cierto, ¢l genoma del gato tendria por lo menos
dos (o tal vez tres) secuencias relacionadas a PRL. La hibridacién cruzada con otras
zonas de homologia es improbable debido a que la sonda utilizada no contenia ningin
elemento repetitivo reportado hasta la fecha. Ambas bandas presentaron un tamaiio
pequefio de aproximadamente 400-500 pb, los cuales son muy inferiores al esperado en el
caso de la PRL. En efecto, el gen de la PRL contiene s6lo un sitio Bam HI localizado en
el intrén 3 por lo que se espera una banda arriba de 3202 pb (Gonzélez, 2001), la cual no
se observd en la autorradiografia, ya que las condiciones de hibridacion fueron
astringentes para limitar precisamente una reaccion cruzada con este gen. Por otro lado,
la sefial observada en ¢l carril del testigo de PRL puede explicarse debido a un exceso de

cantidad de clona depositada en este caso.

1.5 Alineamiento nucleotidico y aminoacidico de las secuencias obtenidas.

El analisis del alineamiento nucleotidico de las secuencias reveld que la PRP de gato
presentaba cambios nucleotidicos importantes respecto a las zonas consenso observadas
para las demas secuencias. Estos cambios se presentaron aun dentro de la zona exodnica
analizada, y con el alineamiento aminoacidico pudo comprobarse que algunos de ellos
eran no sinonimos, por ¢jemplo Tyrl9 por Serl9, Val20 por Leu20 y Leu32 por Phe32.

El alineamiento aminoacidico se realizé ajustando el tamaiio de todos los exones al de las
clonas obtenidas (entre 37 y 39 amino4cidos) y eliminando la secuencia correspondiente
al iniciador 3’ respectivo (figura 35). En el caso de la PRP de gato, se observé una
importante conservaciéon de los aminoacidos claves que han sido reportados como
necesarios para la unién al receptor y/o actividad especifica de la hormona: los residuos
Trpl4, Asp24, Glu2S5 y Cys38 (Yamakawa y cols, 1990; Sinha, 1995), segun la
numeracion utilizada en la figura 34. Otros residuos importantes para la unién de la PRL
humana con su receptor también se encuentran conservados: Tyr33 y His37 (Goffin y
cols, 1996). Por otro lado, se observaron cambios en zonas menos conservadas, tal es el
caso en los residuos 16-18 conservados en PRLs pero no en PRPs y PLs, y en el residuo
32, conservado en PRLs y PLs pero no en PRPs. Aun cuando el residuo Pro2 se

encuentra altamente conservado en este alineamiento, no hay reportes de su participacion
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en la unién al receptor; segun datos previos (Sinha, 1995), Pro2 est4 conservado en PRLs
de mamiferos, reptiles y algunos peces, y podria jugar algin papel en la estructura
tridimensional de la proteina.

Si bien es verdad que los datos obtenidos apoyan la hipétesis de que el gen de PRP de
gato pudiera ser funcional, lo cierto es que existen otros determinantes importantes de
unién al receptor y de actividad hormonal que no se han podido analizar debido a la
secuencia demasiado corta obtenida. En todo caso, no es posible realizar una afirmacién
exacta de tal hipotesis, hasta no contar con la totalidad de la secuencia del gen y

determinar el grado de conservacién de los demas dominios implicados.

PD4 s
10 20 I 30 40
chiPL : HEGEK--NEPYpUE : IDF *P.OE‘Y HEe- : 37
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btaPRC-I . : ﬁ‘:#a.' N RISHSE I ZNS8E Y : 39
btaPRC-II : VIEVLEMIH] WERE S sxisYl«.F 8- : 39
btaPRC-III E f i D} SHSA '1LFI I 3 139
fcaPRP1 § ':-‘i yi s .:DaDH"LLWLL B | : 39
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1 b3 | LD4
Figura 35: Cambios aminoacidicos de la PRP de gato. Los recuadros indican las zonas comprendidas
dentro de los dominios proteinicos conservados (PD4: dominio prolactinico 4; LD3: dominio lactogénico
3; LD4: dominio lactogénico 4) de las hormonas, necesarios para su unién con el receptor y/o actividad
especifica (Yamakawa y cols, 1990; Sinha, 1995). La flecha simple indica el aminoécido clave

conservado solamente en los genes PRL, PRP y PL conocidos. La flecha doble indica el aminoacido
clave conservado en todos los miembros de la familia (Yamakawa y cols, 1990)
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7.6 Surgimiento de los genes relacionados a PRL en el gato.

Tanto el arbol reconstruido con base en la totalidad de la secuencia de PRP de gato, como
el elaborado solamente con la secuencia exdnica, mostraron una clara relacién del PRP de
gato con los genes PRPs y PL-II de la vaca. Estos datos explican resultados obtenidos
previamente (Gonzalez, 2001), en los cuales se observo hibridacion de secuencias del
gato con una sonda de bPL-II.

Con base en la similitud hallada entre la secuencia de PRP de gato obtenida y las PRPs de
rumiantes, surge la incognita de determinar el momento del surgimiento de tal gen en el
gato. Aun cuando para drdenes y subérdenes relacionados a rumiantes y carnivoros
(perisodactilos, cetaceos, polidotos, incluso dentro de los artiodactilos, el cerdo), los
ensayos de RIA realizados para determinar actividad lactogénica han resultado negativos,
experimentos recientes han demostrado inmunolégicamente la presencia de por lo
menos, una glucoproteina relacionada al PL bovino en una especie de camélido (Olivera
y cols, 2003). Si esta proteina es en realidad una hormona relacionada a la familia (no GH
ni PRL), entonces cabe la posibilidad de que los eventos de duplicacion de la PRL que
provocaron la expansion de los PRPs y PLs en rumiantes, hayan tenido lugar antes de la
radiacion de los rumiantes. Debido a que en el cerdo no se detectado actividad
lactogénica tipo PL, ni cuenta con reportes de PRPs, podria asumirse que en ciertas
especies tales genes han sido inactivados, pero no eliminados. Los hallazgos de actividad
lactogénica en la llama y de una secuencia de PRP en el gato apoyan esta hipétesis
(figura 36).
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Cetacea 1 PRL

Hippopotamidae 1 PRL

1PRL, 6PRP, 2 PL

1

Rurmninantia

1 PRL, 3 PRP, 1 PL

1PRL 1PL
Celartiodactyla

Suina

1 PRL

Rk

Tylopoda

Cetferungulata
A
|
I

Riunocerotidae 1 PRL

Tapiridae

Perissodactyla

1 PRL

Fquidae

1PRL

Camivora 1PRL, 1 PRP

1 PRL

Pholidota

1PRL

Figura 36: Hipétesis del inicio de la expansi6én de los genes relacionados a PRL en el
superorden Cetferungulata. Se indican sobre las ramas del éarbol los érdenes y subérdenes
respectivos. A la derecha se enlistan: en negro los genes de la familia reportados hasta la fecha para
la especie respectiva; en gris, aquellos no reportados todavia pero cuya existencia se asume. La
flecha continua sefiala el sitio donde se cree actualmente comenzé la expansién de la familia PRL/PL
en los rumiantes. La flecha discontinua sefiala el sitio donde podrfa haber ocurrido la primera
duplicacién de la PRL, con base en los hallazgos recientes.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES
Este trabajo permitié concluir lo siguiente:

1.- La estrategia de amplificacién e hibridacién inversa permitié la obtenciéon de una
secuencia relacionada a PRL (PRP) a partir de DNAg de gato doméstico. Tal secuencia
fue clonada y secuenciada, determinindose su longitud exacta de 712 pb.
Adicionalmente, se lograron clonar y secuenciar diversas PRPs de cabra y oveja, un PL
de oveja y la PRL de gato.

2.- Algunos de los genes de la familia de la PRL (PRL de gato, PRL de visén y un PRP
de cabra) presentan insertados elementos repetitivos especificos de su linaje, mostrando
que los genes de la familia siguieron una evolucién dinamica, aun después de la radiacién
de los géneros.

3.- La reconstruccion de 4rboles filogenéticos con base en las secuencias nucleotidicas
permiti6 establecer la relacion estrecha entre la PRP de gato y las PRPs bovinas.

4.- El analisis comparativo de las secuencias aminoacidicas permitié¢ determinar la
conservacion de los aminodcidos c¢lave involucrados en la funcién de la hormona, en el
fragmento de PRP de gato obtenido.

5.- Se confimé la existencia de por lo menos dos genes relacionados a PRL en el gato
mediante hibridacién tipo Southern del DNAg contra la PRP de gato obtenida.

6.- En conjunto, los resultados permiten proponer que hubo una duplicacién del gen de la
PRL en etapas mas tempranas de la evolucion de los carnivoros y rumiantes, a saber,

antes de la radiacién del superorden Cetferungulata.
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