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RESUMEN 

M.C. Igor Israel Medina Villa nueva 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 
Titulo del estudio: ESTUDIO DE LOS GENES 

RELACIONADOS A PROLACTINA EN 
EL GATO DOMÉSTICO (Felis catus). 

Número de páginas: 75 
Candidato al grado de Maestro en Ciencias 
con especialidad en Biología Molecular 
e Ingeniería Genética. 

Área de estudio: Evolución Molecular 

Justificación y objetivos del estudio: La familia multigénica GH/PRL surgió temprano en la evolución de 
los vertebrados por duplicaciones sucesivas de un gen ancestral. En algunos órdenes de mamíferos, la 
familia se ba 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 
excepción de la PRL, son escasos los reportes sobre el papel fisiológico de tales genes. Sin embargo, 
trabajos recientes sugieren la participación de algunos de ellos en los procesos de lactación y de 
crecimiento intrauterino de las crías 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 mamíferos. 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 sólo ampliará el conocimiento del genoma de este animal, sino también ayudará a 
comprender mejor los procesos evolutivos que llevaron al surgimiento de estos genes en el superorden de 
los cetferungulados, dentro del cual tanto el gato doméstico como los rumiantes están incluidos. En este 
trabajo se propone la obtención y secuenciación de genes relacionados a PRL en el gato, así como la 
determinación de sus relaciones filogenéticas con los demás miembros de la familia. 

Conclusiones y contribuciones: Mediante el diseño y utilización de iniciadores consenso para genes 
relacionados a PRL en rumiantes, fue posible la amplificación de varios productos a partir de los DNAg de 
gato, oveja y cabra. Estos dos últimos fueron utilizados como testigos de reacción, realizándose clonaciones 
directas de los mismos y con las cuales pudo obtenerse varías clonas con secuencias relacionadas a PRL. 
Después de un proceso de hibridación inversa con PL ovino de los productos amplificados del gato, fue 
posible la eliminación de inespecificidades y la obtención 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-I (PRP-l) bovina, que abarca desde el 
segundo tercio del intrón 4 hasta la mitad del exón 5. La traducción y comparación de la región exónica de 
esta secuencia contra los genes para PRL/PRP/PL conocidos para carnívoros y rumiantes, evidenció la 
conservación de aminoácidos clave que han sido involucrados en la unión de la proteína al receptor, aunque 
también pudo observarse diversos cambios aminoácidicos específicos para la secuencia obtenida. Ensayos 
de hibridación tipo Southern del DNAg de gato contra esta secuencia, evidenciaron la presencia de dos 
señales, sugiriendo la presencia de al menos dos de estas secuencias en el genoma. Estos resultados 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 duplicación de la PRL tuvo lugar antes de la radiación del superorden Cetferungulata. 



CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Los avances alcanzados en el Proyecto Genoma Humano han permitido que la elaboración 

de mapas físicos y la secuenciación de cada uno de los cromosomas de nuestra especie, 

sean ahora realidades tangibles. Solo en otra especie de vertebrados, el ratón, 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. Además, el establecimiento de mapas genéticos 

permite comparar el grado de conservación 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 duplicación del DNA es una fuerza importante que subyace en la evolución de las 

especies. Las duplicaciones en tándem pueden producirse por errores de replicación o de 

recombinación. Posteriormente, estos duplicados pueden separarse por translocación 

cromosómica, por un fenómeno de transposición, o bien, permanecer contiguos (Lewin, 

2001). Las duplicaciones pueden ocurrir a diferentes niveles del genoma, desde fragmentos 

de cromosomas hasta exones individuales. Cuando está involucrado un gen completo, la 

duplicación genera dos copias con secuencias idénticas, pero que eventualmente tenderán a 

diferenciarse debido a la acumulación de mutaciones diferentes para cada una (Lewin, 

2001). 

Un conjunto de genes que se asume proviene de la duplicación y variación 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). 



Se asume que el número de repeticiones en tándem es proporcional a la cantidad de 

producto que se deriva de dicho gen, por tanto, pueden generarse numerosas copias si el 

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 presión selectiva. Así, estas familias multigénicas ofrecen una buena 

oportunidad para analizar las fuerzas implicadas en la evolución 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 más estudiada es la perteneciente a la 

hormona del crecimiento/prolactina (GH/PRL), nombrada así 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 lactógenos placentarios (PL), las proliferinas (PLF), las proteínas 

relacionadas a prolactina (PRP), las proteínas 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 cois, 1998). 

La mayoría de las proteínas 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 (glucosilación, 

proteólisis, 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 lactógenos placentarios en 

rumiantes (Corbacho y cois, 2002; Forsyth y Wallis, 2002). 

Todos los miembros de esta familia exhiben un mecanismo similar de acción y de 

activación del receptor a través de la homo o heterodimerización del dominio extracelular 

del receptor y la subsecuente activación de diversas cinasas intracelulares acopladas (Sakal 

y cois, 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 proteínas 

transmembranales que comparten secuencias altamente conservadas en sus dominios intra y 



extracelulares y que pueden activar la cascada transduccional denominada JAK/STAT 

(cinasas Janus/transductores de señal y activadores de la transcripción) como consecuencia 

de la homodimerización de los receptores inducida por el ligando (Corbacho y cois, 2002; 

Forsyth y Wallis, 2002). 

1.2.1 Evolución de la familia multigénica GH/PRL. 

Se cree que en los vertebrados los genes de GH y PRL se originaron por duplicación 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 años) 

inmediatamente antes de la radiación de los vertebrados con mandíbula 

(Gnathostomata)(fig\ira 1). Este supuesto concuerda con la hipótesis propuesta por ciertos 

autores de que se registró un evento extenso de duplicación génica en esta etapa evolutiva 

de los vertebrados (Pébusque y cois, 1998). Ciertamente, tanto la GH como la PRL están 

presentes en todos los vertebrados con mandíbula estudiados hasta la fecha, incluyendo 

muchos peces (Goffin y cois, 1996; Freeman y cois, 2000; Elkins y cois, 2000; Kawauchi y 

cois, 2002). El modelo de evolución propuesto para la familia (al igual que para otras 

familias multigénicas codificantes para hormonas proteicas) es con prolongados períodos 

de cambios muy escasos, interrumpidos por ocasionales períodos de cambios acelerados 

(Wallis, 2001). Esta aceleración ocurrió para la GH durante la evolución de los primates y 

los artiodáctilos, mientras que para la PRL se presentó en la evolución de los roedores, los 

rumiantes, los elefantes y el humano (Forsyth y Wallis, 2002). 

La aparición de nuevos órdenes y subórdenes de mamíferos al final del período Cretácico, 

posiblemente estuvo acompañada de nuevas duplicaciones del material genético (figura 2); 

éstas pudieron ocurrir también en la misma familia GH/PRL. Además, un claro fenómeno 

de convergencia puede ser observado al interior de la familia génica GH/PRL: el 

surgimiento de los lactógenos placentarios. 



Craniata 

TIEMPO 
DUPLICACIÓN 

480 MA 460 MA 

MA = millones de años atrás 

- 4 — 
440 MA 

Hyperoartia 
(lampreas marinas) 

Gnathostomata 
(vertebrados con mandíbula) 

PRESENTE 

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

E n el o rden 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 proteínas relacionadas a ésta últ ima, las l lamadas proteínas 

relacionadas a prolact ina (PRPs). Se asume que estas duplicaciones se han producido de 

manera independiente para cada orden, ya que has ta la fecha no hay reportes de la presencia 

de PLs en otros órdenes más que en los ya señalados ( tabla 1). E n otras clases de 

vertebrados c o m o en los peces, se ha reportado la presencia de somatolactinas, proteínas 

es t rechamente relacionadas a la famil ia (Wall is y cois, 1998; Elkins y cois, 2000; Forsyth y 

Wallis, 2002) . 

Tabla 1: Distribución 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 Roedores 
PLF Roedores 
SL Algunos peces 



Ballena 
Delfín 
Hipopótamo 
Rumiantes 
Cerdo 
Llama 
Rinoceronte 
Tapir 
Caballo 
Gato 
Caniformes 
Pangolin 

„ Murciélagos 

Enzo 
MusaraAa 
Topo 
Ratón 
Rata 
Hystrícidos 
Caviomorfos 
Sciúndos 
Conejo 
Pika 
Lémur volador 
Musaraña arboricola 
Strepsimnos 
Humano 
Perezoso 
Oso hormiguero 
Armadillo 
Tenrec 
Topo dorado 
Musaraña elefante 
Musaraña elefante 
Armadillo sudafricano 
Siremo 
Hyrax 
Elefante 

CRETACICO TERCIARIO 

Figura 2: Árbol filogenètico de la radiación de los mamíferos desde el Cretácico. 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 cois, 2003). 

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

Como ya se señaló, los miembros de esta familia han sufrido una expansión notable en tres 

principales órdenes de mamíferos: primates, roedores y rumiantes. En estos órdenes se han 

observado fenómenos de duplicación múltiple, pero en otros no, los cuales han originado el 

surgimiento de varios genes relacionados. Para el resto de las especies, solo ha sido 



reportada la presencia de una copia única de GH y de PRL (Goffin y cois, 1996). Solo el 

estudio más profundo de los genomas y la búsqueda de genes en especies aun no 

estudiadas, permitirá descartar la posible presencia de genes relacionados a la familia y/o de 

pseudogenes relacionados. 

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

Los genes pertenecientes a la familia GH/PRL están conformados por cinco exones y 

cuatro intrones (a excepción de las GHs de algunos peces salmónidos 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 más grandes (8-10 kpb) que los de GH (-2 kbp), aún 

dentro de la misma especie (figura 3). También se ha reportado la presencia de 

pseudogenes con diversos grados de deleción tanto exónica como intrónica. 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 cois, 1997). 

A 

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 miniantes). Obsérvese las regiones 
intrónicas de mayor longitud para el gen de la PRL, aun y cuando el tamaño de los exones es 
similar en ambos genes. 

1.2.4 Estructura primaría de las proteínas relacionadas a PRL. 

La estructura primaria de la PRL fue elucidada por primera vez para la hormona ovina en 

1970 por Li y cois. Desde entonces, las secuencias aminoacídicas de muchas GHs y PRLs 

de diferentes especies han sido reportadas (figura 4). En la mayoría de los mamíferos, las 

hormonas están constituidas por 190-200 aminoácidos y poseen seis residuos de cisternas 

(posiciones 4, 11, 58, 174, 191 y 199) excepto para las GHs, que sólo poseen los últimos 



cuatro. Estos residuos determinan los puentes disulfuro intracatenarios observados en las 

estructuras tridimensionales de las moléculas. Además, en el caso de las hormonas 

relacionadas a PRL y algunos PLs de ciertas especies, se observan residuos de asparagina 

que son susceptibles de glucosilación postraduccional (N-glucosilación) (Sinha, 1995; 

Goffin y cois, 1996; Bole-Feysot, 1998). 

La comparación de las secuencias aminoacídicas de las PRLs de diferentes especies revela 

varios grados de similitud entre ellas. Alrededor de 32 residuos aminoacídicos 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 unión específica con el 

receptor y pudieran ser críticos para las actividades específicas de la hormona (Sinha, 

1995). 

De la misma manera, la comparación de la estructura primaria de diversas PRPs, tanto de 

roedores como de rumiantes, permitió el establecimiento de cuatro regiones muy 

conservadas que se cree son fundamentales para la unión de la proteína con su receptor. 

Estas regiones llamadas 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 aminoácidos 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 Trpl90)* están 

presentes únicamente en los genes PRL/PRP/PL de estas especies (Yamakawa y cois, 

1990). 

Otros autores han encontrado también otros residuos determinantes para la unión proteína-

receptor de la PRL y algunas PRPs, mediante mutagénesis sitio-dirigida (Val23, His30, 

Phe37, His59, Pro66, Lys69, Tyrl69, Hisl73, Argl76, Hisl80, Lysl81 y Tyrl85)f que 

disminuye la actividad mitógena de la hormona cuando es ensayada en células Nb2 de rata 

en al menos 50 % (Goffin y cois, 1996). 

"Numerados con base en la secuencia de PL-I bovino. 
'Numerados con base en la secuencia de PRL humana. 
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Human LPICPGGAARC—OVTLBOlFDRAVVLSHr IHNLSSEMFSEiT5KRYT-HCRCriTKAIMSCH*SSIJkTPEMtEQAOOHNO 
Baboon LPICPGGAARC—QVT LRDLKDRAWLSH YI HNtSSEMFSEFD KQYT-HGRGF ITRAINSCHTSS LPTPE3KEQAQQINQ 
Monkey LPVCPGGAAKC—QVTLROLFDRAWLSH Y IHNbSSEMFSEFOKRYT-HGRGF ITRAJ NSCHTSS LPTPEOXEQAOQINQ 
Ovine TPVCPNGPGNC—OVSLRDLFDRAVMVSHYIHNt̂ SF-MFNEFDKRYA-QGKGFITMAI NSCHTSS LPTPF.DKEQAOOTHH 
Bovin« TPVCPNGPGNC—OVSLRDLFDRAVMVSH Y IHDLSSEMFNEF3KRYA-QGKCF ITKAI NSCHTSS LPTPEDKEOAQQTHH 
Porcine LPICPSGAVMC--QVSLRDWDRAVILSHYIHMLSSEMFNEFDKRYA-QGRGF ITKAINSCHTSSLSTPEDKEQAQQIHH 
Equine LPICPSGAVNC—QVSLRELFDRAVILSHYIKNLSSEMFNEFDKRYA-QGRGFVTKAI NSCHTSS LSTPED8CEQA0QIHH 
Camel LPICPSGAVNC—QVSLRDLFDRAVILSHYIHNÎ SEMFNEFOKRYA-QCRGFMTKAINSCHTSSLSTPEDrF.QAOQIHH 
Elephant IPVCPRGSVRC—QVSLPDLFDRAVMLSHYIHStSSDMFHEFNKQYA-LGRGFIPRAINSCHTSSISTPED8QDQAQQTHH 
Kin M i l « 1PICPSGAVNC—QVSLRDiFDRAVILSHY IHNLSSKMFNEFOKRYA-QGRGFITKAI NSCHTSSLQTPEDKEQAQQXHH 
Rat LPVCSGG DC—QTPLPELFDRWMLSH YIHTLYTDNFIEFDKQYV-QOREFI AX AI WDCPTSS LATPEMCEOAKK VPP 
House LP I CS AG—DC--QTSLRELFDHW ! LSHYIHTLYTDMFIEFDKQYV-QDREFKVKVI NOCPTSS LATPED*EQALKVPP 
Hamster LPICPGC—HC—QMP LQEWDH VI MLS H YI YMLS ADMF X E LOKQY A -QDHEFI AR AIS OCPTS S LATPEGXEEAQQVPP 
Chicken LPICPICSVMC—QVSLGE1T DRAVKLSHYIHYISSF.1FNEFDERYA-OGRGFITKAVWGCHTSSLTTPF.DBS:OAOQIHH 
Turkey LPXCSSCSV»C--OVSLGElJ'ORAVRLSHYIHFItfSEIFHErOERYA-OCRCriTKAVWGCH*SSLTTPED«EOTQQIHH 
Crocodile LPICPSGSVNC—QVS LGELFDRAVK LS H YIHFLS SEMFNEFDER Y A-QGRGFITKAVNGCHTAS LTTPEQKEQAOQI HH 
A l l i g a t o r LPICPSGSVNC—QVS IGEIFDRAVKLSHYI HFfcSSEMFNEFD ERY A-QGRGF ITKAVNGCHTAS LTTPEOKEQAQQIHH 
Sea t u r t l e LPVCPSCSVCC—QVSIXMÎ RAVKLSHYIHHtSSEMFNEFDERYA-QCRGFLTKAIMCOWSSLTTPEOKEQAOOIHH 
Bul l f rog QPICPNGGTNC—QXPTSAIFDRAVKLSHYIHSISSEMFNEFDERFT-PGRRFLAKSGISCHTSS LNTPEDKEQARQIQH 
Lungf1 ah U»ICAHGSTHC-HQIPLODU-EFVVKLAHRIHSI,TSOMFHEFDER*A-QCRGi-ISRAINNCHTSSLTTPE[»EOAORFHH 
sturgeon SPLCG-C-LCCPPPILLSDtLERATQLSSRLHSLSRTVTACLOPHFSPLLK PRPSSLCHTSSLATDRNKEQALTLQQ 
Ca t f i sh VNLNDiLDRASQLSDKMHSfcSTSLTNDLDSHF3SVGGK-LMRP-SMCHTSSLQIPND*DQALSVPE 
Carp VGLNDLLERASELSDKLNSLSTSLTNDLOSHFPPVGRVMMPRP-SMCHTSSLQVPNDSUJQALKVPE 
Chum Salmon ICLSDlMERASaRSDKLHSLSTSLTKDLDSHFPPMGHVMMPRP-SMCHTSSLOTPKnBEQALXVSE 
Chinook salmon ICLSDLMERASQRSDKLHSLSTSLTKDLDSHFPPMCRVMMPRP-SMCHTSSLQTPKOKEQALKVSE 
Rainbow t r o u t ICLSD4MERASQRS0KLHStSTSLTKDLDSHFPPMCRVKMPRP-SHCHTSSLarPIC08CEQALKVS£ 
Tl lap la - l t a VPINElLERASOHSDKLHStSTTLTQELDSHFPPIGRVIMPRP-AMCH*SSLQTPIO«DQALOVSE 
T1 lapla - m VPINDÜYRASOOSOKLHAtSTMLTQELGSEAFPIDRVLA*• *CHTSS LQTPTDKEQALQVSE 

PD3 
TS" Tffo 110 120 110 140 ISO ISO 

Human KDFLSX.XVSILRSWNEVX.YHLVTEVRGMQEAP EAILSKAVEIBEQTKRLLEOHSLIVSQVHPETK ENEIYP 
Baboon KDFLStl VS1 LKSWNEFLYNLVTEVRGMEEAP EAIL SKA VE IEEQTKR L LEOME L I V S Q V H P E T K ENEIYP 
Monkey KOFLSbIVSILRSWNFVX.YHLVTEVROffiF.AP EAIt.SKAVEIEEQTKR 1.LEOMELIVSQVHPETK ENEIYP 
Ovine EVLHSLILCLLRSWNDM.YHLVTEVRCMKGVF DAILSRAIEIEEENKRLLE4MEMIFGQVIPGAK ETEPYP 
Bovine EVLHSLILGLLRSWNOVX.YHLVTEVRGMKGAP DAILSRAIEIKEENKKLIEOHEM1FGQVIF-GAK ETEPYP 
Porcine EVLINX.ILRVLRSWNO»IYHLVTEVRGMOEAP DP ILSRA7 EIEEENKRLLEOMEKIVGQVHPGIK F.NF.VYP 
Equine EDLLNLILRVLKSWN0V1.YHLVSEVRGMQEAP EAI LSKAIEIF.F.QNHHLLECMF.K IVGQVQPR t K ENEVYS 
Camel EDLLNI.VLRVLRSWNQPI.YH LVTEVRGMQEAP DAILSRA2 EIF.EQNKRLLEGMEKIVGQVHPGVK ENE1YS 
Elephant EVLKDLILCLLRS WNDPLDH LASEVHSLPKAP SALLTKATEVKEENQRLLEOIEXIVDQVHPGAK ENKAYS 
Fin whale EVLVSHLGVLRSWNWX.YHLVTEVRGMCEAP DA ILSRA 3 QEEEENKR L LEGME KIVGQ VH PGVK ENEVYS 
Rat EVLLNfclLSLVHSWNDMJQLITGLGGIHEAP DAIISRAKEIEEQNKRLLEOIEKIICQAYPEAK GNEIYL 
Mouse EVLLNtlLSlVOSSSWlFOLITGVGGIQEAP EY1LSRAKEIEEQNKQLLEOVEK11SQAYPEAK GOGIYF 
Hamster EVLLNX.1LSLVHSWNDPLFQLVTEVDCIHEAS OAILSRAKEIGEQNKRL LEOIEKILGQAYPEAK CNEIYS 
Chicken EDLLNLWGVI-RSWNDPLIHLASEVQRIKEAP DT ILWKAVE I EEQNKRL LEOMEK IVGRVIISGH A CNEIYS 
Turkey EELLNbILGVLRSWNOK.lHLASEVQRIKEAP DTILWKAVEIEEQNKRRLEOMEKIVGRIHSGDA GNEVFS 
Crocodile EDL LNLVLGVLRSWNDPL LHLVTEVOR1 REAP DTI LWKAVE I EEQNKRL LEOMEK IIGRVQPGDT G NEVYS 
Al 11 gat or EOLLNX.VLCVLRS WNDM.LH LVTEVQRIKEAP OTI LWKAVE I EEQNKRL LEOMEK IVCRVQPGOT CNEVYS 
Sea t u r t l e EDLLNX.VLGVLRSNNDVZ.LHLVSEVQSIKEAP DT IL-KAVEIEEQDKKL LEOMEK IVGQVHPGEI ENELYS 
BU11f r og EDLLNLVLKV LRSWNDK.VHMVSEVQDI REAP DT I L-KTVEVF.EQTKRLLQOHERI IGRIQPGDL ENEI YS 
Lungf Iah DOLLRX.VMKVLJRSWNOVX.LQLVSEVPQCIGEA PGT ILWKVTEVEDQTKOLIEOMEKILCRMHPNCL DNEVLS 
sturgeon EQLLSI.IM3LLR5WTP»X^LVRZJk-QSLPPNHSLSCSLSNQTAZL5QSQK-LAKOLETILNRFDPSAAHKASFGNA-DO 
Cat t i sh S E L L S L V R S L L M A W S D S X A L L S V E A - T S L P H P - - E R N S 1 N S K T R E L Q O H 7 N S LGACLENLGKKMCSSP E S L S S 
Carp DPLLStiARSLLLAWSOVULLSSEA-SSLAHP—ERNTIDSKTKELQEN3 NS1.GAGLEHVFNKMDSTS ONLSS 
Chum salmon NELISLARSLLLAWND»t.LLLSSEA-PTLPKP—SNGDISSKIRELQDYSKSLGOQLDIMVNKMGPSS QYISS 
Chinook salmon NELISLARSLLLAWNDPLLLLSSEA-PTLPHP—SNGDISSKIRELQDYSKSLGCKSLOIMVNKMGPSS QYISS 
Rainbow t r o u t NELISLARSLLLAWNDWLLLLSSEA-PTI.PHP—SRCOISSKIRELODYSKSLGOOLOIMVNKMGPSS QYISS 
Tl lapla - 18® SDLMSLARSLLQAWSDPLWLSSSA-STLPHP—AQSSIFNKIQEHQQYSKSLKDOLDVLSSKHGSPA QAITS 
Tl lapla - 177 SOLLStARSLLQAWSOPlEVLSSST-NVLPYS—AQSTLSKTIQKMQEHSKDLKDOLOILSSKMGPAA QT1TS 
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Hunan VWS - G L P S LOMAOEESRLS A Y Y N L L H C L H t D S H K I O N Y U C LUC C R I - 1 H N - N N C 
Baboon V W T - C L P S L C M A D E E S R L S A Y Y N L L H C L J S U X H K I D N y X J ( I J U ( G R X - I H N - N N C 
Monkey V W T - G L P S LGMADEESRLSAY Y N L L H C L S K O S H X I D N Y L X L U C C R I - I H N - N N C 
Ovine V W S - G L P S L Q T K D E D A R M S A F Y N L L H C L S K D 6 S X I D T Y U C L L N C R I - I Y N - N N C 
B o v 1 n e VWS - C LP S LQTKDEOARY S A F YW L LHCLMRMSXIDTYXJC L L N C R I - I Y N - N N C 
Porcine V W S - G L P S L O M A D E D T R L F A F Y N L L H C L M U M H K I D N Y I J C L U C C R X - X Y N - S N C 
Equine V W S - G L P S L Q M A D E O S R L F A t - Y N L L H C L W O J O H K I O W Y t K L l K C R I - V Y D - S N C 
C a m e l V W S - G L P S L Q M A D E D T R L F A F Y N L L H C U B t D C H X I D N Y L X L L K C R I - I Y D - S N C 
Elephant V W S - G L P S L Q T T D E O A I U . F A F Y N L F R C X J a U 3 « H X I O S Y X J ( L U C C R I - V Y N - N M C 
Fin whale V W S - G L P S L Q M A D E D T R L F A F Y N L L H C L K R D O K X I D S Y L K L L K C R I - I Y N - S N C 
R a t V W S - Q L P S L Q G V D E E S K O L A F Y N N I RCLMKDCHXVIMiYLKFXRCQI-VHK-NNC 
Mouae VWS - O L P S LQGVOEE SKI LS L R N T I RCLMtDOIOCVDNFLX VXROQI - A H Q - D N C 
Hamster v w s - q k p s l q g v d e e s r d l a i y n k t h c u o i d b h e v d n y l k l i ^ c h v - v h n - n n c 
Chicken HSO—GLPSLQLAOEOSRLFAFYNLLHCHICRIMIHKIDNYIX VXJCCRL- I H D - S N C 
Turkey Q W O - G L P S L Q L A D E O S R L F A F Y N L L H C L W M H X I D N Y I J C V L K C R L - IHD—NNC 
Crocodl le RWS-GLPSLQLADEOSRLFAFYNLLHOCSOkOSHXIDNYXJC LUCCRL-IHO-SNC 
Al l iga tor RWS-GLPSLOLADEDSRLFAFYNLLHCGMtDSHKIDNYIJCLXiKCRL-IHD—SNC 
sea t u r t l e PWS-CLESLQQVOEOSRLFAFYNLLHCUatDOHXIONYUCLUCCRL-IHD-NNC 
Bullfrog PWP-GPAS XPG-DENSRLFAFYNLLHCLMKMHXIDNYXJC LUCCRL-1 HE-CMC 
Lungf lah LWP-MPMAMMAGDG-SKLFAFYNLLHCFlWMFVXDSYXiXULRCRLHFHE-GGC 
sturgeon LWKGGASOFPGSORKSRLLNFYFLLSCFmMHKIDSFUCURCRA-QCN-OGC 
Cat f i sh LPFNSND-LCQ-DNISRLVNFHFLLSCFSOUMHKIOSFLKVLRCRAAKHLPEMC 
Carp LPFYTNS-LGE-DKTSRLVNFHFLLSCKKRDOHKIDSFUCVUtCRA-KKRPENC 
Chum salmon IPFKGGD-LGN-DKTSRLINFHFLMSCFS9UMHEIDSFIJtVUlCRATKMRPETC 
Chinook salmon IPFKGGD-LGN-DKTSRLINFHFLMSCFiaUMHXIDSFUCVLRCRATNMRPETC 
Rainbow t r o u t IPFKGGD-LGN-DKTSRLINFHFLMSCFW»MHKIDSFIJCVtRCRATKMRPEAC 
Tl lapla - 188 LPYRGGTNLGH-DKITKLINFNFLLSCSJWDBHKIDSFLKVIRCRAAKMQPEMC 
Tl lapla - 177 LPrIETNEICQ DKITK -LLSCr»WO«l/KIDSFIJCVXRCRAANMOPQVC 

Figura 4: PRLs de varias especies de vertebrados. Se señala la localización de los cuatro dominios 
conservados entre las especies (PD1-PD4), presuntamente necesarios para la unión de específica de la PRL 
con su receptor y/o indispensables para la actividad específica de la hormona. En negritas los aminoácidos 
más conservados. Los asteriscos señalan residuos ausentes en algunas variantes (tomado de Sinha, 1995). 
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Figura 5: Residuos aminoácidos conservados en PRL/PRP/PL de roedores y rumiantes. Se 
comparan las estructuras primarias de varios genes relacionados a PRL. La numeración corresponde a 
la secuencia de PLP (PRP) bovino. Se indican con flechas negras los residuos conservados únicamente 
en los genes PRL/PRP/PL; con flechas blancas aquellos residuos también presentes en los demás 
miembros de la familia GH/PRL. El triángulo negro indica el sitio de corte de la peptidasa para la 
liberación de la proteína madura. LD1-LD4: dominios lactogénicos (tomado de Yamakawa y cois, 
1990). 



1.2.5 Estructura secundaría y terciaria de las proteínas de la familia GH/PRL. 

Se sabe que estas hormonas están constituidas únicamente por a-hélices y que éstas 

representan casi el 50 % de la proteína; los residuos aminoacídicos restantes se encuentran 

estructurados en bucles no bien organizados (Bole-Feysot y cois, 1998). 

Hasta la fecha son muy pocas hormonas de la familia cuya estructura tridimensional (3D) 

ha sido reportada. Con ayuda de la técnica de difracción 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 cois, 1996; Elkins y cois, 2000). Aunque para la PRL no se tiene 

evidencia directa de su conformación 3D, se ha reconstruido un modelo hipotético con base 

en la homología que presenta con la GH (figura 7). Según este modelo, la molécula se 

compone de cuatro a-hélices organizadas en haces antiparalelos arriba-arriba abajo-abajo, 

con ios sitios de unión al receptor localizados en el mismo lado de la proteína compacta. Se 

ha sugerido que esta conformación podría servir como modelo global tridimensional para 

todos los miembros de la familia GH/PRL (Sinha, 1995; Goffin y cois, 1996; Bole-Feysot y 

cois, 1998; Elkins y cois, 2000). Otra característica común lo constituyen los puentes 

disulfúro determinados por los residuos de cisteínas Cys53-Cysl65 y Cysl82-Cysl89 

(numerados con base a la HGH) encontrados en todos los miembros de la familia. En la 

mayoría de PRLs, PRPs y PLS (pero no en GHs) se haya presente un tercer puente 

disulfuro determinado por Cys(-6)-Cys2 (Elkins y cois, 2000). 

Figura 6: Modelo tridimensional del PL ovino y la GH humana. Se aprecian las cuatro a -
hélices características y la presencia de un bucle amino terminal con puente disulfuro en el PL, 
ausente en todas las GHs (tomado de Elkins y cois, 2000). 
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Figura 7: Modelo tridimensional hipotético de la molécula de PRL humana. El modelo fiie 
reconstruido con base en los coordinados cristalográficos de la GH porcina. Puede apreciarse claramente 
las cuatro a-hélices características de las proteínas de la familia. Las flechas indican la orientación de las 
hélices de N a C-tenninal. La hélice cuatro se encuentra perpendicular al plano del papel y apunta hacia el 
lector. Los sitios de unión al receptor están indicados con SI y S2 (tomado de Goffin y cois, 1996). 

Se ha podido determinar experimentalmente la existencia de dos sitios de unión de la 

molécula al receptor. El sitio 1 está compuesto por la hélice 1, la hélice 4 y el bucle 1, 

mientras que el sitio 2 está localizado alrededor de la hendidura entre las hélices 1 y 3. 

Cada sitio de unión tiene diferentes características electrostáticas y por tanto, poseen 

distintas afinidades hacia el receptor, siendo el sitio 1 el de mayor afinidad (figura 8) 

(Goffin y cois, 1996, Elkins y cois, 2000). 
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Figura 8: Activación del PRLR mediante dimerización inducida por la PRL. Esquema que 
ilustra la activación secuencial del receptor. Primeramente se ocupa el sitio de unión 1 (de mayor 
afinidad). La segunda molécula del receptor necesita de las fuerzas electrostáticas adicionales 
proporcionadas por la primera molécula para unirse al sitio 2 de la PRL (tomado de Bole-Feysot, 
1998). 

1.2.6 Características y funciones de los principales genes de la familia GH/PRL. 

1.2.6.1 Hormona del crecimiento. 

En la mayoría de los animales, la GH es un péptido de aproximadamente 190 aminoácidos 

cuya aparición fue muy temprana en la evolución. En ios mamíferos, esta hormona es 

secretada en las células somatotrópicas de la hipófisis anterior. Aunque solo ha sido 

reportada la presencia de una sola GH en la mayoría de los animales estudiados, en algunos 

órdenes se ha reportado la presencia de dos o más de estas hormonas, como ocurre en 

algunos primates y rumiantes (Wallis y cois, 1998; Wallis y Wallis, 2002). 

En el humano, existen dos GH: la HGH-N expresada en la hipófisis y la HGH-V expresada 

en la placenta. Además, existen varias formas circulantes de la hormona, algunas 

provenientes de la remoción diferencial de intrones del transcrito primario en su vía de 

maduración 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 

(glucosilación de la HGH-V) (Chen y cois, 1989; Untergasser y cois, 1998). 

Las principales funciones de la GH están implicadas en la regulación del crecimiento 

somático y el desarrollo y con ciertos aspectos del metabolismo general (Goffin y cois, 

1996; Lioupis y cois, 1997). Sin embargo, también se ha reportado la implicación de la GH 

en otros procesos biológicos, tales como la reproducción, la inmunidad y, en los peces, la 

osmorregulación (Hull y Harvey, 2001; Lee y cois, 2001). 



1.2.6.2 Prolactina. 

En la mayoría de las especies, la PRL es sintetizada en las células lactotrópicas de la 

hipófisis anterior como una prehormona de 227 residuos aminoácidos. La hormona madura 

es originada por la digestión proteolítica del péptido señal de 28 aminoácidos situado en el 

extremo amino terminal. Diversos estudios bioquímicos e inmunológicos han evidenciado 

la presencia de PRL en varios tejidos extrahipofisiarios: placenta, útero, cerebro, sistema 

inmune y glándula mamaria. Además, mediante técnicas inmunológicas también ha sido 

reportada la presencia de PRL en: glándula adrenal, cuerpo lúteo, próstata, testículo, 

glándula uretral, glándula lacrimal, islotes pancreáticos e intestino delgado (Sinha, 1995; 

Goffin y cois, 1996; Bole-Feysot, 1998). 

La PRL es una de las más versátiles hormonas de la hipófisis en términos de acción 

biológica. A la fecha, se han documentado más de 300 diferentes efectos de la hormona; los 

más documentados son: desarrollo mamario e iniciación de la lactación en mamíferos, 

osmorregulación en los peces, comportamiento parental en las aves y crecimiento y 

metamorfosis en los anfibios, entre otros (Goffin y cois, 1996; Bole-Feysot, 1998; Schradin 

y Anzenberger, 1999; Freeman y cois, 2000). Cómo una simple molécula es capaz de llevar 

a cabo tantas acciones parece explicarse con recientes estudios que reportan la existencia de 

varias formas biológicamente activas de la hormona. Algunas formas son resultado de 

modificaciones postraduccionales (fragmentos generados por proteólisis, glucosilación, 

fosforilación, desamidación, sulfatación, dimerización, unión a proteínas), mientras otras 

son determinadas genéticamente (genes variantes de PRL y variantes por empalme alterno). 

Estos hallazgos sugieren que la PRL es quizás una prohormona, la cual es sintetizada como 

precursor y después convertida en sus diferentes formas biológicamente activas (Sinha, 

1995; Ben-Jonathan y cois, 1996; Freeman y cois, 2000). 

1.2.6.3 Proteínas 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 gestación. Aunque son más 

similares entre sí que con otros miembros de la familia, las PRPs pueden diferir entre sí 

hasta en más del 55 % para una misma especie. Aun más, las PRPs de rumiantes y roedores 



comparten en promedio, una similitud de apenas 30 % en su secuencia aminoacídica 

(Schuler y cois, 2001). 

En la vaca, al menos seis de estas hormonas han sido reportadas y todas corresponden a 

proteínas con distintos grados de glucosilación. La secuencia aminoacídica esperada para 

los cDNA disponibles, predice una conformación 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 características. A pesar de ello, estas proteínas 

muestran cambios aminoacídicos específicos en los dos sitios clave de unión con el 

receptor, que hace que no pueda ligarse ni con el GHR ni con el PRLR. Más aún, 

experimentos realizados con BPRP-I purificada no pudieron demostrar la unión de esta 

proteína con ninguno de los receptores antes mencionados. Estos hallazgos sugieren la 

posible existencia de un receptor específico para PRP aún no identificado (Goffin y cois, 

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 cois, 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 

terciaría es similar a la de la GH y la PRL, aunque aquí se observa en algunas de ellas una 

débil actividad lactogénica. Se cree que esta función se ha retenido debido a que los 

cambios aminoacídicos ocurridos se realizaron con otros aminoácidos con propiedades 

fisicoquímicas similares. Otras actividades documentadas para las PRPs en roedores 

incluyen la regulación de la angiogénesis en las células endoteliales, la estimulación de la 

síntesis de DNA en el útero (uterotrófica) y la unión con el receptor de la manosa-6-

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

1.2.6.4 Lactógeno placentario. 

Los PLs son hormonas polipeptídicas secretadas por la placenta hacia los torrentes 

circulatorios materno y fetal de algunos mamíferos. Hasta la fecha, solo se tienen reportes 

de la existencia de estas hormonas en primates, rumiantes y roedores. 

Aunque las funciones biológicas de los PLs aún no están bien comprendidas, es razonable 

pensar que probablemente desempeñen funciones similares a la GH y a la PRL, con base en 



su semejanza estructural. Experimentos realizados en ovejas gestantes, revelan que el PL 

ovino (OPL) pudiera funcionar como la única hormona somatotrópica en el feto, conclusión 

basada en las respuestas del feto al OPL, que incluyen estimulación de la glucogénesis, 

transporte aminoacídico intracelular, proliferación celular y síntesis del factor de 

crecimiento semejante a la insulina tipo I (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, varían de una especie animal a otra (Sakal y cois, 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 

aminoacídicos, de los cuales 160 guardan correspondencia exacta con la hormona del 

crecimiento humana normal (HGH-N). Es por resta razón, que el HPL es conocido también 

como somatomamotropina coriónica 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 gestación 

alcanzando un pico máximo aproximadamente en la trigésimo octava semana. Debido a que 

la vida media del HPL en la circulación 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 secreción del HPL no es influida por estados de estrés o por el 

metabolismo general, tampoco muestra ritmo circadiano (Spellacy y cois, 1966; Hartog, 

1972; Genazzani y cois, 1972). 

Una correlación 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 órgano. 

Así, niveles bajos de HPL en la circulación materna se han asociado con la presencia de 

diversas patologías como muerte intrauterina, distocia y asfixia neonatal. De igual manera, 

los niveles muy elevados de HPL sérica pueden ser indicativos de patología fetal debido a 

enfermedades específicas tales como macrosomía fetal asociada a diabetes mellitus 

materna, isoinmunización Rh e hidropesía fetal (Spellacy y cois, 1967; Genazzni y cois, 

1972; Lindberg y Nelson, 1973). 

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

trofoectodermo placentario. La estructura y biología de estas hormonas han sido estudiadas 



más 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 cois, 1999; Liang y cois, 1999; Biener y cois, 2003). 

Mientras que en ovinos y caprinos la masa molecular del PL es de aproximadamente 23 

kDa, en los bovinos varía de 31 a 34 kDa debido a la glucosilación de la molécula. Estas 

hormonas son secretadas tanto a la circulación fetal como a la materna, pero mientras que 

en la primera los niveles séricos van decreciendo conforme avanza la gestación; en la 

segunda, estos niveles van incrementándose cada vez más, hasta alcanzar una meseta hacia 

el final de la gestación (Bolander y Feilows, 1976). 

Informes previos señalan que los PLs de ovino y de bovino son capaces de actuar a través 

de los receptores para prolactina (PRLRs) de la glándula mamaria en sus respectivas 

especies, así como en las líneas celulares de linfoma Nb¿ de la rata. Además, ha sido 

descrita la existencia de receptores para PL bovino en el endometrio de vacas gestantes 

Hermán y cois, 1999). De esta manera, los PLs de bovino y ovino serían capaces de 

realizar sus funciones mediante tres tipos diferentes de receptores: 1) receptores para PL 

(PLRs) específicos 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 cois, 1998). Se ha descrito 

también que en la regulación de las actividades de los PLs pudiera estar implicada la 

heterodimerización de los receptores GHR y PRLR, con base en los experimentos 

realizados con receptores quiméricos in vitro (Hermán y cois, 2000). 

Tanto en caprinos como en ovinos se ha observado que el PL se encuentra incrementado 

durante la gestación y en el postparto y que sus niveles se correlacionan con el rendimiento 

lácteo. El incremento del rendimiento lácteo ha sido atribuido a las actividades tanto 

mamogénica como lactogénica del PL. Sin embargo, la manera exacta por la cual actúa la 

hormona a este respecto no es clara. Existen informes que relacionan la actividad de la 

hormona con la producción del IGF-I, el cual actuaría como intermediario para la 

estimulación de las actividades antes citadas (Kann y cois, 1999). El IGF-I sería producido 

por la estimulación directa de receptores situados en el tejido mamario y no por la 

estimulación de receptores para hormona del crecimiento (GHR) situados en el hígado, tal 



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 actúe in vivo sobre los receptores GHR o PRLR a nivel 

hipotalámico, ya que esto produciría una alteración en los niveles séricos de GH y PRL en 

estas especies (Kann y cois, 1999). 

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

Además 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 órdenes de 

mamíferos. Un estudio de radioinmunoanálisis (RIA) y bioensayos con el plasma de 

animales pertenecientes a los órdenes Insectívora (musaraña), Chiroptera (murciélago), 

Edentata (armadillo), Lagomorpha (conejo), Carnívora (perro, gato, hurón), Perissodactyla 

(caballo, cebra, rinoceronte) y aún dentro de los artiodáctilos (cerdo), no pudo demostrar 

actividad lactogénica alguna (Forsyth, 1986). Sin embargo, estudios recientes realizados en 

llamas gestantes por medio de técnicas inmunológicas, pudieron evidenciar la presencia de 

por lo menos una glucoproteína 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 cois, 2003). 

Por otro lado, trabajos realizados en la ULIEG sugieren que podrían existir secuencias 

relacionadas a PLs o a PRPs en el genoma del gato (González, 2001). Experimentos 

realizados con sondas marcadas de lactógeno placentario bovino II (bPL-II), evidencian una 

banda de hibridación con productos de PCR generados a partir de iniciadores consenso 

diseñados sobre las zonas más conservadas de los exones II y V de los genes de PRL, PRP 

y PL bovinos y de la PRL de gato (figura 9). Sin embargo, esta secuencia aún no ha sido 

aislada y se desconoce si realmente es representativa de algún gen (o pseudogen) 

perteneciente a la familia. 
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Figura 9: Autorradiografla 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 
González, 2001). 



CAPITULO II 

JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS 

2.1 Justificación del trabajo. 

La familia multigénica GH/PRL/PL es considerada un buen modelo para estudiar la 

evolución de los genomas y ha sido utilizada para tal fin en múltiples trabajos. La 

clonación y análisis de los genes pertenecientes a esta familia han sido realizados 

ampliamente en primates y en algunos otros órdenes, como en los roedores y en los 

rumiantes. En estos últimos, el análisis comparativo ha permitido establecer que las PRPs 

y los PLs presentes en sus genomas son el resultado de la duplicación 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 aparición de los PLs por duplicación. 

Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre la existencia de hormonas relacionadas a 

esta familia multigénica en tejido placentario de mamíferos pertenecientes a otros 

órdenes. Particularmente en el caso de los carnívoros, 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 sí existen PRPs y que éstas se derivaron en forma similar a la 

ocurrida en rumiantes y roedores, es decir, por duplicación de un gen de PRL ancestral. 

La existencia de un producto de PCR en el gato que híbrida 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 obtención y caracterización de 

genes relacionados a PRL en el gato, así como el establecimiento de la relación que 

guardan con la familia multigénica GH/PRL/PL. 

2.2 Hipótesis del trabajo. 

Existen al menos dos secuencias relacionadas a prolactina en el genoma del gato 

doméstico. 



CAPITULO m 

OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general. 

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

3.2 Objetivos específicos. 

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 órdenes de mamíferos, incluyendo la nueva información a derivarse del 
presente trabajo. 

3.2.3 Evidenciar la presencia de la secuencia obtenida en el genoma del gato mediante 
hibridación tipo Southern. 



CAPÍTULO IV 

ESTRATEGIA GENERAL 

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

siguientes (figura 10): 

1) amplificación de productos relacionados a PRL de gato a partir de DNAg e iniciadores 

consenso; 

2) amplificación de un fragmento de PL ovino a partir de DNAg e iniciadores 

específicos; 

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

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

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

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

7) análisis de las secuencias obtenidas y reconstrucción de árboles filogenéticos; 

8) obtención y mareaje radioactivo de la sonda de PRP de gato identificada; 

9) digestión enzimàtica del DNAg de gato con Barn HI; 

10) hibridación tipo Southern del DNAg de gato contra la sonda de PRP de gato marcada. 
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Figura 10: Estrategia general del t rabajo. Esquema global de la estrategia utilizada durante la realización 
del presente trabajo. Los números en las flechas hacen referencia a los pasos descritos en el texto. 



CAPÍTULO V 

MATERIAL Y MÉTODO 

5.1 Material 

5.1.1 Obtención de las muestras biológicas. 

Las muestras biológicas 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 Bioquímica de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. (sangre de 

león); Departamento de Inmunología 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 clonación TOPO XL (Invitrogen Corporation; Carlsbad, CA 

USA), que incluye como vector el plásmido pCR-XL-TOPO y las bacterias E. coli 

electrocompetentes de la cepa Top 10 (F- mcrk A(mrr-As¿RMS-mcrBC) <D80/acZ.M15 ¿JacXlA 

recAl deoR. araDU9 A {ara-leu) 7697 gallJ galK. rpsL (Str") endAl rtupG) para la transformación. 

Los reactivos utilizados para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fueron 

obtenidos de las siguientes fuentes: Taq DNA polimerasa, Buffer 10X y MgCk (Promega 

Corporation; Madison, WI, EUA); rTth DNA polimerasa, Buffer XL II 3.3X y Mg(OAc)2 

(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA); dNTPs (GIBCO-BRL; Gaithersburg, MD, 

EUA). Los reactivos para las digestiones enzimáticas procedieron de las siguientes casas 

comerciales: las enzimas de restricción y amortiguadores correspondientes (New England 

Biolabs; Beverly, MA, EUA); la ribonucleasa, la desoxirribonucleasa y la proteinasa K 

(SIGMA; St. Louis, MO, EUA). La reacción de mareaje radiactivo de las sondas se 

realizó con el estuche comercial Rad Labeling System (GIBCO-BRL); se utilizó el 

radionucléotido [a-P^JdATP (Amersham International; Buckinghamshire, UK) y como 

coprecipitador el vivid violet (CHIMERx LiCor, California, EUA). Las reacciones de 



secuenciación se llevaron a cabo con el estuche de LiCor y utilizando iniciadores MI3 

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; microcentrífugas 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); 

centrífuga Beckamn allegra TM 21R modelo 367570; secuenciador automático 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 hibridación modelo 310 (Robbins 

Scientific Co. Sunnyvale, CA, EUA); espectrofotómetros 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 Wor<P versión 2002 (©Microsoft Corporation, 1983-2001); procesador de 

gráficos Microsoft Power Pointc versión 2002 (©Microsoft Corporation, 1983-2001); 

Amplify versión 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 3.5c 



Departament of Genetics, University of Washington, Seattle, EUA); GeneDoc versión 

2.6.002 (© 2000 by Karl Nicholas). 

5.2 Método. 

5.2.1 Extracción del DNA génómico. 

5.2.1.1 A partir de tejido placentario. 

La técnica utilizada fue una modificación de la inicialmente por Stafford y cois, en 1976 

(Sambrook y Russell, 2001). Aproximadamente 1 g de tejido placentario fue triturado con 

mortero y pistilo junto con 1 mi de solución de lisis (10 mM Tris-HCl 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 mi e inmediatamente se le adicionó proteinasa K hasta una concentración 

final de 100 ng/ml. La muestra se incubó a 50 °C con agitación constante durante 18 

horas. Al término, se dejó enfriar la muestra a temperatura ambiente (TA) y luego se le 

adicionó 0.5 vol de fenol saturado pH 8.0 y 0.5 vol de sevag (cloroformo: alcohol 

isoamílico [24:1]). Se agitó la muestra con el vórtex durante 30 s y luego se centrifugó a 

10000 g durante 15 min a TA. Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitió la 

extracción fenol/sevag. Se precipitó el DNA adicionando 0.2 vol de acetato de amonio 10 

M y 2 vol de etanol al 100 % frío. Se agito la mezcla con el vórtex durante 10 s y se dejo 

reposar a TA durante 5 min. Luego, se centrifugó la muestra a 10 000 g durante 10 min a 

TA. Al término, se decantó el tubo y la pastilla precipitada fue lavada con 1 mi de etanol 

al 70 % y centrifugada de nuevo a 10 000 g durante 10 min a TA. Finalmente, se aspiró 

el etanol del tubo y el remanente se dejó evaporar colocando el tubo abierto a TA por 1 

hora. La pastilla de DNA se resuspendió en 0.5 mi de buffer TE IX (100 mM Tris-HCl 

pH 8.0; EDTA pH 8.0) 

5.2.1.2 A partir de sangre. 

Se utilizó la técnica denominada TSNT. Se colocaron 5 mi de sangre total anticoagulada 

con EDTA en un tubo Falcon de 15 mi y se centrifugó la muestra a 500 g durante 5 min a 

TA. Se desecho el sobrenadante (plasma) y se añadió al paquete celular 2 mi de buffer de 

lisis TSNT (2% Tritón X-100; 1 % SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 8.0; 1 mM 

EDTA pH 8.0) mezclando por inversión. Luego, se agregaron 5 mi de fenol saturado pH 



8.0 y 1 mi de sevag, agitando el tubo en el vértex hasta su completa homogenización. 

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 mi nuevo y se procedió a la precipitación de DNA: se 

agregaron 2 vol de etanol al 100 %, se mezcló por inversión y se centrifugó a 10 000 g 

por 15 min a TA; se desechó el sobrenadante y la pastilla de DNA fue lavada en 2 mi de 

etanol al 70 % y centrifugada otra vez a 10 000 g por 10 min a TA. Finalmente, se 

desechó el sobrenadante, se dejó evaporar a TA los residuos de etanol y se resuspendió la 

pastilla de DNA en 500 ni de bufter TE IX. 

5.2.2 Obtención de la clona de PL ovino. 

5.2.2.1 Iniciadores. 

Con el auxilio de los programas computacionales OLIGO y Amplify, se diseñaron y 

ensayaron virtualmente iniciadores específicos para PL de rumiantes con base a las 

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

5.2.2.2 Estandarización 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 número de productos 

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

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

REACTIVO CONCENTRACION 
FINAL 

Buffer 10 X IX 
dNTPs lOmM 200 fiM 
Iniciador RumPLex4 5 |iM 0.4 nM 
Iniciador 3ConsPrl 5 j i M 0.4 ^M 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 
Taq DNA polimerasa 5 U/jil 0.25 \JI\ú 
DNAg 100 ng/50 \ú 
H 2 0 miliQ cbp 50 \i\ 



Después de un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se 

realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalización a 94 

°C por 35 s, un paso de apareamiento a 58 °C por 30 s y un paso de extensión a 72 °C por 

1 min. El PA obtenido fue evidenciado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % 

y tinción con bromuro de etidio. El tamaño esperado del PA fue de 859 pb. Una vez 

confirmado lo anterior, se procedió a eliminar los reactivos no incorporados en la 

reacción de PCR mediante extracción fenol/sevag y precipitación con etanol y acetato de 

sodio 3M. Después de la extracción se confirmó la integridad del PA mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Por último, se cuantificó la cantidad y la pureza 

relativa del PA por medio de espectrofotometría a A260 y relación A260/A280. 

5.2.2.3 Clonación del PA de PL ovino. 

Se tomaron 30 ng del PA verificando que tuviera al menos una relación A260/A280 de 1.8 

y se clonó en el vector pCR-XL-TOPO según las instrucciones del estuche comercial. Se 

transformaron bacterias E. coli de la cepa TOP 10 con el vector recombinante mediante 

electroporación ajustando el aparato con los siguientes parámetros: resistencia 200 

ohmios, capacitancia 25 jxF, voltaje 2.5 kV, el pulso varió entre 3-5 ms. Las bacterias 

transformadas fueron incubadas en 500 jil de medio SOC (2 % triptona, 0.5 % extracto de 

levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KC1, 10 mM MgCl2) 10 mM MgS04, 20 mM glucosa) 

en el termomixer durante 1 h a 37 °C con agitación vigorosa con la finalidad de que el 

gen de resistencia del vector pudiera expresarse a niveles óptimos. 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 fig/ml) 

durante un período de 18 h. Se eligieron al azar 20 de las colonias bacterianas obtenidas y 

se sembraron en tubos de ensayo con 4 mi de medio Luria-Bertani (1 % triptona, 0.5 % 

extracto de levadura, 1 % NaCl) suplementado con kanamicina (50 |ig/ml) e incubadas a 

37 °C por 18 h con agitación vigorosa. 



5.2.2.4 Obtención del DNA plasmídico. 

Se realizó la extracción de DNA plasmídico mediante la técnica de minipreparaciones por 

lisis alcalina descrita por Sambrook y Russell, 2001. Se tomaron 2 mi del cultivo 

bacteriano de cada tubo de ensayo depositándolos en tubos Eppendorf de 2 mi, se 

centrifugaron durante 30 s a 13000 g a TA y se desechó el sobrenadante. Se agregó a 

cada tubo 100 f¿l de Solución I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl pH 8.0,10 mM EDTA 

pH 8.0), se mezcló en el vórtex por 30 s y se incubó la mezcla por 5 min a 4 °C. Después, 

se adicionaron 200 de Solución II preparada en fresco (0.2N NaOH, 1 % (p/v) SDS ), 

se mezcló por inversión y se incubaron los tubos por espacio de 5 min a 4 °C. Luego, se 

agregaron 150 jil de Solución III (90 |¿1 acetato de potasio 5M, 17.25 fil ácido acético 

glacial, 42.75 agua destilada), se mezcló por inversión y se incubó 5 min a 4 °C. Los 

tubos fueron centrifugados 10 min a 13000 g a TA, recuperándose el sobrenadante a 

tubos Eppendorf nuevos de 1.5 mi. Finalmente, se realizó una extracción con fenol/sevag 

y precipitación con etanol similar a la descrita para la extracción de DNA genómico. 

5.2.2.5 Análisis de los plásmidos recombinantes de PL ovino. 

Se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los DNAs plasmídicos y aquellos 

que presentaron una migración retrasada respecto al plásmido control (sin inserto) fueron 

seleccionados como posibles candidatos. Una pequeña alícuota de estos últimos fue 

digerida con la enzima de restricción Eco RI la cual libera el inserto contenido, para 

después realizar electroforesis de la digestión y evidenciar el tamaño de los insertos. 

Aquellas clonas que presentaron un inserto con el tamaño esperado de 859 pb fueron 

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

5.2.2.6 Obtención de la sonda de PL ovino. 

Una vez obtenida la clona de PL ovino, se realizó una PCR de la misma utilizando los 

iniciadores específicos con los cuales se originó el inserto, con la finalidad de obtener la 

secuencia única de PL que fue utilizada para los procesos de hibridación en gel e 

hibridación inversa posteriores. Las condiciones de la PCR se describen en la tabla 3. 



Tabla 3: Condiciones de PCR na ra la obtención de la sonda de PL ovino. 

REACTIVO CONCENTRACION 
FINAL 

Buffer 10 X IX 
dNTPs lOmM 200 nM 
Iniciador RumPLex4 5 jíM 0.4 nM 
Iniciador 3ConsPrl 5|iM 0.4 nM 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 
Taq DNA polimerasa 5 U/fil 0.25 U/jil 
DNA plasmídico 10 ng/50 \ú 
H 2 0 miliQ cbp 50 ni 

Después de un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se 

realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalización a 94 

°C por 35 s, un paso de apareamiento a 60 °C por 30 s y un paso de extensión 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 Obtención de las secuencias relacionadas a PRL en el gato. 

5.2.3.1 Obtención de las secuencias relacionadas a PRL en el gato mediante 

clonación directa. 

5.2.3.1.1 Iniciadores. 

Con el auxilio de los programas computacionales OLIGO y Amplify, se diseñaron y 

ensayaron virtualmente iniciadores consenso para PRL/PRP/PL con base en las 

secuencias de estos genes reportadas hasta la fecha para rumiantes y carnívoros. 

Además, fue incluido el iniciador 3' utilizado para la obtención de la sonda de PL ovina, 

descrito previamente. 

5.2.3.1.2 Estandarización 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 

inespecíficas, con la finalidad de favorecer la amplificación de productos relacionados a 

PRL y no sólo de esta última. Se incluyeron como testigos positivos de la reacción DNA 

de oveja y de cabra. La reacción de PCR se describe en la tabla 4. 



Tabla 4: Condiciones de PCR con los iniciadores consenso. 

REACTIVO CONCENTRACION FINAL 
Buffer XL II 3.3 X 
dNTPs 200 nM 

0.4 hm 
0.4 îM 
1.8 mM 

IX 

Iniciador 5' 5 piM 
Iniciador 3' 5jxM 
MgO(Ac)2 25 mM 
rTth DNA polimerasa 2 VI [í\ 0.08 U/|al 
DNAg 
H 2 0 miliQ 

100 ng/50 ni 
cbp 50 \ú 

Después de un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se 

realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden un paso de desnaturalización a 94 

°C por 35 s, un paso de apareamiento a 59 °C por 30 s y un paso de extensión a 68 °C por 

7 min. Los PA obtenidos fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1 % y tinción con bromuro de etidio. 

A los PA de las combinaciones de iniciadores que presentaron amplificación en el gato se 

les procedió a eliminar los reactivos no incorporados en la reacción de PCR mediante 

extracción fenol/sevag y precipitación con etanol y acetato de sodio 3M. Después de la 

extracción se confirmó la integridad de los PA mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1 %. Por último, se cuantificó la cantidad y la pureza relativa de los PA por medio de 

espectrofotometría a A 2 ó o y relación A260/A280. 

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

Se tomaron 30 ng de los PA de cada reacción verificando que tuvieran una relación 

A26o/A28o de al menos 1.8 y se clonaron en el vector pCR-XL-TOPO según las 

instrucciones del estuche comercial. Se transformaron bacterias E. coli de la cepa TOP 10 

con el vector recombinante mediante electroporación con las mismas condiciones 

utilizadas para la clonación del PA de PL ovino. 

El cultivo de las bacterias y la obtención del DNA plasmídico fueron realizados de la 

misma forma como se señaló para la obtención de la clona de PL ovino. La única 

diferencia fue el número de clonas levantadas, que en este caso fueron 60. 



5.2.3.1.4 Análisis de los plásmidos recombinantes de los PA del gato. 

Se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los DNAs plasmídicos y aquellos 

que presentaron una migración retrasada respecto al plásmido control (sin inserto) fueron 

seleccionados como posibles candidatos. Una pequeña alícuota de estos últimos fue 

digerida con la enzima de restricción Eco RI la cual libera el inserto contenido, para 

después realizar electroforesis de la digestión y evidenciar el tamaño de los insertos. 

Aquellas clonas que presentaron un inserto con los tamaños 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 Clonación directa de los PA relacionados a PRL de oveja y cabra. 

Debido a que los reportes para genes relacionados a PRL en rumiantes únicamente 

incluyen el cDNA de los mismos (excepto para la vaca) y con la finalidad de contar con 

más secuencias con las cuales realizar el análisis filogenético de los productos obtenidos 

en el gato, se decidió aprovechar los PA obtenidos de oveja y cabra y realizar clonación y 

secuenciación de los mismos. El procedimiento utilizado fue el mismo que el ya descrito 

para los PA del gato. 

5.2.3.2 Obtención indirecta de las secuencias relacionadas a PRL en el gato 

mediante hibridación inversa. 

Se realizó hibridación 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 demás productos de amplificación, incluyendo la correspondiente a 

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

5.2.3.2.1 Obtención de los PA relacionados a PRL de gato. 

Fueron utilizados para tal fin los mismos iniciadores consenso que los señalados para la 

clonación directa. Las condiciones de la PCR fueron relajadas mediante la disminución 

de la temperatura de alineamiento, el aumento del tiempo de alineamiento y el aumento 

de la concentración final de los iniciadores. La reacción se describe en la tabla 5. 



Tabla 5: Condiciones de PCR para la obtención de los PA relacionados a PRL de gato. 

REACTIVO CONCENTRACION FINAL 
Buffer XL II 3.3 X 
dNTPs 200 nM 

0.5 \iM 
0.5 ^M 
1.8 mM 

IX 

Iniciador 5' 5 jiM 
Iniciador 3' 5^iM 
MgO(Ac)2 25 mM 
rTth DNA polimerasa 2 U/|il 0.08 U/pal 
DNAg 
H 2 0 miliQ 

100 ng/50 [á 
cbp 50 \ú 

Después de un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se 

realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalización a 94 

°C por 35 s, un paso de apareamiento a 56 °C por 40 s y un paso de extensión a 68 °C por 

7 min. Los PA obtenidos fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1 % y tinción con bromuro de etidio. 

5.2.3.2.2 Hibridación 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 sumergió durante 10 min en una solución de buffer 6X SSC (3M NaCl, 0.3M citrato de 

sodio); luego, se depositó con un micropipeta la sonda de PL ovino en toda la superficie 

de la membrana, y se dejó secar por espacio de 5 min. Pasado este tiempo, se impregnó 

papel filtro Whatman 3MM con la solución desnaturalizante (1.5M NaCl, 0.5 NaOH) y se 

colocó sobre la superficie de la membrana donde fue depositada la sonda por espacio de 

10 min; después se retiró este papel filtro de la membrana y se colocó otro papel filtro 

impregnado con la solución neutralizante (1M NaCl, 0.5M Tris-HCl pH 7.0) también por 

10 min. Por último, la sonda fue fijada a la membrana mediante incubación a 80 °C 

durante 2 h. 

La membrana fue colocada dentro de un tubo Eppendorf de 2 mi y prehibridada con 1 mi 

de solución de prehibridación/hibridación (5X SSC, 5X solución Denhardt, 1 % (p/v) 

SDS) a 55 °C durante 2 h. Al término, se desechó la solución de prehibridación y se 

agregó 500 fil de la solución de hibridación 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 rotación continua del tubo. 



Pasado este tiempo se realizaron los lavados de la membrana de la manera siguiente: se 

desechó la solución de hibridación y se dejó enfriar la membrana a temperatura ambiente; 

luego, se depositó en el tubo 1 mi de la solución de lavado I (2X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) y 

se dejó el tubo con rotación constante durante 20 min; después, se desechó esta solución 

y se agregó 1 mi de la solución de lavado II (0.2X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) lavando con 

rotación continua durante 20 min; por último, se desechó la solución II y se agregó 1 mi 

de solución 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 elusión de los PA hibridados, se desechó la solución de lavado III y se agregron 

500 |il de agua NanoPure precalentada a 60 °C y se dejó incubando por espacio de 30 

min a 60 °C con agitación constante. Finalmente, el eluido fue recolectado en un tubo 

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

5.2.3.2.3 Reamplificación de los PA del eluido de hibridación. 

Se realizaron ensayos de PCR de los PA del eluido de hibridación utilizando los 

iniciadores que habían sido utilizados para originarlos en la PCR inicial. Se utilizaron 

condiciones de astringencia de la reacción lo más altas posibles para eliminar la 

probabilidad de amplificar productos no específicos; además se incluyeron testigos de 

reacción: uno con solo el iniciador 5' y otro con solo el iniciador 3'. Las condiciones de 

la reacción de PCR se describen en la tabla 6. 

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

T 

REACTIVO CONCENTRACION 
FINAL 

Buffer 10 X 
dNTPs 10 mM 
Iniciador 5' 5 fiM 
Iniciador 3' 5(iM 
MgCl2 25 mM 

200 nM 
0.4 yiM 
0.4 nM 
1.3 mM 

IX 

Taq DNA polimerasa 5 U/^il 0.25 U/|il 
PA 
H 2 0 miliQ 

10 ng/50 
cbp 50 |il 



Después de un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se 

realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalización a 94 

°C por 30 s, un paso de apareamiento a 62 °C por 30 s y un paso de extensión a 72 °C por 

2 min. Los PA obtenidos fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1.5 % y tinción con bromuro de etidio. 

5.2.3.2.4 Hibridación 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 realizó una hibridación radiactiva en gel de los productos 

obtenidos de las reacciones anteriores. Para esto se realizó electroforesis de estos 

productos en un gel de agarosa al 1 %, se tiñó con bromuro de etidio, se documentó la 

imagen del mismo y finalmente se desecó para su posterior hibridación. Las soluciones 

utilizadas para esta hibridación fueron las mismas que las descritas para la hibridación 

inversa. 

La hibridación del gel se realizó de la manera siguiente: una vez desecado el gel, éste se 

sumergió durante 10 min en la solución desnaturalizante, luego se sumergió durante otros 

10 min en la solución neutralizante y se dejó prehibridando con la solución de 

prehibridación (a razón de 1 mi de solución por cada 10 cm2 de superficie del gel) 

durante 2 h a 55 °C en un tubo con rotación continua. Al término, la solución de 

prehibridación fue desechada y sustituida por la misma cantidad de solución de 

hibridación precalentada a 55 °C y conteniendo la sonda de PL ovino previamente 

marcada con radiactividad (según 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 hibridación, fue desechada la solución de hibridación y se lavó el 

gel de la siguiente forma: se dejó enfriar el gel a TA tras lo cual se agregaron 50 mi de 

solución de lavado I, agitando el tubo de manera continua durante 20 min y desechando 

la solución al término, este paso se repitió una vez más; luego se agregó la misma 

cantidad de solución de lavado II, agitando el tubo continuamente durante 20 min para 

luego desechar la solución, este paso se repitió una vez más; el mismo procedimiento se 

siguió con la solución de lavado III, pero este paso se llevo a cabo a 55 °C. 



Al finalizar los lavados, el gel fue envuelto en plástico Saran Wrap y expuesto con 

película ultrasensible y pantalla amplificadora de señal durante toda la noche a -70 °C. Al 

día siguiente, la película fue revelada con una maquina reveladora automática. 

5.2.3.2.5 Identificación y purificación de las secuencias relacionadas a PRL del gato. 

La autorradiografia obtenida se comparó con la imagen del gel previamente 

fotodocumentada y se determinó el tamaño aproximado del producto que mostraba señal. 

Posteriormente, se realizó una electroforesis preparativa de este producto en gel de 

agarosa de bajo punto de fusión al 1.5 %, se visualizó el producto en un transiluminador 

de luz ultravioleta (UV) y con ayuda de una hoja de bisturí, se cortó el gel en la zona 

correspondiente al PA que había mostrado señal. Se rebanó el fragmento del gel en 

pequeños pedazos y se colocaron en un tubo Eppendorf de 2 mi. Se pesó el tubo y se 

determinó la masa de los fragmentos cortados. Se adicionaron 5 vol de buffer LMT 

(20mM Tris-HCl pH 8.0, lmM EDTA pH 8.0) y se incubó el tubo a 65 °C durante 10 

min después de lo cual se dejó enfriar a TA. Luego se agregó 1 vol igual de fenol 

saturado y se mezcló con el vórtex durante 20 s, para después separar las fases mediante 

centrifugación a 4000 g por 10 min a TA. Se recuperó la fase acuosa en un tubo nuevo y 

se realizó extracción fenol/sevag y precipitación con etanol, según ya se ha descrito. 

Finalmente, se realizó cuantificación del producto y determinación de pureza relativa 

mediante espectofotometría. 

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

La clonación de este producto se realizó de manera similar a la ya descrita para la 

clonación del PL ovino. También el cultivo de las bacterias y la obtención del DNA 

plasmídico fueron realizados de la misma forma como se señaló para la obtención de la 

clona de PL ovino. 

5.2.3.2.7 Análisis de los plásmidos recombinantes del PA eluido relacionado a PRL 

de gato. 

Se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los DNAs plasmídicos y aquellos 

que presentaron una migración retrasada respecto al plásmido control (sin inserto) fueron 



seleccionados como posibles candidatos. Una pequeña alícuota de estos últimos fue 

digerida con la enzima de restricción Eco RI, la cual libera el inserto contenido, para 

después realizar electroforesis de la digestión y evidenciar el tamaño de los insertos. 

Aquellas clonas que presentaron un inserto con el tamaño esperado determinado en la 

autorradiografia fueron seleccionadas y se secuenciaron dos de ellas para verificar la 

identidad del inserto. 

5.2.4 Hibridación tipo Southern. 

Con la finalidad de evidenciar el número de secuencias de PRP de gato presentes en el 

genoma del gato, se realizó una hibridación 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 hibridación fueron las mismas que las descritas para la hibridación inversa. 

5.2.4.1 Obtención de la sonda de PRP de gato. 

Una vez obtenida la clona de gato relacionada a prolactina (PRP), se realizó una PCR de 

la misma utilizando los iniciadores específicos con los cuales se originó el inserto, con la 

finalidad de obtener la secuencia única de PRP que fue utilizada para el proceso de 

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

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

REACTIVO CONCENTRACIÓN 
FINAL 

Buffer 10 X IX 
dNTPs lOmM 200 \iM 
Iniciador 5' 5 jiM 0.4 ^M 
Iniciador 3' 5jaM 0.4 ^M 
MgCh 25 mM 1.5 mM 
Taq DNA polimerasa 5 U/jil 0.25 U/^l 
DNA plasmídico 10 ng/50 \ú 
H2Q miliQ cbp 50 \ú 



Después de un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se 

realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalización a 94 

°C por 35 s, un paso de apareamiento a 60 °C por 30 s y un paso de extensión a 72 °C por 

1 min. El PA obtenido fue evidenciado, purificado y cuantificado mediante los 

procedimientos ya descritos. 

5.2.4.2 Digestión enzimàtica del DNAg de gato. 

Se realizó cuantificación del DNAg de gato mediante espectrofotometría, se tomaron 10 

(ig del mismo y se resuspendieron en 10 de Buffer 10X de digestión para Barn HI. Se 

mezcló varias veces por pipeteo y se incubó a 4 °C por espacio de 4 h. Luego, se 

agregaron 10 (il de BSA 10X, 5 ni de enzima Barn HI (20 U/jil) y agua NanoPure hasta 

completar 50 de reacción total. El tubo se incubó a 37 °C durante 12 h tras las cuales 

se agregaron otros 5 fj.1 de enzima Barn HI y se volvió a incubar durante 12 h más. Al 

término, se tomó una pequeña alícuota de la reacción y se realizó electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8 % y tinción con bromuro de etidio para confirmar que la digestión hubiera 

sido total. Finalmente, se realizó electroforesis de la totalidad de la reacción en gel de 

agarosa al 0.8 % a bajo voltaje (5 V/cm) durante 12 h, incluyendo como testigos las 

clonas de PL ovino y una de las clonas de PRL de gato anteriormente obtenidas, se tiñó el 

gel con bromuro de etidio para confirmar la presencia de los productos y luego se desecó 

para su posterior hibridación. 

5.2.4.3 Hibridación del gel tipo Southern. 

La hibridación del gel se realizó de la manera siguiente: una vez desecado el gel, éste se 

sumergió durante 10 min en la solución de depurinación (0.1N HC1), después 10 min en 

la solución desnaturalizante, y luego durante otros 10 min en la solución neutralizante; se 

dejó prehibridando con la solución de prehibridación (a razón de 1 mi de solución por 

cada 10 cm2 de superficie del gel) durante 2 h a 55 °C en un tubo con rotación continua. 

Al término, la solución de prehibridación fue desechada y sustituida por la misma 

cantidad de solución de hibridación precalentada a 55 °C y conteniendo la sonda de PRP 

de gato previamente marcada con radiactividad (según 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 hibridación, fue desechada la solución de hibridación y se lavó el 

gel de la siguiente forma: se dejó enfriar el gel a TA tras lo cual se agregaron 50 mi de 

solución de lavado I, agitando el tubo de manera continua durante 20 min y desechando 

la solución al término, este paso se repitió una vez más; luego se agregó la misma 

cantidad de solución de lavado II, agitando el tubo continuamente durante 20 min para 

luego desechar la solución, este paso se repitió una vez más; el mismo procedimiento se 

siguió con la solución de lavado III pero este paso se llevo a cabo a 55 °C. Al finalizar los 

lavados, el gel fue envuelto en plástico Saran Wrap y expuesto con película ultrasensible 

y pantalla amplificadora de señal durante 7 días a -70 °C. Pasado este tiempo, la película 

fue revelada con una maquina reveladora automática. 

5.2.5 Análisis de las relaciones filogenéticas de los productos obtenidos. 

Las secuencias de todas las clonas obtenidas fueron comparadas de tres diferentes 

maneras: se realizó el alineamiento nucleotídico de las mismas incluyendo todo el 

fragmento que pudo ser secuenciado a partir del extremo 3'; también otro alineamiento 

nucleotídico pero únicamente incluyendo la porción del exón disponible; y finalmente, un 

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

5.2.5.1 Alineamiento nucleotídico de los extremos 3'. 

Se realizó secuenciación de las clonas en ambos extremos del inserto mediante 

iniciadores MI3 sentido y antisentido y utilizando el estuche comercial de LiCor. La 

comparación de las secuencias se realizó utilizando los programas computacionales 

Clustal W, Clustal X y GeneDoc. Las secuencias obtenidas se cortaron de tal manera que 

correspondieran en el mismo número de bases nucleotídicas, pero respetando zonas de 

inserción y deleción dentro de las mismas. Una vez alineadas, se realizó la reconstrucción 

del árbol filogenético incluyendo los genes de la familia (de rumiantes y carnívoros) 

disponibles en el GenBank que reportaran las zonas de secuenciación correspondientes a 

las clonas. En el árbol se incluyeron los valores de bootstrap de las ramas y la secuencia 

de PRL de pollo como grupo externo. 



5.2.5.2 Alineamiento nucleotídico del fragmento exónico. 

Se siguió 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 aminoacídico. 

Tomando como base el alineamiento nucleotídico del fragmento exónico, las secuencias 

fueron traducidas a secuencias aminoacídicas 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 proteínas de la familia fueron los seleccionados. Las 

secuencias aminoacídicas fueron alineadas con los programas computacionales ya 

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



C A P Í T U L O VI 

RESULTADOS 

6.1 Obtención 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 

extracción 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: Extracción de los DNAg. Gel de agarosa al 0.8 % donde se evidencia la calidad 
de los DNAg obtenidos. Se depositó 1 ni de cada muestra. Carriles: 1, gato; 2, cabra; 3, oveja. 

6.2 Obtención de la clona de PL ovino. 

6.2.1 Diseño de iniciador específico para PL de rumiantes. 

Se diseñó un iniciador 5' (RumPLex4) específico para PL de rumiantes mediante el 

alineamiento y comparación (con el programa GeneDoc) de las secuencias de los cDNAs 

de PLs disponibles en el GenBank pertenecientes a rumiantes; también se incluyeron los 

cDNAs de PRPs y PRLs disponibles con la finalidad de elegir zonas altamente conservadas 

pero presentes únicamente en los PL y no en otros miembros de la familia (tabla 8). La 

zona idónea para tal fin estaba situada sobre la mitad del exón 4 (figura 12). 



Tabla 8: Números de acceso (GenBank) de las 
secuencias comparadas eo este trabajo. 

SECUENCIA N° DE ACCESO 
mviPRL X59785 
fcaPRL U25974 
amePRL AYI61285 
ecaPRL AY373339 
sscPRL XI4068 
btaPL-I AH001142 
btaPL-II AB098992 
btaPRC-I AH001153 
btaPRC-II M27239 
btaPRC-III M27240 
btaPRL AF426315 
oarPRL M27057 
oarPL AH006346 
chiPRL X76049 
chiPL Sakal y cois, 1998. 

RumPLex4 3consPrl 

B 

C P L 1 4 
O P L 
b P L - I 
b P L - I I 
b P R C - I I I 
b P R C - I I 
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5' » 3' 

Figura 12: Diseño del iniciador RumPLex4. [A]: El esquema señala los lugares de apareamiento de los 
iniciadores para la amplificación 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 carnívoros. La flecha indica la zona sobre la cual se diseñó el iniciador RumPLex4; nótese los 
dos últimos nucleótidos del extremo 3' (CC), presentes únicamente en la secuencia de los PLs. 

[TGAAAÍ 

TGAAA' 
T GAAA< 

¡0AATCTGT 

^ A T C T G T 

GCHGGCAAACTA 
GCHGGCAAACTC. 
GT HGT T GC AC AG] 
GCHTCGGAATA? 
ICCHGCAGAGT A! 
GCHTCGGAATAJ 
GCBGCAGCATA! 
GGBGCGGGGTA! 
GGHGCGGGGTAJ 
GGYACGGGGTAY 
AGBGCGAGGACH 
AGHGCGGGGCAB 



El iniciador 3' (3consPrl) utilizado fue uno ya disponible en la oligoteca de la ULIEG, 

construido con base en las zonas más conservadas del exón 5 de los genes de la familia. La 

secuencia nucleotídica de los iniciadores fue la siguiente: 

5'- CTG GCA ACC TTG AAW GGA ACC TCA CC -3' RumPLex4 

5'- TGC TTG AAT CCC TGC GTA GGC -3' 3consPlr 

De esta manera, se pudo amplificar un fragmento del gen que comprendía la mitad del exón 

4, todo el intrón 4 y la mitad del exón 5. Con base en la secuencia casi completa reportada 

para el gen de PL ovino, el tamaño esperado para tal fragmento era de 859 pb, incluyendo 

los iniciadores. 

6.2.2 Amplificación y caracterización de los fragmentos de PL ovino y caprino. 

A partir del DNAg de oveja y cabra y con los iniciadores mencionados anteriormente, se 

amplificó un fragmento correspondiente al tamaño esperado (figura 13). 
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859 pb 

Figura 13: Amplificación de los PLs ovino y caprino. Gel de agarosa al 1 % donde se ilustra 
la amplificación del fragmento de PL ovino y caprino con los iniciadores específicos. Se observa 
una banda única al nivel esperado. Carriles: 1, marcador (X + Pst l); 2, oveja; 3, cabra. 



Con base en la secuencia del gen de PL ovino reportada en el GenBank, se eligió la enzima 

de restricción Eco RI para la caracterización enzimàtica de los PA. Al ser digeridos los PA, 

se obtuvieron los fragmentos esperados de 566 pb y 293 pb (figura 14). 

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

6.2.3 Clonación del PL ovino. 

Una vez caracterizado el PA correspondiente al PL ovino, se realizó una purificación del 

mismo y se clonó 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 transformación y los cultivos bacterianos correspondientes. 

Las clonas que presentaron retraso electroforético con relación al plásmido control sin 

inserto, fueron seleccionadas y digeridas con las enzimas Mu I y Not I, cuyos sitios de 

restricción en el plásmido flanquean la región de inserción del producto. De esta manera, el 

inserto liberado correspondió al tamaño del PA clonado más algunas bases pertenecientes a 

la región de policlonación del plásmido (figura 15). Dos de las clonas que mostraron este 

patrón electroforético fueron secuenciadas. La comparación de las secuencias obtenidas con 

la base de datos del GenBank arrojó una identidad del 100 % con el PL ovino. 



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

6.2.4 Análisis del inserto de PL ovino. 

La determinación de la secuencia confirmó que el inserto abarca desde la mitad del exón 4 

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

de restricción para las enzimas Eco RI y Xba I. 

Eco RI Xba I 

Figura 16: Análisis del inserto de PL ovino. Esquema representativo del inserto de la 
clona oarPL8, que corresponde al PL ovino, abarcando desde el exón IV hasta el exón 
V del gen. Se señalan los sitios de restricción analizados y extensión del inserto. 

6.3 Obtención de las clonas relacionadas a PRL de gato. 

6.3.1 Diseño de los iniciadores consenso PRL/PRP/PL 

Se diseñaron tres iniciadores consenso (uno 5' y dos 3') mediante el alineamiento y 

comparación de las secuencias de los cDNAs de PRLs, PRPs y PLs disponibles en el 

GenBank pertenecientes a rumiantes y carnívoros, eligiendo zonas altamente conservadas 

en todos los miembros de la familia analizados (figura 17). Las zonas elegidas para tal fin 

fueron las siguientes: 



> 5ConsPrl (iniciador 5'): diseñado en otro trabajo, se aparea sobre el segundo exón 

de los cDNA para PRL, PL y PRPs de vaca, oveja, cabra y gato. 

> ConsPL2 (iniciador 5'): fue diseñado sobre el segundo exón de los cDNA para 

PRL, PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, visón y gato. 

> ConsPL3 (iniciador 3'): fue diseñado sobre el tercer exón de los cDNA para PRL, 

PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, visón y gato. 

> ConsPL5 (iniciador 3'): fue diseñado sobre el quinto exón de los cDNA para PRL, 

PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, visón y gato. 

consPL2 consPL3 consPL5 

I I I I I I IV mm I I I I I I IV U 
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cPL 
oPL 
bPL-I 
bPL-II 
bPRC-III 
bPRC-II 
bPRC-I 
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o PRL 
bPRL 
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Figura 17: Diseño de los iniciadores consenso. (A): Esquema que señala las zonas de apareamiento de 
los iniciadores consenso diseñados para la amplificación de los PRPs de gato y de rumiantes. [B|: 
Alineamiento de secuencias codificantes para genes de la familia PRL/PL de rumiantes y carnívoros. En 
este ejemplo, se indica la zona sobre la cual se diseñó el iniciador ConsPL2; nótese que los últimos 
nucleótidos del extremo 3' están presentes en la mayoría de las secuencias. 



La secuencia de los iniciadores quedó como sigue: 

5'- TGC TGT CAG ACC TGC TCY TGT G -3' 5consPrl 

5'- GTC CTG GGA AAT GTT CAA TGA GTT TG -3' ConsPL2 

5'- AGG CGT GGG CAT ACC GTT YAT C -3' ConsPL3 

5'- ATA CTT GCG TAG GCA GTG GAG CAG -3' ConsPLS 

63.2 Amplificación de las secuencias relacionadas a PRL de gato. 

A partir de DNAg de gato y con las condiciones de amplificación ya señaladas, se 

realizaron reacciones de PCR para la amplificación 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 observó amplificación fueron: ConsPL2 - 3consPrl, ConsPL2 

- ConsPL5 y ConsPL2 - ConsPL3. 

En el gato y utilizando las combinaciones de iniciadores ConsPL2 - 3consPrl y ConsPL2 -

ConsPL5 se obtuvieron PA de tamaños muy similares: una banda de aproximadamente 

7500 pb y otra menor de aproximadamente 2400 pb. Mientras que con la combinación 

ConsPL2 - ConsPL3, se obtuvo una banda de aproximadamente 2500 pb, similar a la 

encontrada a partir del DNAg de rumiantes (figura 18-C). 
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Figura 18: Amplificación de los PRPs con los iniciadores consenso. Geles de agarosa donde se 
ilustra la amplificación realizada con los iniciadores consenso a partir de DNAg de gato oveja y 
cabra. [A]: ConsPL2 - 3consPrl; caniles: 1, marcador (X + Pst I); 2, gato; 3, oveja; 4, vaca. [B|: 
ConsPL2 - ConsPL5; carriles: 1, oveja; 2, gato; 3, vaca; 4, marcador (A. + Pst I). [CJ: ConsPL2 -
ConsPL3; carriles: 1, gato; 2, oveja; 3, cabra; 4, marcador (X + Pst I). Los PA de gato están 
señalados con flechas; estos productos fueron purificados y clonados. 



6.33 Clonación directa de los PA relacionados a PRL del gato. 

Los PA obtenidos fueron purificados y clonados según el protocolo ya descrito. Las clonas 

obtenidas fueron digeridas con la enzima de restricción Eco RI para determinar el tamaño 

del inserto (figura 19). Aquellas clonas cuyo inserto correspondía al esperado (según la 

banda purificada) fueron caracterizadas y secuenciadas para determinar su relación con la 

familia multigénica. 

Las clonas fueron analizadas mediante cortes con enzimas de restricción, tomando como 

patrón positivo de PRL la reamplifícación del gen de PRL (obtenido en un primer paso con 

iniciadores específicos). De esta manera se pudo evidenciar que los patrones de las clonas 

correspondían al obtenido para la PRL de gato. 

Figura 19: Clonas de PRL de gato. Geles de agarosa donde se ilustran las digestiones con Eco 
R1 de las clonas obtenidas a partir de los PA con los iniciadores consenso en el gato. (AJ: clonas 
con insertos generados con ConsPL2 - 3consPrl; carriles: 1, marcador (X + Pst I); 2-5 clonas 
fcaPRL-A. JB]: clonas con insertos generados con ConsPL2 - ConsPL5; carriles: 1-4, clonas 
fcaPRL-B; 5, marcador (X + Pst I). [CJ: clonas con insertos generados con ConsPL2 - ConsPL3; 
carriles: 1-7, clonas fcaPRL-C; 8, marcador (X + 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 

visón, para la cual se tiene reportada gran parte de las secuencias intrónicas que flanquean 

los exones. Así, los tres tipos de clonas obtenidas contenían un inserto correspondiente a 

PRL de gato (figura 20). 



En ese momento, se determinó que las condiciones de PCR señaladas en la metodología 

para la obtención de PA relacionados a PRL, únicamente favorecían la amplificación 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 concentración de los iniciadores, y 

disminuyendo la temperatura de alineamiento; las concentraciones finales del resto de los 

reactivos se mantuvieron sin cambios. 

A Bdtn HI Pst I 

C Eco RI Acc I 

Figura 20: Análisis 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 - ConsPL5. [CJ: fcaPRL-C; 
iniciadores ConsPL2 - ConsPL3. Los tres grupos corresponden a fragmentos del gen de PRL. Se 
señalan los sitios de restricción analizados y la extensión aproximada del inserto. 

6.3.4 Hibridación inversa de los PA obtenidos en condiciones relajadas. 

Debido a la alta inespecificidad que se presentó por el relajamiento de las condiciones de 

PCR mencionadas anteriormente (figura 21), se realizó una hibridación inversa de estos PA 

inespecíficos contra una sonda de PL ovino fijada en una membrana de nylon. La finalidad 

de este procedimiento fue colectar aquellos productos que presentaran hibridación con la 

sonda y eliminar aquellos debidos a la inespecificidad de la reacción. A la par, esta técnica 



permitió eliminar los PA del gen de PRL que hubieran sido amplificados. Las 

combinaciones de iniciadores que fueron ensayadas fueron: ConsPL2 - 3consPrl y 

ConsPL2 - ConsPL5. Paralelamente, se amplificaron DNAg de gato y DNAg de león como 

patrón de comparación. 
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Figura 21: Amplificación de PRPs en condiciones relajadas. Gel de agarosa de los PA obtenidos 
en condiciones relajadas de amplificación con los iniciadores consenso. Puede observarse la 
presencia de múltiples bandas. Carriles: 1, DNAg de gato ConsPL2 - 3consPrl; 2, DNAg león 
ConsPL2 - 3consPrl; 3, DNAg de gato ConsPL2 - ConsPL5; 4, DNAg de león ConsPL2 - ConsPL5; 
5, marcador (X + Psí I). 

6.3.5 Reamplificación de los PA eluidos de la hibridación inversa. 

Los productos obtenidos en el apartado anterior fueron hibridados contra una sonda de PL 

ovino fijada en una membrana de nylon, según se detalla en la metodología. Una vez 

terminada la hibridación, los productos del eluído final fueron reamplificados con los 

mismos iniciadores consenso utilizados para la generación del PA inicial respectivo. No 

obstante, la PCR se llevó a cabo en condiciones de alta astringencia con la finalidad de 

eliminar la reamplificación de productos inespecíficos. Se incluyeron también, testigos de 

la reacción que incluían únicamente uno de los iniciadores (figura 22). 



1 2 3 4 5 6 

Figura 22: Reampüficación de los PA post-hibridación. Gel de agarosa de los PA obtenidos de 
la reamplificación con alta astringencia de los productos del eluido post-hibridación inversa. La 
reamplificación se realizó con los PA obtenidos a partir de los iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. 
Carriles: 1, ConsPL2 - 3consPrl; 2, ConsPL2; 3, 3consPrl; 4, ConsPL2 - ConsPL5; 5, ConsPLS; 
6, marcador (X + Pst I). 

6.3.6 Identificación del producto reamplificado relacionado a PRL. 

Debido a que resultó imposible evitar la generación de productos inespecíficos en la PCR 

aún en condiciones de alta astringencia, se realizó una hibridación radiactiva del gel con los 

productos reamplificados, utilizando como sonda el PL de ovino marcado. De esta manera, 

se pudo evidenciar la banda de hibridación que correspondía a la secuencia relacionada a 

PRL y también calcular el tamaño aproximado de la misma (figura 23). Conociendo estos 

datos, se procedió a purificar y clonar la banda de interés. 
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Figura 23: Hibridación de los productos reampliftcados. Gel y autorradiografía que evidencian la 
banda de hibridación correspondiente al producto reamplificado relacionado a PRL. Se utilizó PL ovino 
como sonda marcada. [AJ: (ver figura 21). [B]: Autorradiografía del gel A en la cual puede apreciarse 
una banda con señal fuerte de aproximadamente 700-800 pb presente en el carril 4. 

6.3.7 Clonación del producto reamplificado relacionado a PRL. 

El producto reamplificado que mostró señal en la autorradiografía fue purificado a partir 

del gel y clonado en el vector pCR-TOPO. El inserto fue generado con los iniciadores 

ConsPL2 - ConsPL5 y el tamaño esperado para el mismo fue de aproximadamente 700 pb 

(figura 24). 

Figura 24: Clonas de PRP de gato. Gel de agarosa donde se ilustra las digestiones con Eco RI de las 
clonas obtenidas a partir del producto reamplificado que mostró señal de hibridación con la sonda de PL 
ovino marcada. Señalados con flecha los insertos con el tamaño esperado (-700 pb). Carriles: 1-4, 
clonas fcaPRP; 5, marcador (X. + Pst 1). 



Una vez obtenida la clona con el inserto de interés, se procedió a la secuenciación de la 

misma para corroborar su identidad (figura 25). 

Figura 25: Análisis del inserto de la clona fcaPRP. Esquema representativo de! inserto de 
las clonas fcaPRP de gato obtenido con los iniciadores ConsPL2 - ConsPLS, mediante 
hibridación inversa (estrategia modificada). La secuenciación permitió identificarlo como 
relacionado a PRL. Comprende la mayor parte del intrón 4 y la mitad del exón 5. Se indica con 
número la longitud exacta incluyendo los iniciadores. 

6.4 Hibridación tipo Southern. 

6.4.1 Obtención de la sonda de PRP de gato. 

Se realizó PCR de la clona fcaPRP para obtener un PA que sirvió como sonda durante la 

hibridación tipo Southern. Utilizando las condiciones señaladas en la metodología, se 

obtuvo un PA único con el tamaño esperado de 712 pb (figura 26), el cual fue 

reamplificado, purificado y marcado con radiactividad. 

Figura 26: Amplificación de la sonda de PRP de gato. Gel de agarosa a! 1 % que ilustra la 
banda única de amplificación (flecha) obtenida a partir de la clona fcaPRP y los iniciadores 
ConsPL2 - ConsPL5, la cual fue utilizada como sonda para la hibridación tipo Southern del 
DNAg de gato. Carriles: 1, marcador (X + Pst I); 2, PA PRP de gato. 



6.4.2 Hibridación del gel tipo Southern. 

Una vez realizada la hibridación, se midió con el contador Geiger la radiactividad residual 

del gel para determinar el tiempo de exposición de la película. Debido a que la señal del 

testigo positivo de hibridación (PA de PRP de gato) era excesivamente fuerte, se decidió 

realizar un corte a nivel de esta banda con la finalidad de evitar la interferencia con la señal 

de las bandas en el carril del DNAg. El PA testigo de PRL de gato mostró una señal 

relativamente baja por lo que se expuso a la par con el DNAg. La película fue expuesta con 

el gel durante 30 días, al término de los cuales fue revelada y fotodocumentada. Se 

observaron dos bandas relativamente cercanas entre sí, cuya longitud aproximada se 

encontraba entre las 400-500 pb. La banda más pequeña presentaba una señal más fuerte 

(más o menos el doble) que la banda superior (figura 27). 
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Figura 27: Hibridación tipo Southern. Autorradiografla del gel de hibridación tipo Southern 
realizada con DNAg de gato digerido con Bam HI e hibridado con sonda marcada de PRP de 
gato. Se observa la presencia de dos zonas de hibridación, la más baja muestra claramente una 
señal más fuete que la superior (flechas). Carriles: 1, DNAg de gato; 2, clona fcaPRL-B sm 
digerir (testigo de PRL). 



6.5 Clonación de los PA de la familia PRL/PL de rumiantes. 
Los PA obtenidos partir de DNAg de oveja y cabra (ref. sección 6.3.2) fueron clonados 

mediante los procedimientos ya descritos. La clonación se realizó directamente a partir de 

los productos de PCR obtenidos (ref. figura 18). Las clonas obtenidas fueron digeridas con 

diversas combinaciones de enzimas de restricción con la finalidad de liberar el inserto y 

determinar el tamaño aproximado de los mismos (figura 28). 

Las clonas que presentaban un tamaño de inserto correspondiente al paquete de bandas 

observadas a nivel de aproximadamente 4500-5000 pb, fueron seleccionadas y 

caracterizadas mediante seeuenciación. 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 intrón 2 hasta el exón 5 (figura 29). La comparación 

con el banco de datos del GenBank, mostró 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 número e 

identidad de todas las clonas obtenidas durante la realización de este trabajo. 

Figura 28: Clonas de PRPs de oveja y cabra. Geles de agarosa de las clonas de PRPs obtenidas a 
patir de DNAg de oveja y cabra y los iniciadores consenso. [A]: Clonas de oveja Cumies:1-2 
oarPRL5 (digerida con Eco RVAcc I y Bam HVNot I, respectivamente); 3-4, oarPRL22 (d lgenda con 
Eco RVAcc I y Bam HI¡Not I, respectivamente); 5-6, oarPR^36(digen(kcon Eco WAcclyBam 
HVNot I, respectivamente). |Bj: Clonas de cabra. Carriles: 1 y 5, ctnPRP7; 2 y 6 chiPRP66, 3 y 7, 
chiPRP106- 4 y 8, chiPRP120. 1-4, digeridas con Eco RI; 5-8, digeridas con Bam HVXba I. M, 

marcador (X + Pst I). 
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Figura 29: Análisis d e los insertos d e las clonas d e oveja y c a b r a . Esquema representativo del inserto 
de las clonas de rumiantes obtenidos con los iniciadores consenso. [AJ: oarPRL5; iniciadores ConsPL2 
- ConsPL5. [BJ: chiPRP66; iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. (CJ: chiPRPlOó; iniciadores ConsPL2 -
3ConsPrl. [DI: chiPRP120; iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. Se señala la extensión aproximada del 
inserto. 

Tab l a 9 : C lonas d e genes re lacionados a la familia P R L / P L obtenidas . 

C L O N A P R I M E R S E X T E N S I Ó N * G E N O M A 

fcaPRPl consPL2 
3consPrl 

Gato fcaPRPl consPL2 
3consPrl H i n ni iv B -

Gato fcaPRPl consPL2 
3consPrl 

Gato 

fcaPRL-A7 consPL2 
3consPrl 

^ Gato fcaPRL-A7 consPL2 
3consPrl II ni iv a -

Gato 

fcaPRL-B8 consPL2 
consPL5 

1 Gato fcaPRL-B8 consPL2 
consPL5 • Hfl II III IV a -

Gato fcaPRL-B8 consPL2 
consPL5 

Gato 

fcaPRL-C4 consPL2 
consPL3 

Gato fcaPRL-C4 consPL2 
consPL3 H i ii m iv mM 

Gato fcaPRL-C4 consPL2 
consPL3 

— 

Gato 

chiPRP66 consPL2 
3consPrl 

Cabra chiPRP66 consPL2 
3consPrl - 1 u ni iv m-

Cabra chiPRP66 consPL2 
3consPrl 

Cabra 

chiPRP106 consPL2 
3consPrl 

Cabra chiPRP106 consPL2 
3consPrl - 1 n ni iv a -

Cabra chiPRP106 consPL2 
3consPrl 

Cabra 

chiPRP120 consPL2 
3consPrl 

Cabra chiPRP120 consPL2 
3consPrl 1 HD u ni iv a -

Cabra chiPRP120 consPL2 
3consPrl 

Cabra 

oarPRL5 consPL2 
consPLS 

Oveja oarPRL5 consPL2 
consPLS 

• i n tu iv a -
Oveja oarPRL5 consPL2 

consPLS 
Oveja 

oarPL8 RumPLex4 
3consPrl 

Oveja oarPL8 RumPLex4 
3consPrl - B n m iv a -

Oveja oarPL8 RumPLex4 
3consPrl M 

Oveja 

* Las flechas indican la zona de apareamiento de los iniciadores dentro de la estructura del gen 
hipotético ancestral. 



6.6 Análisis filogenetico de los productos obtenidos. 

6.6.1 Alineamiento nucleotídico de los extremos 3 \ 

Todas las clonas obtenidas fueron secuenciadas, obteniéndose para algunas de ellas la 

secuencia total del inserto. Se eligió el extremo 3' como zona de comparación debido a que 

la clona obtenida de PRP de gato solamente comprendía una parte de intrón 4 y la parte 

inicial del exón 5. El alineamiento de las secuencias evidenció diversas zonas consenso 

dentro del exón, mientras que en el intrón, las zonas consenso fueron más esporádicas. 

Pudieron observarse también cambios nucleotídicos importantes en el exón de la secuencia 

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

6.6.2 Reconstrucción de los árboles filogenéticos de las secuencias nucleotídicas. 

Se realizó la reconstrucción de un árbol filogenètico con respecto a las secuencias 

nucleotídicas de los genes analizados. Fue posible observar el agrupamiento de las PRLs y 

de los PRPs por separado, así como la inclusión del PRP de gato junto con las PRP de 

rumiantes y no con las PRL de carnívoros, 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 extemo. Como se indica en la figura 31-A, los valores de bootstrap altos no permiten 

suponer ambigüedades en la topología del árbol. 

Con la finalidad de tener un panorama más amplio de las relaciones filogenéticas con otros 

órdenes de mamíferos, se realizó la reconstrucción de un árbol que incluyó únicamente los 

fragmentos del exón 5 correspondientes a los genes de la familia PRL/PL/PLF disponibles 

en el GenBank para rumiantes, roedores, perisodáctilos y carnívoros. Una vez más, 

utilizando la PRL de pollo como grupo fuera, se observó que las PRLs de carnívoros y 

perisodáctilos quedaron muy asociados a la secuencia ancestral, mientras que las PRPs de 

rumiantes y roedores tuvieron una evolución más rápida (Wallis y Wallis, 2002). Para 

ambos órdenes, tanto los PLs como las PRPs derivan de sus respectivos genes de PRLs. En 

el caso de los rumiantes la mayoría de los PLs se agruparon en una ramificación mientras 

que las PRPs en otra. Claramente pudo observarse la inclusión del PRP de gato en el mismo 

grupo que los PRPs de rumiantes. Cabe señalar el agrupamiento de los PLs de rumiantes 

con las PRLs y no con los PRPs del mismo orden, con la única excepción del PL-II bovino, 

el cual se agrupa con las PRPs (figura 31-B). 
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Figura 30: Alineamiento nucleotídico de las secuencias obtenidas. Alineamiento de los extremos 3' 
(intrón 4 - exón 5) de las secuencias relacionadas a PRL obtenidas a partir de gato, cabra y oveja. La flecha 
indica el inicio del exón 5. Se utilizó el programa GeneDoc. 
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Figura 31: Árboles fílogenéticos de las secuencias nucleotídicas. Reconstrucción de los árboles 
filogenéticos a partir de las secuencias nucleotídicas de los extremos 3' de los genes obtenidos. |A| : 
Árbol generado a partir de las secuencias del extremo 3' (intrón 4 - exón 5); se incluyen los valores de 
bootstrap en cada rama correspondiente. [BJ: Árbol generado a partir de las secuencias de la mitad 
inicial del exón 5 de cada uno de los genes. Se incluyeron más órdenes de comparación. Se muestra en 
letra gris las clonas obtenidas en este trabajo, subrayada la clona de PRP de gato. Fue utilizado el 
programa de máxima parsimonia del paquete PHYLIP. 



6.63 Alineamiento aminoacídico de los exones 5. 

Una vez hallado el marco de lectura correcto para las secuencias del fragmento del exón 5 

de cada una de las clonas obtenidas, se realizó el alineamiento aminoacídico de las mismas, 

incluyendo solamente las secuencias de los genes de la familia para rumiantes y carnívoros. 

Se pudieron comparar alrededor de 40 aminoácidos para cada gen, observándose zonas 

muy conservadas en todas las secuencias y otras específicas para PRLs y para PRPs. 

También se evidenciaron cambios aminoacídicos específicos para el PRP de gato, aun 

dentro de zonas consenso en los demás genes, tales como Asn9, Tyrl9, Val20 y Leu32 

(figura 32). 
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Figura 32: Alineamiento aminoacídico de las secuencias obtenidas. Ilustración del alineamiento de 
las secuencias aminoacídicas correspondientes a los fragmentos del exón 5 de las clonas de gato cabra y 
oveja. Se observan zonas muy conservadas en todas las secuencias así como cambios específicos del 
PRP de gato respecto a zonas consenso en los demás genes. Se muestran sombreadas las clonas 
obtenidas en este trabajo. Se utilizó el programa de alineamiento GeneDoc. 



CAPÍTULO VII 

DISCUSIÓN 

7.1 Obtención de la clona de PL ovino. 

Los ensayos de hibridación y clonación de este trabajo fueron realizados utilizando el gen 

de PL ovino como sonda, ya que la secuencia nucleotídica completa del gen se encuentra 

disponible en el GenBank, mientras que para los PLs de vaca y cabra únicamente se han 

reportado los cDNAs. 

El diseño de un iniciador específico para PLs de rumiantes permitió la amplificación de 

un fragmento de este gen en los DNAg de vaca, oveja y cabra. Debido a que se diseñó 

sobre zonas conservadas únicamente en PLs, se evitó la coampli ficación de otros 

miembros de la familia, tal y como se comprobó mediante caracterización enzimàtica de 

los PAs obtenidos. Sin embargo, en el caso de la vaca, el iniciador solo permitió 

amplificar el gen de bPL-I pero no el bPL-II, el cual no contenía la zona consenso 

utilizada para el diseño. Esta última observación concuerda con el hecho de que el bPL-II 

está filogenèticamente más relacionado con las PRPs que con los PLs, como pudo 

determinarse posteriormente (ref. figura 31-B). 

7.2 Obtención de las clonas relacionadas a PRL. 

La amplificación 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 secuenciación. Por lo tanto, se 

utilizaron los iniciadores consenso diseñados sobre las regiones conservadas entre PRLs, 

PRPs y PLs. 

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

Los primeros ensayos de PCR utilizando los iniciadores consenso y DNAg de rumiantes, 

permitieron la amplificación principalmente de secuencias relacionadas a PRL (tanto 

PRLs como PRPs), pero no de PLs. Este resultado se puede explicar por el número mayor 

de PRPs en comparación a los PLs, que aparecieron durante la evolución de los 



rumiantes. En el caso de la vaca, por ejemplo, se tienen reportes de la existencia de 

cuando menos seis de estos genes (Goffin y cois, 1996; Schuler y cois, 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 amplificación de PRL era la única favorecida bajo estas condiciones (a 

excepción de una banda de inespecificidad, como se demostró posteriormente mediante 

hibridación). Así, todos los ensayos de clonación realizados en el gato siguiendo esta 

estrategia, culminaron siempre en la obtención de clonas correspondientes a PRL. 

En vista de estos resultados, se procedió a la modificación de la estrategia. Se realizaron 

ensayos de PCR con los DNAg, utilizando los mismos iniciadores que en la estrategia 

anterior, pero en condiciones de reacción más relajadas: disminuyendo la temperatura de 

alineamiento y aumentando el tiempo de apareamiento de los iniciadores. De esta manera 

se esperó que aumentarían las probabilidades de amplificación para otros miembros de la 

familia diferentes a PRL, aun y cuando se aumentaría también la generación de bandas de 

inespecificidad. La eliminación de los productos inespecíficos de reacción se realizó 

mediante hibridación 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 inespecíficos 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 reacción. 

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 

secuenciación posterior de las clonas, permitió corroborar su identidad con la PRL (figura 

33). Los insertos más grandes correspondían al fragmento del gen comprendido desde el 



inicio del intrón 2 hasta la mitad del exón 5, mientras que el inserto pequeño únicamente 

comprendía el intrón 2 en su totalidad. Se secuenciaron los extremos de cada uno de los 

insertos, así como fragmentos de los intrones flanqueantes al exón 4 en las clonas más 

grandes. 

Por medio de la comparación 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 intrón 2 de los tres tipos de 

clonas analizadas. En el caso del gen de la PRL de visón, cuya secuencia está reportada 

en el GenBank casi en su totalidad, también se encuentra incrustado este elemento 

repetitivo aunque en una región diferente a la del gato (intrones 3 y 4). Además, según los 

reportes del GenBank, este SINE está ampliamente distribuido en el genoma del gato y es 

exclusivo del orden Carnívora. Estos hallazgos sugieren que la inserción de este 

elemento se realizó de manera independiente en cada linaje y por lo tanto, constituyó un 

evento reciente que ocurrió después de la divergencia entre estas dos especies, hace 

aproximadamente 25 millones de años (Janczewski y cois, 1992). 

fcaPRL-A7 

341 pb 424 pb 367 pb 532 pb 

fcaPRL-B8 

330 pb 352 pb 345 pb 

fcaPRL-C4 
123 pb 

289 pb 267 pb r 

Figura 33: Secuenciación de las clonas fcaPRL. Se esquematiza la extensión de los insertos, 
limitados por las flechas, de los tres tipos de clonas obtenidas mediante clonación directa del producto 
de PCR. Las líneas continuas indican el avance de la secuenciación de las mismas, cuya identidad con 
la PRL de gato quedó confirmada. La doble raya indica la localización aproximada del SINE dentro 
del intrón 2. 



Por otra parte, mediante la estrategia modificada pudo obtenerse una clona cuyo inserto 

está relacionado a PRL pero que es diferente a ésta, tal como se demostró mediante 

hibridación y secuenciación posteriores. Los PAs utilizados en esta clonación se 

obtuvieron por apareamiento inespecífico del oligonucléotido 5* (ConsPL2) dentro del 

gen. La explicación de este fenómeno podría estar en la formación misma de los genes de 

la familia, los cuales surgieron debido a duplicaciones sucesivas de un primer exón. 

El inserto fue secuenciado en su totalidad; abarca una extensión de 712 pb, y se sitúa 

desde poco después del inicio del intrón 4 hasta la mitad del exón 5 (ref. figura 25). La 

comparación de la secuencia con el programa BLAST (GenBank) determinó 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 confirmó 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 comparación, limita en parte 

la reconstrucción idónea de árboles 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 reacción durante la obtención de los productos relacionados a PRL en el 

gato, fueron clonados y caracterizados con la finalidad de ofrecer un panorama más 

amplio sobre la evolución de los genes de esta familia. 

Así, 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 intrón 2 hasta el 

exón 5; mientras que el inserto de la clona de cabra restante, abarca parte del intrón 4 y el 

exón 5 (figura 34). La comparación con el banco de datos del GenBank, mostró alta 

similitud de las secuencias de cabra con el PRP bovino y de la secuencias de oveja con la 

PRL bovina. Esta comparación permitió, además, determinar la presencia de un elemento 

SINE de 144 pb en el intrón 4 de una de las clonas de cabra. Tal elemento repetitivo ha 



sido reportado en otras especies de artiodáctilos, tales como vaca, búfalo y jirafa, pero no 

en otros órdenes, siendo específico de este orden. 

o a r P R L S 

ta- - -
326 pb 496 p b 

c h i P R P 6 6 

m — — 
4 3 3 P b 540 pb 

c h i P R P 1 0 6 

435 pb 5 4 1 p b 

c h i P R P 1 2 0 

U 8 6 9 pb 

Figura 34: Secuenciación de las clonas relacionadas a PRL de rumiantes. Se esquematiza la 
extensión de los insertos, limitados por las flechas, de los cuatro tipos de clonas obtenidas 
mediante clonación directa del producto de PCR. Las líneas continuas indica el avance de la 
secuenciación de las mismas. La doble raya indica la localización aproximada del SINE. 

7.3 Elementos repetitivos en la familia GH/PRL. 

Durante este trabajo, se observó 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 integración de ciertos virus ocurrida tempranamente en la evolución 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 



poseen cierta homología. 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 fílogenética para el 

establecimiento de líneas de evolución 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 inserción 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 cois, 1989). La importancia evolutiva de 

los elementos repetitivos queda establecida por el hecho de la recombinación homologa, 

ya que estos propician el intercambio de secuencias entre las zonas intermedias y la 

duplicación de dichas secuencias. Este es el caso que parece haber ocurrido en el locus de 

la GH humana. 

Aun cuando en el caso de los rumiantes no se tiene información completa de la 

distribución de elementos repetitivos, el hallazgo de un SINE en una de clonas de cabra 

obtenidas, sugiere que la expansión de la familia de PRL/PL en este orden puedo estar 

determinada por un fenómeno de evolución dinámica, donde la duplicación de genes y 

los mecanismos de conversión génica ocurridos, son el resultado de recombinaciones 

homologas entre las secuencias intergénicas y entre los intrones, respectivamente. 

En el gato es más difícil establecer esta hipótesis, ya que únicamente 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 

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

7.4 Hibridación tipo Southern. 

Para corroborar la presencia del gen de PRP de gato y determinar la expansión de la 

familia génica en esta especie, se procedió a realizar una hibridación tipo Southern con el 

DNAg de gato. En la autoradiografía correspondiente se pudieron evidenciar claramente 

dos zonas de señal, las cuales se encontraban más o menos cercanas entre sí. La señal de 

la banda inferior tenía aproximadamente el doble de intensidad que la superior, lo cual 



sugiere que podría tratarse de una banda doble, o bien, corresponder al gen que se utilizó 

precisamente como sonda. De ser esto cierto, el genoma del gato tendría por lo menos 

dos (o tal vez tres) secuencias relacionadas a PRL. La hibridación cruzada con otras 

zonas de homología es improbable debido a que la sonda utilizada no contenía ningún 

elemento repetitivo reportado hasta la fecha. Ambas bandas presentaron un tamaño 

pequeño 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 sólo un sitio Bam HI localizado en 

el intrón 3 por lo que se espera una banda arriba de 3202 pb (González, 2001), la cual no 

se observó en la autorradiografia, ya que las condiciones de hibridación fueron 

astringentes para limitar precisamente una reacción cruzada con este gen. Por otro lado, 

la señal observada en el carril del testigo de PRL puede explicarse debido a un exceso de 

cantidad de clona depositada en este caso. 

7.5 Alineamiento nucleotidico y aminoacidico de las secuencias obtenidas. 

El análisis del alineamiento nucleotidico de las secuencias reveló que la PRP de gato 

presentaba cambios nucleotídicos importantes respecto a las zonas consenso observadas 

para las demás secuencias. Estos cambios se presentaron aun dentro de la zona exónica 

analizada, y con el alineamiento aminoacidico pudo comprobarse que algunos de ellos 

eran no sinónimos, por ejemplo Tyrl9 por Serl9, Val20 por Leu20 y Leu32 por Phe32. 

El alineamiento aminoacidico se realizó ajustando el tamaño de todos los exones al de las 

clonas obtenidas (entre 37 y 39 aminoácidos) y eliminando la secuencia correspondiente 

al iniciador 3' respectivo (figura 35). En el caso de la PRP de gato, se observó una 

importante conservación de los aminoácidos claves que han sido reportados como 

necesarios para la unión al receptor y/o actividad específica de la hormona: los residuos 

Trpl4, Asp24, Glu25 y Cys38 (Yamakawa y cois, 1990; Sinha, 1995), según la 

numeración utilizada en la figura 34. Otros residuos importantes para la unión de la PRL 

humana con su receptor también se encuentran conservados: Tyr33 y His37 (Goffin y 

cois, 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 participación 



en la unión al receptor; según datos previos (Sinha, 1995), Pro2 está conservado en PRLs 

de mamíferos, reptiles y algunos peces, y podría jugar algún papel en la estructura 

tridimensional de la proteína-

Si bien es verdad que los datos obtenidos apoyan la hipótesis de que el gen de PRP de 

gato pudiera ser funcional, lo cierto es que existen otros determinantes importantes de 

unión 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 afirmación 

exacta de tal hipótesis, hasta no contar con la totalidad de la secuencia del gen y 

determinar el grado de conservación de los demás dominios implicados. 
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Figura 35: Cambios aminoacídicos de la PRP de gato. Los recuadros indican las zonas comprendidas 
dentro de los dominios proteínicos conservados (PD4: dominio prolactínico 4; LD3: dominio lactogénico 
3; LD4: dominio lactogénico 4) de las hormonas, necesarios para su unión con el receptor y/o actividad 
específica (Yamakawa y cois, 1990; Sinha, 1995). La flecha simple indica el aminoácido clave 
conservado solamente en los genes PRL, PRP y PL conocidos. La flecha doble indica el aminoácido 
clave conservado en todos los miembros de la familia (Yamakawa y cois, 1990) 
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7.6 Surgimiento de los genes relacionados a PRL en el gato. 

Tanto el árbol reconstruido con base en la totalidad de la secuencia de PRP de gato, como 

el elaborado solamente con la secuencia exónica, mostraron una clara relación del PRP de 

gato con los genes PRPs y PL-II de la vaca. Estos datos explican resultados obtenidos 

previamente (González, 2001), en los cuales se observó hibridación 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 incógnita de determinar el momento del surgimiento de tal gen en el 

gato. Aun cuando para órdenes y subórdenes relacionados a rumiantes y carnívoros 

(perisodáctilos, cetáceos, polidotos, incluso dentro de los artiodáctilos, el cerdo), los 

ensayos de RIA realizados para determinar actividad lactogénica han resultado negativos, 

experimentos recientes han demostrado inmunológicamente la presencia de por lo 

menos, una glucoproteína relacionada al PL bovino en una especie de camélido (Olivera 

y cois, 2003). Si esta proteína es en realidad una hormona relacionada a la familia (no GH 

ni PRL), entonces cabe la posibilidad de que los eventos de duplicación de la PRL que 

provocaron la expansión de los PRPs y PLs en rumiantes, hayan tenido lugar antes de la 

radiación de los rumiantes. Debido a que en el cerdo no se detectado actividad 

lactogénica tipo PL, ni cuenta con reportes de PRPs, podría 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 hipótesis 

(figura 36). 
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Figura 36: Hipótesis del inicio de la expansión de los genes relacionados a PRL en el 
superorden Cetferungulaía. Se indican sobre las ramas del árbol los órdenes y subórdenes 
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 todavía pero cuya existencia se asume. La 
flecha continua señala el sitio donde se cree actualmente comenzó la expansión de la familia PRL/PL 
en los rumiantes. La flecha discontinua señala el sitio donde podría haber ocurrido la primera 
duplicación de la PRL, con base en los hallazgos recientes. 



CAPÍTULO VIII 

CONCLUSIONES 

Este trabajo permitió concluir lo siguiente: 

1.- La estrategia de amplificación e hibridación inversa permitió la obtención de una 

secuencia relacionada a PRL (PRP) a partir de DNAg de gato doméstico. Tal secuencia 

fue clonada y secuenciada, determinándose 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 visón y un PRP 

de cabra) presentan insertados elementos repetitivos específicos de su linaje, mostrando 

que los genes de la familia siguieron una evolución dinámica, aun después de la radiación 

de los géneros. 

3.- La reconstrucción de árboles filogenéticos con base en las secuencias nucleotídicas 

permitió establecer la relación estrecha entre la PRP de gato y las PRPs bovinas. 

4.- El análisis comparativo de las secuencias aminoacídicas permitió determinar la 

conservación de los aminoácidos clave involucrados en la función de la hormona, en el 

fragmento de PRP de gato obtenido. 

5.- Se confirmó la existencia de por lo menos dos genes relacionados a PRL en el gato 

mediante hibridación tipo Southern del DNAg contra la PRP de gato obtenida. 

6.- En conjunto, los resultados permiten proponer que hubo una duplicación del gen de la 

PRL en etapas más tempranas de la evolución de los carnívoros y rumiantes, a saber, 

antes de la radiación del superorden Cetferungulata. 
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