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CAPITULO 1

INTRODUCCION

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

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

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

moldeado los genomas de las especies.

1.1 Familias multigénicas.

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

Un conjunto de genes que se asume proviene de la duplicacion y variacion de una
secuencia ancestral constituye una familia multigénica. Sus miembros pueden permanecer
agrupados o dispersarse hacia cromosomas diferentes. Asimismo, una familia multigénica
puede estar constituida por unos cuantos genes o cientos de ellos (Ohta, 1991; Lewin,
2001).
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Se asume que el nimero de repeticiones en tindem es proporcional a la cantidad de
producto que se deriva de dicho gen, por tanto, pueden generarse numerosas copias si ¢l
producto del gen llegara a necesitarse en cantidades muy grandes (Lewin, 2001).

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

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

1.2 Familia multigénica GH/PRL.

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

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

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

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

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

1.2.1 Evolucion de la familia multigénica GH/PRL.

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

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

surgimiento de los lactégenos placentarios.
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Figura 1: Origen de la familia GH/PRL. Hipdtesis scbre el surgimiento de los genes GH vy
PRL en los vertebrados actuales a partir de un gen ancestral.

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

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

Miembro de la familia Orden

GH Todos los vertebrados

PRL Todos los vertebrados

PL Primates, rumiantes, roedores
PRP Rumiantes

PLP Roedores

PLF Roedores

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

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

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

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

pseudogenes relacionados.

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

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

A

O—E—EE1—-

Figura 3: Estructura general de los genes de 1a famijlia GH/PRL. En A: gen de GH (y PL en
primates). En B: gen de PRL (y PRP/PL/PLF en roedores y rumiantes). Obsérvese las regiones
intrénicas de mayor longitud para el gen de la PRL, aun y cuando el tamaiio de los exones es
similar en ambos genes.

1.2.4 Estructura primaria de las proteinas relacionadas a PRL.

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

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

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

De la misma manera, la comparacién de la estructura primaria de diversas PRPs, tanto de
roedores como de rumiantes, permitié el establecimiento de cuatro regiones muy
conservadas que se cree son fundamentales para la union de la proteina 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 aminodcidos altamente conservados, cinco de los
cuales se encuentran también en otros miembros la familia GH/PRL (Cys98, Cys214,
Asp218, Cys231 y Cys236)‘ mientras que los dos restantes (Leul35 y Trpl190)" estin
presentes Unicamente en los genes PRL/PRP/PL de estas especies (Yamakawa y cols,
1990).

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

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

*Numerados con base en la secuencia de PL-I bovino.
*Numerados con base en la secuencia de PRL humana.
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PD1 PD2
10 20 30 40 50 &0 T 80

Human LPICPGGAARC~-QVTLROLFDRAVVLSHY IHNLSSEMFSEFDKRY T-HGRCF ITKAINSCHESS LATPEDKEQAQOMNG
Baboon LPICPGGAARC--QVTLROLFDRAVVLSHY IHNLSSEMFSEFOKQYT-HGRGF ITRAINSCHESS LPTPEDREQAQQING
Monkey LPVCPGGAARC~=QVTLROLFDRAVVLSHY IHNLSSEMFSEFOKRYT~HGRGF ITRAINSCHESS LPTPEDKEQAQQ INQ
Ovine TPVCPNGPGNC VMVSHY IHNLS SEMFNEFOKRYA~QGKGF ITMAINSCHESS LPTPEDKEQAQQTHH
Bovine LRDLFDRAVMVSHY [HDLS SEMFNEFDKRYA-QGKGF LPTPEDKEQAQQTHH
Porcine LPICPSGAVNC~~QVSLRDLFDRAVILSHY IHNLS SEMFNEFDKRYA~QGRGF ITKAINSCHTSS LS TPEDKEQAQU THH
Equine LPICPSGAVNC~-QVSLRELFDRAVILSHY IHNLS SEMFNEFOKRYA-QGRGF VT KAINSCHTSS LS TPEDKEQAQQ T HH
Camel LPICPSGAVNC~~QVSLRDLFDRAVI Y SEMFNEFDKRYA-QGRGFMTKAI S LSTPEDKEQAQQ I HH
Elephant Imncsvnc—-wsummunmnmn-mnnxms:sﬂw
Fin whale IPICPSGAVNC~-QVSLADLFDRAVILSHY IHNLS SEMFNEFDKRYA-QGRGF ITKALNSCHTSS LQTPEDKEQAQQ I HH
Rat LPVCSGG==DC~-QTPLPELFDRVVMLSHY IHTLY TDMF I mlcw-oom IAKAINDCPTSS LATPEDKEQAKKVPP
Mouse LPICSAG~-DC--QTSLRELFDRVVILSHYIHTLYTDMFI VINDCPESS LATPEDKEQA LKVPP
Hamster LPICPGG~~NC~-QMP LOELFDRVIMLSHY I YMLSADMF LELOKQYA-QDHEF IAKAL SOCPTSS

Chicken LPICPIGSVNC~--QVSLGELFDRAVKLSHYIHYLSSEIFNEFDERYA-QGRGF I TEAVNGCHESS LTTPEDKEQAQQ THH
Turkey LPICSSGSVNC--QVS IHFLSSEIFNEFDERYA~QGRGF ITKAVNGCHTSS LTTPEOKEQTQQ I HH
Crocodlile LPICPSGSVNC~-QVSLGELFDRAVEKLSHY IHFLSSEMFNEFDERYA~QGRGF I TKAVNGCHTAS LTTPEDKEQAQQ I HH
Alligator LPICPSGSVNC~--QVS LGELFDRAVKLSHY IHFLS SEMFNEFDERYA~QGRGF ITKAVNGCHTAS LTTPEDEKEQAQQ IHH
Sea turtle LPVCPSGSVCC~~-QVS LENLFDRAVELSHY IHHLS SEMFNEFDERYA-QGRGF LTKAINCCHESS L' I
Bullf QP ICPNGGTNC--QIPTSALFDRAVELSHY IHS LS SEMFNEFDERF T-PGRRF LAKSG [SCHTSS LNTPEDKEQARQ I QH
Lungfish LPICANGSTNC~HQIPLOOLFEFVVKLAHRIHS LTSDMFNEFDERYA-QGRGE ISRAINNCHTSS LTTPE DKEQAQKFHH
Sturgeon SPLCG~C~LGCPPPI LLSDLLERATQLS SRLHSLSRTVTACLDPHFSPLLE=~=PRPSSLCHTSS LATDENKEQALTLQQ
Catfish e e = =Y NLNODLLDRAS QLS DKMHS LS TSLTNDLDSHF S SVGCK ~ LMRP - SMCHTSS LO I PNDEDQALSVPE
Carp mmmemmemee === =VGLNDLLERASELSDKLHSLS TS LTNDLOSHFPPVGRVMMP RP - SMCHTS S LQUPNDEDQA LKVPE
Chum salmon mmsmmeemes====]GLSDLMERASQRSDKLHSLS TS LTKDLD SHFPPMGRVMMPRP - SMCHTSS LOTPRKDEKEQA LKVSE
Chinook salmon e, "m--zmmmumun;mmsmw—mmmmm

Ra inbow trout
Tilapia - 188
Tilapia - 1717

e ————————— G LS DLMERASQRSOKLES LS TS LTKDLOSHFPPMGRVMMPRP- SMCHTS S LQTPKDIKEQA
VPINELLERASOHSDKLHSLSTTLTQELDSHFPP IGRVIMPRP-AMCHESS LOTP ] muw:z
e i e o e =B INDL I YRASQQS DK LHALS THLTQELGSEAFP IDRVLA® * *— # #CHTSS LOTPTDEKEQALQVSE

—————————— e =P

PD3
e 160 110 120 130 150 160
:umﬂ KDFLSLIVS ILRSWNEPLYELVTEVRGHMQEAP ~~~~EA !memLIMLI ETK-~~-~-ENEIYP
a

Monkey

Ovine EVLMSLILGL LEGMEM

Bovine EVLHSLILGLLRSWNODRLYHLVTEVRGHKGAP ~~~~DATLSRAIEIEEENKRLIEGMEMIFGOVIPGAK~~~-~ETEP YP
Porcine EVLINLILRVLRSWNOPLYHLVTEVRGHOEAP = ~~~DP ILSRATEIEEENKRLLEGMEX IVGOVHPGI K= ~~==ENEVYP
Equine EDLLNLILARVLKSWNDPLYHLVSEVRCHQEAD «~~ ~EAILSKA IEIEEQNRRLLEGMEK IVCQVOPRIK~ « -« «ENEVYS
Camel EDLLNLVLRVLRSWNDPLYHLVTEVRGMQEAP-~-~DAILSRAIEIEEQNKRL LEGMEX IVGQVHPGVK ~~~~~ENE ] ¥YS
Elephant EVLMDLILGLLRSWNDPLDHLASEVHS LPKAP~~~~SALLTKATEVKEENQRLLEGIEK wnnvnm:---w-smxs
Fin whale EVLVSLILGVLRSWNDPLYHLVTEVRGMQEAP - -~~DAILSRA IQEEEENKRL LEGMERIVGOQVHPGVE — =~~~ ENEVYS
Rat EVLLNLILSLVHSWNDPLFQLITGLGGIHEAP ~~~=DA nsmn:mumm:ut xmrrm--—--cmnx.
Mouse EVLLNLILSLVQSSSDPLFQLITGVGGIQEAP=~~~EY ILSRAKEIEEQNKQLLEGVEKI ISQAYPEAK~-~==GDGIYF
Hamster EVLLNLILSLVHSWNDPLFQLVTEVDCIHEAS--~~DAILSRAKEICEQNKRLLEGIEXILCOAYPEAK~~~=~~CNE1YS
Chicken EDLLNLVVGYVLRSWNDRPLIHLASEVQRIKEAP - -~ ~DTI mwxmxmxmwm- ~ee=GNEIYS
Turkey EELLNLILGVIRSWNDPLIHLASEVORIKEAP=<~~DT [ LWKAVE | EEQNKRR LEGMEX IVGRIHSGDA~ ~~~~GNEVFS
Crocodlle EDLLNLVLGVLRSWNDPLLHLVTEVORIKEAP=~~~DTILWKAVE IEEQNKRLLEGMEX I IGRVQPGD T~ --—-GNEVYS
Alligator Bbwm mmt.mumrm—---un.mvn:m LEGMEK IVGRVOPGDT=~~=-GNEVYS
Sea turtle WVLGVLRSWNDPLLHLVSEVQS IKEAP---~DTIL~KAVEIEEQDKRLLEGMEK IVGOVHPGE I ~~~~~-ENELYS
Biillfrog EDLWINI.KVW\IIMM!EVODIW— ===DTIL~KTVE LOGMERTIGRIQPGDL=~~~~ENEIYS
Lungfish DOLLRLVMKVLRSWNDRLLOLVSEVPQC ICEA=--=PCTILWKVTE! LIEGMEKILGAMHENGCL~~~~~DNEVLS
Sturgeon LLSLIMSLLRSWTPRLMF LVREA-QS LPPNHSLSGS LEWQTAELSQSQK~LAKGLET I LNRFDP SAAHKASFGNA-DD
Catfish SELLSLVRSLLMAWSDPLALLSVEA-TSLPHP~~ERNS INSKTRELQDHTNS LGAGLENLGRKMGSSP ~~ = -~ ~ESLSS
Carp DPLLSLARSLLLAWSDPLALLSSEA~SS LAHP~-ERNT IDSKTKELQENINS LGAGLEHVFNKMDSTS =~ v« =~ ~DNLSS

Chum salmon

Chinook salmon
Rainbow trout
Tilapia - 188
Tilapla - 177

NELISLARSLLLAWNDPLLLLSSEA-PTLPHP--SNGDISSKIRELQDYSKSLGDGLD IMVNKMGPSS ~~ - -~~-QYISS
NELISLARSLLLAWNDPLLLLSSEA-PTLPHP-=SNGDISSKIRELQDYSKSLGDGLD IMVNEMGPSS -~ ~~—-~=QY 1SS
NELISLARSLLLAWNDPLLLLSSEA-PTLPHP~-~SKGDISSKIRELQDYSKSLGDGLD IMVRKMGPSS ~w = m—=~QYISS
SDLMSLARSLLOAWS DPLVVLSSSA-STLPHP--AQSS IPNKIQEMQQY SKSLKDGLDVLS SKMGSPA - = ===~ ~QAI TS
SDLLSLARS LLOAWS DPLEVLSSST-NVLPYS~-~AQSTLSKTIQKMQEHSKDLKDGLD I LSSKMGPAA ==~ == =~~QT1TS

PD4
170 T80 150 00 210

Human VWS -GLPSLOMADEESRLSAYYNLLHCLRRDSHEIDNYLX LLKCRI - IHN=NNC
Baboon VWT~CLPSLCMADEEERLEAYYNLLACLRRDSHEKIDNYLXLLKCRI~IHN~NNC
Monkey VWT-GLPSLGMADEESRLSAYYNLLHCLRRDSHE IDNYLXLLKCRI - [HN~NNC
Ovine VWS ~GLPS LOTKDEDARHSAF YNLLHCLRRDSSKIDTYLXLLNCRI ~ I YN~NNC
Bovine VWS ~GLPSLOTKDEDARY SAFYNLLHCLERDSSKIDTYLX LLNCRI ~ I YN~NNC
Porclne VWS -GLPS LOMADED TRLFAFYNLLHCLERDEHE ] LLKCRI-IYN-SNC
Equine VWS ~GLPS LOMADEDSRLFAFYNLLHCLERDSHE IDNYLK LLKCR I ~-VYD=-SNC
Camel VWS -CLPSLOMADED TRLFAFYNLLHCLERDSHE IDNYLK LLKCRI-IYD-SNC
Elephant VNS -GLPSLOTTDEDARLFAFYNLFRCLERRDSHR IDS LLKCRI-VYN-NNC
Fin whale VWS -GLPSLOMADEDTRLFAFYNLLHCLRRDSHEIDS Y LXK LLKCRI~IYN-SNC
Rat VWS ~QLPSLOGVDEESKDLAFYNNI LEXFLRCQI -VHE =NKC
Mouse VWS ~-QLPSLOGVDEE SKI LSLRNT I RCLERDSHEVDNF LK VLRCQ I ~AHQ~DNC
Hamster VWS S LOGVDEESRD LA L YNK ~VHN
Chicken HSD-GLPS LOLADEDSRLFAFYNLLHCHRRDSHK I VLKCRL-IHD~-SNC
Turkey QWD-GLPS LG LADED SRLFAFYNLLHCLERDSHE IDNY LX VENCRL~ 1HD-NNC
Crocodile RWS -GLPSLQLADEDSRLFAF YNLLHCGRRDSHEIDN YLK LLKCRL- IHD~SNC
Alligator RWS-GLPSLOLADEDSRLFAFYNLLHCGRRDSHE IDNYLX LLXCRL~IHD=SNC
Sea turtle PHS-CLES. AFYNLLHCLRRDEHE IDNYLX LIXCRL~IHD=NNC
Bullfrog PWP-GPAS IPG~DEN AFYNLLHCLIFRDSHX IDNY LK LLKCRL~IHE-GNC
Lungfish SKLFAFYNL YLK LLRCRL~FHE-GGC
Stur LWKGGASDFPGSPRKSRL LNFYF LLSCFRRDSHK I DS

Catflish ND-LGQ-DNISRLVNFHF LLSCTRRDSHK I VLRCRAAKMLPEMC
Carp LPFYTNS= LGE-DKTSRLVNFHF LLSCFRRDSHK I DSF LK VLRCRA-KKRPEMC
Chum salmon 1 LGN-DKTSRL INFHF LMSCFRRDSHE IDSFLX TC

Chinook salmon
Rainbow trout
Tilapia - 188
Tilapia - 177

LPYRGGTNLGH-DKITKL INFNF LLSCLERDSHE I DSF LX VLRCRAAKMQPEMC
LPFIETNEICQ-DKITK® = 4** ¢ LLSCYRRDSHE I DSP LK VIRCRAANMOPOVE

Figura 4: PRLs de varias especies de vertebrados. Se sefiala la localizacién de los cuatro dominios
conservados entre las especies (PD1-PD4), presuntamente necesarios para la unién de especifica de la PRL
con su receptor y/o indispensables para la actividad especifica de la hormona. En negritas los aminoacidos
mas conservados. Los asteriscos sefialan residuos ausentes en algunas variantes (tomado de Sinha, 1995).
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Figura 5: Residuos aminodcidos conservados en PRL/PRP/PL de roedores y rumiantes. Se
comparan las estructuras primarias de varios genes relacionados a PRL. La numeracion corresponde a
la secuencia de PLP (PRP) bovino. Se indican con flechas negras los residuos conservados timicamente
en los genes PRL/PRP/PL; con flechas blancas aquellos residuos también presentes en los demas
miembros de la familia GH/PRL. El tridngulo negro indica el sitio de corte de la peptidasa para la

liberacion de la proteina madura. LD1-LD4: dominios lactogénicos (tomado de Yamakawa y cols,
1990).
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1.2.5 Estructura secundaria y terciaria de las proteinas de la familia GH/PRL.

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

Hasta la fecha son muy pocas hormonas de la familia cuya estructura tridimensional (3D)
ha sido reportada. Con ayuda de la técnica de difraccion de rayos X se ha podido
determinar la estructura terciaria de la GH porcina, la GH humana y recientemente, el PL
ovino (figura 6) (Goffin y cols, 1996; Elkins y cols, 2000). Aunque para la PRL no se tiene
evidencia directa de su conformacién 3D, se ha reconstruido un modelo hipotético con base
en la homologia que presenta con la GH (figura 7). Segin este modelo, la molécula se
compone de cuatro a-hélices organizadas en haces antiparalelos arriba-arriba abajo-abajo,
con los sitios de unién al receptor localizados en el mismo lado de la proteina compacta. Se
ha sugerido que esta conformacion podria servir como modelo global tridimensional para
todos los miembros de la familia GH/PRL (Sinha, 1995; Goffin y cols, 1996; Bole-Feysot y
cols, 1998; Elkins y cols, 2000). Otra caracteristica comin lo constituyen los puentes
disulfuro determinados por los residuos de cisteinas Cys53-Cys165 y Cys182-Cys189
(numerados con base a la HGH) encontrados en todos los miembros de la familia. En la
mayoria de PRLs, PRPs y PLS (pero no en GHs) se haya presente un tercer puente
disulfuro determinado por Cys(-6)-Cys2 (Elkins y cols, 2000).

Figura 6: Modelo tridimensional del PL ovino y la GH humana. Se¢ aprecian las cuatro a-
hélices caracteristicas y la presencia de un bucle amino terminal con puente disulfuro en el PL,
ausente en todas las GHs {tomado de Elkins y cols, 2000).
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Figura 7: Modelo tridimensional hipotético de la molécula de PRL humana. El modelo fue
reconstruido con base en los coordinados cristalograficos de la GH porcina. Puede apreciarse claramente
las cuatro a-hélices caracterfsticas de las proteinas de la familia. Las flechas indican la orientacién de las
hélices de N a C-terminal. La hélice cuatro se encuentra perpendicular al plano del papel y apunta hacia el
lector. Los sitios de union al receptor estan indicados con S1 y S2 (tomado de Goffin y cols, 1996).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2.6.3 Proteinas relacionadas a prolactina.

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

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

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

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

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

1.2.6.4 Lactégeno placentario.

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

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

pensar que probablemente desempefien funciones similares a 1a GH y a la PRL, con base en
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su semejanza estructural. Experimentos realizados en ovejas gestantes, revelan que el PL
ovino (OPL) pudiera funcionar como la tinica hormona somatotrépica en el feto, conclusion
basada en las respuestas del feto al OPL, que incluyen estimulacién de la glucogénesis,
transporte aminoacidico intracelular, proliferacién celular y sintesis 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, varian de una especie animal a otra (Sakal y cols, 1998).

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

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

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

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

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

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

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

estas especies (Kann y cols, 1999).

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

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

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

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

Gonzélez, 2001).
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CAPITULO I

JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 Justificacion del trabajo.

La familia multigénica GH/PRL/PL es considerada un buen modelo para estudiar la
evolucion de los genomas y ha sido utilizada para tal fin en miltiples trabajos. La
clonacion y andlisis de los genes pertenecientes a esta familia han sido realizados
ampliamente en primates y en algunos otros ordenes, como en los roedores y en los
rumiantes. En estos 1iltimos, el analisis comparativo ha permitido establecer que las PRPs
y los PLs presentes en sus genomas son ¢l resultado de la duplicacién del gen de la PRL,
contrario a lo acontecido en pnimates, donde ha sido el gen de GH el que ha dado lugar a
la aparicidn de los PLs por duplicacidn.

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

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

doméstico.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

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

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

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

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

ESTRATEGIA GENERAL

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

siguientes (figura 10):

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

MATERIAL Y METODO

5.1 Material.

5.1.1 Obtencion de las muestras biolégicas.

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

de oveja).

5.1.2 Origen de los reactivos.

Fue utilizado el paquete de clonacion TOPO XL (Invitrogen Corporation; Carlsbad, CA
USA), que incluye como vector el plismido pCR-XL-TOPO y las bacterias E. coli
electrocompetentes de la cepa Top 10 (F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZ.M15 AlacX74
recAl deoR araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (St®) endAl nupG) para la transformacion.
Los reactivos utilizados para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fueron
obtenidos de las siguientes fuentes: Taq DNA polimerasa, Buffer 10X y MgCl, (Promega
Corporation; Madison, W1, EUA); rTth DNA polimerasa, Buffer XL II 3.3X y Mg(OAc),
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA); dNTPs (GIBCO-BRL,; Gaithersburg, MD,
EUA). Los reactivos para las digestiones enzimaticas procedieron de las siguientes casas
comerciales: las enzimas de restriccion y amortiguadores correspondientes (New England
Biolabs; Beverly, MA, EUA); la ribonucleasa, la desoxirribonucleasa y la proteinasa K
(SIGMA; St. Louis, MO, EUA). La reaccién de marcaje radiactivo de las sondas se
realizd con el estuche comercial Rad Labeling System (GIBCO-BRL); se utilizé el
radionucléotido [a-Psz]dATP (Amersham Intemational; Buckinghamshire, UK) y como
coprecipitador el vivid violet (CHIMERx LiCor, California, EUA). Las reacciones de
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secuenciacidn se llevaron a cabo con el estuche de LiCor y utilizando iniciadores M13

universales sentido y antisentido (GIBCO-BRL).

5.1.3 Origen del equipo.

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

5.1.4 Programas computacionales.

Los programas de computadora utilizados fueron los siguientes: procesador de texto
Microsoft Word® version 2002 (©Microsoft Corporation, 1983-2001); procesador de
graficos Microsoft Power Point® versién 2002 (©Microsoft Corporation, 1983-2001);
Amplify versién 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 versién 1.8
(Multiple Sequence Alignments); Phylip (Phylogeny Inference Package, version 3.5¢
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Departament of Genetics, University of Washington, Seattle, EUA); GeneDoc version
2.6.002 (© 2000 by Karl Nicholas).

5.2 Método.

5.2.1 Extraccion del DNA génomico.

5.2.1.1 A partir de tejido placentario.

La técnica utilizada fue una modificacion de la inicialmente por Stafford y cols. en 1976
(Sambrook y Russell, 2001). Aproximadamente 1 g de tejido placentario fue triturado con
mortero y pistilo junto con 1 ml de solucién de lisis (10 mM Tns-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 ml e inmediatamente se le adiciond proteinasa K hasta una concentracion
final de 100 pg/ml. La muestra se incubé a 50 °C con agitacion constante durante 18
horas. Al término, se dej6 enfriar la muestra a temperatura ambiente (TA) y luego se le
adiciond 0.5 vol de fenol saturado pH 8.0 y 0.5 vol de sevag (cloroformo: alcohol
isoamilico [24:1]). Se agito la muestra con el vortex durante 30 s y luego se centrifugé a
10000 g durante 15 min a TA. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitio la
extraccion fenol/sevag. Se precipit6 el DNA adicionando 0.2 vol de acetato de amonio 10
M y 2 vol de etanol al 100 % frio. Se agito la mezcla con el vortex durante 10 s y se dejo
reposar a TA durante 5 min. Luego, se centrifugé la muestra a 10 000 g durante 10 min a
TA. Al término, se decanté el tubo y la pastilla precipitada fue lavada con 1 ml de etanol
al 70 % y centrifugada de nuevo a 10 000 g durante 10 min a TA. Finalmente, se aspir6
el etanol del tubo y el remanente se dejo evaporar colocando el tubo abierto a TA por 1
hora. La pastilla de DNA se resuspendié en 0.5 ml de buffer TE 1X (100 mM Tris-HCI
pH 8.0; EDTA pH 8.0)

5.2.1.2 A partir de sangre.

Se utilizo la técnica denominada TSNT. Se colocaron 5 ml de sangre total anticoagulada
con EDTA en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugd la muestra a 500 g durante 5 min a
TA. Se desecho el sobrenadante (plasma) y se aiiadi6 al paquete celular 2 ml de buffer de
lisis TSNT (2% Triton X-100; 1 % SDS; 100 mM NacCl; 10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM
EDTA pH 8.0) mezclando por inversion. Luego, se agregaron 5 ml de fenol saturado pH
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8.0 y 1 ml de sevag, agitando el tubo en el vortex hasta su completa homogenizacion.
Después el tubo fue centrifugado a 10 000 g durante 20 min a TA. La fase acuosa fue
transferida a un tubo Falcon de 15 ml nuevo y se procedid a la precipitacién de DNA: se
agregaron 2 vol de etanol al 100 %, se mezclo por inversion y se centrifugd a 10 000 g
por 15 min a TA; se deseché el sobrenadante y la pastilla de DNA fue lavada en 2 ml de
etanol al 70 % y centrifugada otra vez a 10 000 g por 10 min a TA. Finalmente, se
desecho el sobrenadante, se dejé evaporar a TA los residuos de etanol y se resuspendio la

pastilla de DNA en 500 pl de buffer TE 1X.

5.2.2 Obtencidn de la clona de PL ovino.

5.2.2.1 Iniciadores.

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

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

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

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

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

REACTIVO CONCENTRACION
FINAL
Buffer 10 X 1X
dNTPs 10mM 200 uM
Iniciador RumPLex4 5 pM 0.4 pM
Iniciador 3ConsPrl SuM 0.4 uM
MgCl; 25 mM 1.5 mM
Taq DNA polimerasa 5 U/ul ~ 0.25 U/pl
DNAg 100 ng/50 pl

H,0 miliQ chp 50 pl
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Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, las amplificaciones se
realizaron por 34 ciclos que incluyeron en este orden: un paso de desnaturalizacion a 94
°C por 35 s, un paso de apareamiento a 58 °C por 30 s y un paso de extension a 72 °C por
1 min. El PA obtenido fue ¢videnciado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
y tincién con bromuro de etidio. El tamafio esperado del PA fue de 859 pb. Una vez
confirmado lo anterior, se procedié a eliminar los reactivos no incorporados en la
reaccion de PCR mediante extraccion fenol/sevag y precipitacion con etanol y acetato de
sodio 3M. Después de la extraccion se confirmé la integridad del PA mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Por dltimo, se cuantificé la cantidad y la pureza

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

5.2.2.3 Clonacién del PA de PL ovino.

Se tomaron 30 ng del PA verificando que tuviera al menos una relacién Aje/Azgo de 1.8
y se cloné en el vector pCR-XL-TOPO segun las instrucciones del estuche comercial. Se
transformaron bacterias E. coli de la cepa TOP 10 con el vector recombinante mediante
electroporacion ajustando el aparato con los siguientes parametros: resistencia 200
ohmios, capacitancia 25 pF, voltaje 2.5 kV, el pulso vari6 entre 3-5 ms. Las bacterias
transformadas fueron incubadas en 500 pul de medio SOC (2 % triptona, 0.5 % extracto de
levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4, 20 mM glucosa)
en el termomixer durante 1 h a 37 °C con agitacién vigorosa con la finalidad de que el
gen de resistencia del vector pudiera expresarse a niveles Optimos. Al término, las
bacterias fueron incubadas en placas con medio Luria-Bertani-agar (1 % triptona, 0.5 %
extracto de levadura, 1 % NaCl, 1.5 % agar) suplementado con kanamicina (50 ug/ml)
durante un periodo de 18 h. Se eligieron al azar 20 de las colonias bacterianas obtenidas y
se sembraron en tubos de ensayo con 4 ml de medio Luria-Bertani (1 % triptona, 0.5 %
extracto de levadura, 1 % NaCl) suplementado con kanamicina (50 pg/ml) e incubadas a

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

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

tubos Eppendorf nuevos de 1.5 ml. Finalmente, se realizé una extraccion con fenol/sevag

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

5.2.2.5 Analisis de los plasmidos recombinantes de PL ovino,

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

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

5.2.2.6 Obtencion de la sonda de PL ovino.

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

hibridacién inversa posteriores. Las condiciones de la PCR se describen en la tabla 3.
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Tabla 3: Condiciones de PCR nara la nhtencion de 12 sonda de PL ovine.

REACTIVO CONCENTRACION
FINAL
Buffer 10 X 1X
dNTPs 10mM 200 uM
Iniciador RumPLex4 5 uM 0.4 yM
Iniciador 3ConsPrl SpM 0.4 yM
MgCl; 25 mM 1.5 mM
Tag DNA polimerasa 5 U/pl ~ 0.25 U/pl
DNA plasmidico 10 ng/50 pul
H;O miliQ) cbp 50 pl

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

ya descrita para el PA a partir de DNAg.

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

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

5.2.3.1.1 Iniciadores.

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

descrito previamente.

5.2.3.1.2 Estandarizacién de la PCR.

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

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

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Buffer XL 1133 X 1X
dNTPs 200 uyM
Iniciador 5° 5 uM 04 pyM
Iniciador 3° 5uM 0.4 pM
MgO(Ac); 25 mM 1.8 mM
rTth DNA polimerasa 2 U/ul ~ 0.08 U/l
DNAg 100 ng/50 pl
H20 miliQ cbp 50 ul

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

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

espectrofotometria a Aggg y relacion Axep/Azgo.

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

Se tomaron 30 ng de los PA de cada reaccién verificando que tuvieran una relacion
Azeo/Azs0 de al menos 1.8 y se clonaron en el vector pCR-XL-TOPO segin las
instrucciones del estuche comercial. Se transformaron bacterias E. coli de la cepa TOP 10
con el vector recombinante mediante electroporacién con las mismas condiciones
utilizadas para la clonacién del PA de PL ovino.

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

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

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

Aquellas clonas que presentaron un inserto con los tamafios esperados de ~7000 pb y

~3000 pb fueron seleccionadas y se secuenciaron dos de ellas para verificar la identidad

del inserto.

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

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

para los PA del gato.

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

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

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

5.2.3.2.1 Obtencion de los PA relacionados a PRL de gato.

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

de la concentracidn final de los iniciadores. La reaccion se describe en la tabla 5.



Capitulo V: Material y método 32

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

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Buffer XL I13.3 X 1X
dNTPs 200 yM
Iniciador 8° 5 uM 0.5 uM
Iniciador 3 5uM 0.5 ypM
MgO(Ac) 25mM 1.8 mM
rTth DNA polimerasa2 U/ul ~ 0.08 U/pl
DNAg 100 ng/50 pl
H>O miliQ cbp 50 ul

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

1 % y tincién con bromuro de etidio.

5.2.3.2.2 Hibridacién inversa de los PA del gato.

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

La membrana fue colocada dentro de un tubo Eppendorf de 2 ml y prehibridada con 1 ml
de solucién de prehibridacién/hibridacién (5X SSC, 5X solucién Denhardt, 1 % (p/v)
SDS) a 55 °C durante 2 h. Al término, se desechd la solucién de prehibridacién y se
agregd 500 pl de la solucidn de hibridacién 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 rotacién continua del tubo.
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Pasado este tiempo se realizaron los lavados de la membrana de la manera siguiente: se
desecho la solucidn de hibridacion y se dejé enfriar la membrana a temperatura ambiente;
luego, se deposité en el tubo 1 ml de la solucion de lavado I (2X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) y
se dej6 el tubo con rotacién constante durante 20 min; después, se deseché esta solucién
y se agreg6 1 ml de la solucién de lavado II (0.2X SSC, 0.1 % (p/v) SDS) lavando con
rotacion continua durante 20 min; por Gltimo, se desechd la solucion II y se agregé 1 ml
de solucion 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 elusién de los PA hibridados, se deseché la solucién de lavado III y se agregron
500 pl de agua NanoPure precalentada a 60 °C y se dejé incubando por espacio de 30
min a 60 °C con agitacién constante. Finalmente, el eluido fue recolectado en un tubo

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

5.2.3.2.3 Reamplificacién de los PA del eluido de hibridacion.

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

la reaccion de PCR se describen en la tabla 6.

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

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

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

1.5 % y tincién con bromuro de etidio.

5.2.3.2.4 Hibridaci6én 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 realizé una hibridacion radiactiva en gel de los productos
obtenidos de las reacciones anteriores. Para esto se realizd electroforesis de estos
productos en un gel de agarosa al 1 %, se tifié con bromuro de etidio, se documenté la
imagen del mismo y finalmente se desecd para su posterior hibridacion. Las soluciones
utilizadas para esta hibridacién fueron las mismas que las descritas para la hibridacion
inversa.

La hibridaciéon del gel se realizd de la manera siguiente: una vez desecado el gel, éste se
sumergi6 durante 10 min en la solucién desnaturalizante, luego se sumergid durante otros
10 min en la solucién neutralizante y se dejo prehibridando con la solucién de
prehibridacién (a razén de 1 ml de soluciéon por cada 10 cm® de superficie del gel)
durante 2 h a 55 °C en un tubo con rotaci6én continua. Al término, la solucién de
prehibridaciéon fue desechada y sustituida por la misma cantidad de solucién de
hibridacién precalentada a 55 °C y conteniendo la sonda de PL ovino previamente
marcada con radiactividad (seglin las instrucciones del estuche comercial utilizado) y
desnaturalizada a 95 °C por 5 min. Finalmente, se dejaron hibridando los productos por
espacio de 18 h a 55 °C.

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

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

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

5.2.3.2.5 Identificacién y purificacion de las secuencias relacionadas a PRL del gato.
La autorradiografia obtenida se comparé con la imagen del gel previamente
fotodocumentada y se determiné el tamafio aproximado del producto que mostraba sefial.
Posteriormente, se realizd una electroforesis preparativa de este producto en gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 1.5 %, se visualizé el producto en un transiluminador
de luz ultravioleta (UV) y con ayuda de una hoja de bisturi, se cort6 el gel en la zona
correspondiente al PA que habia mostrado sefial. Se reband el fragmento del gel en
pequefios pedazos y se colocaron en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se peso el tubo y se
determiné la masa de los fragmentos cortados. Se adicionaron § vol de buffer LMT
(20mM Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA pH 8.0) y se incubd el tubo a 65 °C durante 10
min después de lo cual se dejo enfriar a TA. Luego se agregd 1 vol igual de fenol
saturado y se mezcl6 con el vortex durante 20 s, para después separar las fases mediante
centrifugacion a 4000 g por 10 min a TA. Se recuperé la fase acuosa en un tubo nuevo y
se realizé extraccion fenol/sevag y precipitacién con etanol, segin ya se ha descrito.
Finalmente, se realiz6 cuantificacion del producto y determinacién de pureza relativa

mediante espectofotometria.

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

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

clona de PL ovino.

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

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

identidad del inserto.

5.2.4 Hibridacion tipo Southern.

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

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

5.2.4.1 Obtencion de 1a sonda de PRP de gato.

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

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

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

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

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

procedimientos ya descritos.

5.2.4.2 Digestion enzimatica del DNAg de gato.

Se realiz6 cuantificacion del DNAg de gato mediante espectrofotometria, se tomaron 10
pg del mismo y se resuspendieron en 10 pl de Buffer 10X de digestion para Bam HI. Se
mezclo varias veces por pipeteo y se incubd a 4 °C por espacio de 4 h. Luego, se
agregaron 10 pl de BSA 10X, 5 ul de enzima Bam HI (20 U/ul) y agua NanoPure hasta
completar 50 pl de reaccion total. El tubo se incubé a 37 °C durante 12 h tras las cuales
se agregaron otros 5 ul de enzima Bam HI y se volvié a incubar durante 12 h mas. Al
término, se tom6 una pequeifia alicuota de la reaccion y se realizd electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % y tinciéon con bromuro de etidio para confirmar que la digestion hubiera
sido total. Finalmente, se realizé electroforesis de la totalidad de la reaccién 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 tifi6 el
gel con bromuro de etidio para confirmar la presencia de los productos y luego se desecd

para su posterior hibridacion.

5.2.4.3 Hibridaci6én del gel tipo Southern.

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

de gato previamente marcada con radiactividad (segin las instrucciones del estuche



