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I. INTRODUCCION 

A. REGULACZON NEUROENVOCRINA. 

El hipotálamo es una de las estructuras que constituyen 
el dienc~falo, en el cerebro, y que a pesar de su pequefio -
tamafto tiene un papel muy importante en la homeostasis, la 
regulaci6n neuroendócrina, y la repr9ducci6n. 

Los cuerpos celulares de las neuronas que constituyen el 
hipotálamo estan ~grupados en núcleo$ que van desde el quias
ma óptico hasta los cuerpos mamilares. Las terminaciones ner-
viosas de estos núcleos están localizadas en su mayoría en la 
eminencia media, a ex~epción de los núcleos supraóptico y par! 
ventricular que tienen parte de sus terminaciones en la hip6fi
sis posterior o neurohip6fisis (1). 

En 1949 se postul6 que el hipotálamo ejerce el control ne~ 
rohormonal sobre la adenohip6fisis'o hipófisis anterior, libe
rando sustancias químicas transmisoras las cuales son específi 
cas para cada hormona adenohipofisiaria (2) . Estos neuropépti
dos o "factores hipotalámicos de liberaci6n'' son sintetizados 
en el soma de las células neurosecretoras del hipotálamo, son
transportados por el ax6n hasta la terminal nerviosa, concentr! 
das en la eminegcia media, de donde son vertidos a un sistema 
porta vascular que va de la eminencia media a la hip6fisis anterior 
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una vez que han alcanzado su c~lula blanco ejercen su funci6n 
regulatoria en la liberaci6n de la hormona adenohipofisiaria 
correspondiente (3). Los primeros tres factores hipotalámicos 
que fueron identificados y de los cuales ha sido determinada 
su estructura son: la Hormona Liberadora de la Tirotropina o 
TRH ("Thyrotropin Releasing Hormone") (4,5,6); la Hormona Li
beradora de la Hormona Luteinizante y de la Folículo Estimulan 
te o LHRH ("Luteinizing Hormone Releasing Hormone") (7); y la 
Somatostatina o Factor Inhibidor de la Liberación de la Somato 
tropina o SRIF ("Somatostatin Release Inhibiting Factor") (8, 
9). Estudios más recientes han logrado la identificaci6n del -
Factor Liberador de la Corticotropina o CRF ("Corticotropin Re 
leasing Fa-c·.tor") ( l O) y del Factor Liberador de la Hormona del 
Crecimiento o GRF ("Growth Hormone Releasing Factor") (11,12). 

B. GENERALIVAVES SOBRE LA HORMONA LIBERAVORA VE LA HORMONA 
LUTEINIZANTE ILHRH). 

La existencia de la Hormona Liberadora de la Hormona Lute
inizante (LHRH) fue postulada al observar que existía cierta -
actividad en extractos de hipotálamo capáz de estimular la li
beraci6n de la Hormona Luteinizante (LH) (13). Posteriormente 
fue posible aislar esta hormona de hip0tálamo de porcinos, con 
lo que se hizo posible demostrar en 1971, que la LHRH es un d! 
capéptido con ambas terminaciones bloqueadas, cuya secuencia es: 

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 · 

(14). Gracias a la creaci6n de anticuerpos específicos contra 
la hormona, se han podido realizar estudios sobre su distribu
ción regional y subcelular. Por técnicas de fraccionamiento 
subcelular se ha demostrado que la mayor parte de la LHRH se e!!. 
cuentra concentrada a nivel de terminaciones nerviosas (15). 
Mediante inmunoensayos de micro-disecciones se ha determinado -
que ~as concentraciones más altas de la LHRH se encuentran en la 
eminencia media, núcleo arcuato, organum vasculosum de la lámina 
terminalis, y la regi6n pre6ptico supraquiasmática (16). Se ha 
determinado que las terminaciones nerviosas de la eminencia me-
dia contienen una alta cantidad de la LHRH, y que los cuerpos -

:·::,;·,,· 
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neuronales están concentrados en las regiones pre6ptico sup~! 
quiasmática en casi todas las especies animales, y además en 
el núcleo arcuato en la rata (17). Se ha reportado la presen
cia de péptidos con actividad liberadora de la Hormona Lutei
nizante, e inmunoreactivos a anticuerpos anti-LHRH en placen
ta (18), ovario (19), y testículo (20), en varias especies a
nimales. Sin embargo, no se conoce el papel que juega esta hor 
mona en esttis tejidos. 

Hasta ahora poco es lo que se conoce sobre la regulación de 
la LHRH, sin embargo se ha llegado a observar que ciertos neuro 
transmisores, en particular las aminas biogénicas,regulan su li 
beración. Ciertas evidencias demuestran que al dopamina ejerce 
un efecto estimulador sobre la liberación de la LHRH (21), pero 
aún existen controversias sobre si el efecto de este neurotrans 
misar sobre la neurona LHRHérgica es inhibitorio o estimulatorio. 
Estas diferencias pueden deberse a variaciones en el estado hor 
monal de¡ animal en el momento del estudio, o a la dosis emple
ada que afecte diferencialmente a subclases de receptores a do
pamina. A pesar de existir evidencias que implican que la sero 
t~nina (22), norepinefrina (23), histamina (24) y melatonina -
(25) están involucradas en el control de la LHRH, no se conoce 
a que nivel es el efecto de estos neurotransmisores sobre la 
neurona LHRHérgica. Otros estudios (26) han conducido a la hip6 
tesis. de que las cat.ecolaminas modulan la liberaci6n tónica pul
sá~il de la LHRH hacia el sistema porta vascular, y de que a su 
vez están involucradas en el efecto,retroinhibitorio de los es
teroides gonadales sobre el hipotálamo. 

Se ha observado que los esteroides gonadales juegan un papel 
muy importante en la regulaci6n de la LHRH, pudiendo ser su 
acci6n directamente.sobre la neurona peptidérgica o a nivel de 
liberación de neurotransmisores que a su vez modulen la libera
ci6n de la LHRH. El mecanismo de acción de los esteroides sexua
les puede ser por ~etroalimentaci6n positiva o negativa (27), 
lo cual va a depender de~ esteroide y de las condiciones fisio-
16gicas del individuo. Se postul~ que la liberaci6n de la LHRH 
de otras áreas del cerebro (además de la eminencia media) es 
también influenciada por asteroides gonadales (28). 
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Una de las funciones de la LHRH es ejercer el control neu ~l 

roend6crino del sistema hipotálamo-hipofisiario-gonadal. Me~
diante estudios con la LHRH sintética se ha podido observar que 
esta neurohormona es capáz de liberar la LH y la FSH tanto in 
vivo como in vit4a en todas las especies estudiadas, incluso en 
el .hombre (29)·, En el caso de la LH la liberaci6n es dosis de-
penqiente, mientras que para la FSH la intensidad de respuesta 
es menor y no depende de la dosis administrada. La acci6n de la 
LHRH sobre la adenohip6fisis es exclusivamente sobre las células 
gonad6tropas liberando la LH y la FSH. Este efecto in vivo es -
inmediato y rápidamente reversible. Se ha postulado que la libe 
raci6n de gonadotropinas es causada por interacci6n de la LHRH 
con receptores localizados en la memb~ana plasmltica y parece 
ser que sus efectos son mediados por AMP cíclico y/o por cambio 
en la permeabilidad de los iones (30) . Una vez liberadas la LH 
y FSH de la hip6fisis anterior pasan ~ circµlaci6n para ser 
transportadas hasta su 6rgano blanco en donde ejercen el control 

de la liberaci6n de los esteroides gonadales. De esta forma la 
LHRH controla indirectamente ¡os procesos fisiol6gicos en los 
que se involucra la síntesis-secreci6n de hormonas sexuales. 

La variaci6n en los niveles de la LHRH en ciertas condicio~
nes fisol6gicas está altamente relacionada con procesos sexua
les como son la diferenciaci6n sexual, la.pubertad, el ciclo -
menstrual y la reproducci6n. Durante~el desarrollo normal del -
indiv1duo, desde la vida fetal hasta lR edad adulta en que las 
mujeres presentan la menopausia, los niveles de LHRH varían gran 
demente según la etapa del crecimiento: se encuentran altos du
rante la vida fetal temprana, bajando a un nivel basal durante 

la nifiez, para posteriormente aumentar gradualmente y en forma 
pulsátil durante la pubertad, hasta alcanzar los niveles norma
les en el adulto (31). El cambio hormonal durante la época de -
desarrollo sexual parece estar mediado por un aumento.en· la se~ 
sibilidad de la adenohi6fisis a la LHRH (32). Aún en la etapa -
adulta los niveles de la LHRH v~rían en ciertas condiciones: En 
ia mujer, el control del ciclo ovárico está altamente relacion! 
do con el aumento en la secreci6n de la LHRH. Durante el ciclo 
menstrual, el pico de estrógenos preovulatorio combinado a un 

aumento en la liberaci6n de la LHRH desencadena los eventos que 
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llevan a la ovulaci6n (33). 
Además de ejercer el control neuroend6crino del sistema 

hipotálamo-hipofisiario- gonadal la LHRH juega un pépel muy 
importante en el comportamiento sexual. Este neuropéptido -
es capaz de potenciar el reflejo de lordosis en roedores, -
lo cual es un elemento esencial en el comportamiento repro
ductivo en esta especie (34). El efecto de la LHRH sobre el 
comportamiento se atribuye a la acci6n neural de este pépti 
do, que es independiente de su acción sobre la adenohip6fi
sis (35). Las neuronas secretoras de la LHRH de la materia 
gris mesencefálica parecen estar involucradas en este fen6-

meno y sus axones parecen terminar fuera del hipotálamo (36). 
Estos datos, aunados a ciertos estudios neurofarmacol6gicos 
(37) y a evidencias de que la LHRH es capáz de modular la 
actividad eléctrica en neuronas del s~stema nervioso central, 
sugieren que la LHRH puede actuar como neuromodulador además 
de como neurohormona (38). 

C. BIOSINTESIS VE LA LHRH. 

El conocimiento de la estructura de la LHRH ha dado un -
impulso a la investigaci6n sobre su biosintesis. Las primeras 
especulaciones sobre la biosíntesis 'de la LHRH sugerían, como 
para la TRH, un mecanismo de síntesis.no ribosomal (39). Sin 
embargo, este péptido posee características comunes con muchos 
otros neuropéptidos sintetizados ribosomalmente, como la ci-
clizaci6n del residuo glutamina amino terminal y la amidaci6n 
del aminoácido carboxi terminal. Estos datos condujeron a la 
suposici6n de un mecanismo de síntesis de la LHRH por vía ri
bosomal, en donde en precursor sería procesado hasta el pép-
tido activo durante su viaje del soma a la terminal nerviosa. 

Los estudios iniciales sobre la biosíntesis de la LttRH -
demostraron la existencia de formas inmunoreactivas de alto -
peso molecular en extractos de hipotálamo (40). Posteriormen
te R. Millar comprob6 que .mediante estudios cromatográficos -
de extractos de hipot4lamo porcino y por detecci6n por radio
inmunoensayo con anticuerpos dirigidos contra la parte central 
del p~ptido, era posible determinar una especie inmunoreactiva 
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de más de S,000 daltones de peso molecular. Este mismo estu
dio demostr6 que además de esta especie inmunoreactiva de -
alto peso molecular existía un péptido intermedio de 1,800 
daltones, cuya identidad no ha sido totalmente explicada. A· 
pesar de haber trabajado con una gran cantidad de tejido, -
la pequefia proporción en que la LHRH es sintetizada en el -
hipotálamo (menos del 0.1% de la proteína total) no permi-
ti6 a estos autores el purificar el péptido inmunoreactivo 
o determinar su peso molecular. Trabajando con extractos de 
hipotálamo de rata, J .P. 'Gautron (41.) fue capaz de determi
nar por inrnunoensayos de ciertas fracciones cromatográficas, 
la existencia de un péptido reconocido por anticuerpos anti
LHRH de aparentemente 26,000 daltones de peso molecular, 
m~entras que G. Fink reporta (42) que mediante estudios de 
traducci6n de ARN mensajero de hipo'tálamo de rata, e inmuno
precipi tación de los productos de traducción marcados con -
(3H)-Leucina, con un anticuerpo obtenido en su laboratorio, 
se observa la presencia de un péptido inmunoreactivo de 
28,000 daltones , el cual no es aparente al incorporar (3 5s)

Metionina como marcador. Por otra parte, en base a lo que -
se conoce hasta el momento, P. Seeburg (cornunicaci6n perso
nal) ha enco~trado en placeµta human~ a partir de un banco 
de clonas de ADN comlementario (ADNc), un ADNc que codifica 
para un péptido de 10,000 daltones que contiene en su inte
rior la secuencia a la LHRH. 

V. BZOS1NTES1S VE NEUROPEPTZVOS. 

V.1. Antecedente~. 

Todos los mecanismos involucrados en la síntesis y pro
cesamiento de neuropéptidos requieren de sistemas de regula 
ci6n muy eficientes para dar lugar al péptido activo, que va 
a ser liberado de la terminal nerviosa como respuesta a un -
estimulo dado. El entendimiento .de los mecanismos de bipsín
tesis de neuropéptidos es de suma importancia para conocer -
el nivel al que actaan los diversos estímulos sobre la neur2 
na peptidérgica. Los estímulos sobre estas células podrían -
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reflejar una estimulaci6n de la bidsíntesis del péptido, que -
posteriormente regresaría a un estado de equilibrio por acci6n 
de otros elementos regulatorios. Esto implicaría una acci6n a 
nivel de expresi6n gen6mica. Otra posibilidad de acción de los 
elementos regulatorios sería sobre la secreción del péptido, y 

el aumento en la síntesis sería s6lo un reflejo de la restaur! 
ci6n de los niveles normales del péptido almacenado. Un punto 
importantéi..: en el estudio de la biosíntesis de neuropéptidos -
es el poder elucidar la localtzación de las neuronas peptidér
gicas; ·datos hasta ahora basados en la detección del péptido -
procesado. 

Una amplia gama de proteínas de secreción y hormonas pepti 
dicas son sintetizadas a partir de precursores de alto peso m~ 
lecular, los cuales son procesados por énzimas proteolíticas -
dentro de compartimientos subcelulares (Retículo Endoplásmico 
Rugoso, Aparato de Golgi) y de vesículas de almacenaje o de se
creci6n, para finalmente liberar el péptido biológicamente ac
tivo por exocitosis, La utilización de una serie de estrategias 
experimentales (experimentos de pulso y caza, técnicas de tra
ducci6n en sistema libre de células, y técnicas de ADN recombi 
nante) han llevado a la identificación de varias prohormonas -
neuropeptídicas como la pro-vasopresina, pro-encefalinas, pro
calcitonina, pro-somatostatina y pro-ACTH-alipotropina (o pro
opiomelanocortina (POMC)) entre otras. En estos pre~ursores . 
las secuencias biológicamente activas se encuentran dentro de 
la cadena peptfdica, ususalmente formando una pequefia parte del 
precursor total. En algunos casos puede estar presente más de 
un producto biol6gicamente activo dentro de ~n polipéptido, 
como sucede para los precursores de ACTH y e~cefalinas. La for 
m~ci6n de los productos peptidicos correctos requiere de sis
temas de regulación eficientes a nivel de procesamiento post
traducci6n. 

Los primeros estuqios sobre la biosíntesis de neuropéptidos 
fueron realizados por Sachs y colaboradores (43), quienes demo! 
traron que en cultivos mixtos de hipotálamo y neurohip6fisis se 
presentaba una incorporaci6n de aminoácidos radioactivos a la 
molécula de vasopresina, a pesar de haber cierta degeneraci6n 
del te~ido, Estos autores sugirieron la sí~tesis de vasopresi
na en form~ de prohprmona, al identificar una mol~c1:1la de alto 
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peso molecular que contenía la 1 secuencia a neurofisinas. Estu
dios posteriores (44), en los que al inhibir la síntesis de ARN 
se obtenía un decaimiento en la síntesis de vasopresina, ªPºY! 
ban la idea de la existencia de formas precursoras de las neuro 
fisinas. Posteriormente, mediante estudios ~n v~vo (4S)se demo! 
tr6 que la vasopresina, la.oxitocina y sus neurofisinas asocia
das, son sintetizadas como parte de precursores de peso molec~ 
lar de aproximadamente 20,000 daltones. Finalmente, al traducir 
ARN hipotalámico en sistema libre de células (46), se lleg6 a 
corroborar la existencia de la pre,-proneurofisina de peso mole
cular de 17,500 daltones, con lo que se han postulado varias po
sibilidades de modificación post-traducción del precursor, que 
explican la diferencia en peso molecular. 

Se ha demostrado que las endorfinas, la Hormona Estimulan
te del Melanocito (MSH) y la Hormona Adrenocorticotrópica (ACTH) 
son sintetizadas en la adenohip6fisis vía un precursor común -
de 30,000 daltones. En los primeros estudios sobre la biosinte 
sis de ACTH (47) se reportó la pres~ncia de una forma inmuno-
reactiva de alto pe$o molecular al usar cromatografía en gel, 
y posteriormente fue demostrada la funci6n de esta molécu~a -
como precursor biosintético de ACTH (48). Estudios posteriores 
de síntesis del precursor en sistema libre de células, demostra 
ron que este precursor contenía la secuencia de ·1a ACTH y ade-
m4s codificaba para la •-endorfina. Lá estructura total del pre 
cursor de ACTH y a-endorfina fue identificada basándose en la 
secuencia nucleotídica del ADN complementario producido a partir 
de ARNm de hipófisis. Se ha observado que no obstante que las 

-
moléculas de Pro-opiomelanocortina (POMC) sintetizadas en los 
16bulos anterior e intermedio de la ~ipófisi~ son idénticas, el 
procesamiento es distinto en estas dos regiones (SO). Los prin
cipales productos sinte~izados o procesados en el 16bulo ante-· 
rior son el ACTH tanto en su forma glicosilada como no glicosi
lada~ y la a-lipotropina, mientras que en el lóbulo intermedio 
se producen principalmente la Hormona Estimulante del Melanoci
to (MSH) y el Péptido del L6bulo Intermedio Tipo Corticotropina 
(CiIP) y la a-endorfina en su forma glicqsilada. Aún no se ·ha 
4eterminado con claridad cuáles son los factores que provocan -
el procesamiento diferencial de este precursor, pero se ha ~~· 

8 



observado que los pares de residuos de aminoácidos básicos -
(Arg-Arg, Lys-Arg, Lys-Lys) en donde se llevan a cabo los -
cortes enzimáticos, tienen un papel muy importante en el pr~ 
cesamiento, así como ciertas modificaciones post-traducción 
como son la glicosilaci6n y la acetilaci6n. 

V.2. B~o~lnte~i~ de Ho4mona~ Hipotal~mictU de Libe4aai6n. 

1 

Por más de una década una gran variedad de trabajos se han 
enfocado al estudio del mecanismo de biosíntesis de péptidos -
hipotalámicos de liberaci6n. En un principio se postularon dos 
posibles mecanismos de biosíntesis de péptidos hipotalámicos. 
En vista de que muchos de los péptidos pequeños biol6gicamente 
activos como la glutationa (51) y varios antibi6ticos peptídi
cos (52) son sintetizados enzimá~icamente en ausencia de ARN -
mensajero, la mayoría de los estudios trataron de demostrar un 
mecanismo de biosíntesis no ribosomal~ Alternativamente, estos 
péptidos podrían ser sintetizados por la vía convencional en 
ribosomas, en forma de péptidos precursores (prohormonas) que 
serían procesados enzimáticamente para dar lugar a la hormona 
biolégicamente activa. 

Los primeros estudios sobre la biosíntesis de TRH (S3) de 
mostraron que al incubar precursores de aminoácidos radioacti . -
vos con fragmentos de hipotálamo de rata, estos se incorpora-
ban a péptidos con ¡as mismas propiedades electroforéticas y 
cromat~gráficas de la TRH. Posteriormente estos estudios fueron 
altamente criticados (54) poniendo' en evidencia que era nece
sario una purificaci6n más extensiva de la TRH para poder lle
gar a una conclusión sobre su biosintesis. Otros autores (39) 
postularon un mecanismo enzimático de síntesis de la TRH, in
dependiente de síntesis por ribosomas, pero posteriormente •e 
demostró (SS) que al incubar homogenados de hipotálamo con -
aminoácidos radi.oactivos en presencia de ~nhibidores de sínte
sis de proteínas o en presencia de ribonucleasas, había un 
decremento en la síntesis de TRH. Estos datos sugi~ieron que
este péptido es sintetizado vía un precursor de ~lto peso mo
lecular, en analogía a otros péptidos como la neurofisina, -
si~ embargo niqguno de estos estudios llevaron a la identifi 
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caci6n de un mecanismo de síntesis de la TRH. Mediante técni 
cas de ADN recombinante ha sido posible encontrar un ADN com 
plementario a un fragmento de ARNm de piel de Xenopu4 laevi~, 

que codifica para cuatro moléculas de la TRH (56), flanquea
das por pares de residuos de aminoácidos básicos. Esto pone 
en evidencia que la TRH se sintetiza vía un precursor de alto 
peso molecular, en donde esta hormona se presenta en multic~ 
pia. 

Varios estudios han puesto en evidencia más claramente -
que la Somatostatina es sintetizada vía un precursor de alto 
peso molecular. Mediante estudios de filtración en gel de 
extractos de hipotálamo (57) fue posible identificar formas 
inmunoreactivas de Somatostatina de alto peso molecular. A -
partir de isletas de Langherhans de páncreas de pescado fue 
posible identificar un ARNm que codifica para un precursor -
de Somatostatina de 12,000 daltones'(58). Posteriormente se 
puso en evidencia la existencia de un precursor de 15,000 
daltones al traducir ARNm de hipotálamo de rat6n y al deter
minar por hibridaci6n con ADN específico para Somatostatina, 
que el ARNm que codifica para este neuropéptido contiene a-
proximadamente 550 bases, lo que confirma observaciones ante 
riores (59). Por técnicas de ADN recombinante se ha podido -
aislar de páncreas de pescado un ADNc que codifica para Soma 
tostatina (60), con lo que se ha elucidado ¡a secuencia to-
tal del precursor: y se han realizado varios estudios sobre 
su biosíntesis (61). Debido a la. proporci6n tan baja en que 
es sintetizada la Somatostatina en el hipotálamo de mamíferos, 
no ha sido posible obtener el ADNc que codifica para esta -
neurohormona en este tejido. 

El Factor Liberador de la Hormona del Crecimiento (GRF) 
es un péptido que está presente en el hipotálamo en muy baja 
proporción, lo qu~ hizo difícil su identificaci6n. Hasta 1982 

fue posible caracterizar un péptido proveniente de un tumor 
pancreático que poseia·actividad liberadora de la Hormona del 
Crecimiento (62). Posteriormente se ais16 de hipotálamo huma 
no un péptido aparentemente idéntico al encontrado en páncr! 
as humano. Por estudios de traducci6n de ARNm, y por técnicas 

10 



de ADN recombinante se encontró que el GRF es sintetizado 
en páncreas humano vía un precursor de 13,000 daltones, del 
cual se ha determinado la secuencia total (63). 

E. ENFOQUE EXPERIMENTAL. 

El estudio de la regulaci6n de la LHRH a nivel de biosín 
tesis es de gran importancia en el entendimiento de la funci6n 
de la neurona LHRHérgica en el control neuroend6crino del sis 

' . . -
tema hipotálamo-hipofisiario~onadal. El conocimiento de los -
mecanismos que regulan la síntesis, procesamiento y liberaci6n 
de esta hormona hipotalámica llevaría al mejor entendimiento 
de los desordenes fisiológicos de este ~istema hormonal. 

En base a evidencias que postulan la existencia de un pre 
cursor biosintético de la LHRH, se planteó la necesidad de -
caracterizar dicho precursor como primer paso en el estudio -
de la biosíntesis de este neuropéptido. El objetivo de este -
trabajo es caracterizar el precursor de LHRH una vez que ha -
sido sintetizado a partir de ARN mensajero de hipotálamo de -
roedor. La estrategia experimental consiste en aislar ARN men 
sajero de hipotálamo y traducirlo en sistema libre de células. 
La determinaci6n del peso molecula! del precursor de LHRH se 
realiza mediante la inmunoprecipitaci6n de los productos de -
traducci6n con anticuerpos anti-~HRH. 

La purificación de ARN requiere de ciertos cuidados para 
evitar la degradación por ribonucleasas. En la literatura se 
han reportado una gran variedad de metodologías de obtención 
de ARN que presentan ciertas ventajas, sin embargo al parecer 
los dos métodos m~s apropiados para la obtención de ARN a -
partir de tejidos ricos en lipidos 'Y glic6geno, como el teJ!. 
do .cerebral, son e 1 método de Cloruro de Guanidina ( 64) y el -
método de Tiocianato de Guanidina/Gradiente de Cloruro de Ce
sio (65). Ambos métodos ofrecen la ventaja de inhibir altamen 

' -
te la acci6n de ribonucleasas y de dar lugar a preparaciones 
de ARN libres de proteínas, lípidos y ADN. Para purificar ARN 
mensajero (ARN-poli(A)) a partir de una preparaci6n de ARN 
total se utiliz~n principalmente dos métodQs cromatogr4ficos 
de separaci6n: la cromatograffa de afinidad en Oligo-dT celµlosa 

··: . ... 
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(66) y la cromatografía en Poly-(U)-Sephadex (67), Ambos mét~ 
dos tienen como principio la hibridaci6n de las cadenas de -
poliadenina 3' en el ARN mensajero con oligonucle6tidos sin
téticos (dT o U) acoplados a una resina. Mediante la combina
ci6n de estas técnicas de purificaci6n, se obtendran las pre
paraciones de ARN que serán utilizadas para su traducción en 
sistema libre de células. 

La traducci6n de ARNm de organismos eucariotes se puede -
realizar principalmente en dos sistemas libres de células: Li 
sado de Reticulocito de Conejo (68) y Extracto de Germen de -
Trigo (69). De estos dos sistemas de traducción, el lisado de 
reticulocito de conejo es el más usado debido a que presenta 
una menor variabilidad entre distintas.preparaciones, sin 
embargo ha sido demostrado que ambos sistemas son bastante 
eficientes para la traducci6n de ARNm proveniente de distintas 
fuentes. 

Una vez estableciendo las condiciones de traducci6n en ca
da sistema, es posible obtener una alta incorporaci6n en pro
teínas del residuo del aminoácido radioactivo incorporado al 
sistema. Esto permite el rastreamiento y el estudio de los pé2 
tidos generados a partir del ARNm en estudio, sin mayor inter
ferencia del ARN end6geno del sistema de traducci6n. 

El reconocimiento del precursor de LHRH entre los productos 
de traducci6n del ARNm de hipot~lamo d~ roedor se realiza me-
diante ensayos de inmunoprecipitaci6n con varios anticuerpos 
dirigidos contra la parte central de la molécula de LHRH. Los 
anticuerpos empleados en este estudio y su sitio antigénico -
se presentan a continuaci6n: 

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pr~·Gly-NH 2 

Millar.#1076 777/llll//ll/7/ 

Arimura #419 llll/77/l/717771/llllll 

Arimura #743 ·1111111111 

. Arimura #744 /7/77/ll////lllllll 

'. . ~ ·' 
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Estos sueros fueron generosamente donados por los Drs. 
Robert Millar (University of Capetown Med. Sch., Capetown, 
Repdblica de. Africa del Sur) y A. A~imura (Veternas Admini! 
tration Hospital, Nueva Orleans, La. E.U.A.), y son los anti 
cuerpos utilizados por los grupos (40) que inicialmente pr~ 
baron.la existencia de una forma precursora de LHRH en ex-
tractos de hipotálamo. 

El método más adecuado para la purificaci6n de inmunopre 
cipitados de el resto de los productos de traducci6n, es la 
cromatografía en Proteína A de Staph¡lococcu~ au~eu~ unida a 
sefarosa (70). Esta proteína tiene l~ capacidad de unir espe 
cíficamente las inmunoglobulinas de tipo IgG de ciertas esp~ 
cies. Este método fue probado anteriormente en el laboratorio 
contra otros métodos de purificaci6n, corno la precipitación 
por segundo anticuerpo, y ha demostrado ser la técnica más con 
veniente ya que disminuye notablemente el enlace no específi
co que coprecipita en otros sistemas. 

La determinación del peso molecular del péptido irununo-
reactivo se realiza mediante electroforesis en gel desnatur! 
lizante siguiendo la técnica de Laemmli (71) y por autorra
diografía de los péptidos radioactivos, con el objeto de fa
cilitar la observación del péptido reconocido específicamen
te por los anticuerpos anti-LHRH. 

. . 1~ . . ~ 



l l. OBJETIVOS. 

La elucidaci6n de los mecanismos de biosíntesis de los -
factores hipotalámicos de liberaci6n constituye un problema 
central en neurobiología. La biosintesis de la LHRH presenta 
especial interés por ser el péptido involucrado en el control 
neuroend6crino del eje hipotálamo-hipofisiario- gonadal, y -

por su importancia en la regulaci6n qel comportamiento sexual 
y la reproducci6n. 

Con el objeto de estudiar la biosíntesis de la LHRH y su 
regulaci6n, se plante6 la necesidad ·de determinar el peso m~ 
lecular del precursor de LHRH como el paso inicial en el est~ 
dio del mecanismo de biosintesis de este neuropéptido. Evide~ 
cias anteriores (59) 4emuestran que, mediante la traducci6n 
de ARN hipotalámico e inmunoprecipitaci6n con anticuerpos anti
Somatostatina de los productos de traducci6n, fue posible de-
terminar el peso molecular del precursor de Somatostatina. En 
base a esto, se propuso seg~ir el mismo enfoqµe metodol6gico 
para la determinaciCSn del peso molecular del precursor de LHRH. 

El objetivo principal de este trabajo es determinar el peso 
molecular del precursor de LHRH mediante la optimizacitSn met~ 
doldgica de obtenci6n de ARN de hipotálamo de roedor; esto, 
con el objeto de caracterizar el precursor inmediatamente de~ 
pu~s de haber sido trad~cido en sistema libre de c~lulas, 
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El reconocimiento del precursor de LHRH se realiza me-
diante la inminoprecipitaci6n de los productos de traducci6n 
con varios anticuerpos anti-LHRH dirigidos contra la parte 
central de la molécula. La determinaci6n del peso molecular 
se realiza mediante la separaci6n de los productos inmunopr! 
cipitados por cromatografía de afinidad y electroforesis en 
gel desnaturalizante. 

A lo largo del trabajo experimental surgió una fuerte 
evidencia sobre la existencia de un ADNc que daría lugar a 
un precúrsor de LHRH en placenta humana de 10,000 daltones -
de peso molecular. En base a esto, se propuso comprobar si 
mediante el enfoque experimental usado ~n este trabajo es 
posible observar el precursor de 10,000 daltones de placenta 
humana, y cómo esto se correlaciona con lo observado en hipo 
tálamo de roedor. 

· .. 1 s. : ! ~:·• 



III. METODOLOGIA. 

A. OBTENClON VE ARN. 

En todos los casos en que se involucra la utilizaci6n de 
ARN se obedecen las siguientes precauciones: 
- Todo el material a utilizar se libera de ribonucleasas tra 

. -
t4ndolo previamente con NaOH 1N y esterilizandolo por autocl! 
ve o en horno a 180°C por 12 hrs. 
- Todas las soluciones se preparan con agua tratada previame! 
te con dietilpirocarbonato y se esteriJizan poi autoclave o 
a través de filtros MtllipQre. 
- Todas las manipulaciones se realizan a 4ºC. 

A.J. Obtenci4n de poti4oma4 de·hipotdtamo de ~ata (72). 

Solucidn amortiguadora de homogenizaci6n. 
~loruro de potasio lOOmM. 
Acetato de magnesio .SmM. 

Tris-HCl pff 7,0 30mM, 

Cloruro de calcio 3mM. · 
Heparina 1 µg/µl. 

a) Disecar el teji4o, 
b) Resuspender en soluci6n de ~omogenizaci6n (10 ml/gr de .. 
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tejido) . 
e) Homogenizar el tejido utilizando v~stago de tefl6n (ho-

mogenizador Bellco Glass Inc. ) . 
d) Añadir Trit6n a una concentraci6n final de 0.5 a 1.0%. 
e) Volver a homogenizar. 
f) Centrifugar a 10,000g y 20,000g por 10 minutos a 4ºC. 
g) Recuperar el sobrenadante y centrifugar a 100,000g por 

dos horas en ultracentrífuga. 
h) Eliminar el sobrenadante. 
i) Lavar ligeramente la pastilla de polisomas. 
j) Almacenar los polisomas a -70°C hasta el momento de tra 

ducir o. extraer el ARN. 

A.2. Ext~acc~6n de ARN. 

A.2.1. METODO DE GUANIDINA-HCl (~4). 

a) Homogenizar el tejido en soluci6n amortiguadora A (20 ml/g) 
(Soluci6n amortiguadora A: guanidina-HCl 7M, acetato de 
sodio20mM, ditiotreitol (DTT) lmM, pH 5.0). Utilizar homo
genizador Polytron a máxima velocidad. 

b) Transferir el homogenado a botellas de centrífuga y centri
fugar a 11,000g por 30 minutos a -10ºC. 

e) Filtrar e~ sobrenadante sin revolver el precipitado a tra
vés de una gasa estéril para eliminar lípidos. 

d) Agregar O.SS volúmenes de etanol a -20°C. Precipitar el 
ARN a -20°C de 12 a 24 horas. 

e) Sedimentar el ARN por centrifugaci6n a 11,000g por 30 minu 
tos a -10°C. 

f) Decantar el sobrenadantc y disolver l.a pastilla en un mfni 
mo de volumen de soluci6n amortiguadora B (Soluci6n amorti 
guadora B: guanidina-HCl 7M, acetato de sodio 20mM, ditio
t re i t'o 1 ( DTT) 1 mM, EDT A 2 OmM, pH 7 • O) • 

·i 

g) Homogenizar manualmente en homogenizador tipo "Dounce". -
Tomar alícuota (5-10µ1). Determinar densidad 6ptica a 230, 
260, y 280 nm~ 

~ .- j ; ,f7 .· 
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h) Agregar O.SS voldmenes de etanol a -20°C. Precipitar a 
-20°C de 12 a 24 horas. 

i) Repetir los pasos c,f ,g,y h dos veces. 
1 

j) Disolver el ARN en un volumen mínimo de EDTA 20mM pH 7.0 
Tomar alícuota, determinar densidad 6ptica. 

k) Extraer con un volumen igual de una mezcla de clorofor 
mo~butanol 4:1 (v/v). Centrifugar a 11,000g, 4°C por 5 
minutos para separar ambas fase~. 

1) Remover y guardar la fase superior acuosa (sin llevar la 
capa de proteínas). 

m) Reextraer la capa orgánica con un volumen igual de EDTA 
20mM pH 7.0. Separar ambas fases por centrifugaci6n. 

n) Unir las dos fases acuosas. 
fi) Tomar alícuota de la fase acuosa (5-10µ1). Determinar deR 

sidad 6ptica a 230, 260 y 280 nm. 
o) Agregar 1/10 volumen de acetato de potasio 20% ptt 6.0 y 

Z voldmenes de etanol a -20°C y precipi~ar el ARN por 12-
24 horas. 

p) Sedimentar el ARN por centFifugaci6n. 
q) Resuspender el ARN en un mínimo de agua bidestilada estéril. 

Tomar alícuota, determinar densidad 6ptica a 230, 260 y 280nm. 
'•• 

r) Repetir los pasos o y p. 
s) Eliminar totalmente el etanol restante (secando al vaclo o 

con nitr6geno gaseoso). 
t) Resuspender la pastilla final de ARN en un v~lumen adecua 

do de agua bidestilada estéril para tener una concentraci6n 
final de 1.5 mg/ml. 

A.2.2. METODO DE TIOCIANATO DE GUANIDINA-GRADIENTB DE CLORURO 
DE CESIO (65) • 

. 
Soluci6n· ~ horno ge ni zaci6n 
Tiocianato de Guanidina 4.2M 
Lauril sarcosianato de sodio (Sarkosil) 17mM. 
Citrato de sodio 2Sm~ pH 7.0. 
a·Mercaptoetanol 0.7\~ 

Antiespumante "A'' o. 1. \ 



a) Homogenizar el tejido en soluci6n de homogenizaci6n (16 ml/g 
de tejido) a máxima velocidad con el homogenizador Polytron 
por 30-60 segundos (realizar est~s manipulaciones en campa
·na de aire). 

b) Transferir el homogenado a un tubo de ultracentrífuga (poli 
al6mero) que contenga un cüarto de volumen de soluci6n de 
cloruro de cesio (cloruro de .cesio 5.66M en EDTA 60mM pH 7.0) 

para rotores de columpio o con ~n tercio de dicha soluci6n 
para rotores de ángulo fijo. Llenar los tubos hasta el tope. 

c) Centrifugar a 36,000rpm a 20°C por 12 horas para rotores 
chicos y 18 horas para rotores grandes. 

d) Lavado del gradiente: Eliminar la soluci6n de cloruro de 
cesio con cuidado de no llevarse la pastilla de ARN (fondo 
del tubo) y lavar las paredes del tubo con agua bidestilada · 
estéril. .. 

e) Lavar la' pastilla de ARN con etanol al 70% a -20°C (aprox! · 
madamente 0.5 ml) sin disolver la pastilla. Eliminar el 
máximo de etanol. 

f) Resuspender el ARN en un mínimo volumen de EDTA 2mM pH 7.4, 
calentar a 60ºC por 10 minutos, transferir a un tubo esté
ril. 

g) Tomar alícuota (5-10µ1). Determinar densidad 6ptica a 230, 
260 y 280 nm. 

h) Agregar 1/10 volúmenes de acetato 4e potasio 20% pH 6.0 y 
2.5 volúmenes de etanol a -20ºC. Precipitar a -20ºC por 
12-24 horas o a -70ºC por 15 minutos. 

i) Sédimentar el ARN por centrifugaci6n a 11,000g por 30 minu 
tos a -lOºC. 

j) Repetir los pasos f,g,h,i. 
k) Resuspender la pastilla final de ARN en un volumen adecua

do de agua bidestilada estéril para tener una concentraci6n 
' 

final de 1 .5 mg/ml. 

> '··) 
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A.3. Pulti~icacidn de la 64accidn poli-(AJ del ARN (Pu4i6icaci4n 
del ARN men4aje~o). 

A.3.1. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN OLIGO-dT CELULOSA (66), 

a) Preparar una columna con la cantidad suficiente de la resi 
na para exceder 10 veces la cantidad de ARN-poli(A) a pur! 
ficar. 

b) Lavar la columna con un volumen de NaOH 0.1M para liberar 
de ribonucleasas. 

c) Lavar la columna varias veces con soluci6n alta en sal hasta 
que el pH del afluente sea pH 7.5 (Soluci6n alta en sal: 
Tris-HCl lOrnM, pH 7.5, cloruro de sodio 0.5M, EDTA lrnM). 

d) Disolver el ARN en EDTA 2mM pH 7.5 (2mg/ml). Calentar a 
65 ºC por· 1 O minutos. Enfriar a 4 ºC. 

e) Diluir la muestra 1:1 con soluci6n alta en sal 2X. 
f) Aplicar la muestra en la columna (flujo de .la columna.: O ,5 

ml/min). 
g) Lavar la columna varias veces con soluci6n alta en sal. 

Determinar densidad 6ptica a 230, 260 y 280 nm de los la
vados. Lavar hasta que la densidad 6ptica regrese a cero 
(basal). 

h) Lavar con dos volúmenes más de solu~i6n alta en sal. 
i) Eluír el ARN-poli(A) con soluci6n baja en sal (Soluci6n -

baja en sal: Tris-HCl 10mM pH 7.5). Recolectar el afluente 
en fracciones y determinar densidad 6ptic~ a 260 nm. 

j) Eluír hasta que la densidad 6ptica regrese a cero (basal). 
Colectar las fracciones de mayor densidad 6ptica. Tomar 
una •llcuota del total y determinar densidad 6ptica a 230, 
260 y 280 nm. De terminar la concentraci6n de ARN-poli (A) . 

1 

k) Agregar 1/10 de volumen de acetato de potasio al 20% pH 6.0 
y 2.5 volamenes de etanol a -20°C. Precipitar a -20ºC por 
24 horas. 

1) Sedimentar el ARNm por centrifugaci6n a 11,000g por 30 mi
nutos a ·10°C. 

m) Eliminar el etanol restante (con nit,6geno gaseoso o seca! 
do al vacfo). 

n) Resuspender el ARNm en '-'º volumen adecuado d~ iigua bidost! 

. . 
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!ada estéril para tener una concentraci6n final de 0.5mg/ml. 

A.3.2, CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD ~N POLY(U)-SEPHADEX (67). 

a) Preparar una columna con la cantidad suficiente de resi 
na para exceder 10 veces la cantidad de ARN-poli(A) a 

purificar. 
b) Lavar la columna varias veces con soluci6n de uni6n (Sol~ 

ci6n de uni6n: cloruro de sodio 0.2M, Tris-HCl lOmM pH 7.5 
EDTA 1.0mM, SDS 0.2t). 

c) Resuspender el ARN en soluci6n de unión pa~a tener una 
concentración final de lmg/ml. 

d) Calentar a 65°C por 5 minutos y enfriar a 4°C. 
e) Aplicar la muestra a la columna. 
f) Lavar la columna con 10 volúmenes de solución de unión. 
g) Elufr el ARN-poli(A) con soluci6n de eluci6n (de 11 a 

12 ml) (Soluci6n de eluci6n: formamida 90\, Tris-HCl lOmM 
pH 7. 5, EDTA 1 .. OmM, SDS O. 2 \) • 

h) Colectar el afluente de ARN-poli(A) y agregar 1/10 de vo
lumen de aceta~o de potasio al 20\ pH 6.0 y 2.5 volúmenes 
de etanol a -20°C. Precipitar a -20°C de 12 a 24 horas. 

i) Sedimentar el ARNm centrifugando a 11,000g por 30 minutos 
a -lOºC. 

j) Resuspender la pas'tilla de ARNm en un mínimo de volumen 
de agua bidestilada estéril. Tomar alícuota (5-10µ1). D! 
terminar densidad óptica a 230, 260 y 280 nm. 

k) Repe~ir los pasos h,i. 
1) Eliminar el etanol restante de .la pastilla de ARN. 
m) Resuspender en un volumen adecqado de agua bidestilada es 

téril para tener una concentración final de O.Smg/ml. 



B. SISTEMAS VE TRAVUCC10N. 

B.1. Si~tema lib4e de ellula4 de ~etieuloeito de eonejo 168). 

B.1.1. PREPARACION DEL LISADO DE RETICULOCITO DE CONEJO. 

Esta técnica se realiza en el laboratorio del Dr. L. Díaz de 
Le6n, del Depto. de Biología del Desarrollo del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

Con el fin de obtener una poblaci6n elevada y uniforme de 
reticulocitos (85%), se ~nduce anemia en conejos de Nueva Ze
landa (2-2.SKg) inyectando repetidamente fenilhidrazina. La 
fenilidrazina se administra subcutáneamente en una concentra
ción al 2.5% en carbonato de sodio, en la siguiente dosis: 
0.25 ml de la soluci6n de fenilhidrazina diariamente por seis 
días, alter~ando el sitio de· inoculación. Paralelamente se 
tnocula intramuscularmente con 1ml de una soluci6n que cante~ 
ga 1 Omg de vitamina B-12 y lmg de ácido :E6licc en solución 
salina isotónica. 

Cuando se obtienen valores de 85% de reticulocitos se s~

c~ifican los conejos sangrandose a blanco por punci6n cardia
ca. Paralelamente se colecta la sangre de 2-3 conejos, utili
zando heparina como anticoagulante (500-1000 unidades/ml de -
sangre) se filtra a t~avés de una gasa estéril y ~e centrifu
ga a 1000g por 5 minutos a 20°C para separar el paquete celu
lar del suero. El paquete c~lular se resuspende en 5-10 vold
menes de solución de lavado (cloruro de sodio 0.14M, cloruro 
de magnesio SmM, cloruro de potasio SOmM) y se centrifuga ba
jo las mismas condiciones. L~ solución de lavado, así como -
las células blancas y las plaquetas se eliminan por aspira~i6n 
con vacto.·El procedimiento 4e lavado se repite dos veces m4s, 
y el paquete final de reticulocitos se lisa afiadiendo un volu 
men·de solución de lisis (cloruro de magnesio 2mM, EDTA O.lmM 
pH 7.0, ditiotreitol 1.0mM) e incubando a 4°C por 10 minutos. 
El lisado se separa de los componentes membranales por centri 
fugaci6n a 11,000g por 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante se· 
divide ,en alfcuotas de 1-2ml y se almacena a -70ºC, 



B.1. 2. TRATAMIENTO DEL LISADO CON NUCLEASA MICROCOCAL. 

Con el fin de eliminar el ARN endógeno del lisado de reti
culocito de conejo, se trata el lisado con nucleasa microco
cal_b~'jo las siguientes condiciones: 
Por cada mililitro de lisado se agregan 25µ1 de soluci6n de 
leucina 8.SmM y 10µ1 de solución de creatin-cinasa (Smg/ml), 
20µ1 de cloruro de calcio SOmM y 30µ1 de soluci6n de nuclea
sa micrococal. 
Se incuba por 10 minutos a 20ºC y se termina la reacción por 
adici6n de 20µ1/ml de una soluci6n de EGTA lOOmM. 
El lisado tratado se divide en alícuotas de 50 y 100µ1 y se 
congela a -70°C hasta el momento de la traducción. 

B.1.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE TRADUCCION DEL ARN MENSA
JERO. 

Por cada ARN a traducir se realiza una curva dosis respue! 

ta. 
La concentraci6n 
ARN total: 
ARN poli(A) 

de ARN a titular 
1.Smg/ml 
O.Smg/ml 

es: 

Traducci6n tipo: 
Mezcla de incubaci6~ 
Reactivo· 
Cloruro de potasio 
Acetato de potasio 2M pH7.2 
Fosfato de creatina 0.2M 
Mezcla de aminoácidos lmM 
(sin metionina) 
HEPES O • SM pH7 • 2 
( 3 5s)-Metionina 

(1050 Ci/mM; 15 Ci/tubo) 
Agua destilada 

Vol/15µ1 tubo 
0.30jll 

0.75µ1 

0.75µ1 
0.75µ1 

0.75µ1 

1 • 50µ1 
0.20µ1 

5.00µ1 

23 



Mezcla de Volumen 
Tui> o Incubaci6n ARN Hz.O Lisado Total 

No ARN 5µ1 5µ1 Sµl 15µ1 
Curva dosis 
respuesta 1 5µ1 lµl 4µ1 Sµl 15µ1 
2 Sµl 2µ1 3µ1 5µ1 15µ1 
3 Sµl 3µ1 2µ1 5µ1 15µ1 
4 5µ1 4µ1 lµl 5µ1 15µ1 
5 Sµl Sµl 5µ1 15µ1 
ARN control 1 Sµl 2µ1 3µ1 5µ1 15µ1 
2 5µ1 4µ1 litl 5µ1 15µ1 

Incubar a 30°c por 60 minutos. Agregar 2.5µ1 de soluci6n -
de ribonucleasa pancreática (lmg/ml) a cada tubo. 
Incubar a 30°C por 30 minutos. 
De la mezcla de reacci6n se toman alícuotas de 5µ1 para la -
determinaci6nde radioactividad incorporada y 12.5µ1 para el 
an4lisis de patrones de traducci6n por electroforesis en geles 
de poliacrilamida-SDS. 

B.1.4. DETERMINACION DE INCORPORACION DE MARCA. 

Para determinar la incorporaci6n de aminoácidos en las 
proteínas codificadas por el ARNm, se 'cuantifi~a la incorp~ 
raci6n de radioactividad en las proteí~as precipitables con 
4cido tricloroacético (TCA) con el siguiente método: 
. . 1 

Tomar Sµl de cada ensayo y diluir en lml de agua bidestilada. 
Agregar Sml de soluci6n decolorante (H2 0 2 + NaOH) 
Agregar lml de ácido tricloroacético 25% y agitar. 
Filtrar las proteínas precipitables a través de filtros milli
pore tipo HA45 previamente embebidos e~ ácido tricloroacético 
al 8\ + metioni~a (l~g/ml). 

S~car los filtros a lOOºC por ~5 minutos y transferir a via
les que contengan líquido de centelleo. 
Deter~inar radioactividad inco~porada por ensayo (contador 
de centelleo líquido), expresada como cuentas por min~to. 

Una vez que se determina la concentraci6n de ARNm en ~ 

',f .. 



cuesti6n en la que se obtiene la máxima actividad de traduc
ci6n, se traduce el ARN en mayor proporción para la inmuno•
precipitaci6n de los productos generados. 

B.2. Ext4aeto de Ge~men de T4igo (69).· 

El extracto de germen de trigo se utiliza ampliamente para 
traducir in vit4o una gran variedad de ARN mensajeros a prote 
ína, ya que se conserva integramente el aparato de traducción 
de estas células. 

B.2.1. ENRIQUECIMIENTO DEL GERMEN DE TRIGO. 

Enriquecer los embriones intactos y viables por flotación 
en ci~lohexano/tetraclorµro de carbono (1:2.S). 

Dejar sedimentar los contaminantes y embriones dañados 
por 2-3 minutos. Colectar los embriones viables por filtración 
e~ Buchner (campana de aire) y dejarlos secar al aire. 

B.2.2. PREPARACION DEL EXTRACTO DE GERMEN DE TRIGO. 

Para la preapración del extracto de germen de trigo se si 
guen tres pasos principales, que son la homogenizaci6n del 
germen viable, la centrifugaci6n'del homogenado y la filtra--. 
ci6n én gel del sobrenadante. 

Todas las manipulaciones se realizan a 4°C en el menor -
tiempo posible y con soluciones esterilizadas y filtradas, y 
con material horneado a 180°C. 

' 
-Solución de Homogenizaci6n: Acetato. de potasio 100mM, aceta-
to de magnesio 1mM, cloruro de calcio 2mM, HEPES 40mM pH 7.5, 
di tiót.rei tol (DTT) 4mM. 
-so1u·ci6n de columna: Acetato de potasio 1 OOmM, acetato de -
magnesio SmM, HEPES 40mM pH 7. 5, DTT .4mM. 

Procedimiento: 
a) Homogenizar el germen de trigo via~le en un mortero· que -

conte~ga. nitr6geno 11'.quido. Homogenizar por 1-Z minutos 



hasta obtener un polvo fino. 
b) Transferir a un mortero limpio en baño de hielo y homoge

nizar en soluci6n hasta obtener una pasta espesa. 
e) Transferir a un tubo de centrífuga previamente enfriado 

y centrifugar a 23,000g por 10 minutos a 4°C. 
d) Transferir el sobrenadante a un tubo limpio (sin que se 

lleve la capa lipídica que se forma) y centrifugar en las 
mismas condiciones. 

e) Separar el sobrenadante. Medir volúmenes. 

Filtración en B!l· 
La filtraci6n en gel del extracto de germen ·de trigo se 

realiza para reducir la copcentración 'de aminoácidos libres 
que puedan competir en la incorporación a proteína con los 
aminoácidos radioactivos durante la traducción in vit~c del 
ARNm. 

a) Preparar una columna de vidrio con resina Sephadex G-25. 
Equilibrar la columna con soluci6n de colunma estéril. 

b) Aplicar el sobrenadante del extracto de germen de trigo 
sobr~ la columna y eluir con soluci6n de columna. 

c) Colectar la solución opaca que eluye inmediatamente des
pués del volumen muerto. (Colectar en varias fracciones). 

d) Descartar el pigmento amarillo que eluye más lentamente. 
e) Colectar las fracciones más opacas en un tubo estér~l 

de centrífuga y centrifugar a 23, 00.0g por 1 O minutos a 4 ce. 
f) Repartir el sobrenadante en alícuotas de 100-200µ1 y con

gelar inmediatamente a -70°C en nitrógeno liquido. 
1 

B.2,3. TRATAMIENTO DEL EXTRACTO DE GERMEN DE TRIGO CON NUCLE
ASA MICROCOCAL. 

El tratamiento con nucleasa micrococal se realiza para -
eliminar el ARN endógeno del sistema, que es capaz de compe
tir por los ribosomas y los factores necesarios para la 
traducci6n con el ARN ex6geno adicionado al sistema. 

a) Disolver la nuc¡easa micrococal de Stapl:uloc.occu.6 auJLeu.& 



en agua bidestilada para tener una concentraci6n final 
de 1875 unidades/rol. Congelar en alícuotas a -70ºC. 

b) Agregar 2µ1 de la nucleasa diluida preparada a 100µ1 de 
extracto de germen de trigo. Adicionar 2µ1 de cloruro de 
calcio 0.1M e incubar por 5 minutos a ZlºC mezclandolo 
ocasionalmente. 

e) Terminar la reacci6n transfiriendo a un baño de hielo y 

agregando 4µ1 de EGTA 0.1M. 
d) Almacenar el extracto digerido en alícuotas a -70ºC en 

nitr6geno líquido. 

B.2.4. COMPONENTES DEL ENSAYO DE TRADUCCION. 

Cuando se realiza un ensayo de traducci6n en extracto 
de germen de trigo, es necesario adicionar ciertos factores 
que son requeridos para una eficiente traducci6n. Entre 
estos factores están; un sistema de energía, aminoácidos y 

los iones K+ y Mg2+ en concentraci6n adecuada (titulada 
para el ARN de interés). Estos factores se preparan como 
soluciqnes concentradas y de estas se prepara una mezcla que 
es adicionada al extracto de germen de trigo en el momento 
de la traducci6n. 

Soluciones Requeridas: 

. 
Cloruro de Potasio 2.0M 
Acetato de Magnesio lOOmM 
HEPES l.OM 
Di tio'trei tol (DTT) 4SmM 

ATP 2SmM 
GTP 1mM 
Spermidina 2.SM 

Concentración 
en la mezcla 

280mM 

4mM 

70mM 

9mM 
SmM 

O. lmM 

O. 2SmM 

Concentraci6n 
en el sistema 
de traducci6n • 

80mM 

1 .SmM 

18mM 
ZmM 
lmM 

0,02mM 

O.OSmM 

Los siguentes reactivos se adicionan por separado a la mezcla 

de traducci6n 

,•.;'·, 
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Mezcla de aminoácidos 2mM c/u. 
(sin metionina) 
Fosfato de Creatina (C.P.) 0.6M 
Creatin-fosfocinasa Smg/ml 
(3ss)-Metionina (500 Ci/ml) 

1mM 20µM 

9.6mM 
64µg/ml 

2SiiCi 

Todas las soluciones se preparan por separado y se almacenan 
en alícuotas pequeñas a -20°C. La creatin-fosfocinasa se adi 
ciona hasta el momento de la traducci6n. 
Es conveniente tener el ARN para traducir a una concentraci6n 
de 1mg/rnl (en agua bidestilada estéril). La concentraci6n fi
nal 6ptima de ARN en la reacci6n de traducci6n debe ser dete~ 
minada para cada preparaci6n de ARN a traducir. Usualmente la 
concentraci6n de ARN es de 1-3µg por ensayo. 

Ensayo: 

Los componentes del ensayo de tr~ducci6n se combinan en un tu 
bo a 4°C en el siguiente 6rden: 
Agua (para completar el volumen de reacci6n a 50µ1), mezcla -
de aminoácidos (más la metionina· radioactiva) mezcla de ener
gía (AlP,GTP, K+, Mg2 +), fosfato.de creatina, creatin-fosfoci 
nasa, ARN a traducir, extracto de germen de trigo. 
La mezcla de traducci6n se incuba a 25°C por 90 minutos. Para 
terminar la reacción se transfiere el tubo de reacción a un -
bafto de hielo. 

B.2.S. INCORPORACION DE MARCA A PROTEINA TOTAL. 

Este erisayo se realiza para conocer la eficiencia de traduc
ci6n del· ARN.en base a la cantidad de proteínas precipitables, 
y depende del aminoácido radioactivo empleado, para el caso -
de metionina: 

a) Colocar una alícuota (2-5µ1) de cada mezcla de traducci6n 
en un disco de papel filtro Whatman 3M (2,5 cm de didmetro),. 



Insertar en el filtro un alfiler para su fácil manipula
ción y marcar el filtro con un lápiz. 

b) Incubar los filtros en un baño de ácido tricloroacético 
(TCA) al 10% por 30 minutos en baño de hielo. 

e) Decantar el TCA al 10% y añadir TCA al 5%. Calentar a -
ebullici6n en campana de aire por 15 minutos. 

d) Decantar el TCA 5% caliente y enjuagar los filtros 3 ve
ces con TCA 5% fresco. 

e) Transferir los filtros a una soluci6n de etanol-éter 1 :1 
por 5 minutos. 

f) Decantar la soluci6n etanol-éter y adicionar éter. Incu
bar por 5 minutos. 

g) Decantar el éter y secar los filtros en campana de aire. 
h) Contar los filtros en líquido de centelleo que contenga 

tolueno. 



C. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS. 

1 

Gel de PotiacAilamida-SVS-UAea. - Gel en do~ dimen~ione~ {71). 

Para la separaci6n de péptidos en base a su peso molecular, 
se realiza la electroforesis en gel· desnaturalizante de poli-
acrilamida-SDS en dos dimensiones. 

C.1. PAepaAaci6n del Gel de PoliacAitamida. 

a) Gel separador {inferior): 

Acrilamida 3Q\, bisacr~lamida 0.8% 
Tris-HCl 1.SM pH8.8 
Agua bidestilad~ 
Urea 8M 
SDS si 
Desgasificar con vacío 
Persulfato de amonio 
TEMED 

b) Gel concentrador {superior) 

Acrilamida 30\, bisacrilamida 0.8\ 

Tris-HCl O.SM pH6.8 
Agua bidestilada 

1 

Urea SM 
SDS S\ 

pesgasificar con vacío 

Persulfato de amonio 
Ti!MED 

s·o1uc'l6n" "de' ·c·o·r:rida: 

. 
1 º' 
lOml 

7.Sml 
9.7ml 
1.9ml 
1.2ml 

0.2ml 
· O .02ml 

12\ 
12ml 

7. Sml 
7.7ml 
1.9ml 
1.2ml 

O .2ml 
0.02ml 

· 4. si 

4.Sml 
7.Sml 

15.4ml 
1.9ml 
o.6ml 

100µ1 
15µ1 

Glicina 0.2M, Tris-base 0.025M, SDS ll, Urea O.SM • 

. . , 

15\ 
1Sml 

7.Sml 
4.7ml 
1. 9ml 
1.2ml 

0.2ml 
O.OZrnl 

6.25\ 

6.ZSml 
7.Sml 

13. 1 Sml 
1. 9ml 
0.6ml 

100µ1 
15µ1 



Solucidn de muestra: ----
Tris-HCl 0.05M pH 6.8, SDS 1%, glicerol 10%, urea 0.5M, azul 
de bromofenol. • 

c) Antes de aplicar al gel, diluir la muestra en solución de 
muestra y agregar 1/4 de volumen de una solución de ditio 
treitol (DTT) O.SM. 

d) Hervir la muestra por 5 minutos. 
e) Enfriar a temperatura ambiente. 
f)-Aplicar al gel. 

Los geles se preparan en cámaras de electroforesis verticales, 
de 0.7Smm de grosor y se corren a ampe~aje constante, de 15mAmp 
para el gel concentrador y 30mAmp para el gel separador. 
Una vez finalizada la electroforesis, los geles son tratados -
con dimetilsulfóxido (DMSO)/difeniloxasol (PPO) 20%, para fluo 
rografra. 

C.2. T4atam~ento del gel pa4a F~uo4og4a6ia.(73J. 

- Después de la electroforesis fijar el gel en ácido triclo 
roacético 50% por dos horas o toda la noche. 
Decantar la solucidn fijadora. 
Desecar el gel en dimetilsulf6xido.(DMSO) incubando de 15 
a 30 minutos con agitaci6n en campana de aire. 
Eliminar el DMSO usado. Repetir dos veces el tratamiento 
con DMSO. 
Tratar con una soluci6n de DMSO/PPO 20% por una hora con 
agitaci6n en campana de aire. 
Eliminar la soluci6n de DMSO/PPO 20%. 
Lavar el gel varias veces con agua bidestilada, 
Montar el gel en una hoja de papel filtro Whatman #1 y -

cubrirlo con plástico suave. 
Deshidratar el gel al vacío y con calentamiento (secador 
de geles en placa Bio-Rad) por 30-40min. 
Exponer el gel con película para rayos X Kodak ARP-5 y 

con pantalla intensificadora a -70°C por periodos de tiem 
po variables. 
Revelar y fijar ~as placas de acuerdo a los métodos conven 
cional~s de fotografla. 31 



O. 1NMUNOPREClP1TAC10N VE PROVUCTOS VE TRAVUCC10N. 

Siliconiza4 p4eviamente todo el mate~¡al a utiliza4. 

a) Resuspender los productos de traducci6n del ARN-poli{A) -
del tejidó en cuesti6n en soluci6n de inmunoprecipitaci6n 
(Soluci6n de inmunoprecipitaci6n: fosfato de sodio O.OSM 
pH 8.0, cloruro de sodio 0.1SM, azida de sodio 0.002\, 
trit6n X-100 0.5\, floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 
O .002M, albúmina sérica bovina (grado RIA) lmg/ml), inmedi!_ 
tamente después de ser traducidos. 

b) Eliminar los polisomas restantes del sistema de traducci6n 
por centrifugaci6n a 11,000 g por 20 minutos. 

e) Inmunoprecipitar los productos de traducci6n, ya sea con 
sueros anti-LHRH o con suero normal de conejo. 

d) En los casos de desplazamiento por el péptido sintético, 
agregar .lOµg de LHRH por mililitro de sistema de inmuno
precipitaci6n. 

e) Incubar el sistema de inmunoprecipitaci6n por 24 horas a 
4°C. 

f) Separar el complejo antígeno-anticuerpo formado por croma 
~ografía de afinidad a proteína,A-Sefarosa (proteína A 
de Staphylococc<U au~el.L6, capaz de.unir inmunoglobulinas). 

g) Eluír este complejo en ácido acético O.lM, una vez que se 
han eliminado perfectamente los contaminantes después de 
varios lavados con soluci6n amortiguadora de fosfatos 
(fosfato de sodio O.OSM pH 8.0, cloruro de sodio O.lSM). 

h) Evaporar el ácido acético a sequedad (evaporador con vac!o 
tipo "Savant"), y some~er los péptidos selectivamente re
conocidos por el anticuerpo a electroforesis. en gel de 
poliacrilamida-SDS, para la determinaci6n del peso mole
cular de los péptidos inmunoreactivos • 

. · .... 



IV. RESULTADOS. 

A. OPTZMZZACION METOVOLOGZCA. 

A.1. Obtencidn de ARNm.- Rend~miento y Titulaci6n. 

Con el objeto de optimizar la metodología de purifica 
ci6n de ARN-poli(A) de hipotálamo de roedor se realizaron 
varias preparaciones de ARN a lo largo del periodo de tr! 
bajo experimental. Cada una de las preparaciones de ARN fue 
titulada en base a su calidad de traducci6n en lisado de 
reticulocito de conejo, realizando una curva dosis respues 
ta de acuerdo a lo descrito en la sección de métodos. La 
tabla # 1 muestra el rendimiento y la actividaq de traduc-. 
ci6n de las preparaciones. Mediante ,la purificaci6n de ARN 
por homogenizaci6n en Cloruro de Guanidina y cromatografía 
en oligo-dT celulosa se obtienen las preparaciones con ma
yor actividad en la traducci6n. En términos de rendimiento 
de ARN, parece ser mejor el método de purificaci6n con Tio-: 
cianato de Guanidina y cromatografía en poly(U)-Sephadex, 
sin embargo la actividad de traducción de esta preparaci6n 
no es comparable con la obtenida al utilizar el método an
terior. Estos result~dos demuestran que a pesar de ehriqu~ 
cer el ARNm a parttr de la fracci6n polisomal, la activi-
dad de traducci6n no aumenta en comparaci6n con preparaci~J.. 

', ' ~'' 
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!es de ARN en las que se parte de tejido total para la puri 
ficaci6n de ARNm por los métodos convencionales. Al purifi
car dos veces sucesivas el ARN-poli(A) por cromatografía en 
oligo-dT celulosa se observa un aumento en la actividad de 
traducci6n del ARN por enriquecimiento de la fracción poli(A) 
con re~pecto al ARN total. Este procedimiento no se sigui6 
en todos los casos debido al bajo rendimiento del método. Se 
puede observar que el ARN de hipotálamo con mayor actividad 
en la traducci6n es el ARN proveniente de hipotálamo de rata 
(preparaci6n 5), que presenta una incorporaci6n de radioacti 
vidad en proteína precipitable por TCA, siete veces mayor que 
la ~ncorporaci6n que se presenta al no adicionar ARN ex6geno 
al sistema de traducci6n (actividad basal) (figura# 1). 

Esta preparaci6n de ARN-poli(A)++ fue utilizada en algunos 
de los experimentos de inmunopr~cipitaci6n de productos 4e 
traducci6n. Se obtuvo además una preparaci6n de ARN·poli(A)+ 
de cerebro total de rata con mayor actividad de traducci6n 
en comparación con el resto de las préparaciones de ARN. Esta 
diferencia puede ser explicada.en base, bien a la degenera-
ci6n del tejido en el momento de realizar la disección, la 
cual es menor al manipular cerebro total; o bien, a que se 
proc~sa una mayor cantidad de tejido en masa y esto mejora 
el rendimiento total, además de evitar la degradaci6n. 

A.2. Li~ado de R~.t.lculocito de Conejo y Ext4acto de Ge~men 
de T4igo como Si~tema~ de T4aduccidn. 

Ciertas preparaciones de ARN fueron probadas por su 
actividad de trad~cci6n empleando dos sistemas libres de 
células: Lisado de reticulocíto de conejo y extracto de ger 
men de trigo. Los resultados de estas titulaciones se mues· 
tran en la tabla# 2 y e~ la figura# 2 (a,b). La actividad 
neta de incorporaci6n de radioactividad en proteínas preci
pi tables por TCA es mayor cuando se traduce el ARN de hipo~ 
tálamo de rat6n en extracto de ge.rmen de trigo, que cuando 
la traducci6n se realiza en lisado de reticulocito de conejo. 

',, 
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Sin embargo, esto no pcurre.con el ARN viral (control) o con 
el ARN de placenta humana. Esta diferencia se explica en ba
se a los requisitos de cada ARN ex6geno al sistema de traduc 
ci6n. Además, es necesario traducir cada ARN en ambos siste
mas, para comprobar la eficiencia de traducci6n no s6lo en b~ 
se a la radioactividad en proteína precipitable por TCA, sino 
también en base a la variedad de productos de traducci6n de 
alto peso molecular, observados mediante el análisis de los 
patrones de traducci6n por electroforesis en geles de poliacri 
lamida. 

2.1. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE TRADUCCION. 

Después de traducir cada preparaci6n de ARN se realiza 
una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS para obser
var la integridad de los productos de 'traducci6n as! como 
el patrón proteico específico para cada tejido. 

La figura # 3 muestra el pa'tr6n electroforético de los 
productos de traducción obtenidos al realizar una curva do
sis r~spuesta en lisado de reticulocito de conejo con el 
ARN-poli(A) de hipotálamo de ratón (preparaci6n 2). Como pu! 
de observarse hay una gran variedad de polipéptidos sinteti
zados en el hipotálamo de peso molecu~ar variable, lo que -
demuestra la integri.dad del ARN. En este tejido no se obse!. 
van bandas más prominentes que demuestren un enriquecimiento 
en una proteína en particular. Al analizar el patr6n electr~ 
f~rético de los prod~ctos de traducción del ARN de hipotála
mo de rat6n preparado por el método de tiocianato de Guanidi 
na (preparaci6n 3), no se observan bandas de alto peso mole
~ular a pesar de obtener una alta incorporación de radioacti 
vidad precipitable (figura 4c). Posiblemente esto se deba a 
una inhibici6n temprana en la síntesis de péptidos por algún 
factor que copurifique con el ARN durante su extracci6n.(65). 
Esto mismo se observa cuando se traduce esta preparaci6n de 
ARN en extracto de germen de trigo (figura Sb). 

Al traducir ARN total o ARN-poli(A) de placenta humana 
se observa que ei patr6n peptídico es altamente enriquecido 
cuando la traducci6n se realiza con el ARN-poli(A) (figura 

.. . ' 
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4 d,e). Por otro lado el ARN de placenta humana traducido 
tanto en lisado de reticulocito de conejo como en extracto· 
de germen de trigo, muestra una banda mayoritaria que co
rresponde a 28,000 daltones de peso molecular. 

2.2. REQUISITOS DEL SISTEMA DE TRADUCCION. 

Tal y como se ha reportado (74), se observó que lasco~ 
diciones óptimas de traducción son variables para cada prep! 
ración de ARN, lo que hace necesario establecer por separado 
las concentraciones de ciertos iones en cada sistema de tra
ducción para ARN provenientes de distintas fuentes. Se ha r! 
portado (74) que uno de los factores más críticos que varía 
para cada tipo de ARN es la concentración de magnesio. En li 
sado de reticulocito de conejo se titularon las preparaciones 
de ARN de h~potálamo.de ratón y de placenta humana a concen
tración variable de este i6n (¡igura # 6). Al aumentar la co~ 
centraci6n de Mg++ a un valor de 1.SmM, se obtiene un incre
ment9 de dos veces en la actividad de traducción del ARN de 
hipotálamo de ratón, y de una vez para el ARN de placenta hu 
mana al aumentar la concentración de este i6n a 1.0mM. 

El extracto de germen de trigo había sido previamente o~ 
timizado por la Dra. M. Morrison (75). 

A.3. 1nmunopAecipitaci6n. 

En un trabajo previo (70) se demostr6 que el mejor siste
ma de inmunoprecipitaci6n es la cromatografía de afinida uti
lizando proteína A-Sef arosa (proteína A de Staphylococcu~ au
Aeu4) que une específicamente inmunoglobulinas de tipo IgG 1, 
2,3, Como primera etapa, fue necesario probar la habilidad 
de cada suero de reconocer (1 2 51)-LHRH y de acoplarse especí 
ficamente a la proteína A. Los. anticuerpos anti-LHRH utiliz! 
dos son: Millar 31076, Arirnura #419, Arimura #743 y Arimura 
#744. En cada ensayo se incub6 en solución de inmunoprecipi
taci6n el suero anti-LHRH con (1 2 51)-LHRH (preparado en el 
laboratorio de acuerdo a Nett (76)). Como control de pegado 
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inespecífico se incub6 suero normal de conejo con (12SJ)-LHRH 
bajo las mismas condiciones. Los inmunoprecipitados fueron 
separados en columnas de proteína A-Sefarosa realizando varios 
lavados con soluci6n amortiguadora de fosfatos y eluyendo el 
inmunoprecipitado en dos fracciones con ácido acético 0.1M 

como es descrito en la sección de métodos. Todas las fraccio 
nes correspondientes a los lavados, así como los eluados de 
ácido acético fueron recolectadas por separado para la deter 
minación de radioactividad eluída en cada fracci6n, expresa
da como cuentas por minuto. De estos resultados (figura # 7) 
se observa que el suero Arimura # 744 se une con menor afini 
dad a proteína A-Sefarosa. Esto puede deberse a que este sue 
ro contenga una baja proporción de inmunoglobulinas anti-LHRH 
de tipo IgG 1,2 o 3. El suero anti-LHRH Arimura # 419 posee 
un titulo menor que el resto de los sueros anti-LHRH utiliza 
dos lo que concuerda con observaciones anteriores (77). 

B. CARACTERIZACION VEL PESO MOLECULAR VEL PRECURSOR VE LHRH. 

8.1. Reconocimiento de una Señal ZnmunopAecipitable. 

Se prob6 la habilidad de varios anticuerpos.anti-LHRH de 
reconocer una señal dentro de los productos de traducción del 
ARN de hipotálamo, la cual pudiera ser desplazable por el 
antígeno sintético y que a su vez no fuera reconocida por el 
suero normal de conejo. Con este fin se tradujeron 32µg de -
ARN de hipotálamo de rata (preparación 5) en lisado de reti
culocito de conejo y sus productos de traducción fueron divi 
didos en 10 fracciones iguales. Cada fracción se incubó en 
soluci6n de inmunoprecipitación con cada uno de los sueros 
antes descritos o con suero normal de conejo a una diluci6n 
final de 1:2000. En los casos de desplazamiento se agregó 
LHRH sintética a la fracción correspondiente. Los inmunopr~ 
cipitados fueron separados en columnas de proteína A-Sefaro 
sa, y los eluados de ácido acético fueron recolectados en 

' 
frascos que contenían líquido de centelleo para la determin~ 
ci6n de_radioactividad precipitable en cada sistema. La tabla 
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# 3 muestra que el suero anti-LHRH Millar #. 1076 es cap&z de 
precipitar mayor radioactividad incorporada que el suero nor 
mal de conejo, que además es desplazable por la LHRH. Los 
sueros Arimura # 744 , #743 y #419 no muestran un desplaza-
miento significativo con la LHRH sintética, como tampoco una 
diferencia en radioactividad precipitable con suero normal 
de conejo; s6lo el suero anti-LHRH Millar # 1076 presenta 
una diferencia significativa de la señal sobre el ruido de -
fondo. Esto.sugiere que hay un mayor reconocimiento del sue-
ro # 1076 por el sitio antigénico dentro de una secuencia 
pept!dica mayor, lo que concuerda con reportes anteriores (40); 
dicho anticuerpo reconoce un péptido de más de 5,000 daltones 

' 
de peso molecular dentro de ciertas fracciones cromatográfi-
cas de extractos de hipotálamo. En base a estas observaciones 
se utiliz6 el suero anti-LHRH # 1076 para experimentos poste
riores de inmunoprecipitaci6n de los productos de traducción 
y determinación del peso molecular del precursor de LHRH. 

8.2. Oete~minaci4n del Pe40 Molecula~ del P~ecu~40~ de LHRH. 

Con el objeto de determinar el peso molecular del precur 
sor de LHRH,se realizaron varios ensayos de traducci6n de ARN 
de hipotálamo e inmunoprecipitaci6n de. los productos con el 
anticuerpo anti-LHRH # 1076 y electroforesis en gel desnatu
ralizante de poliac~ilamida-SDS. De esta forma fue posible 
observar un péptido inmunoreactivo de 50,000 daltones de p~ 
so molecular. La autorradiograf!a de un producto de traduc-
ci6n equivalente a 25µg de ARN de hipotálamo de rata (prep! 
raci6n 5) (figura# 8),revela la presencia de una banda radi~ 
activa de 50,000 daltones al inmunoprecipitar con el anti-
cuerpo anti-LHRH # 1076,la cual no es aparente al inmunopre
cipitar con suero normal de conejo. Al repetir este experi-
mento bajo las mismas condiciones pero además inmunopreci-
pitando los productos de tarducci6n con anticuerpo Arimura 
# 743, se observa de nuevo la presencia de una banda inmuno
reactiva de 50,000 daltoµes que es Gnicamente reconocida por 
el suero Millar # 1076 y que no es aparente cuando se utili-



!ª el suero Arimura # 743 o suero normal de conejo (datos no 
pres·entes) 

Para observar si esta banda inmunoreactiva es desplazable 
por la LHRH sintética, se tradujeron ZOµg de ARN de hipotála
mo de rat6n (preparación 2), así como ARN polisomal o la pr~ 
paración de polisómas; los productos de traducci6n se incuba 
ron con anticuerpo Millar # 1076 a un titulo final de 1 :500, 

con o sin 10µg de LHRH. La figura # 9 muestra que hay una dis 
minución en la intensidad de la .banda que corresponde a un pe
so molecular de 50,000 daltones al incubar los productos de 
traducción con LHRH sintética. En los casos en donde la pre
paración de ARN presenta poca actividad en la traducción, -
como sucede con las preparaciones de po~isomas de hipotálamo, 

' 
no se observan bandas especificas ya sea en la inmunoprecipi 
taci6n directa o de desplazamiento, lo que concuerda con lo 
que se había observado para el caso de Somatostatina (59). 

Se ha reportado (18) que la placenta es un tejido rico 
en un péptido semejante a la LHRH, y estudios más recientes 
que han aislado y secuenc·d.ado un ADNc proveniente de ARNm de 
placenta humana (P. Seeburg, comunic.aci6n personal), postulan 
la existencia de un ADNc que parece codificar para un péptido 
precursor de LHRH de 10,000 daltones en este tejido. En base 
a estas evidencias se procedi6 a determinar si dicho péptido 
precursor era reconocido por el anticuerpo anti-LHRH H 1076, 
mediante la inmunoprecipitaci6n de los productos de traducci6n 
del ARNm de placenta humana, o si era posible observar el pé~ 
tido)que es reconocible en hipotá~amo de roedores. Con este 
propósito fueron traducidos el ARN de placenta humana y de hi 
potálamo de ratón bajo las mismas condiciones, y sus productos 
de traducci6n fueron inmunoprecipitados con suero # 1076 o con 
suero normal de conejo, ambos a un título final de 1:750. La 
autorradiografía (figura # 10) muestra que al inmunoprecipitar 
los productos de tra4ucci6n de ARN de placenta humana con el 
suero anti-LHRH # 1076, se presenta una banda que comigra con 
la banda inmunoreactiva que se genera a partir de los produc
tos de traducci6n 4e hipotálamo de rat6n. En ambos casos esta 
seftal es desplazable por suero no inmune. 

·.·.,, 
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Finalmente para descartar la posibilidad de reconoci
miento inespecífico del suero anti-LHRH por algan producto 
end6geno del sistema de traducción, y que a su vez fuera . 
desplazable por el antígeno sintético o no reconocible por 
.el suero no inmune, se tradujeron ARN de placenta humana y 
de hipotálamo de ratón en extracto de germen de trigo suple 
mentado con (3 5S)-Metionina. En este mismo experimento se 
tradujo ARN de área pre6ptica de hipotálamo de rata. Los -
productos de traducción de cada ARN fueron incubados por -
separadJ con suero anti-LHRH # 1076 y con suero normal de 
conejo a:.un título final de 1:750. La figura# 11 muestra 
que al traducir las tres preparaciones de ARN que contie
nen mensaje para la síntesis de la LHRH, se genera un pép
tido inmunoreactivo de 50,000 daltones que es reconocido -
6nicamente por el anticuerpo anti-LHRH # 1076. Este pépti
do se presenta también al traducir en lisado de reticuloci 

to de conejo. La diferencia en la intensidad de la banda -
inmunoreactiva en estos tres casos se debe a la diferencia 
en la actividad de traducción de cada preparación de ARN. 
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Tabla ## 1 . Compa.4aci6n ent4e di~tinta~ p4epa4acione~ de ARN. 
Todas las titulaciones de ARN se realizan en lisado de reticulocito 
de conejo, realizando una cµrva dosis respuesta para cada prepara-
ci6n (ZSµCi ( 35S)-Met/ensayo). La activida de traducción se expre 
sa como incorporación de marca en cuentas por minuto con respecto a 
la incorporación basal (no ARN) . 
El tejido del cual se parte para la purificaci6n de ARN proviene en 
todos los casos de animales macho adultos. 
* Preparación de polisomas de hipotálamo de rata. Los polisomas son 
homogenizados en agua bidestilada estéril inmediatamente antes de -
la traducción. 
Abreviaturas: 
GnHCl .- Método de Cloruro de Guanidina. 
GnSCN/CsCl.- Método de Tiocianato de Guanidina-gradiente de cloruro 
de cesio. 
Oligo-dT .- Purificación de ARN-poli(A) por cromatografía en oligo-dT 
celulosa. 
Poly(U) ~-Cromatografía en Poly(U)-Sephadex. 



TEJZVO 

(1) HIPOTALAM> DE RATA 

(FRACCIOO POLISCM\L) 

(2) HIPOI'AJ.»D DE RATON 

(3) HIPOl'ALAttl> DE RATON 

{ 4) HIPOTALMI) DE RATOO 

(5) HIPOTALAKl DE RATA 

(6) CEREBRO DE RATA 

(7) PLISCf.fA.S DE HIPOfA 
I..AID DE RATA * 

(8) PLACENTA HUMANA 

METOVO VE 
EXTRACCION 

GnHCl 

GnHCl 

GlSCN/CsCl 

GnHCl 

GnHCl 

GnHCl 

GnHCl 

METOVO VE 
PURIFICACION OE 

ARN-po.U(A) 

Oligo-dT 

Poly(U) 

Oligo-dT 

Oligo-dT 

Oligo-dT 

Oligo-dT 

ARN TOTAL R E N V l M I E N T O ACTIVIVAV VE 
( µg/ g de. t.e.j.ldo) TRAOOCCION .. 

PoU (A)+ Pol(:.(A) ++ 

50 1.5 

170 53 3.2 

1,000 150 3.0 

230 45 4.2 

280 39 5 7.0 

350 20 21.0 

2.0 

300 35 4.0 



F.lgulLa ti 1 •. ~ I nco1Lpo1r.ac..l6n de. ( 3 ~S) -Me..Uon.lna e.n Compue..6.to.6 I n.6 otubte..6 

e.n TCA. 
El ARN-poli(A) de hipotálamo de rata (preparación S ), fue traducido en 
lisado de reti~ulocito de conejo a concentraci6n variable de ARN. 
Alícuotas de Sµl de cada mezcla de traducción fueron procesad~s para la 
determinaci6n de la radioactividad incorporada, que se expresa como cuen 

. tas por minuto ( cpm) • 
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Tabla # 2 • Ac.t.lvidad de T1r.adu.cc..i6n en do.6 S.l.6te.mM L.ibJr.e..6 de.
0

: CltutM. 

Titúlaci6n de distintas preparaciones de ARN en Lisado de Reticulocito de 
Conejo y en Extracto de· Germen de Trigo. Ambos sistemas de traducci6n fue 
ron suplementados con 2.SµCi de (35S)-Met por ensayo. Ciertas preparacio
nes de ARN fueron traducidas en lisado de reticulocito de conejo suplem~~ 
tado con (lH)-Leucina (25µCi/ensayo). 
Alícuotas de Sµl fueron procesadas como se describió para cada sistema de 
traducción. La radioactividad incorporada en proteínas precipitables pot. · 
TCA es expresada como cuentas por minuto. 

.. ARN Control • - ARNm comercial (New England Nuclear) . 
No ARN.- Actividad del ARN end6geno residual del siste~a de traducci6n. 

' 



T E J 1 V O 

HIPCJI'ALAM) DE RATON 

(Preparación 2) 

HIPOTA.LAK) DE RATON 

(Preparación 3) 

AREA PREOPfICA DE RATA 

PLACENTA HUMANA 

ARN CONfROL (VIRAL) 

NO ARN 

METOVO VE EXTRACCION V 

PURIFICACION VE ARN-po.tl(Al 

GnHCl I Oligo~dT 

GnSCN / Poly(U) 

GnHCl / Oligo-dT 

GnHCl I Oligo-dT 

Comercial (NEN) 

INCORPORACION VE RAVIOACTIVIVAV EN PROTEINA 
PRECIPITABLE POR TCA 

EU!ta.c.to de. GeJune.n 

de. TM.go 
(lSS)-Me.t 

11,475 

10,628 

7,945 

3,620 

2,478. 

765 

Lüado de. Re.tlcu!oúto . 

de. Con.e.jo 

( 35S)-Met (3H)-Le.u. 

.10,547 6,650 

S,617 

12, 131 6,896 

23,879 6,090 

3,821 2,569 
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Figu~a # 2 A .- T~aducci6n de ARN en Li~ado de Ret.iculocito 
. . 

de. Conejo. 
Ciertas preparaciones de ARN (Tabla H 2) fueron traducidas en 
lisado de re ticu¡oci to de conejo suplementado con ( 3 ss) . .:Metio 
nina (2.SµCi/ensayo). 
Alícuotas de 5µ1 fueron procesadas como es descrito para este 
sistema. la radioactividad incorporada en proteínas precipita 
bles por TCA se expresa como cuentas por minuto. 

, · • ARN-poli (A) de hipo~álamo de rat6n (preparaci6Q 2). 
D·'ARN-poli (A) de placenta humana (preparaci6n 8). 
A ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 3). 
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Figu~a H 2 8 .- T~aduccidn de ARN en Ext~acto de Ge~men de T~igo. 
Ciertas preparaciones de ARN (Tabla # 2) fueron traducidas en extracto 
de germen de trigo suplementado con ( 35 S)-Metionina (2.SµCi/ensayo). 
Alícuotas de 5µ1 fueron procesadas como es descrito para este sistema. 
La radioactividad incorporada en proteínas precipitables por TCA se 

expresa como cuentas por minuto (cpm). 

e ARN-poli (A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 2) • 

o ARN-poli (A) de área pre6ptica de rat6n. 

a ARN-poli(A) de placenta humana (preparaci6n 8) • 

b. ARN-poli (A) de hipotálamo de ratón (preparación 3) • 
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(a) (b) (e) (d) (e) 

,Figu~a H 3 .- An4li4i4 Eleet4o6o4l.:tleo de P4odueto4 de T~adueci6n 
Totale4 de ARN hipotaldmieo. 
El ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparación 2) fue traduci 
do en lisado de reticulocito de conejo suplementado con (35S)-Met 
(2SµCi/ensayo). 15µ1 de cada mezcla de reacci6n fueron sometidos 
a electroforesis en gel de poliacrilamida~sns al 12\ y el- gel fue 
tratado para fluorografía. 
Tiempo de exposición a autorradiografia; S días. 
a) No ARN 
b) 1 .Oµg de ARN 
c) 1 . 5 µg de ARN 
d) 2. o µg de ARN 
e) 2 .s µg de ARN 
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Figu~a # 4 .- P~oducto~ de. T~aducci6n en Li~ado de. Re.ticulocito 
de. Conejo. 
Distintas preparacines de ARN fueron traducidas en lisado de -
reti¿ulocito de·conejQ suplementado con ( 3 55)-Metionina. 
15µ1 de la mezcla de traducci6n fueron sometidos a electrofor~ 
sis en gel de poliacrilamida~sns al 12\ y a autorradiografía, 
sin tratamiento previo.para fluorografía. 
'riempo de exposici6n a autorradiografía; 10 días. 
a) No ARN 
b) ARN-poli(A) de hipotálamo de ratón (preparación 2) (lµg/ensa 

yo). 
e) ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparación 3) (lµg/ens! 

yo). 
d) ARN total de placenta humana (2µg/ensayo). 
e) ARN-poli(A) de placenta humana (O.Sµg/ensayo). 



(a) (b) (e) (d) (e) 
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Figu4a N 5 - P4oducto~ de T4aducc~dn en Ext4acto de Ge4men de 
T4igo. 
Varias preparaciones de ARN fueron traducidas en extracto de 
germen de trigo suplementado con ( 35 S)-Metionina (2.SµCi/ens! 
yo). 
15µ1 de la mezcla de traducci6n fueron sometiqos a electrofo
resis en gel de poliacrilamida-SDS al 12% y a autorradiogra-
fía, sin tratamiento previo para fluorografia. 
Tiempo de exposici6n a autorradiografia; 10 días. 
a) ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 2) (2µg/e~ 

sayo). 
b) ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 3) (2µg/en 

sayo). 
e) ARN de área pre6ptica (2µg/ensayo). 
d) ARN de área pre6ptica (2.Sµg/ensayo). 
e) ARN-poli(A) de placenta humana (2µg/ensayo). 
f) ,ARN.~poli (A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 2) ( 1 µg/ens! 

yo). 
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Figu~a H 6 - Eneeto de la Coneent~aei6n del 16n Magne4io 4ob~e la Actividad 
de T~adueci6n. 
A.- El ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 3). fue traducido a con 
centraci6n variable del i6n magnesio en lisado de reticulocito de conejo. La 
concentraci6n de ARN empleada en este experimento fue de O.Sµg por mezcla de 
reacci6n. 
B.- Dos preparaciones de ARN furon tituladas en lisado de reticulocito de co
nejo a concentración variable del ión magnesio; éstas son: 
~ ARN-poli(A) de hipotálamo de ratón (preparación 3) (O.Sµg/ensayo). 
o ARN total de placenta humana (preparación 8) (2µg/ensayo). 

La actividad de traducción se expresa corno radioactividad ((3Ss)-Met) incorpo
rada en proteínas precipitables por TCA, en cuentas por minuto. 
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Flgu~a # 7 .- Pe~6il Chomatog~aáico de la Sepa4aci6n de lnmuno 
p~ecipitado-0 en P~oteina A-se¿ano~a. 
Los sueros anti -LllRH fueron i ncubudos C'Cm ( 12 5 I) - LHRH en solu

ci6n amortiguadora de inmunoprecipitaci6n. El complejo antíge

no-anticuerpo .fue. "se.parado. por cromatografía de afinic:Iad en 

proteína A-Sefarosa. Fracciones Je lml fueron colectadas para 

el registro de radioactividad (contador gamma) durante los la

vados. El complejo antígeno-anticuerpo fue eluído en <los fra~ 

ciones de ácido ac6tico 0.1M. Como control de pegado inespecí~ 
fico se .utiliz6 suero normal de conejo. 

a) Sueró Millar # 1076 .- Título final 1 :1000 
tales de (1251)-LHRH. o--o anti-LHRH 

; 17,677 cpm to

•---• suero normal 
b.) Suero Arimura # 419 

les de (12SJ)-LHRH. 

é), Suero,Arimura # 743 . 
les de ( 1 2 5 I) -LHRII. 

- Titulo ,·fina] 

0--0 anti-LHRH 
- Título final 
0--0 anti-LHRH. 

1: 50 o . , 
. ·---· , 
1 : 5 o o . 

' . •·· - -· , 

57,000 cpm tota

suero normal. 
49,000 cpm tata-···.· . 

suero normal. 
d) Suero Arimura # 744 .• - Títulofina.l 1:200; 49,123 cpm totales 

de (125J)-LllRH. o--o anti-LllRll; •---•,suero normal. 

M. -muestra 

PBS. - ~os fato de sodio O. 5:~1 .pH8. O, e loruro de sodio O. 1 SM. 
O.OlM.- ·Fosfato de sodio O.OlM. 

Ac. Acet. - :.Acido .acético .. O. Ht. . 
. \ 
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S U f R O RAOlOACTlVZOAO lNMUNOPREClP1TABLE 

+ LHRH 

SUERO NORMAL DE 
CONEJO 1',377 820 

MILLAR # 1076 3,186 1, 159 

ARIMURA # 743 1,008 620 

ARIMURA ' 744 1,600 1,200 

ARIMURA # 419 2,003 1 ,387 

T«bl« # 3 .- lnmunop~ecipit«cidn de P~oducto6 de T~aducci6n 
po~ di~t.i.nto6. Anticue~po6. 

tos productos de traducci6n de 32µg de ARN de hipotálamo de 
', rata (preparaci6n 5), fueron incubados con distintos sueros 

anti-LHRH en presencia y ausencia de lOµg de LHRH. 
To4os los.sueros fueron probados a un título final de 1:2000. 
La radioactividad inmunoprecipitable se expresa como cuentas 

I· 

por minuto (cpm). 
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( a ) ( b ) ( c ) 

Flgu4a H 8 .-Auto44adlog4a6la de P4oductoa de T~aduccl6n lnmuno 
p4eclpltadoa. 

El ARN-poli(A) de hipotálamo de rata (preparación 5) fue tradu
cido en su óptima concentración en lisado de reticulocito de -
conejo, y los productos de traducci6n fueron inmunoprecipitados 
con anti-LHRH Millar# 1076 o con suero normal de conejo. El -
inmunoprecipitado fue separado por cromatografía en Proteína A_ 
Sefarosa, y las fracciones de ácido acético fueron liofilizadas 
y sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 
1 2 i . 

Tiempo de exposición a autorradiografía; 3 semanas. 

a) Marcadores de peso molecular ((14C)- metilados) 
Albamina sérica bovina 68,000 daltones. 
Anhidrasa carb6nica 30,000 daltones. 
a-lactoglobulina 18,000 daltones. 
Citocromo C 12,500 daltones 

b) Inmunoprecipitaci6n con suero normal de conejo (1 :500). 

e) lnmunoprecipitaci6n con anti-LHRH Millar# 1076 (1 :500). 



Figu~a # 9 .- Auto~~adlog~aóia de P~oducto~ de T~aducci6n 1nmunop~eclpitado4. 
El ARN-poli(A) de hipotálamo de ratón (preparaci6n 2); el ARN polisomal (pre
paraci6n 1); y los polisomas de hipotálamo de rata (preparaci6n 7), fueron -
traducidos en lisado de reticulocito de conejo suplementado con ( 35 S)-Metioni 
na. Los productos de traducción fueron inmunoprecipitados con anti-LHRH Millar 
# 1076 con o sin lO~g de LHRH sintética. 
a) Productos endógenos del sistema de· traducci6n +anti-LHRH Millar # 1076. 
b) Productos del ARN-poli(A) + ariti-LHRH Millar /# 1076 + LHRH. 
e) Productos del ARN-poli(A) + anti-LHRH MÍllar /# 1076. 
d) Productos del ARN polisomal + anti-LHRH Millar ff 1076 + LHRH. 
e) Productos del ARN polisomal + anti-LHRH Millar /1 1076. 
f) Productos de los polisomas de hipotálamo + anti··LHRll Millar # 1076 + LHRH. 
g) Productos de los polisomas de hipotálamo + anti-LHRH Millar # 1076. 
h) Marcadores de peso molecular. 

Tiempo de exposici6n a autorradiografía; 3 semanas. 

··. ·' 



(a) (b) (e) (d) (e) (f) (g) (h) 



Figu4a # 10 .- Auto44adiog4a6la de P4oducto~ de T4aducci6n 1nmunop4ecipitado~. 
10µg de ARN-poli(A) de hipotálamo de ratón (preparación 2) y 16µg de ARN-poli(A) 
de placenta humana (preparación 8) fueron traducidos en li~ado de reticulocito 
de conejo. Los productos de traducción fueron inmunoprecipitados con anti-LHRH 
Millar # 1076 o con suero normal de conejo a un título final de 1 :750. 
Los sobrenadantes de los productos de traducción previamente adsorbidos con sue 
ro normal de conejo se reincubaron con suero Millar # 1076 o con suero normal -
de conejo. 
Tiempo de exposición a autorradiografía; 20 días. 
a) Productos de ARN de hipotálamo + anti-LHRH. 
b) Productos de ARN de hipotálamo + suero normal de conejo. 
c) Productos de ARN de placenta humana + anti-LHRH. 
d) Productos de ARN de placenta humana + suero normal de conejo. 
e) Productos de ARN de hipotálamo, reincubados con anti-LHRH. 
f) Productos de ARN de hipotálamo, reincubados con suero normal de conejo. 
g) Productos de ARN de placenta, reincubados con anti-LHRH. 
h) Productos de ARN de placenta, reincubados con suero normal de conejo. 
i) Marcadores de peso molecular. 
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(a) (b) (e) (d) (e) (f) (g) (h) (i) 
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Figu~a H 11 - P~oduc.to4 de T~aduc.c.i6n en Ext~ac.to de Ge~men de T~go, Inmunop~~ 

c.ipitado4 c.on un an.tic.ue~po anti-LHRH. 
20µg de ARN-poli(A) de hipotálamo de rat6n (preparaci6n 2), 16µg de ARN-poli(A) 
de placenta humana, y 14µg de ARN de área pre6ptica de rat6n, fueron· traducidos 
en extracto de germen de trigo suplementado con 2SOµCi de (35S)-Metionina. Los 
productos de traducci6n fueron inmunoprecipitados con suero anti-LHRH Millar # 

1076 o con suero normal de conejo y fueron procesados como es descrito antérior
mente. 
Tiempo de exposici6n a autorradiografia; 20 días • 

a) Productos de ARN de hi.potálamo + anti-LHRH (1: 750). 
b) Productos de ARN de hipotálamo + suero normal de ·conejo (1 :750). 
c) Productos de ARN de placenta humana+ anti-LHRH (1:750). 
d) Productos de ARN de placenta humana+ suero normal de conejo (1:750). 
e) Productos de ARN de área pre6ptica + anti-LHRH {1:750). 
f) Productos de ARN de área preóptica +suero normal de conejo (1:750). 
g) Marcadores de peso molecular. 
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V. DISCUSION DE RESULTADOS. 

Si bien la existencia de un precursor de LHRH en hipotá 
lamo ha sido propuesta, la identidad de éste es aún descono 
cida. Varios autores siguiendo diversas estrategias ·experi
mentales han reportado diferentes pesos moleculares o molé
culas reconocidas por anticuerpos anti-LHRH. 

En este trabajo se obtuvo evidencia para la existencia 
de un polipéptido de 50,000 daltones como producto directo 
de· la traducci6n de ARN mensajero de hipotálamo. Este pro 
dueto inmunoprecipitado con el anticuerpo # 1076 de R. Mi~ 

llar (40) utilizado también por dicho investigador en horno 
genados de hipotálamo, cumpli6 en nuestro sistema con va-
ríos requisitos de especificidad: es desplazable por LHRH 
sintética, no es reconocido por suero no inmune u otros 
anticµerpos. De acuerdo a las características de reconoci
miento antigénico de los anticuerpos # 743 o # 419 hubiera 
mos esperado que estos inmunoprecipitaran también un pépti 
do que se observara como una banda. Sin embargo, esto pue
de ser explicado por un problema de afinidad, y que dentro 
de un precursor tan grande estos anticuerpos no lo recono
cieran. 

Nuestros resultados difieren d~ los del grupo de G. Fink 
(42), quienes utilizando el mismo enfoque de traducci6n ~n 

vitlto del ARN mensajero de hipotálamo de rata, no observan 

:.·. ·:,:;; 
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señal alguna cuando se utiliza metionina radioactiva en el 
sistema de traducci6n, y sí uno de 28,000 daltones al inc~ 
bar en presencia de (3H)-Leucina. A este respecto existe -
una fuerte evidencia de que la metionina es el primer ami
noácido en la síntesis de proteínas en eucariotes (78); el 
no detectarla significaría que G. Fink observa un producto 
degradado del precursor. Esta degradación pudiera ser esp~ 
cífica, es decir, por proteasas procesadoras traducidas 
también en el sistema o bien, por proteasas endógenas del 
reticulocito, aunque esto es poco probable, ya que se ha -
reportado que el reticulocito posee muy poca actividad pr~ 

teolítica (74). Si las enzimas procesadoras fueran sinteti 
zadas en el sistema, nosotros no observaríamos una banda -
al utilizar metionina radioactiva, sin embarga, si la obse! 
vamos. Puesto que no hay reportes en cuanto a la caracteri 

zaci6n del suero utilizado por G. Fink, no podemos analizar 
si es un problema de especificidad del anticuerpo. Este pro 
blema también es discutible en nuestros resultados. Sin em
bar~o, el hecho de que se observe una banda inmunoreactiva 
al·traducir ARNm proveniente de la región hipotalámica que 
se t~aduce: ya sea en reticu~ocito o en germen de trigo, y 
es ·observada s61o en ~quellas preparaciones que muestran -
una alta c•pacidad de traducci6n, nos hacen confiar en estos 
resultados. Evidencia adicional se obtuvo cuando el sobrena 

dante de los productos de traducci6n, previamente inmunopr~ 
cipitados con suero normal de conejo, se incubó con el -
suero # ·1076 y se observ6 de nuevo la banda. 

Ahora bien, durante el transcurso de este trabajo surgi6. 
la primera evidencia concluyente de la caracterizaci6n del -
precursor de LHRH presente en placenta humana. P. Seeburg 
(comunicaci6n personal) utilizando oligonucle6tidos sintéti
cos como rastreadores en un banco de ADNc de placenta humana, 
identific6 una clona cuya secuencia contenía la secuencia 
"señal" característica de proteínas secretadas, la de la LHRH 
seguida de aminoácidos básicos Lys-Arg que se sabe son la -
sefial para proteínas procesadoras, y otros péptidos de fun
ci6n desconocida. Este polipéptido corresponde a un peso mo 

lecular de 10,000 daltones. 



En base a esta evidencia, aislamos ARN mensajero de pla 
centa humana y se tradujo en ambos sistemas. Como se mencio 
n6 en la sección de resultados no se observó una banda de 
10,000 daltones y sí nuevamente la de 50,000 daltones. Esto 
sugiere que, o bien, pese a los criterios de especificidad 
empleados, el anticuerpo # 1076 reconoce algo más, semejan
te a LHRH pero no necesariamente el precursor del péptido, 
o que existen dos productos génicos diferentes, uno dando -
origen a una molécula de 10,000 y otro de 50,000 daltones. 
A este respecto existen varias evidencias que demuestran la 
existencia de más de un gen que codifica para un mismo neuro 
péptido (79). Más aún, se ha observado que existe un tipo -

distinto de LHRH en testículo de rata al que se encuentra -
en hipotálamo (80), y se han determinado dos tipos distintos 
de la LHRH en hipotálamo de gallina (81). 

La existencia de dos genes facilitaría incluso la com-

prensi6n del complicado sistema de regulación del eje neurQ 
end6crino hipotálamo-hipofisiario-gonadal, sin embargo, por 
el momento queda a nivel especulativo, y sólo la secuencia 
·completa del precursor de L~RH hipotalámico dará la respue~ 
ta. Hasta el momento no se ha podido identificar el ADNc de 
hipotálamo (P. Seeburg, comunicación personal) y esto puede 
ser debido a la baja proporción en la que se encuentra éste 
(o éstos) ARNm en un tejido de alta heterogeneidad como el 
cerebro. De hecho, sólo dos precursores peptidicos se han 
logrado identificar en Sistema Nervioso Central después de 

intenso·trabajo, el del CRF (82) y el de la Sustancia P (83). 
El hecho de tener la información sobre el peso molecular de 
un precursor de LHRH nos permite ahora plantear estrategias 
de enriquecimiento del ARN (por separación clectroforética 

del ARN mensajero en el rango de 450 a 2000 base nucleoti
dicas, que.correspondería a la síntesis de productos pepti

dicos de 10,000 a 50,000 daltones. Con una población de ARN 
mensajero ya enriquecida, se piensa formar un banco de clo
nas de ADNr de hipotálamo de roedor, en el cual se rastreará 
el ADNc del mensajero que codifica para la LHRH, lo que pe~ 
rnitirá estudios posteriores de regulación. 
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VI. APENDICES. 

A. ABREVIATURAS. 

ACTH 
bis-Acrilamida 
ADN 
ADNc 
AMP 
ARN 
ARNm 
ARN-poli(A) 

CRF · 
DMSO 
DTT 
EDTA 
;EGTA 
GRF 

HE PES 

LHRH 

PPO 
SDS 

Hormona Ad.renocorticotrópica. 
N,N' Metilen-bis-acrilamida. 
Acido desoxirribonucleico. 
ADN complementario al ARN mensajero. 
Adenosin-monofosfato. 

' 
Acido ribonucleico. 
ARN mensajero. 
A~N mensajero con cadenas poliadenina 
en el extremo 3'. 

Factor Liberador de la Corticotropina. 
Dimetilsulf6xido 
Ditiotreitol. 

. Acido etilen-diamino-tetracético. 

Acido eti lengliq>l-bis ( aaminoetileter) tetracético. · 
Factor Liberador de la Hormona del Cre 
cimiento .. 
Acido N-2-hidroxietilenpiperazin N'-2-
etansulf6nico. 
Hormona Liberadora de la Hormona Lutei 
nizante . 
. 2,5, Difeniloxasol. 
Dod~cil sulfato de sodio. 
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TCA 
TEMED 

TRH 

~ ': ... ' -~. " ' 

Acido tricloroacético. 
N,N,N',N' Tetrametiletilendiamina. 
Hormona Liberadora de la Tirotropina. 

: ' 
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B. REACTIVOS. 

Acrilamida 
bis-Acrilamida 
Albúmina sérica bovina 
(grado radioinmunoensayo) 
Albúmina sérica bovina 
((l'+C)-Metil) 
Anhidrasa carb6nica 
( ( l 4C) -Me ti 11. 
Aminoácidos 

1 

ATP 
Azida de sodio 
Azul de bromofenol 
Azul de Coomassie 
Cloruro de cesio 
Creatin fosfocinasa 
Ditiotreitol 
EDTA 

EGTA 

Floruro de fenil metil -
sulfonilo (PMSF) 
Formamida 
Fosfato de creatina 
GTP 

',;, 

Bio-Rad Laboratories. 
Bio-Rad Laboratories. 
Sigma Chemical Co~ 

New'England Nuclear. 

New England Nuclear. 

Merck. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemj.cal Co. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
P.L. Biochemicals Inc. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 

Bio-Rad Laboratories. 
P.L. Biochemicals Inc. 
Sigma Chemical Co .. 
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Cloruro de Guanidina 
Tiocianato de Guanidina 
Hemina 
Heparina 
1251 

a-lactoglobulina 
(( 14 C)-Metil) 
Lauril sarcosianato de sodio 
LHRH 
Lisosima ((14c)-Metil) 
(3 5S)-Metionina 
Nucleasa micrococal 
Oligo-dT celulosa 
Persulfato de amonio 
Proteína A-Sefarosa 
Poly(U)-Sephadex 
Ribonucleasa (páncreas bovino) 
SDS 
Spermidina 
TEMED 

.. ·,, ... · ,· · .. 
~·~t .. ·,, •.•• ~· 

Pierce. 
Fluka A.G. 
Eastman Labs. 
Sigma Chemical Co. 
New England Nuclear 
New England Nuclear 

Sigma Chemical Co. 
Península laboratories. 
New England Nuclear. 
New England Nuclear. 
Sigma. Chemical Co. 
Collaborative Research. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Bethesda Research Labs. 

' 
P.L. Biochemicals Inc. 
Bio-Rad Laboratories. 
Sigma Chemical Co. 
Bio-Rad Laboratories. 
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C. EQ.UZPO. 

Agitador magnético 
Agitador Vortex 
Autoclave· 
Balanza analítica 
Balanza granataria 
Cámara para electroforesis 
Centrífuga 
Centrífuga 
Congelador (-20°C) 
Contador para radicaci6n gamma 
Contador para radiaci6n beta 
Espectrofot6metro 
Evapo~ador 

Fuente de poder 
Homogenizador mecánico 
Homogenizador tipo Dounce 
Homogenizador tipo Polytron 
Horno 
Potenci6metro 
Refrigerador (4 ºC) 

Secador de geles con vacío 
Tanque de Nitr6geno liquido 

Ultracentrlfuga 
Ultracongelador (-70°C) 

TriR Magnetic Stirrer. 
Vortex Genie TM. 
American Cyclomatic Control. 
Mettler H54AR. 
Ohaus Harvard Trip~ 
Bio-Rad Labs. 
Beckman JSZO. 
Beckman Microfuge B. 
IEM de Luxe. 
Gamma 5500. 

·Packerd Tri-Carb 3390. 

Spectronic 710. 

Savant RH40-11. 

!seo 494. 

Dellco Glass Inc. 
Wheaton Scientific. 
Brinkman Instruments Co. 
Aparatos de Laboratorio BG. 
Beckman Selection 2000 .. 
IEM de Luxe. 
Bio-Rad Labs. 
Orion ET 17 Cryogenics. 

Beckman LS-55. 
Kelvinator Series 100. 
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