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I. INTRODUCCION
A. REGULACTON NEUROENDOCRINA.

El hipotdlamo es una de las estructuras que constituyen
el diencéfalo, en el cerebro, y que a pesar de su pequefio -
tamafio tiene un papel muy importante en la homeostasis, la
regulacién neuroendécrina, y la reproduccién.

Los cuerpos celulares de las neuronas que constituyen el
hipotdlamo estan agrupados en niicleos que van desde el quias-
ma 6ptico hasta los cuerpos mamilares. Las terminaciones ner--
viosas de estos nificleos estdn localizadas en su mayoria en 1la
eminencia media, a excepcidn de los ndcleos suprabptico y para
ventricular que tienen parte de sus terminaciones en la hip6fi-
sis posterior o neurohipéfisis (1).

En 1949 se postulé que el hipotdlamo efjerce el control neu
‘rohormonal sobre la adenohip6fisis o hip6fisis anterior, libe-
rando sustancias quimicas transmisoras las cuales son especifi
cas para cada hormona adenohipofisiaria (2). Estos neuropépti-
dos o "factores hipotaldmicos de liberacidén' son sintetizados
en el soma de las células neurosecretoras del hipotdlamo, son-
transportados por el ax6én hasta la terminal nerviosa, concentra
das en la eminencia media, de donde son vertidos a un sistema
porta vascular que va de la eminencia media a la hip6fisis anterior




una vez que han alcanzado su cé&lula blanco ejercen su funcién
regulatoria en la liberacibn de la hormona adenohipofisiaria
correspondiente (3). Los primeros tres factores hipotaldmicos
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 Foliculo Estimulan
te o LHRH ("Luteinizing Hormone Releasing Hormone'") (7); y la
Somatostatina o Factor Inhibidor de la Liberacidén de la Somato
tropina o SRIF ('"Somatostatin Release Inhibiting Factor") (8,
9). Estudios mds recientes han logrado la identificacién del -
Factor Liberador de la Corticotropina o CRF ("Corticotropin Re
leasing Fac.tor") (10) y del Factor Liberador de la Hormona del
Crecimiento o GRF ("Growth Hormone Releasing Factor") (11,12),

B. GENERALIDADES SOBRE LA HORMONA LIBERADORA DE LA HORMONA
LUTEINTZANTE (LHRH).

La existencia de la Hormona Liberadora de la Hormona Lute-
inizante (LHRH) fue postulada al observar que existia cierta -
actividad en extractos de hipotdlamo capiz de estimular la 1li-
beracidon de la Hormona Luteinizante (LH) (13). Posteriormente
fue posible aislar eésta hormona de hipetidlamo de porcinos, con
lo que se hizo posible demostrar en 1971, que la LHRH es un de
capéptido con ambas terminaciones bloqueadas, cuya secuencia es:

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, -
(14). Gracias a la creacién de anticuerpos especificos contra
'1a hormona, se han podido realizar estudios sobre su distribu-
cibén regional y subcelular. Por técnicas de fraccionamiento -
subcelular se ha demostrado que la mayor parte de la LHRH se en
cuentra concentrada a nivel de terminaciones nerviosas (15).
Mediante inmunoensayos de micro-disecciones se ha determinado -
que 1a§yconcentraciones mis altas de la LHRH se encuentran en la
eminencia media, nficleo arcuato, organum vasculosum de la l4mina
terminalis, y la regibn prebptico supraquiasmitica (16). Se ha
deterninado que las terminaciones nerviosas de la eminencia me--
dia contienen una alta cantidad de la LHRH, y que los cuerpos -




neuronales estdn concentrados en las regiones preSptico supra
quiasmitica en casi todas las especies animales, y ademis en
el niicleo 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 testiculo (20), en varias especies a-
nimales. Sin embargo, no se conoce el papel que juega esta hor
mona en estds tejidos.

Hasta ahora poco es lo que se conoce sobre la regulaci6n de
la LHRH, sin embargo se ha llegado a observar que ciertos neuro
transmisores, en particular las aminas biogénicas, regulan su li
beraci6n. Ciertas evidencias demuestran que al dopamina ejerce
un efecto estimulador sobre la liberacidén de la LHRH (21), pero
ain existen controversias sobre si el efecto de este neurotrans
misor sobre la neurona LHRHérgica es inhibitorio o estimulatorio.
Estas diferencias pueden deberse a variaciones en el estado hor
monal del 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
tonina (22), norepinefrina (23), histamina (24) y melatonina -
(25) estdn involucradas en el control de la LHRH, no se conoce
a qué nivel es el efecto de estos neurotransmisores sobre la -
neurona LHRHérgica. Otros estudios (26) han conducido a la hipd
tesis de que las catecolaminas modulah la liberacidn ténica pul-
sdtil de la LHRH hacia el sistema porta vascular, y de que a su
vez estin involucradas en el efecto retroinhibitorio de los es-
teroides gonadales sobre el hipotdlamo.

Se ha observado que los esteroides gonadales juegan un papel
muy importante en la regulacidn de la LHRH, pudiendo ser su --
accién directamente sobre la neurona peptidérgica o a nivel de
liberacién de neurotransmisores que a su vez modulen la libera-
cién de la LHRH. E1 mecanismo de accién de los esteroides sexua-
les puede ser por retroalimentacidén positiva o negativa (27),
10 cual va a depender del esteroide y de las condiciones fisio-
16gicas del individuo. Se postula que la liberacién de la LHRH
de otras 4reas del cerebro (ademids de la eminencia media) es
también influenciada por esteroides gonadales (28).




Una de las funciones de la LHRH es ejercer el control neu -
roendScrino del sistema hipotdlamo-hipofisiario-gonadal. Me--
diante estudios con la LHRH sintética se ha podido observar que
esta neurohormona es capdz de liberar la LH y la FSH tanto 4n
vdivo como 4in v{itro en todas las especies estudiadas, incluso en
el hombre (29). En el caso de la LH la liberacién es dosis de--
pendiente, mientras que para la FSH la intensidad de respuesta
es menor y no depende de la dosis administrada. La accién de la
LHRH sobre la adenohip6fisis es exclusivamente sobre las células
gonad6tropas liberando la LH y la FSH. Este efecto 4in vivo es -
inmediato y rdpidamente reversible. Se ha postulado que la libe
racidén de gonadotropinas es causada por interaccidén de la LHRH
con receptores localizados en la membrana plasmitica y parece
ser que sus efectos son mediados por AMP ciclico y/o por cambio
en la permeabilidad de los iones (30). Una vez liberadas la LH
y FSH de la hip6fisis anterior pasan a circulacién para ser --
transportadas hasta su 6rgano blanco en donde ejercen el control
de la liberaci6én de los esteroides gonadales. De esta forma la
LHRH controla indirectamente los procesos fisiolfgicos en los -
que se involucra la sintesis-secreci6én de hormonas sexuales.

La variacién en los niveles de la LHRH en ciertas condicion--
nes fisol6gicas estd altamente relacionada con procesos sexua-
les como son la diferenciacién sexual, la pubertad, el ciclo --
menstrual y la reproduccién. Durante ,el desarrollo normal del -
individuo, desde la vida fetal hasta la edad adulta en que las
mujeres presentan la menopausia, los niveles de LHRH varian gran
demente seglin 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
pulsitil 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 sen
sibilidad de l1a adenohi6fisis a la LHRH (32). Adn en la etapa -
adulta los niveles de la LHRH varfan en ciertas condiciones: En
la mujer, el control del ciclo ovArico estd altamente relaciona
do con el aumento en la secreci6n de la LHRH. Durante el ciclo
menstrual, el pico de estrbgenos preovulatorio combinado a un
aumento en la liberaci6n de la LHRH desencadena los eventos que



llevan a la ovulacién (33).

- Ademds de ejercer el control neuroend6crino del sistema
hipotdlamo-hipofisiario- gonadal la LHRH juega un papel 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). El1 efecto de la LHRH sobre el
comportamiento se atribuye a la accién neural de este pépti
do, que es independiente de su accién sobre la adenohip6fi-
sis (35). Las neuronas secretoras de la LHRH de la materia
gris mesencefilica parecen estar involucradas en este fend-
meno y sus axones parecen terminar fuera del hipotdlamo (36).
Estos datos, aunados a ciertos estudios neurofarmacolégicos
(37) y a evidencias de que la LHRH es capdz de modular la
actividad eléctrica en neuronas del sistema nervioso central,
sugieren que la LHRH puede actuar como neuromodulador ademis

de como neurohormona (38).

C. BIOSINTESIS DE LA LHRH.

El conocimiento de la estructura de la LHRH ha dado un -
impulso a la investigacibn sobre su biosintesis. Las primeras
especulaciones sobre la biosintesis de la LHRH sugerfan, como
para la TRH, un mecanismo de sintesis no ribosomal (39). Sin
embargo, este péptido posee caracteristicas comunes con muchos
otros neuropéptidos sintetizados ribosomalmente, como la ci--
clizacién de1 residuo glutamina amino terminal y la amidacién
del aminodcido carboxi terminal. Estos datos condujeron a la
suposicidén de un mecanismo de sintesis de la LHRH por vfa ri-
bosomal, en donde en precursor seria procesado hasta el pép--
tido activo durante su viaje del soma a la terminal nerviosa.

Los estudios iniciales sobre la biosintesis de la LHRH -
demostraron la existencia de formas inmunoreactivas de alto -
peso molecular en extractos de hipotdlamo (40). Posteriormen-
te R. Millar comprobé que mediante estudios cromatogrdficos -
de extractos de hipotdlamo porcino y por deteccibn por radio-
inmunoensayo con ahticuerpos dirigidos contra la parte central
del péptido, era posible determinar una especie inmunoreactiva



de mids de 5,000 daltones de peso molecular. Este mismo estu-
dio demostrd que ademids de esta especie inmunoreactiva de -
alto peso molecular existfa 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 proporcidén en que la LHRH es sintetizada en el -
hipot8lamo (menos del 0.1% de la proteina total) no permi--
ti6 a estos autores el purificar el péptido inmunoreactivo

o determinar su peso molecular. Trabajando con extractos de
hipotdlamo de rata, J.P. Gautron (41) fue capaz de determi-
nar por inmunoensayos de ciertas fracciones cromatogrificas,
la existencia de un péptido reconocido por anticuerpos anti-
LHRH de aparentemente 26,000 daltones de peso molecular, --
mientras que G. Fink reporta (42) que mediante estudios de
traduccién de ARN mensajero de hipotdlamo de rata, e inmuno-
precipitacién de los productos de traduccién 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 (35S8)-
Metionina como marcador. Por otra parte, en base a lo que -
se conoce hasta el momento, P. Seeburg (comunicacién perso-
nal) ha encontrado en placenta humana 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.

0. BIOSINTESIS DE NEUROPEPTIVOS.

D.1. Antecedentes.

Todos 1los mecanismos involucrados en la sintesis y pro-
cesamiento de neuropéptidos requieren de sistemas de regula
Cién muy eficientes para dar lugar al péptido activb, qﬁe va
a ser liberado de la terminal nerviosa como respuesta a un -
estimulo dado. El entendimiento,de los mecanismos de biosin-
tesis de neuropéptidos es de suma importancia para conocer -
el nivel al que actdan los diversos estfimulos sobre la neuro
na peptidérgica. Los estfmulos sobre estas células podrfan -



reflejar una estimulacién de la biosfntesis del péptido, que -
posteriormente regresarfa a un estado de equilibrio por accién
de otros elementos regulatorios. Esto implicaria una accién a
nivel de expresidén genémica. Otra posibilidad de accién de los
elementos regulatorios serfa sobre la secrecidn del péptido, y
el aumento en la sintesis serfa s6lo un reflejo de la restaura
cién de los niveles normales del péptido almacenado. Un punto
importantec en el estudio de la biosintesis de neuropéptidos -
es el poder elucidar la localjzacidén de las neuronas peptidér-
gicas; datos hasta ahora basados en la deteccidén del péptido -
procesado.

Una amplia gama de proteinas de secrecién y hormonas pepti
dicas son sintetizadas a partir de precursores de alto peso mo
lecular, los cuales son procesados por énzimas proteoliticas -
dentro de compartimientos subcelulares (Reticulo Endoplédsmico
Rugoso, Aparato de Golgi) y de vesiculas de almacenaje o de se-
creci6én, para finalmente liberar el péptido bioldgicamente ac-
tivo por exocitosis, La utilizacién de una serie de estrategias
experimentales (experimentos de pulso y caza, técnicas de tra-
duccién en sistema libre de células, y técnicas de ADN recombi
nante) han llevado a la identificaci6n de varias prohormonas -
neuropeptidicas como labpro-vasdpreSina, pro-encefalinas, pro-
calcitonina, pro-somatostatina y pro-ACTH-Blipotroﬁina (o pro-
opiomelanocortina (POMC)) entre otras. En estos precursores -
las secuencias biol6gicamente activas se encuentran dentro de
la cadena peptfdica, ususalmente formando una pequefia parte del
precursor total. En algunos casos puede estar presente mis de
un producto bioldgicamente activo dentro de un polipéptido, -
como sucede para los precursores de ACTH y encefalinas. La for
macién de los productos peptidicos correctos requiere de sis-
temas de regulacién eficientes a nivel de procesamiento post-

traduccion.
Los primeros estudios sobre la biosintesis de neuropéptidos

fuerdn realizados por Sachs y colaboradores (43), quienes demos

traron que en cultivos mixtos de hipotédlamo y neurohip6fisis se
presentaba una incorporacién de amino4icidos radioactivos a la
molécula de vasopresina, a pesar de haber cierta degenerac16n
del tejido. Estos autores sugirieron la sintesis de vasopresi-
na en forma de prohormona, al 1dent1f1car una molécula de alto

S s




peso molecular que contenia la, secuencia a neurofisinas. Estu-
dios posteriores (44), en los que al inhibir la sintesis de ARN
se obtenia un decaimiento en la sintesis de vasopresina, apoya
ban la idea de la existencia de formas precursoras de las neuro
fisinas., Posteriormente, mediante estudios 4n vivo (45)se demos
trd que la vasopresina, 1a‘oxitocina y sus neurofisinas asocia-
das, son sintetizadas como parte de precursores de peso molecu
lar de aproximadamente 20,000 daltones. Finalmente, al traducir
ARN hipotaldmico en sistema libre de células (46), se llegd a
corroborar la existencia de 1la pre-proneurofisina de peso mole-
cular de 17,500 daltones, con lo que se han postulado varias po-
sibilidades de modificacién post-traduccién 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 Adrenocorticotrépica (ACTH)
son sintetizadas en la adenohipéfisis via un precursor comiin -
de 30,000 daltones. En los primeros estudios sobre la biosintg‘
sis de ACTH (47) se report6 la presencia de una forma inmuno--
reactiva de alto peso molecular al usar cromatografia en gel,

y posteriormente fue demostrada la funcién de esta molécula --
como pfecursor biosintético de ACTH (48). Estudios posteriores
de sintesis del precursor en sistema libre de células, demostra
ron que este precursor contenfa la secuencia de la ACTH y ade--
mis codificaba para la B-endorfina. L4 estructura total del pre
cursor de ACTH y B-endorfina fue identificada basidndose en la
secuencia nucleotidica del ADN complementario producido a partir
de ARNm de hip6fisis. Se ha observado que no obstante que las
moléculas de Pro-opiomelanocortina (POMC) sintetizadas en los
16bulos anterior e intermedio de la hipdfisis son :idénticas, el
procesamiento es distinto en estas dos regiones (50). Los prin-
cipales productos sintetizados o procesados en el 16bulo ante--
rior son el ACTH tanto en su forma glicosilada como no glicosi-
lada, y la B-lipotropina, mientras que en el 16bulo intermedio
se producen principalmente la Hormona Estimulante del Melanoci-
to (MSH) y el Péptido del L6bulo Intermedio Tipo Corticotropina
(CLIP) y la g-endorfina en su forma glicosilada. Adn no se ha

~ determinado con éiaridad cudles son los factores que provocan -
eliprocesamiento diferencial de este precursor, pero se ha -~
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observado que los pares de residuos de aminodcidos bésicos -
(Arg-Arg, Lys-Arg, Lys-Lys) en donde se llevan a cabo los -
cortes enzimdticos, tienen un papel muy importante en el pro
cesamiento, asi como ciertas modificaciones post-traduccién

como son la glicosilacién y la acetilacidn.

D.2, Biosintesis de Hoamonas Hipotaldmicas de Liberacidn,

Por mds de una década una gran variedad de trabajos se han
enfocado al estudio del mecanismo de biosintesis de péptidos -
Hipotalémiéos de liberacibén. En un principio se postularon dos
posibles mecanismos de biosintesis de péptidos hipotalédmicos.
En vista de que muchos de los péptidos pequefios biolégicamente
activos como la glutationa (51) y varios antibi6ticos peptidi-
cos (52) son sintetizados enzimdticamente en ausencia de ARN -
mensajero, la mayorfa de los estudios trataron de demostrar un
mecanismo de biosfntesis no ribosomal. Alternativamente, estos
péptidos podrian ser sintetizados por la via convencional en
ribosomas, en forma de péptidos precursores (prohormonas) que
serian procesados enzimidticamente para dar lugar a la hormona
biolégicamente activa.

Los primeros estudios sobre la biosintesis de TRH (53) de
mostraron que al incubar precursores de aminodcidos radioacti
vos con fragmentos de hipotidlamo de rata, estos se incorpora-
ban a péptidos con las mismas propiedades electroforé&ticas y
cromatogrdficas de la TRH, Posteriormente estos estudios fueron
altamente criticados (54) poniendo en evidencia que era nece-
sario una purificacién mids extensiva de la TRH para poder lle-
gar a una conclusién sobre su biosintesis. Otros autores (39)
postularon un mecanismo enzimidtico de sintesis de la TRH, in-
dependiente de sintesis por ribosomas, pero posteriormente se
demostrd (55) que al incubar homogenados de hipotdlamo con --
aminoicidos radioactivos en presencia de inhibidores de sinte-
sis de protefnas o en presencia de ribonucleasas, habia un
decremento en la sfntesis de TRH. Estos datos sugirieron que-
este péptido es sintetizado via un precursor de alto peso mo-
lecular, en analogfa a otros péptidos como la neurofisina, -
sin embargo ninguno de e@stos estudios llevaron a la identifji




gacidn de un mecanismo de sintesis 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 Xenopus Laevis,
que codifica para cuatro moléculas de la TRH (56), flanquea-
das por pares de residuos de aminodcidos bidsicos., Esto pone
en evidencia que la TRH se sintetiza via un precursor de alto
peso molecular, en donde esta hormona se presenta en multico
pia. |

| Varios estudios han puesto en evidencia mis claramente -
que la Somatostatina es sintetizada via un precursor de alto
peso molecular., Mediante estudios de filtracién en gel de -
extractos de hipotdlamo (57) fue posible identificar formas
inmunoreactivas de Somatostatina de alto peso molecular., A -
partir de isletas de Langherhans de pidncreas 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 hipot4dlamo de ratén y al deter-
minar por hibridacién con ADN especifico 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 pidncreas de pescado un ADNc que codifica para Soma
tostatina (60), con lo que se ha elucidado la secuencia to--
tal del precursor. y se han realizado varios estudios sobre
su biosintesis (61). Debido a la proporci6én tan baja en que
es sintetizada la Somatostatina en el hipotdlamo de mamiferds,
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 esti presente en el hipotdlamo en muy baja
proporcién, 1o que hizo diffcil su identificacién. Hasta 1982
fue posible caracterizar un péptido proveniente de un tumor
pancreitico que posefa actividad liberadora de la Hormona del
Crecimiento (62). Posteriormente se aisld de hipotdlamo huma
no un péptido aparentemente idéntico al encontrado en péncre
as humano. Por estudios de traduccién de ARNm, y por técnicas
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de ADN recombinante se encontré que el GRF es sintetizado
en pincreas humano via un precursor de 13,000 daltones, del
cual se ha determinado la secuencia total (63),

E. ENFOQUE EXPERIMENTAL.

El estudio de la regulacidén de la LHRH a nivel de biosin
tesis es de gran importancia en el entendimiento de la funcibn
de la neurona LHRHérgica en el control neuroendécrino del sis
tema Hipot&lamo-hipofisiariogonadal. El conocimiento de los -
mecanismos que regulan la sintesis, procesamiento y liberaci6n
de esta hormona hipotaldmica llevaria al mejor entendimiento
de los desordenes fisiolégicos de este sistema hormonal.

En base a evidencias que postulan la existencia de un pre
cursor biosintético de la LHRH, se plante6 la necesidad de --
caracterizar dicho precursor como primer paso en el estudio
de la biosintesis 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 hipotidlamo de
roedor. La estrategia experimental consiste en aislar ARN men
sajero de hipotdlamo y traducirlo en sistema libre de cé€lulas.
La determinaci6én del peso molecular del precursor de LHRH se
realiza mediante 1la inmunoprecipitacion de los pfoductos de -
traduccibén con anticuerpos anti-LHRH.

La purificaci6n de ARN requiére de ciertos cuidados para
evitar la degradacidn por ribonucleasas. En la literatura se
han reportado una gran variedad de ﬁetodologias de obtencidn
de ARN que presentan ciertas ventajas, sin embargo al parecer
los dos métodos mids apropiados para la obtencién de ARN a -
partir de tejidos ricos en lipidos (y glicégeno, como el teji
do cerebral, son el 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 accibén de ribonucleasas y de dar lugar a preparaciones
de ARN libres de protefnas, lfpidos y ADN. Para purificar ARN
mensajero (ARN-poli(A)) a partir de una preparacién de ARN -
total se utilizan principalmente dos métodos cromatogrdficos
de separacibn: la cromatografia de afinidad en Oligo-dT celulosa
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(66) y la cromatograffa en Poly-(U)-Sephadex (67). Ambos méto
dos tienen como principio la hibridacién de las cadenas de -
poliadenina 3' en el ARN mensajero con oligonucle6tidos sin-
téticos (dT o U) acoplados a una resina. Mediante la combina-
cién de estas técnicas de purificacibén, se obtendran las pre-
paraciones de ARN que serdn utilizadas para su traduccién en
sistema libre de células.,

La traduccién 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 traduccifén, el lisado de
reticulocito de conejo es el mds usado debido a que presenta
una menor variabilidad entre distintas preparaciones, sin -
embargo ha sido demostrado que ambos sistemas son bastante -
eficientes para la traduccién de ARNm proveniente de distintas
fuentes.

Una vez estableciendo las condiciones de traduccién en ca-
da sistema, es posible obtener una alta incorporacién en pro-
tefnas del residuo del aminodcido radioactivo incorporado al
sistema, Esto permite el rastreamiento y el estudio de los pép
tidos generados a partir del ARNm en estudio, sin mayor inter-
ferencia del ARN endbgeno del sistema de traduccién,

" El reconocimiento del precursor de LHRH entre los productos
de traduccién del ARNm de hipotdlamo de roedor se realiza me--
diante ensayos de inmunoprecipitacién 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 continuacién:

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

Millar #1076 TTTITITTTTITTTT

Arimura #419 TT7T77TTTITITTTTTTTTTTT

Arimura #743 TITITTITIT 7777

_Arimura #744 - T



Estos sueros fueron generosamente donados por los Drs.
Robert Millar (University of Capetown Med. Sch., Capetown,
Reptblica de Africa del Sur) y A. Arimura (Veternas Adminis
tration Hospital, Nueva Orleans, La. E.U.A.), y son los anti
cuerpos utilizados por los grupos (40) que inicialmente pro
baron la existencia de una forma precursora de LHRH en ex--
tractos de hipotidlamo.

El método mds adecuado para la purificacién de inmunopre
cipitados de el resto de los productos de traduccién, es la
cromatografia en Proteina A de Staphifococcus aureus unida a
sefarosa (70). Esta protefna tiene la capacidad de unir espe
cificamente las inmunoglobulinas de tipo IgG de ciertas espe
cies. Este método fue probado anteriorménte en el laboratorio
contra otros métodos de purificaci6én, como la precipitacién
por segundo anticuerpo, y ha demostrado ser la técnica mis con
veniente ya que disminuye notablemente el enlace no especifi-
co que coprecipita en otros sistemas.

La determinacidén del peso molecular del péptido inmuno--
reactivo se realiza mediante electroforesis en gel desnatura
lizante siguiendo la técnica de Laemmli (71) y por autorra-
diograffa de los péptidos radioactivos, con el objeto de fa-
cilitar la observacidon del péptido reconocido especificamen-

te por los anticuerpos anti-LHRH.




II. OBJETIVOS.

La elucidacifn de los mecanismos de biosintesis de los -
factores hipotalamicos de liberacibén constituye un problema
central en neurobiologfa. La biosintesis de la LHRH presenta
especial interés por ser el péptido involucrado en el control
neuroendScrino del eje hipotdlamo-hipofisiario- gonadal, y -
por su importancia en la regulacifn del comportamiento sexual
y la reproduccién.

Con el objeto de estudiar la biosfntesis de la LHRH y su
regulacién, se planted la necesidad 'de determinar el peso mo
lecular del precursor de LHRH como el paso inicial en el estu
dio del mecanismo de biosintesis de este neuropéptido. Eviden
cias anteriores (59) demuestran que, mediante la traduccién
de ARN hipotaldmico e inmunoprecipitacifn 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 seguir el mismo enfoque metodolégico
para la determinaciéndel peso molecular del precursor de LHRH.
El objetivo principal de este trabajo es determinar el peso
molecular del precursor de LHRH mediante la optimizacibn meto
dolégica de obtenci6n de ARN de hipot4lamo de roedor; esto,
con el objeto de caracterizar el precursor inmediatamente des .
pués de haber sido traducido en sistema libre de células,




El reconocimiento del precursor de LHRH se realiza me--
diante la inminoprecipitacién de los productos de traduccién
con varios anticuerpos anti-LHRH dirigidos contra la parte
central de la molé&cula. lLa determinacién del peso molecular
se realiza mediante la separacidn de los productos inmunopre
cipitados por cromatograffia de afinidad y electroforesis en
gel desnaturalizante,

A lo largo del trabajo experimental surgi6 una fuerte -
evidencia sobre la existencia de un ADNc que daria lugar a
un precdrsor 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 c6mo esto se correlaciona con lo observado en hipo
tdlamo de roedor.




I1I. METODOLOGIA.
A. OBTENCION DE 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
téndolo previamente con NaOH 1Ny esterilizandolo por autocla
ve o en horno a 180°C por 12 hrs, |
- Todas las soluciones se preparan con agua tratada previamen
te con dietilpirocarbonato y se esterilizan por autoclave o
a través de filtros Millipore. '
- Todas las manipulaciones se realizan a 4°C.

’A.l.vobtencidn de potisomas de- hipotdlamo de nata (72).

Solucién amortiguadora de homogenizacién.
Cloruro de potasio 100mM.
Acetato de magnesio SmM.
Tris-HC1 pH 7.0 30mM,
Cloruro de calcio 3mM.
Heparina 1 ug/ul.

h) Disecar el tejido, , ,
b) Resuspender en solucién de homogenizacién (jo'mllgrfdelﬂ

b




d)
e)
£)
g)
h)
i)
3)

tejido).

Homogenizar el tejido utilizando vidstago de teflén (ho-
mogenizador Bellco Glass Inc. ).

Afladir Tritbén a una concentracién final de 0.5 a 1.0%,
Volver a homogenizar.

Centrifugar a 10,000g y 20 OOOg por 10 minutos a 4°C.
Recuperar el sobrenadante y centrifugar a 100,000g por
dos horas en ultracentrifuga.

Eliminar el sobrenadante.

Lavar ligeramente la pastilla de polisomas.

Almacenar los polisomas a -70°C hasta el momento de tra
ducir o extraer el ARN.

A.2, Extraccidn de ARN,

A.2.1. METODO DE GUANIDINA-HC1 (64).

a)

b)

f)

g)

Homogenizar el tejido en solucidn amortiguadora A (20 ml/g)
(Solucidén amortiguadora A: guanidina-HC1l 7M, acetato de
sodio20mM, ditiotreitol (DTT) 1mM, pH 5.0). Utilizar homo-
genizador Polytron a mixima velocidad.

Transferir el homogenado a botellas de centrifuga y centri-
fugar a 11,000g por 30 minutos a -10°C.

Filtrar el sobrenadante sin revolver el precipitado a tra-
vés de una gasa estéril para eliminar lfipidos.

Agregar 0.55 voldmenes de etanol a -20°C. Prec1p1tar el
ARN a -20°C de 12 a 24 horas.

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

Decantar el sobrenadante y disolver la pastilla en un mini
mo de volumen de soluci6én amortiguadora B (Solucién amorti
guadora B: guanidina-HCl 7M, acetato de sodio 20mM, ditio-
treitol (DTT) 1mM, EDTA 20mM, pH 7.0).

Homogenizat manualmente en hoﬁogenizador tipo 'Dounce". -
Tomar alfcuota (5-10ul). Determinar densidad 6ptica a 230,

260, y 280 nm, :



h)

i)
j)

k)

1)

m)

P)
@

r)

t)

Agregar 0.55 voldmenes de etanol a -20°C. Precipitar a
-20°C de 12 a 24 horas. '

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

Disolver el ARN en un volumen mfnimo de EDTA 20mM pH 7.0
Tomar alicuota, determinar densidad 6ptica.

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 fases'.

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

Reextraer la capa orgdnica con un volumen igual de EDTA
20mM pH 7.0. Separar ambas fases por centr1fugac16n

Unir las dos fases acuosas.

Tomar alicuota de la fase acuosa (5-10ul). Determinar den
sidad dptica a 230, 260 y 280 nm. |
Agregar 1/10 volumen de acetato de potasio 20% pH 6.0 y

2 voldmenes de etanol a -20°C y precipltar el ARN por 12-
24 horas.,

Sedimentar el ARN por centrifugacién.

Resuspender el ARN en un minimo de agua bidestilada estéril,
Tomar alicuota, determinar densidadldptica a 230, 260 y 280nm,
Repetir los pasos o y p. “

Eliminar totalmente el etanol restante (secando al vacfo o
con n1tr6geno gaseoso).

Resuspender la pastilla final de ARN en un volumen adecua
do de agua bidestilada estéril para tener una concentracién

final de 1.5 mg/ml.

A.2.2. METODO DE TIOCIANATO DE GUANIDINA GRADIENTE DE CLORURO

DE CESIO (65)

Solucidn‘ég homogenizacibh

, Tiociénato de Guanidina 4.2M

Lauril sarcosianato de sodio (Sarkosil) 17mM.
‘Citrato de sodio 25mM pH 7. 0

- 8-Mercaptoetanol 0. ¥ ;

Antiespumante "A'" 0.1%




b)

d)

e)

f)

g)

h)

i)

j)
k)

Homogenizar el tejido en solucién de homogenizacién (16 ml/g
de tejido) a mixima velocidad con el homogenizador Polytron
por 30-60 segundos (realizar estas manipulaciones en campa-

na de aire).

Transferir el homogenado a un tubo de ultracentrifuga (poli
alémero) que contenga un cuarto de volumen de solucién de
cloruro de cesio (cloruro de .cesio 5.66M en EDTA 60mM pH 7.0)
para rotores de columpio o con un tercio de dicha solucién
para rotores de 4ngulo fijo. Llenar los tubos hasta el tope.
Centrifugar a 36,000rpm a 20°C por 12 horas para rotores
chicos y 18 horas para rotores grandes.

Lavado del gradiente: Eliminar la solucién 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, .-

Lavar la pastilla de ARN con etanol al 70% a -20°C (aproxi -
madamente 0.5 ml) sin disolver la pastilla, Eliminar el
miximo de etanol.

Resuspender el ARN en un minimo volumen de EDTA 2mM pH 7.4,
calentar a 60°C por 10 minutos, transferir a un tubo esté-
ril, ‘ | . ' ' :
Tomar alicuota (5-10ul). Determinar densidad 6ptica a 230,
260 y 280 nm.

Agregar 1/10 volimenes de acetato de potasio 206 pH 6.0 y
2.5 volimenes de etanol a -20°C. Precipitar a -20°C por
12-24 horas o a -70°C por 15 minutos. '

Sédimentar el ARN por centrifugacién a 11,000g por 30 minu
tos a -10°C,

Repetir los pasos f,g,h,i.

Resuspender la pastilla final de ARN en un volumen adecua-
do de agua bidestilada estéril para tener una concentracién
final de 1.5 mg/ml. |




A.3. Purnificacibn de La §raccibn poli-(A) del ARN (Punrificacibn
def ARN mensajenro).

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

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

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

c) Lavar la columna varias veces con solucifén alta en sal hasta
que el pH del afluente sea pH 7.5 (Solucién alta en sal:
Tris-HC1 10mM, pH 7.5, cloruro de sodio 0.5M, EDTA 1mM).

d) Disolver el ARN en EDTA 2mM pH 7.5 (2mg/ml). Calentar a
65°C por- 10 minutos. Enfriar a 4°C.

e) Diluir la muestra 1:1 con solucién alta en sal 2X.

f) Aplicar la muestra en la columna (flujo de la columna: 0,5
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 voldmenes mis de solupién alta en sal,

i) Eluir el ARN-poli(A) con solucién baja en sal (Solucién -
baja en sal: Tris-HC1 10mM pH 7.5). Recolectar el afluente
en fracciones y determinar densidad éptica a 260 nm.

j) Eluir hasta que la densidad 6ptica regrese a cero (basal),
Colectar las fracciones de mayor densidad 6ptica. Tomar
una alfcuota del total y determinar densidad 6ptica a 230,
260 y 280 nm. Determinar la concentracién de ARN-poli(A).

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

1) Sedimentar el ARNm por centrifugacién a 11,000g por 30 mi-

.+ nutos a -10°C. |

m) Eliminar el etanol restante (con nitrégeno gaseoso o secan

do al vacfo). |
n) Resuspender el ARNm en un volumen adecuado de agua bidesti




lada estéril para tener una concentracién final de 0.5mg/ml.

A.3.2, CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN 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 solucién de unién (Solu
ci6n de uni6n: cloruro de sodio 0.2M, Tris-HC1 10mM pH 7.5
EDTA 1.0mM, SDS 0.2%).

c) Resuspender el ARN en solucidn de uni6n para tener una
concentracién final de 1mg/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 volGmenes de solucifn de unién.

g) Elufir el ARN-poli(A) con solucibn de elucibn (de 11 a
12 ml) (Solucién de elucién: formamida 90%, Tris-HC1 10mM
pH 7.5, EDTA 1.0mM, SDS 0.2%).

h) Colectar el afluente de ARN-poli(A) y agregar 1/10 de vo-
lumen de acetato de potasio al 20% pH 6.0 y 2.5 voldmenes
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 -10°C.

j) Resuspender la pastilla de ARNm en un mfnimo de volumen
de agua bidestilada estéril. Tomar alfcuota (5-10ul). De
terminar densidad 6ptica a 230, 260 y 280 nm. .

k) Repetir los pasos h,i.

1) Eliminar el etanol restante de la pastilla de ARN.

m) Resuspender en un volumen adecuado de agua bidestilada es
téril para tener una concentraci6n final de 0.5mg/ml.




B. SISTEMAS DE TRADUCCION,
B.1. Sistema Libre de células de reticulocito de conejo (68).
B.1.1. PREPARACION DEL LISADO DE RETICULOCITO DE CONEJO,

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

- Con el fin de obtener una poblacién elevada y uniforme de
reticulocitos (85%), se induce anemia en conejos de Nueva Ze-
landa (2-2.5Kg) inyectando repetidamente fenilhidrazina. La
fenilidrazina se administra subcutineamente en una concentra-
ci6én al 2.5% en carbonato de sodio, en la siguiente dosis:
0.25 ml de la solucién de fenilhidrazina diariamente por seis
dfas, alternando el sitio de inoculacién. Paralelamente se
inocula intramuscularmente con 1ml de una solucifén que conten
ga 10mg de vitamina B-12 y 1mg de &cido f6licc en solucién -
salina isotdnica.

Cuando se obtienen valores de 85% de reticulocitos se sa-
crifican los conejos sangrandose a blanco por puncién 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 través de una gasa estéril y se centrifu-
ga a 1000g por 5 minutos a 20°C para separar el paquete celu-
lar del suero. El1 paquete celular se resuspende en 5-10 vold-
menes de solucién de lavado (cloruro de sodio 0.14M, cloruro
de magnesio 5mM, cloruro de potaéio 50mM) y se centrifuga ba-
-jo las mismas condiciones. La soluci6n de lavado, asf como -
las células blancas y las plaquetas se eliminan por aspiracién
con vacfo, El procedimiento de lavado se repite dos veces més,
Yy el paquete final de reticulocitos se lisa afiadiendo un volu
men de soluci6én de lisis (cloruro de magnesio 2mM, EDTA 0.1mM
pH 7.0, ditiotreitol 1.0mM) e incubando a 4°C por 10 minutos.
El lisado se separa de los componentes membranales por centri
fugacién a 11,000g por 10 minutos a 4°C. E1 sobrenadante se -
divide en alfcuotas de 1-2ml y se almacena a -70°C,




B.1.2. TRATAMIENTO DEL LISADO CON NUCLEASA MICROCOCAL.

Con el fin de eliminar el ARN endb6geno del lisado de reti-
culocito de conejo, se trata el lisado con nucleasa microco-
cal bajo las siguientes condiciones:

Por cada mililitro de lisado se agregan 25ul de solucifn de

leucina 8.8mM y 10ul de solucidn de creatin-cinasa (Smg/ml),
© 20ul de cloruro de calcio 50mM y 30ul de solucién de nuclea-

sa micrococal.

Se incuba por 10 minutos a 20°C y se termina la reaccibn por

adici6én de 20ul/ml de una solucién de EGTA 100mM.

El lisado tratado se divide en alicuotas de 50 y 100ul y se

congela a -70°C hasta el momento de la traduccién.

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

Por cada ARN a traducir se realiza una curva dosis respues

 ta.

La concentracién de ARN a titular es:
ARN total: 1.5mg/ml
ARN poli(A) 0.5mg/ml

Traduccidén tipo:
Mezcla de incubacidn

Reactivo Vol/15ul tubo
Cloruro de potasio - 0.30p1
Acetato de potasio 2M pH7.2 0.75ul
Fosfato de creatina 0.2M 0.75u1

Mezcla de aminoidcidos 1mM 0.75ul
(sin metionina)

HEPES 0.5M pH7.2 0.75ul

(35)-Metionina

(1050 Ci/mM; 15 Ci/tubo) 1.50p1 -

Agua destilada 0.20ul
5.00u1

L .;.23 ,: ":’ 



Mezcla de = . | a Volumen

Tubo Incubacién ~ ARN Hp,0  Lisado Total
No ARN 5ul - Sul Sul 15ul
Curva dosis

respuesta 1 5ul Tul  4ul 5ul 15ul
2 5ul 2ul 3ul S5ul 15ul
3 ; S5ul 3ul 2ul Sul 15ul
4 5ul | sl 1yl 5ul 1511
5 S5ul 54l - S5ul 15ul
ARN control 1 5ul 2ul 3ul " Sul 15ul
2 5ul 4yl 1yl 5ul 15ul

Incubar a 30°c por 60 minutos. Agregar 2.5ul de solucién -
de ribonucleasa pancreftica (Img/ml) a cada tubo.
Incubar a 30°C por 30 minutos.
De la mgic;ajde reaccifn se toman alicuotas de 5ul para la -
determih@@iﬁnxde radioactividad incorporada y 12.5ul para el
andlisis de patrones de traduccién por electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS.

B.1.4. DETERMINACION DE INCORPORACION DE MARCA.

Para determinar la incorporaci6n de aminodcidos en 1as!

- proteinas codificadas por el ARNm,.se'cuantifi;a la incorpo -
raci6n de radioactividad en las protefnas precipitables con
4cido tricloroacético (TCA) con e1 siguiente método:

Tomar 5ul de cada ensayo y d11u1r en 1ml de agua bidestilada.
Agregar 5ml de solucifn decolorante (H,0, + NaOH)

Agregar 1ml de 4cido tricloroacético 25% y agitar.

Filtrar las proteinas precipitables a través de filtros milli-
pore tipo HA45 previamente embebidos en 4cido tr1c10roacét1co
al 8% + metionina (1mg/ml).

Secar los f11tros a 100°C por 15 minutos y transferir a v1a-
les que contengan 1fquido de centelleo.

Determinar radioactividad 1ncowporada por ensayo (contador

de centelleo 1fquido) , expresada como cuentas por minuto,

Una vez que se determina la concentracién de ARNmen -




cuestidn en la que se obtiene la mixima actividad de traduc-
cibn, se traduce el ARN en mayor proporcién para la inmuno--
precipitacién de los productos generados.

B.2. Extracto de Geamen de Trigo (69).

El extracto de germen de trigo se utiliza ampliamente para
traducir 4in vitro una gran variedad de ARN mensajeros a prote
fna, ya que se conserva integramente el aparato de traduccién

de estas células.
B.2.1. ENRIQUECIMIENTO DEL GERMEN DE TRIGO.

Enriquecer los embriones intactos y viables por flotacién
en ciclohexano/tetracloruro de carbono (1:2.5).

Dejar sedimentar los contaminantes y embriones dafiados -
por 2-3 minutos. Colectar los embriones viables por filtracién
en Buchner (campana de aire) y dejarlos secar al aire. -

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

Para la preapracién del extracto de germen de trigo se’si
guen tres pasos principales, que son la homogenizacién del -
germen viable, la centr1fugac16n 'del homogenado y la filtra--.
cién 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.

-Solucidn de Homogenizacifn: Acetato de'potasio‘IOOmM aceta-
to de magnes1o ImM, cloruro de calcio 2mM, HEPES 40mM pH 7.5,

" ditiotreitol (DTT) 4mM.

-Solucién de columna:.Acetato de potasio 100mM, acetato de -ﬂ}
magnes1o S5mM, HEPES 40mM pH 7.5, DTT 4mM. -

Procedlmiento. . , -
a) Homogenizar el germen de trigo v1ab1e en un mortero que -

contenga'nitrcgeno.liquido, Homogen1zarkpor 1-2 minutos




hasta obtener un polvo fino.

b) Transferir a un mortero limpio en bafio de hielo y homoge-
nizar en solucifén hasta obtener una pasta espesa.

c) Transferir a un tubo de centrifuga 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 lipidica que se forma) y centrifugar en las
mismas condiciones.

e) Separar el sobrenadante. Medir voldmenes.

Filtracidn en gel,

La filtracién en gel del extracto de germen de trigo se
realiza para reducir la concentracién de amino&cidos libres
que puedan competir en la incorporacién a protefna con los
aminoicidos radiocactjvos durante la traduccibn in vitro 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
sobre la columna y eluir con solucién de columna.
c) Colectar la solucién opaca que eluye inmediatamente des-
pués del volumen muerto. (Colectar en varias fracciones).
d) Descartar el pigmento amarillo que eluye -mids lentamente.
e) Colectar las fracciones mis opacas en un tubo estéril
de centrfifuga y‘centrifugar a 23,000g por 10 minutos a 4°C.
f) Repartir el sobrenadante en alfcuotas de 100-200ul y con-
gelar inmediatamente a -70°C en nitrégeno liquido.

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 end6geno del sistema, que es capaz de compe-
tir por los ribosomas y los factores necesarios para la -
traduccién con el ARN ex6geno adicionado al sistema.

a) Disolver 1la nucleasa micrococal de Staplhyfococcus aureus




en agua bidestilada para tener una concentracibén final
de 1875 unidades/ml. Congelar en alicuotas a -70°C.

b) Agregar 2ul de la nucleasa diluida preparada a 100ul de
extracto de germen de trigo. Adicionar 2ul de cloruro de
calcio 0.1M e incubar por 5 minutos a 21°C mezclandolo
ocasionalmente,

c) Terminar la reaccifn transfiriendo a un bafio de hielo y
agregando 4ul de EGTA 0.1M.

d) Almacenar el extracto digerido en alfcuotas a -70°C en
nitrégeno liquido.

B.2.4. COMPONENTES DEL ENSAYO DE TRADUCCION.

Cuando se realiza un ensayo de traduccién en extracto
de germen de trigo, es necesario adicionar ciertos factores
que son requeridos para una eficiente traducci6én. Entre -
estos factores estdn, un sistema de energia, amino4cidos y
los iones K' y Mgz* en concentracién adecuada (titulada -
para el ARN de interés). Estos factores se preparan como -
soluciones 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:

Concentracifn Concentracién
en la mezcla en el sistema
' de traduccidn.

! 1

Cloruro dehPotasio 2.0M 280mM 80mM

Acetato de Magnesio 100mM  4mM 1.8mM
HEPES 1.0M ©70mM 18mM
Ditiotreitol (DTT) 45mM - 9mM 2mM
ATP 25mM 5mM 1mM
GTP 1mM 0.1mM - 0,02mM

Spermidina 2.5M | 0.25mM ' 0.05mM

Los siguentes reactivos se‘adicionah por separado a la mezcla
de traduccién : |




Mezcla de aminodcidos 2mM c/u. 1nM 20uM
(sin metionina)

Fosfato de Creatina (C.P.) 0.6M 9.6mM
Creatin-fosfocinasa 8mg/ml 64ug/ml
(358) -Metionina (500 Ci/ml) , 25uCi

Todas las soluciones se preparan por separado y se almacenan

en alfcuotas pequefias a -20°C. La creatin-fosfocinasa se adi

ciona hasta el momento de la traduccién.

Es conveniente tener el ARN para traducir a una concentracién
de Tmg/ml (en agua bidestilada estéril). La concentracién fi-
nal 6ptima de ARN en la reaccién de traduccién debe ser deter
minada para cada preparaci6én de ARN a traducir. Usualmente la
concentracién de ARN es de 1-3ug por ensayo.

Ensayo:

Los componentes del ensayo de traduccién se combinan en un tu
bo a 4°C en el siguiente 6rden: |

Agua,(péra completar el volumen de reaccién a 50ul), mezcla -
de amino4cidos (mds la metionina radioactiva) mezcla de ener-
gia (ATP,GTP, K*, Mg2+), fosfato de creatina, creatin-fosfoci
nasa, ARN a traducir, extracto de germen de trigo. _

La mezcla de traduccién se incuba a 25°C por 90 minutos. Para
terminar la reaccién se transfiere el tubo de reacci6én a un -

bafio de hielo.

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

Este ensayo se realiza para conocer la eficiencia de traduc-
ci6én del ARN en base a la cantidad de proteinas precipitables,
y depende del aminodcido radioactivo empleado, para el caso -
de metionina: | a '

t

a) Coloéar una alfcuota (2-5,1) de cada mezcla de traduccibn
en un disco de papel filtro Whatman 3M (2,5 cm de difmetro),




f)

g)
h)

Insertar en el filtro un alfiler para su fdcil manipula-
cién y marcar el filtro con un lépiz.

Incubar los filtros en un bafio de &dcido tricloroacético

(TCA) al 10% por 30 minutos en bafio de hielo.

Decantar el TCA al 10% y afladir TCA al 5%. Calentar a -

ebullicién en campana de aire por 15 minutos.

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

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

Decantar la solucién etanol-éter y adicionar éter. Incu-
bar por 5 minutos.

Decantar el éter y secar los filtros en campana de aire.
Contar los filtros en 1iquido de centelleo que contenga

 tolueno.




C. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

Gedl de Poliacrnilamida-SDS-Urea. - Gel en dos dimenéioneé {71},

Para la separacidn de péptidos en base a su peso molecular,
se realiza la electroforesis en gel desnaturalizante de poli--

acrilamida-SDS en dos dimensiones.

C.1. Preparacidn del Gel de Poliacrnifamida.

a) Gel separador (inferior):

Acrilamida 30%, bisacrilamida 0.,8%

Tris-HC1 1,5M pHS8.8

Agua bidestilada

Urea 8M

SDS 5%

Desgasificar con vacio

. Persulfato de amonio
 TEMED | |

b) Gel concentrador (superior)

¢ .
. i

Acrilamida 30%, bisacrilamida 0.8%

Tris-HC1 0.5M pH6.8
Agua bidestilada
 Urea 8M

'SDS 5%

Desgasificar con vacio

Persulfato de amonio
TEMED

Soluciﬁn de corr1da

15%

Gl1c1na 0.2M, Tr1s base 0.025M, SDS 1%, Urea 0 SM.

108 _12%
10ml 12ml 15ml
7.5ml 7.5m1 7.5ml
9.7m1 7.7m1 4.7ml
1.9ml 1.9ml 1.9ml1
1.2ml 1.2ml 1.2ml
| 0.2ml 0.2m1  0.2ml
©70.,02m1 0.02ml 0.02ml
- 4,5% 6.25%
4.5ml1  6.25ml
7.5ml 7.5ml
15.4m1 13.15ml
1.9ml 1.9ml
0.6mi ~ 0.6ml '
100u1  100ul
15ul 15u1




Solucién de muestra:
Tris-HCl1 0.05M pH 6.8, SDS 1%, glicerol 10%, urea 0.5M, azul

de

c)

d)

e)
f)

bromofenol. o

Antes de aplicar al gel, diluir la muestra en solucién de
muestra y agregar 1/4 de volumen de una solucién de ditio
treitol (DTT) 0.5M.

Hervir la muestra por 5 minutos.

Enfriar a temperatura ambiente.

-Aplicar al gel.

Los geles se preparan en cdmaras de electroforesis verticales,

de

0.75mm de grosor y se corren a amperaje constante, de 15mAmp

para el gel concentrador y 30mAmp para el gel separador.

Una vez finalizada la electroforesis, los geles son tratados -
con dimetilsulféxido (DMSO)/dlfenlloxasol (PPO) 20%, para fluo
rografia.

C.Z. Tratamiento def gel para Fluorogragda.(73).

‘Después de la electroforesis fijar el gel en 4cido triclo

roacético 50% por dos horas o toda la noche.

Decantar la solucién fijadora. '

Desecar el gel en dimetilsulféxido.(DMSO) incubando de 15
a 30 minutos con agitacién en campana de aire.

Eliminar el DMSO usado. Repetir dos veces el tratamiento

- con DMSO.

Tratar con una solucién de DMSO/PPO 20% por una hora con
agitaci6én 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 plistico suave.

Deshidratar el gel al vacfo y con calentamiento (secador
de geles en placa Bio-Rad) por 30-40min.

Exponer el gel con pelfcula para rayos X Kodak ARP-5 y
con pantalla intensificadora a -70°C por periodos de tiem

po variables.
Revelar y fijar las placas de acuerdo a los métodos conven

~ciona1es de fotograffa. I e o vsj‘ .



D. INMUNOPRECIPITACION DE PRODUCTOS DE TRADUCCION.

Silicondizan previamente todo el maternial a utilizan.

a)

£)

g)

h)

Resuspender los productos de traduccién del ARN-poli(A) -
del tejido en cuestifn en solucifn de inmunoprecipitacién
(Soluci6n de inmunoprecipitacién: fosfato de sodio 0.05M
pH 8.0, cloruro de sodio 0.15M, azida de sodio 0.002%,
tritén X-100 0.5%, floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
0.002M, albdmina sérica bovina grado RIA) Img/ml), inmedia
tamente después de ser traducidos, |
Eliminar los polisomas restantes del sistema de traduccién
por centrifugacién a 11,000 g por 20 minutos.
Inmunoprecipitar los productos de traduccién, ya sea con
sueros anti-LHRH o con suero normal de conejo.

En los casos de desplazamiento por el péptido sintético,
agregar 10ug de LHRH por mililitro de sistema de inmuno-

precipitacién. !

Incubar elhsistema de inmunoprecipitacién por 24 horas a

4°C,

Separar el complejo antigeno-anticuerpo formado por croma
tograffa de afinidad a proteina A-Sefarosa (protefna A

de Staphylococcus aureus, capaz de unir inmunoglobulinas).

Elufr este complejo en &cido acético 0.1M, una vez que se
“han eliminado perfectamente los contaminantes después de

varios lavados con solucién amortiguadora de fosfatos -
(fosfato de sodio 0.05M pH 8.0, cloruro de sodio 0.15M).
Evaporar el 4cido acético a sequedad (evaporador con vacio
tipo "Savant"), y someter 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. OPTIMIZACION METODOLOGICA, i
A1, Obtencib6n de ARNm.- Rendimiento y Titulacibn.

Con el objeto de optimizar la metodologia de purifica
cién de ARN-poli(A) de hipotdlamo de roedor se realizaron
varias preparaciones de ARN a lo largo del periodo de tra
bajo experimental. Cada una de las preparaciones de ARN fue
titulada en base a su calidad de traduccién en lisado de
reticulocito de conejo, realizando una curva dosis respues
ta de acuerdo a lo descrito en la seccién de métodos. La
tabla # 1 muestra el rendimiento y la actividad de traduc-
cién de las préparaciones. Mediante la purificaci6n de ARN
por homogenizacién en Cloruro de Guanidina y cromatografia
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 purificacidén con Tio-
cianato de Guanidina y cromatograffa en poly(U)-Sephadex,
sin embargo la actividad de traduccifn de esta preparacién
no es comparable con la obtenida al utilizar el método an-
terior. Estos resultados demuestran que a pesar de enrique
cer el ARNm a partir de 1la fraccibn polisomal, la activi--

dad de traducci6én no aumenta en comparacifén con preparacio:.




nes 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 cromatografia en
0ligo-dT celulosa se observa un aumento en la actividad de
traducci6n del ARN por enriquecimiento de la fraccién poli(A)
con respecto al ARN total. Este procedimiento no se siguié
en todos los casos debido al bajo rendimiento del método. Se
puede observar que el ARN de hipotdlamo con mayor actividad
en la traduccifn es el ARN proveniente de hipotidlamo de rata
(preparaci6n 5), que presenta una incorporacién de radioacti
vidad en proteina precipitable por TCA, siete veces mayor que
la incorporacién que se presenta al no adicionar ARN exdgeno
al sistema de traduccién (actividad basal) (figura # 1).

Esta preparacién de ARN-poli(A)++ fue utilizada en algunos
de los experimentos de inmunoprecipitacién de productos de
traduccién, Se obtuvo adem&s una preparacién de ARN-poli(A)+
de cerebro total de rata con mayor actividad de traduccibn |
en comparacién con el resto de las preparaciones de ARN. Esta
diferencia puede ser explicada en base, bien a la degenera--
cién del tejido en el momento de realizar la diseccién, la

" cual es menor al manipular cerebro total; o bien, a que se
procésa una mayor cantidad de tejido en masa y esto mejora
el rendimiento total, ademds de evitar la degradacién.

A.2. Lisado de Reticulocito de Conejo y Exinacto de Germen
de Trigo como Sistemas de Traduceibn.

Ciertas preparacicnes de ARN fueron probadas por su -
actividad de traduccién empleando dos sistemas libres de
células: Lisado de reticulocito de conejo y extracto de ger
men de trigo. Los resultados de estas titulaciones se mues-
tran en la tabla # 2 y en la figura # 2 (a,b). La actividad
neta de incorporacién de radioactividad en protefnas preci-
pitables por TCA es mayor cuando se traduce el ARN de hipo-
t4lamo de ratén en extracto de germen de trigo, que cuando
la traduccibén se realiza en lisado de reticulocito de conejo.




Sin embargo, esto no ocurre 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 exdgeno al sistema de traduc
cién. Ademfis, es necesario traducir cada ARN en ambos siste-
mas, para comprobar la eficiencia de traduccifn no s6lo en ba
se a la radioactividad en protefna precipitable por TCA, sino
también en base a 1la variedad de productos de traduccidn de
alto peso molecular, observados mediante el anilisis de los
patrones de traduccién por electroforesis en geles de poliacri
lamida.

2.1, ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE TRADUCCION.

Después de traducir cada préparacién de ARN se realiza
una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS para obser-
var la integridad de los productos de 'traduccién asf como
el patr6n protefico especifico para cada tejido.

La figura # 3 muestra el patrén electroforético de los
productos de traduccidn obtenidos al realizar una curva do-
sis respuesta en lisado de reticulocito de conejo con el -
ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratén (preparacién 2). Como pue
de observarse hay unm gran variedad de polipéptidos sinteti-
zados en el hipotidlamo de peso molecular variable, lo que -
demuestra la integridad del ARN, En este tejido no se obser
van bandas mids prominentes que demuestren un enriquecimiento
en una protefna en particular. Al analizar el patrén electro
forético de los productos de traduccién del ARN de hipotéla-
mo de rat6n preparado por el método de tiocianato de Guanidi
na (preparacién 3), no se observan bandas de alto peso mole-
cular a pesar de obtener una alta incorporacién de radioacti
vidad precipitable (figura 4c). Posiblemente esto se deba a
una inhibicién temprana en la sintesis de péptidos por algin
factor que copurifique con el ARN durante su extraccibn.(65).
Esto mismo se observa cuando se traduce esta preparacién de
ARN en extracto de germen de trigo (figura 5b).

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




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 observd que las con
diciones optimas de traduccidn son variables para cada prepa
racién de ARN, lo que hace necesario establecer por separado
las concentraciones de ciertos iones en cada sistema de tra-
duccibén para ARN provenientes de distintas fuentes. Se ha re
portado (74) que uno de los factores mds criticos que varia
para cada tipo de ARN es la concentracidn de magnesio. En 1i
sado de reticulocito de conejo se titularon las preparaciones
de ARN de hipotdlamo de ratén y de placenta humana a concen-
traci6n variable de este idn (figura # 6). Al aumentar la con
centraci6én de Mg++ a un valor de 1.5mM, se obtiene un incre-
mento de dos veces en la actividad de traduccién del ARN de
hipotdlamo de ratén, y de una vez para el ARN de placenta hu
mana al aumentar la concentracibn de este,iéh a 1.0mM.

El extracto de germen de trigo habfa sido previamente op
timizado por la Dra. M. Morrison (75).

A.3. Inmunoprecipitacifn.

En un trabajo previo (70) se demostrd que el mejor siste-
ma de inmunoprecipitacién es la cromatografia de afinida uti-
lizando proteina A-Sefarosa (proteina A de Sitaphylococcud au-
reus) que une especificamente inmunoglobulinas de tipo IgG 1,
2,3, Como primera etapa, fue necesario probar la habilidad
de cada suero de reconocer (!25I)-LHRH y de acoplarse especi
ficamente a la protefna A. Los anticuerpos anti-LHRH utiliza
dos son: Millar 31076, Arimura #419, Arimura #743 y Arimura
#744, En cada ensayo se incubf en soluci6n de inmunoprecipi-
taci6n el suero anti-LHRH con (1}251)-LHRH (preparado en el
labdratorio de‘acperdo a Nett (76)). Como control de pegado

s



inespeciffico se incub8 suero normal de conejo con (!25I)-LHRH
bajo las mismas condiciones. Los inmunoprecipitados fueron
separados en columnas de proteina A-Sefarosa realizando varios
lavados con solucidn amortiguadora de fosfatos y eluyendo el
inmunoprecipitado en dos fracciones con dcido acético 0.1M
como es descrito en la seccidén de métodos. Todas las fraccio
nes correspondientes a los lavados, asi como los eluados de
dcido acético fueron recolectadas por separado para la deter
minacidn de radioactividad eluida en cada fraccién, 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 proteina A-Sefarosa. Esto puede deberse a que este sue
ro contenga una baja proporcién de inmunoglobulinas anti-LHRH
de tipo IgG 1,2 o 3. E1 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 DEL PESO MOLECULAR DEL PRECURSOR DE LHRH.
B.1. Reconocimiento de una Seiial Inmunoprecipitable.

Se probd la habilidad de varios anticuerpos anti-LHRH de
reconocer una sefial dentro de los productos de traduccién del
ARN de hipotdlamo, la cual pudiera ser desplazable por el -
antigeno sintético y que a su vez no fuera reconocida por el
suero normal de conejo. Con este fin se tradujeron 32ug de -
ARN de hipotdlamo de rata (preparacibn 5) en lisado de reti-
culocito de conejo y sus productos de traducci6én fueron divi
didos en 10 fracciones iguales. Cada fraccidén se incubd en
solucién de inmunoprecipitacién con cada uno de los sueros
antes descritos o con suero normal de conejo a una dilucibn
final de 1:2000. En los casos de desplazamiento se agregé
LHRH sintética a la fraccién correspondiente. Los inmunopre
cipitados fueron separados en columnas de proteina A-Sefaro
sa, y los eluados de dcido acético fueron recolectados en
frascos que contenfan liquido de centelleo para la determina
cién de radioactividad precipitable en cada sistema. La tabla



# 3 muestra que el suero anti-LHRH Millar # 1076 es cépaz de

precipitar mayor radioactividad incorporada que el suero nor
mal de conejo, que ademi4s 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; sélo el suero anti-LHRH Millar # 1076 presenta -

una diferencia significativa de la sefial sobre el ruido de -

fondo., Esto sugiere que hay un mayor reconocimiento del sue-

ro # 1076 por el sitio antigénico dentro de una secuencia -

peptfidica mayor, lo que concuerda con reportes anteriores (40);

dicho anticuerpo reconoce un péptido de mis de 5,000 daltones
de peso molecular dentro de ciertas fracciones cromatogréfi-

cas de extractos de hipotdlamo. En base a estas observaciones
se utiliz6 el suero anti-LHRH # 1076 para experimentos poste-
riores de inmunoprecipitacibn de los productos de traduccién

y determinacién del peSo molecular del precursor de LHRH,

B.2. Determinacibn del Peso Molecular del Precursor de LHRH,

Con el objeto de determinar el peso molecular del precur
sor de LHRH, se realizaron varios ensayos de traduccién de ARN
de hipotilamo e inmunoprecipitacién de los productos con el
anticuerpo anti-LHRH # 1076 y electroforesis en gel desnatu-
ralizante de poliacrilamida-SDS. De esta forma fue posible
observar un péptido inmunoreactivo de 50,000 daltones de pe
so molecular. La autorradiograffa de un producto de traduc--
cién equivalente a 25ug de ARN de hipotdlamo de rata (prepa
racién 5) (figura # 8),revela la presencia de una banda radio
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 ademds inmunopreci--
pitando los productos de tarduccién con anticuerpo Arimura
# 743, se observa de nuevo la presencia de una banda inmuno-
reactiva de 50,000 daltones que es (nicamente reconocida por
el suero Millar # 1076 y que no es aparente cuando se utili-




za el suero Arimura # 743 o suero normal de conejo (datos no
presentes)

Para observar si esta banda inmunoreactiva es desplazable
por la LHRH sintética, se tradujeron 20ug de ARN de hipotila-
mo de rat6én (preparaci6n 2), asi como ARN polisomal o la pre
paracibn de polisomas; los productos de traduccibén se incuba
ron con anticuerpo Millar # 1076 a un titulo final de 1:500,
con o sin 10ug de LHRH. La figura # 9 muestra que hay una dis
minucién en la intensidad de la banda que corresponde a un pe-
so molecular de 50,000 daltones al incubar los productos de
traducci6én con LHRH sintética. En los casos en donde la pre-
paracidn de ARN presenta poca actividad en la traduccién, -
como sucede con las preparaciones de polisomas de hipotdlamo,
no se observan bandas especificés ya sea en la inmunoprecipi
tacibn directa o de desplazamiento, lo que concuerda con lo
que se habfa 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 mids recientes
que han aislado y secuenciado un ADNc proveniente de ARNm de
placenta humana (P. Seeburg, comunicacién 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 procedié a determinar si dicho péptido
precursor era reconocido por el anticuerpo anti-LHRH # 1076,
mediante la inmunoprecipitacién de los productos de traduccién
del ARNm de placenta humana, o si era posible observar el pép
tido ,que es reconocible en hipotdlamo de roedores. Con este
propbsito fueron traducidos el ARN de placenta humana y de hi
potdlamo de ratén bajo las'mismas condiciones, y sus productos
de traduccién fueron inmunoprecipitados con suero # 1076 o con
suero normal de conejo, ambos a un tftulo final de 1:750, La
autorradiograffa (figura # 10) muestra que al inmunoprecipitar
los productos de traduccién 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 traduccidén de hipotdlamo de ratén. En ambos casos esta
sefial es desplazable por suero no inmune.




Finalmente para descartar la posibilidad de reconoci-
miento inespecifico del suero anti-LHRH por algiln producto
endbégeno del sistema de traduccidén, y que a su vez fuera
desplazable por el antigeno sintético o no reconocible por
el suero no inmune, se tradujeron ARN de placenta humana y
de hipotdlamo de ratdn en extracto de germen de trigo suple
mentado con (35S)-Metionina. En este mismo experimento se
tradujo ARN de drea predptica de hipotdlamo de rata. Los -
productos de traduccidn de cada ARN fueron incubados por -
separada con suero anti-LHRH # 1076 y con suero normal de
conejo a'un titulo final de 1:750. La figura # 11 muestra
que al traducir las tres preparaciones de ARN que contie-
nen mensaje para la sintesis de la LHRH, se genera un pép-
tido inmunoreactivo de 50,000 daltones que es reconocido -
Gnicamente 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 traduccién de cada preparécién de ARN,
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TabLa # 1 .- Companracibn entre distintas preparaciones de ARN.
Todas las titulaciones de ARN se realizan en lisado de reticulocito
de conejo, realizando una curva dosis respuesta para cada prepara--
cién (25uCi (35S)-Met/ensayo). La activida de traduccidén se expre
sa como incorporacién de marca en cuentas por minuto con respecto a
la incorporacidén basal (no ARN).

El tejido del cual se parte para la purificacién de ARN proviene en
todos los casos de animales macho adultos. B

* Preparacién de polisomas de hipotdlamo de rata. Los polisomas son
homogenizados en agua bidestilada estéril inmediatamente antes de -
la traduccién. | |
Abreviaturas:

GnHC1 .- Método de Cloruro de Guanidina.

GnSCN/CsCl.- Método de Tiocianato de Guanidina-gradiente de cloruro
de cesio.

Oligo-dT .- Purificacién de ARN-poli(A) por cromatografia en oligo-dT
celulosa.

Poly(U) .- Cromatografia en Poly(U)-Sephadex.
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TEj 100 METODO DE METOD0 DE ARNTOTAL RENDIMIENTO  ACTIVIDAD DI

EXTRACCION PURTFICACION DE {ug/g de tejido) TRADUCCION
ARN-poLi (A) : Poli(A)+  Poli{A)++ :
(1) HIPOTALAMO DE RATA  GnHC1 < — - 50 - 1.5
(FRACCION POLISOMAL) | |
(2) HIPOTALAMO DE RATON  GnHC1 Oligo-dT 170 53 | 3.2
(3) HIPOTALAMO DE RATON  GnSCN/CsCl Poly(U) 1,000 150 e 3.0
(4) HIPOTALAMO DE RATON  GHCL ~ Oligo-dT 230 B a2
(5) HIPOTALAMO DE RATA  GnHCl Oligo-dT . 280 39 5 7.0
(6) CEREBRO DE RATA GnHC1  Oligo-dT 350 20 RRRE 21.0
(7) PLISOMAS DE HIPOTA 3 Cden 2.0
LAMO DE RATA * | |
~ (8) PLACENTA HUMANA GnHC1 Oligo-dT - 300 35 Laes 4.0
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Figuna # 1 .- Inconponracibn de (35S)-Metionina en Compuestos Insolubles
en TCA. |

El'ARN-poli(A) de hipotdlamo de rata (preparacién 5 ), fue traducido en
lisado de reticulocito de conejo a concentracién variable de ARN.

. Alfcuotas de 5ul de cada mezcla de traduccién fueron procesadas para la

determinaci6én de la radioactividad incorporada, que se expresa como cuen

.-tas por minuto.(cpm);



TCA cpm x 10-3

60

S

ACTIVIDAD BASAL

A T

| J‘ [ [ . " , . B

~ yg de poly A" RNA -



TabLa # 2 .- Actividad de Traduceiln en dos Sistemas Libres de?Cé£u£a4:i
Titulacién de distintas preparaciones de ARN en Lisado de Reticulocito de
Conejo y en Extracto de Germen de Trigo. Ambos sistemas de traduccién fue
ron supleméntados con 2.5uCi de (358) Mei'por ensayo. Ciertas pieparacio-
nes de ARN fueron traducidas en lisado de ret1culoc1to de coneJo suplemen
tado con (3H)-Leucina (25uCi/ensayo). o
Alfcuotas de 5ul fueron procesadas como se describib para cada 51stema de

traduccién. La radioactividad incorporada en proteinas prec1p1tab1es por -
TCA es expresada como cuentas por minuto.

- ARN Control .- ARNm comercial (New England Nuclear) . »
‘No ARN.- Actividad del ARN endbgeno residual del sistema de traduccxén.
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TEJIDO

 HIPOTALAMO DE RATON

(Preparaciéh 2)

HIPOTALAMO DE RATON
(Preparacién 3)

AREA PREOPTICA DE RATA
PLACENTA HUMANA
ARN CONTROL (VIRAL)

NO ARN

METODO DE EXTRACCION V
PURTFICACION DE ARN-pofi(A)

GnHC1 / Oligo-dT
GnSCN / Poly(U)

GRHC1 / Oligo-dT

GnHC1 / 0ligo-dT

Comercial (NEN)

INCORPORACION DE RADIOACTIVIDAD EN PROTEINA
PRECTPITABLE POR TCA

Extracto de Genmen
de Trnigo
{358)-Met

11,475

10,628 -

7,945
3,620
2,478

765

Lisado de Reticulocito

de Conejo
(358} -Met (3H) -Leu
110,547 6,650
5,617 ---
12,131 6,896
23,879 6,090
3,821 2,569



Figuna # 2 A .- Traduceibn de ARN en Lisado de Reticulocito

de Conejo. ‘
Ciertas preparaciones de ARN (Tabla # 2) fueron traducidas en

lisado de reticulocito de conejo suplementado con (358)-Metio

nina (2.5uCi/ensayo).
Alfcuotas de 5ul fueron procesadas como es descrito para este
sistema. la radioactividad incorporada eén proteinas precipita

bles por TCA se expresa como cuentas por minuto.

® ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratén (preparacibn 2).

‘@ ARN-poli(A) de placenta humana (preparacién 8).

A ARN-poli(A) de hipbt&lhmo de ratén (preparacibén 3).
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Figura # 2 B .- Traduccifn de ARN en Extracto de Geamen de Trigo.
Ciertas preparaciones de ARN (Tabla # 2) fueron traducidas en extracto
de germen de tr1go suplementado con (355) -Metionina (2.5uCi/ensayo).

" 'Alfcuotas de 5ul fueron procesadas como es descrito para este s1stema.

La radioactividad incorporada en proteinas prec1p1tables por TCA se
expresa como cuentas por mlnuto (cpm).

® ARN- poll(A) de hipotidlamo de rat6én (preparac16n 2).
o ARN-poli(A) de irea pre6pt1ca de ratén.

O ARN-poli(A) de placenta humana (preparacién 8).

A ARN-p011(A) de h1pot51amo de ratdn (preparac16n 3)
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(a) (b) (c) (d) (e)

;FLguna # 3 .- Andlisis ElLectrofornético de Productos de Traducedbn
Totales de ARN hipotaldmico.

El ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratén (preparacién 2) fue traduci
do en lisado de reticulocito de conejo suplementado con (35S)-Met
(25yCi/ensayo) . 15u1 de cada mezcla de reaccién fueron sometidos
a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 12%’y el gel fue
tratado para fluorografia,.

Tiempo de exposicién a autorradiografia; 5 dias.

a) No ARN |

b) 1.0ug de ARN

c) 1.5ug de ARN

d) 2.0ug de ARN

e) 2.5ug de ARN




Figura # 4 .- Productos de Traduceibn en Lisado de Reticuloeito
de Conejo. ' -
Distintas preparacines de ARN fueron traducidas en lisado de -
reticulocito de conejo suplementado con (358)?Metionina.

15ul de la mezcla de traduccién fueron sometidos a electrofore
sis en gei de poliacrilamida-SDS al 12% y a autorradiograffa,
sin tratamiento previo para fluorograffa.

Tiempo de exposicibn a autorradiografia; 10 dias.

a) No ARN .
) b) ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratdn (preparacién 2) (lug/ensa

yo) . | '
c) ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratén (preparacién 3) (lug/ensa

| yo).
~d) ARN total de placenta humana (2ug/ensayo).
~e) ARN-poli(A) de placenta humana (0.8ug/ensayo).




(a)

(h)

(c)




Figura * 5 .- Productos de Traduccidn en Extracto de Geamen de
Trigo.
Varias preparaciones de ARN fueron traducidas en extracto de
germen de trigo suplementado con (33S)-Metionina (2.5uCi/ensa
yo) . |
15u1 de la mezcla de traduccién fueron sometidos a electrofo-
resis en gel de poliacrilamida-SDS al 12% y a autorradiogra--
fia, sin tratamiénto previo para fluorografia.
Tiempo de exposicibén a autorradiografia; 10 dias.
a) ARN-poli(A) de hipotalamo de-ratén‘(preparacién 2) (Zug/eg
sayo) . , ' "
b) ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratén (preparacién 3) (2ug/en
sayo). ’ ‘
c) ARN de 4rea prebptica (2ug/ensayo).
d) ARN de 4rea predptica (2.5ug/ensayo).
~e) ARN-poli(A) de placenta humana (2ug/ensayo).
f) ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratdén (preparacién 2) (lug/ensa

yo).
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Figura *# 6 .- Efecto de La Concentracibn del 16n Magnesio sobre La Actividad
de Traduccibn. |

A.- E1 ARN-poli(A) de hipotdlamo de rat6én (preparacibén 3) fue traducido a con
centracién variable del i6n magnesio en lisado de reticulocito de conejo. La
concentracién de ARN empleada en este experimento fue de 0.5ug por mezcla de

reaccién.

B.- Dos preparaciones de ARN furon tituladas en lisado de reticulocito de co-
nejo a concentracidén variable del i6n magnesio; éstas son:

A ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratdén (preparacidén 3) (0.5ug/ensayo).

o ARN total de placenta humana (preparacién 8) (2ug/ensayo).

La actividad de traduccidén se expresa como radioactividad ((35S)-Met) incorpo-
rada en proteinas precipitables por TCA, en cuentas por minuto.



A (1.5 mM MgZh

(1.0mM MgZ*)




Figuna # 7 .- Pengil Cromatogrdiico de La SepanaQLJn de Tnmuno -
precipitados en Proteina A-Sejanosa. ’
Los sueros anti-LIRH fueron incubados c¢on (!251)-LHRH en solu-
ci6n amortiguadora de inmunoprecipitacidn. El1 complejo antige-
no-anticuErpo‘fue-separado,pof cromatografia de afinidad en -
proteina A-Sefarosa. Fracciones de 1ml fueron colectadas para
el registro de radioactividad (contador gamma) durante los la-
vados. El complejo antfgeno-anticuerpo fue eluido en dos fragjf
ciones de dcido acético 0.1M. Como control de pegado inespeci#'ﬁ
- fico se utilizé suero normal de conejo. ;
a) Suero Millar # 1076 .- Titulo final 1:1000 ; 17,677 cpm to-
tales de (1251)-LHRH. ~ o—o0 anti-LHRH ; ®---@. suero norméiﬁ

'b). Suero Arimura # 419 .- Titulo :final 1:500 5 57,000 cpm tota~]i
hf les de (125])-LHRH. o-—0 anti-LHRH ; e---e suero normal. f
JC);Suero;Arimura # 743 .- Titulo final 1:500 ; 49,000 cpm tota-ff
" les de (1251)-LHRH. o—o anti-LHRH.; e---e suero normal. i

d) Suero Arimura # 744 .- Titulofinal 1:200 ; 49,123 cpm totaleéi
- de (125I)-LIRH. o-—o0 anti-LHRIl ; e---® _suero normal. :

M.-muestra o ,
PBS. - Fosfato de sodio 0. SM pHS. 0, cloruro dc 5od1o 0. 1SM
- 0.01M, - Fosfato de sodio 0.01M.
“Ac. Acet.-wA01douacét;coHO¥lM.,
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SUERDO RADIOACTIVIDAD INMUNOPRECIPITABLE

+ LHRH
SUERO NORMAL DE | |
CONEJO 1,377 820
' MILLAR # 1076 o 3,186 1,159
ARIMURA # 743 . 1,008 620
ARIMURA # 744 o  _ 1,600 ,i,zoo
ARIMURA # 419 | 2,003 1,387

Tabla # 3 .- Inmunoprecipitacidn de Productos de Traduceibn
por distintos Anticuerpos. '

Los productos de traduccién de 32ug de ARN de hipotilamo de
rata (preparacién 5), fueron incubados con distintos sueros
anti-LHRH en presencia y ausencia de 10ug de LHRH.

Todos los sueros fueron probados a un tftulo final de 1:2000,
La radioactividad inmunoprecipitable se expresa como cuentas
por minuto (cpm). o |

60




(a) (b) | (c)

Figura # 8§ .-Autonnadiogragia de Productos de Traduceibn Inmung
precipitados . | -
E1l ARN-poli(A) de hipotﬁlamo de rata (preparacién 5) fue tradu-
cido en su 6ptima concentracién en lisado de reticulocito de -
conejo, y los productos de traduccién fueron inmunoprecipitados
con anti-LHRH Millar # 1076 o con suero normal de conejo. El1 -
inmunoprecipitado fue separado por cromatografia en Protefna A_
Sefarosa, y las fracciones de dcido acético fueron liofilizadas
y sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al
124, |

Tiempo de exposicién a autorradiograffa; 3 semanas.

a) Marcadores de peso molecular ((19C)-‘metilados)

AlbGmina sérica bovina 68,000 daltones.
“Anhidrasa carb6nica v 30,000 daltones.
g-lactoglobulina 18,000 daltones.
Citocromo C 12,500 daltones

b) Inmunoprecipitacién con\suerovnOrmal de conejo (1:500).
¢) Inmunoprecipitacibn con anti-LHRH Millar # 1076 (1:500).
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Figuna # 9

.- Autornadiografia de Productos de Traduccidn Inmunoprecipitados.

El ARN?poli(A) de hipotdlamo de ratdén (preparacién 2); el ARN polisomal (pre-
paraci6n 1); y los polisomas de hipotilamo de rata (preparacién 7), fueron -

traducidos en lisado de reticulocito de conejo suplementado con (35S) -Metioni
Los productos de traduccién fueron inmunoprecipitados con anti-LHRH Millar |

na.
# 1076 con o

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

Productos
Productos
Productos
Productos
Productos
Productos

Productos

sin 10ug de LHRH sintética.

enddgenos del sistema de traduccidn +anti-LHRH Millar # 1076

del ARN-poli(A) + anti-LHRH Millar # 1076 + LHRH.

del ARN-poli(A) + anti-LHRH Mlllar # 1076.

del ARN polisomal + anti-LHRH Millar # 1076 + LHRH.

del ARN polisomal + anti-LHRH Millar # 1076. . .
de los polisomas de hipotdlamo + anti-LHRIl Millar # 1076 + LHRH;
de los polisomas de h1potélamo + anti-LHRH Mlllar # 1076

Marcadores de peso molecular.

Tiempo de exposicién a autorradiografia; 3 semanas.
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(a)

(£)
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Figurna # 10 .- Autorradiogragia de Productos de Traducci6n Inmunophrecipitados .
10ug de ARN-poli(A) de hipotdlamo de ratdn (preparacidén 2) y 16ug de ARN-poli(A)
de placenta humana (preparaci6n 8) fueron traducidos en lisado de reticulocito
de conejo. Los productos de traduccién fueron inmunoprecipitados con anti-LHRH
Millar # 1076 o con suero normal de conejo a un titulo final de 1:750. |
Los sobrenadantes de los productos de traduccién previamente adsorbidos con sue
ro normal de conejo'se reincubaron con suero Millar # 1076 o con suero normal -
“de conejo. |

Tiempo de exposicién a autorradiografia; 20 dias.

a) Productos de ARN de hipotidlamo + anti-LHRH.

b) Productos de ARN de hipotadlamo + 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 hipotdlamo, reincubados con anti-LHRH.

f) Productos de ARN de hipotdlamo, 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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Figura # 11 .- Productos de Traduccibn en Extracto de Germen de Tnigo,llnmunapng.

CLp&tadOA con un anticuenpo anti-LHRH.
20ug de ARN- pol1(A) de hipotdlamo de ratén (preparac16n 2), 16ug de ARN-poli(A)

~de placenta humana, y 14ug de ARN de 4rea prefptica de ratén, fueron ‘traducidos

en extracto de germen de trigo suplementado con 250uCi de (35S)-Metionina. Los
productos de traduccién fueron inmunoprecipitados con suero anti-LHRH Millar #
1076 o con suero normal de conejo y fueron procesados como es descrito antérior-

mente.

Tiempo de exposicibén a

‘a) Productos

b) Productos

c) Productos

d) Productos
e) Productos

| f) Productos

de
de
de
de
de
de

ARN de
ARN de
ARN de
ARN de
ARN de
ARN de

autorradiograffa; 20 dfias.

hipotdlamo + anti-LHRH (1:750).

hipotdlamo + suero normal de conejo (1:750).

placenta humana + anti-LHRH (1:750).

placenta humana + suero normal de conejo (1: 750)
irea preSptica + anti-LHRH (1:750).

drea prebptica + suero normal de conejo (1:750).

g) Marcadores de peso molecular.






V. DISCUSION DE RESULTADOS.

Si bien la existencia de un precursor de LHRH en hipotd
lamo ha sido propuesta, la identidad de é€ste es alin 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 traducci6én de ARN mensajero de hipotdlamo. Este pro
ducto inmunoprecipitado con el anticuerpo # 1076 de R, Mi-
llar (40) utilizado también por dicho investigador en homo
genados de hipotdlamo, cumpli6é en nuestro sistema con va--
rios requisitos de especificidad: es desplazable por LHRH
sintética, no es reconocido por suero no inmune u otros -
anticuerpos. De acuerdo a las caracterfsticas de reconoci-
miento antigénico de los anticuerpos # 743 o # 419 hubiera
mos esperado que estos inmunoprecipitaran también un pépti
do qﬁe se observara como una banda. Sin embargo, esto pue-
de ser explicado por un problema de afinidad, y que dentro
dé un precursor tan grande estos anticuéerpos no lo recono-
cieran, S ,

Nuestros resultados difieren de los del grupo de G. Fink
(42), quienes utilizando el mismo enfoque de traduccién 4n
vitha del ARN mensajero de hipotdlamo de rata, no observan
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sefial alguna cuando se utiliza metionina radioactiva en el
sistema de traduccién, y si uno de 28,000 daltones al incu
bar en presencia de (3H)-Leucina. A este respecto existe -
una fuerte evidencia de que la metionina es el primer ami-
nodcido en la sintesis de proteinas en eucariotes (78); el
no detectarla significaria que G. Fink observa un producto
degradado del precursor. Esta degradacién pudiera ser espe
cifica, es decir, por proteasas procesadoras traducidas -
también en el sistema o bien, por proteasas enddgenas del
reticulocito, aunque esto es poco probable, ya que se ha -
reportado que el reticulocito posee muy poca actividad pro
teolitica (74). Si las enzimas procesadoras fueran sinteti
zadas en el sistema, nosotros no observariamos una banda -
al utilizar metionina radioactiva, sin embargo, siI la obser
vamos. Puesto que no hay reportes en cuanto a la caracteri
zacidén 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-
bargo, el hecho de que se observe una banda inmunoreactiva
al”’ traducir ARNm provenlente de la regidén hipotaldmica que
se traduce ya sea en ret1cu10c1to o en germen de trigo, y
es observada 5610 en aquellas preparaciones que muestran -

una alta capacidad de traduccidén, nos hacen confiar en estos = =~ .~

resultados,iEVidencia adiciona1 se obtuvo cuando el sobreng 'f
dante de los productos de traduccién, previamente inmunopre
cipitados con suero normal de conejo,.se incubé con el -
suero #1076 y se observd de nuevo la banda.

Ahora bien, durante el transcurso de este trabajo surgié.

la primera evidencia concluyente de la caracterizacibn del -
precursor de LHRH presente en placenta humana. P. Seeburg -
(comunicacién personal) utilizando oligonuclebtidos sintéti-
cos como rastreadores en un banco de ADNc de placenta humana,
identific6é una clona cuya secuencia contenia la secuencia -
"sefial" caracteristica de proteinas secretadas, la de la LHRH
seguida de aminodcidos bdsicos Lys-Arg que se sabe son la -
sefial para proteinas procesadoras, y otros péptidos de fun-
cién 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
né en la seccién de resultados no se observd una banda de
10,000 daltones y si nuevamente la de 50,000 daltones. Esto
sugiere que, o bien, pese a los criterios de especificidad
empleados, el anticuerpo # 1076 reconoce algo mis, 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 mds de un gen que codifica para un mismo neuro
péptido (79). Mas ailn, se ha observado que existe un tipo -
distinto de LHRH en testiculo de rata al que se encuentra -
en hipotdlamo (80), y se han determinado dos tipos distintos
de la LHRH en hipotdlamo de gallina (81).

La existencia de dos genes facilitaria incluso la com--
prensién del complicado sistema de regulacidn del eje neuro
enddcrino hipotdlamo-hipofisiario-gonadal, sin embargo, por
el momento queda a nivel especulativo, y s6lo la secuencia

‘completa del precursor de LHRH hipotaldmico dard la respues

ta. Hasta el momento no se ha podido identificar el ADNc de
hipotdlamo (P. Seeburg, comunicacidn personal) y esto puede
ser debido a la baja proporcidén en la que se encuentra éste
(o éstos) ARNm en un tejido de alta heterogeneidad como el
cerebro. De hecho, s6lo 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 informacidn sobre el peso molecular de
un precursor de LHRH nos permite ahora plantear estrategias
de enriquecimiento del ARN (por separacidn clectroforética
del ARN mensajero en el rango de 450 a 2000 base nucleoti-
dicas, que.corresponderia a la sintesis de productos pepti-
dicos de 10,000 a 50,000 daltones. Con una poblacidén de ARN
mensajero ya enriquecida, se piensa formar un banco de clo-
nas de ADNc de hipotilamo de roedor,en el cual se rastreari
el ADNc del mensajero que codifica para la LHRH, lo que per
mitird estudios posteriores de regulacién.




VI. APENDICES.

A. ABREVIATURAS.

ACTH
bis-Acrilamida
ADN

ADNc

AMP

ARN

ARNm
ARN-poli(A)

CRF
DMSO
DIT
EDTA
EGTA
GRF

HEPES
LHRH

PPO
SDS

Hormona Adrenocorticotrdpica.

N,N' Metilen-bis-acrilamida.

Acido desoxirribonucleico.

ADN complementario al ARN mensajero.
Adenosin-monofosfato.

Acido ribonucleico.

- ARN mensajero.

ARN mensajero con cadenas poliadenina
en el extremo 3;.

Factor Liberador de la Corticotropina,
Dimetilsulféxido

Ditiotreitol.

. Acido etilen-diamino-tetracético.

Acido etilenglicol-bis(Baminoetileter) tetracético.

Factor Liberador de la Hormona del Cre

- cimiento..

Acido N-2-hidroxietilenpiperazin N'-2-
etansulfénico.
Hormona Liberadora de la Hormona Lutei

nizante.

2,5, Difeniloxasol.
Dodecil sulfato de sodio.




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




B. REACTIVOS.

Acrilamida
bis-Acrilamida
Alblmina sérica bovina
(grado radioinmunoensayo)
AlbGmina sérica bovina
((1%C) -Metil)
Anhidrasa carbénica
((1%C) -Metil)
Aminoicidos

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 Chemical 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..



Cloruro de Guanidina
Tiocianato de Guanidina
Hemina

Heparina

1257

g-lactoglobulina
((1%C)-Metil)

Lauril sarcosianato de sodio
LHRH

Lisosima ((!%C)-Metil)
(35S) -Metionina
Nucleasa micrococal
Oligo-dT celulosa
Persulfato de amonio
Proteina A-Sefarosa
Poly(U) -Sephadex

Ribonucleasa (pincreas bovino)

SDS
Spermidina
TEMED

Pierce.

Fluka A.G.

Eastman Labs.

Sigma Chemical Co.
New England Nuclear
New England Nuclear

Sigma Chemical Co.
Peninsula 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.



C. EQUIPO.

Agitador magnético

Agitador Vortex

Autoclave-

Balanza analitica

Balanza granataria

Camara para electroforesis
Centrifuga

Centrifuga

Congelador (-20°C)

Contador para radicacibn gamma
Contador para radiacién beta
Espectrofotfmetro
Evaporador

Fuente de poder
Homogenizador mecdnico
Homogenizador tipo Dounce
Homogenizador tipo Polytron
Horno

Potencifmetro

Refrigerador (4°C)
Secador de geles con vacfo
Tanque de Nitrégeno lfquido
Ultracentrffuga |
’Ultracongelador (-70°C)

TriR Magnetic Stirrer.
Vortex Genie TM.
American Cyclomatic Control.
Mettler HS54AR.

Ohaus Harvard Trip.
Bio-Rad Labs.
Beckman JS20.
Beckman Microfuge B.
IEM de Luxe.

Gamma 5500.

‘Packerd Tri-Carb 3390.

Spectronic 710.

Savant RH40-11,

Isco 494,

Bellco 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 L8-55.
Kelvinator Series 100,
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