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ABREVIATURAS 

a. E<. 

ACTH 
Al>N 
ADNc 
Ala 
Ar9 
ARN 
ARNrn 
Asn 
Asp 
CGRF· 
CRF 
Cys 
FMRFam1da -
FSH 
GH 
Gln 
Glu 
Gly 
HCl 
H1s 
HCPC 
lle 
Leu 
LH 
LHRH 
Lys 
Met 
MSH 
nt 
Phe 
POMC 
p.p. 
PRL 
Pre• 
Ser 
SN 
SNC 
Thr· 
TRH 
Trp 
TSH 
Tyr 
Val 
VIP 

arn i r1oác i d e• 
Hormona Adrenocort1cotrOpica 
Acido Desox irr1bonucle1co 
Acido Desoxirr1bonucleico complementario 
Alanir1a 
Ar9inina 
Acido Ribonucleico 
Acido Ribonucleico mensaJero 
Asparagina 
Acidc· aspártico 
Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina 
Factor Liberador de Corticotropina 
Cisteina 
Phe-Met-Arg-Phe-NH2 
Hormona Estimuladora de los Folículos 
Hormona del Crecimiento 
G l L1tam i na 
Acido 9l•.1támico 
Glicina 
Acido clorhídrico 
Histidina 
Hormona Concentradora de Pigmento de Crustáceos 
Isc• 1 eucina 
Lew=ina 
Hormona Luteinizante 
Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante 
L1sina 
Met.ic1nir1a 
Hormona Estimuladora de los Melanocitos 
nuc 1 e~d:. 1 dos 
Fenilalan1na 
Proopiomelanocortina 
polipéptido 
Pr·olactina 
Pr·olina 
Ser· ina 
Sistema Ner·vioso 
Sistema Nervioso Central 
Tt·eonina 
Hormona Liberadora de Tirotropina 
Tr·iptófano 
Hormc~a Estimuladora de la Tiroides <Tirotropinal 
Ti rc•sina 
Val ina 
Péptido Vasoactivo Intestinal 
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INTRODUCCION 

A t ravé s d e la d e la humanidad el homb re s i e mpre ha 

manifestado un 9ran inter é s CO t)OCer el més minimo deta l le de 

cuanto fenómeno le r odea. Es pecialme n te le han llamado l a a t ención los 

fenómenos biológicos, muchos de los cuales hasta ha c e 

solo eran conocidos de forma superficial. Ac tualmente, gracias al 

desarrollo de nue vas tecnologías ha sido posible c ono cer a nivel 

molecular algt~nos de estos procesos. 

Dura n te los últimos a~os, gt· andes progresos han sido alcar·1zados 

en el area de Biología Molecuar gracias a la aplicación de Jas 

técnicas de Ingenieria Estas téct11cas 

amplificar y determinar la estructura de secuenc ias nucleotidicas de 

genes y ARN mensaJeros que codifican para proteínas 111. 

Muchos de hormonas polipeptidi c as han sido aislados y 

amplificados en bacterias utilizados en distintos 

estudios que van desde su secuenciación , hasta s u e x presión. Con esta 

i nforma ción se empieza t1 a comprendet· mecanismos y patrones de 

regulación y evolución génica 121. 

Dentro de los ARN mensaJeros qt~e hat1 sido cat·ac terizados se 

encuentra el del precurs or de la Hormona Liberadora de Tirotropina 

ITRHI, estudiado inicialmente de la piel de sapo 131 y pos teriormente 

de hipotélamo de rata 141 , en donde se han realizado di versos trabaj o s 

sobre la regulac iót1 de la e x pt· esión del gen (5 , 6) . 

El análisis de la secuencia de ambos precurso res 13 , 4) indica que 

la TRH se encuentra repetida 5 v eces, alternando con péptidos 

intermedios con función aún desconocida 171. Además, queda bien 
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establec ido que s o l o las secuencias que originan TRH en ambas 

prohormonas similitud, ya que aquellas 

la 

de los 

i r1termedios difieren no solo et1 la secuencia, sino tambien en el 

tama~o (J,41. 

La amplia diver genc ia entre las dos prohormonas y las distintas 

funciones que han s ido sugeridas para la hormona en diversas especies 

(81, nos instar on a determinar el proceso evolutivo del 9en de la TRH. 

Aqui se presentan los resultados del rastreo del 9en del 

TRH en disti n tas especies, utilizando las sondas precurso r de la 

especificas de rata y Xeno pus laevis, con los cuales se propone el 

patrón evolutivo del gen en lrna escala filogenética parcial, hecho que 

a ente~jimiento de dicho fenómeno , a la vez que 

permitir á replantear desde w1 F~u1to de vista evolutivo la posibilidad 

de que los péptidos intermedi o s originados de secuencias aparentemente 

t1o escenciales del pr· ecL~rsor , pudiesen tener una función , tal como ha 

sido p r opuesto (9 , 10 1. 
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ANTECEDENTES 

I.1. Los Péptidos y sus funcione s. 

Las células v ivas produce t1 Llt1a 9t· ar1 d 1v et· s1dad de macromoléct,las 

(prot.eit1as, ácidos r1L,clé1cos, lip1dos y polisacar1dosJ qL,e sirven como 

c•:1mponent.es 

t-ecept.ores C1 r-eservorios de la infQrrnac1.:~1n genética. Estas 

sor1 polímer·os constituidos por unidades monomér1cas; 

para los lipidos dichas L4t1 1dades son los ácidos grasos y el 9l1cer·o1, 

los ntJcleót1dos y para las pr·oteinas son los aminoácidos (11) . 

2 y 50 residLJOS aminoacídicos tln1dos c 1~ valenterner1te ent.re s1 

por et1laces peptidicos. Ex 1ster1 un gr· ar1 r1úmero de péptidos dift,r1didos 

en la naturaleza C12J, algunos de ellos cor·1tiene otr·as moléctllas en SL' 

estructura además de los am1noac 1dos ó bien estos se encuentr-an 

modificados <acetilados~ sulfat.ados, et.e. >; sin embar-go la estrl,ctura 

tr· 1dimen::.1onal y muchas las están 

det.er·rninadas por las clases de aminoácidos presentes, el orden en el 

·~l'e estár1 dispuestos en l'na cadena peptidica y la relación espacial de 

un amino ácido con otro 1131 . 

La var- i edad los péptidos pet·m1t.e ql4e los efect.os 

fi s iol ógicos s ean t .amb1ét1 bas tante variados. Ha y péptidos que son 

de ellos. EJemplos de este tipo de péptidos <141 l•:•s encontrarnos en 

la Baci tt·asina A y la IFig. I.lJ. Otros péptidos 

participan en el mant. et11mier1t. 1~ de la unidad estructural de las 
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protein&s ce:lulare:s como E:E e:l caso de:! 9lutatiOn 1 y-Glutamil-

e i s t e: i 1·, i i s u capc.cidad de: E: ·. pe:1· i me:nt ar· c• Y i dac i 01·,-

prote:ge:r los grupos -SH de: las prote:inas e:structurale:s de: una posible: 

o x idación, de: esta manera la prote:ina no se: modifica estructuralmente:, 

sino e:! 9Jutation 114>. 

su papel como intermediarios en la comw1icac1ón celular. Desde: este: 

punto de vista, los péptidos resultan ser muy importantes debido a su 

en la inte:9ración fw1c1onal de: un organismo 1151. 

I
L-metilvolina 

1 • 
sarcosino 

L-Jrolina 
o 1 • 

L O-valina 
1 . 

L- treonina 
1 c=o 

L -metilvalínal 
1 • 

sorfosino 

L-pro:ino 
0 

0-volino _J 
L-tre!nlno 

1 
o=c 

ACTINOMICINA O. 

(N) L-Ile-Lcis-Lleu-DGlu-Lile 

1 
L -Lys 
/ ......... 

(C)O-Asp-LAsp DOrn 
1 1 

L-His L-Ile 
......... ./ 

OFen 

BACITRACINA A. 

Fig.I.1. Péptido s Antibióticos. A.- Actinomicina D, una de: las varias 
actinomicinas producidas por ce:pas de Streptomyces. B.- Bacitrasina 
A producida por cepas de Bacillus Liche:niformis; es parcialmente 
cíclica con D y L aminoácidos. 1141. 
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Numerosos péptidos funcionan como 

proc esos fisiológicos (lE.J. Las funciones hormona les de péptidos han 

sido me 1 o r ca r· acter·izadas pa r a el Sistema 

Neur oendócrino , muchos de ellos actuan regulando uno ó más proceso s 

f1siológ1cos; algL,t1os eJemplos de e st.os y con fL1ncit•n 

en la intercomunicación celular , aparecen en la tabla I.l. 

F'éptido 

TRH 
FMRF-arnida 
Encefalinas 

LHRH 

Gastr· ina 
Secretina 

VIP 

Glucao;zon 

Calci tc•n i na 

p.p. panc1-eát1co 

ACTH 

CRF 

J 
4 
e 
·-' 

9 

10 

17 
27 
28 

:32 

36 

39 

41 

Estimula liberación de TSH en Hipofisis 
Efecto cardioregulador 
Modulan la actividad de distintos neuro
transmisores en el SNC. 
A•.Hnenta cc•rott-acc i ón de 1 rnuscLI 1 C• 1 i so y 
evacuación de leche de las mamas dur· ar1te 
la lactancia. 
Produce constricción de vasos sanguineos 
pr·oduciendo at1ment.o en pre s ión sanguínea 
y efectos antidiuréticos. 
Regula liberación de LH y FSH de la 
pitL1itaria. 
Estimula secreción de HCl en estomago. 
Estimula flujo de secreción pancreática 
Estimula flujo de secreción panc reática 
y regula la a ct ividad en el SN. 
Estimula la ruptura de glucógeno y con
tribuye a elevar los niveles de glucosa 
en san91-e. 

Inhibe la reabsorción osea,disminuyendo 
asi el nivel de calcio en sangre. 
Regula las funciones pancreáticas y 

gastrointestinales. 
Estimula producción de Hormonas suprare
nales. 
Estimula produc ción ACTH de pituitaria. 

Tabla I.l. AlgLttios péptidos y sus funciones mejor caracterizadas. 
( 16, 1 7) • 
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I.2. Distribución F1logenetica de los Péptidos. 

Debido a su gran diversidad podemos encontrar a los 

peptidos distribuidos en todos 

funcional 

1°:0 s seres vivos; ~n equinodermos , el 

factor que causa la puesta de huevos es un péptido, como lo es también 

el ~L~e ca1.,sa el mismo efecto en opistobranquios, w1 gasterópodo 

pulmonado; la h o rmona que controla la de huevo s <ELH> en 

aplysia , tff1 mol usci:• rnar i nei, es un péptido que ha sido muy estudiado 

<18>. En peces , la ovulaci~~ es inducida por un neuropéptido similar a 

la Hormona Liberado ra de la Hi:•rrnona Luteinizante <LHRH>, que en 

mamíferos regula a nivel neuroendócrino la 

ce.. sos un rn1srno <ccontrol es rned1adc1 por 

d1stit1tos péptidos, suo; i r i end.:• una alta conservación evolutiva de 

tales moléculas 121 . 

Para ampliar aun más nuestra vision , mencionaremo s que un mismo 

péptido puede ser encontrado en diversas especies. Una 1 at-ga 1 i sta de 

péptidos dentro de los que se enc uentra la Insulina, la Hormona 

Adt· enocorticott· ó pica <ACTH> y Endorfinas, han sidc• localizadas 

inmunoreactivamente tanto en organismos eucarióticos unicelulares (e. 

g. Tetrahymena), como en pluricelulares <e. g. mamíferos> (19). Aunque 

er1 la mayc•ría de los casos, el papel de estos péptidos en organismos 

inferiores no ha sido determinado, se ha les p1_1eden 

representar algw1 tipo de ventaja en su supervivencia. 

A otros péptidos se les ha caracterizado una misma fLn-1ción en 

distintas especies, como es el caso del Glutatión y un gran n~mero de 

péptidos con f1_mc i ón hormc•na 1 (20). Sin embat-·;io, de maycor- int.erés 

r·esulta el hecho de que un mismo péptido pueda tener distintas 

9 



funciones en distintas es.pee i t::s, tal cc•mo ocurre con el Pépt1do 

Relacionado al Gen de la Calcitonina <CRGPI, el cual fué caracterizado 

inicialmente como neuropéptido, el cual hipet·tens 1ón (via 

intracerebroventricularl e hipotensión lv ia sistémica), posteriormente 

se le 

inhibición en la contracción del de Falo::0pio. 

Recientemente se ha visto que en ratón CGRP estimula la síntesis de 

t·ecept.ores de acetilcolina er1 motot1eurc1nas de la medula espinal. Estos 

y otros efectos <211 del CGRP, dejan ver la versatilidad funcional que 

un peptido puede 

di fet·entes. 

11 egat· en sistemas 

El estudio de los peptidos en muchos ca s os ha sido enfocado en 

gr·ar1 parte sobre una animal, debido a que su func i '~·n ha 

Un ejemplo de esto lo constituyen las 

Encefalinas , las cuales han sido estudiadas generalmente en mamiferos. 

A saber, estudios sobre la regulación de su síntesis han sido llevados 

a cabo en humano , r· ata, 

su irnportancia corno 

et.1:. <22, 

de 

23 .. 

la 

241. sin 

actividad 

neur·otransmisora et1 el sistema nervioso de invertebrados ha sidc1 poco 

~studiada, estas han sido encontradas en neuronas de 

sanguijuelas y lombrices, et1 fotoreceptores de langosta y en la t·ed 

nerviosa de la hydra, entre otros. 

Recientemente un neuropéptido cardioactivo de molusco, la FMRF-

amida <Phe-Met-Arg-Phe-NH2J ha sido localizada por radioinmunoensayo e 

lt1ffil,nocitoqL4imicamente en el cerebro de distintos vertebrados <2>; al 

igual que este, distintos péptidos invertebrados han sido encontrados 

en sistemas vet·tebrados y viceversa <tabla I.2>. Las identidades 
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químicas de estos han sido bien establecidas la mayoría de lc•s 

caEOS (2, 18>, a pesar de ello , a la fecha es dificil decir en que 

grado se enc1-"entran 

est ructural y de los 

sea 

distr·ibuciéon. 

1 C•S sisternas peptidérgicos de 

F'os i b l .;:rnente , la alta 

sistemas de comunicación celular 

conset·vación 

en todc•s 1 os 

permita que los péptidos posean una a mplia 

Ver·tet·r·ados Inver t.ebt- a•jos 

Ciona 

Substancia p cet·etir·o intestino cerebro r·ed ner-vic•sa 

Neur o ten~. i na cer·ebr·er intestir-;1: 1 cerebr·c· t·ed ner·v iosa 

Sornatostatina c er·ebr·o intestino c erebr·o 

Gastt· ina cer·etir·o intest ino 1·e0j ner·v losa 

Vasopr· esina cer· ebr·o r· ed ner·v iosa 

Encefa.l inas cerebr· o intestino cer·ebro r·ed ner· v i 1:•sa 

Colecistocinina cerebr·o intestino red ner·viosa 

ACTH c erebr·o cer·ebro 

MSH cer· ebr·c· cer-ebrc1 

Tabla I.2. Distribución de algw1os neuropéptidos en miembros del 

Phylum Cordata <Vertebrados y Urocordadosl y del Phylum Celen-

ter ata. ( 16, 17). 
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I.3. B1osintesis de Péptidos 

Los pépt1dos pueden ser s1tet1zados por dos vias: por medio de 

acctc•nes catalit.icas de enzimas ó por sít1tes1s t- 1bosomal a t .ravés de 

un precursor de alto peso molec ular que origina finalmente al péptido. 

El ejemplo más común de pép tido originado por la primera via es el 

Glutation, quizás por que fué el prime r mecanismo b1 osint.ético v1 a 

enzimá t ica establec ido pa r a mamífero ( 14 ) • Otros 

ej emplo s de péptidos por esta vía SOt1 la 

péptidos antib1ót.1cos. 

La mayoría de los pépt i dos biol ógicamente activos sot1 

s1 t1t. e t1zados vía r· 1bosomal a alt.o peso 

rn o l e CLJlar ( 15 , 25 ) . car· a ct.er izados mlJchos 

c itar al Glucagon, la Somatostatina, la Ga stri n a , la Neu r ofisi n a y las 

Encefalinas, entre o t r os . Todos estos péptido s tienen et1 comút1 la 

forma como s o n s it1t.et.izados. El get1 que c odifica ~· ara el pépt.ido 

inicia SlJ t .ransc r·ipc ión CtJando la ARN Po l1 merasa II s e une a la doble 

cadena de ADN , e n d ot1de con ayuda de la cadena templado (cadena 

s encilla de ADN > empieza a inco rporar ribonucleótidos ~ tJniénd1~los 

covalentemente al 3' de la cadena. Los nlJcleótidos son 

sL,cesivamente incot·porados ct· eciet1do en dirección 5 1 -3' formándose un 

ARN-ADN con el templado y la c adena Ct,ando la 

transc t·i pción termina~ el hibrido se disuelve, de esta manera la 

cadena sencilla de ARN es liberada generando un transcrito primario. 

Antes de salir d~l nw=leo , el ARN precursor es procesado por medio de 

modificaciones del e x trerno (casquete), adición de colas de 
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pol i aden1na lpol 1 Al y eliminación de secuencias 

intr-ones , p or- medio del ernpal me <en i n glés "splic 1ng ") ( fi g I. 2 l . El 

ARN mensaJer-o rnaduro es tr-ans por- tad o a l c itop lasma y p ost er-1or- mente 

t r- adu c i de• en 1 os t· i b o sorna s (de ahí e l nomb re d e la via l d el retículo 

endop l ásm1co r- ugo s o , gener- ando u n p repropépt i do , e l cua l su fr-i rá: una 

ser- ie de modi f icaciones pos t r- aducc i onales an t e s d e pr o duc i r el ó l o s 

pépti d os activos . La p r-i me r a d e ellas o cur-re en la c i ster-na del 

r e t ículo e n d o p lásrni co r-ugo so <RERJ , d o nde se elim i na la secuenci a 

ONA 
·~ 
5'~3' 

~ ARN pollmero10 11 

ARN " .. ~ l 
pr imario~ 

~ lntron 

c,~~AAAAA-~ 
5' • 1 t 1 '? t Eaon poi y A 

Empalme ---ARNm 

Fig. I. 2 . Trans cripción y f o rma c ión de ARN mensajero 

rnad•-iro. <251. 
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11der y el precur sor se convi erte en pr o pépt 1d0. El prop épt1 d o puede 

ser g l icosilado y es tr a nspor t ado posteriormente al apa r ato de gol gi 

donde probablemente sea nuevamente mod ificado 1 s u lfa tado , a c etilado, 

etc. l . En e l aparato de golgi y p ri ncipalmente en los gránulos 

la molécula precl~rsora es cortada 

proteoliticamente y tambi én pueden ocurri r mod1ficac1 ones en las 

terminales ami no y carbox 1 lo de los pépt1dos. Toda es ta s erie de 

ADN IGEN) 

PRE ARN MENS AJE RO 
l TRANSCRIPCION 

--------------------------------------------------i-------------------------~'=~~~!~ ---
CITOPLASMA 

ARN MENSAJERO MADURO 

---- - -- - ---------------- - ----------1--- - --- -- -------------------------
TRADUCCION RER 

PREPROPEPTIDO -------------- - - CRIBOSOMASI 

PROPEPTIDO l ELIMINAC ION [:•E 
SECUENCIA LIDER CCISTERNAI 

------------ -- --- ----- --- --- --- -- -1--:~~~~~~~~~¡g~~~::-----~~~~;----
PROPEPTIVO 
MODIFICA(:oO 

--- --- ---;.~;.~~~)~ ----------========!======--------- -------- ::~~~;.~~~~~ -
ACTIVO 

Fig I. 3. Síntesis y Procesamiento de un péptido lvia ribosomal>. 115, 

25 , 261. 
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I . 4. Estructura de los P r ecursores Peptíd1cos 

La mayoria de l o s pépt1dos caracterizados hasta el momento sc•n 

sintetizados por via ribosomal (de aquí deriva la importancia de esta 

vía) a través de un precursor peptídico. 

fines clasificaremos los precursc•res 

peptídicos de al número de péptidos ·:iue 

pc•l imensajet·eis que contengan varios rnensajes> y 

<a aqr_Je l li:is que contengan L'n solo mensaje). Podemos 

enceint.rar dos tipos de precursores polirnensajeros: 

originan distintos péptidos y los que originan un solo péptido. Cabe 

hacer la aclaración de que aunqt,e un prect,rsor polirnensajero tiene 

pc•tenc i a 1 mente la capacidad de mensaJes, 

necesariament.e serán generados t.odos~ p1_,e s a·~uí. intervienen factores 

específicos celulares que propi c ian o no la e xpresión de cada péptido. 

Algunos ejemplos de precursores peptídicos y sus productos aparecen en 

la tabla I. ::;c. 

El de la Proopiornelanocortina <POMC> I. 4) 

contiene 241 amino6cidos que originan la Hormona Adrenoc orticotróp1ca 

<ACTH> de 39 arn i noác i i:jos ,. la B-Endorfina de 31 arnino6cidos, la B-

Lipotropina de 93 amino6cidos y la Hcw rnona Est i m•..l l adc·t· a de lc•s 

Me l anc•c i tos <a-MSH> de 13 aminoácidos <27>. Este se 

encuentra presente en el y lC•b•.110 intet·rnedio de la 

hipófisis de rata (28), n o obstante, su procesarniento para originar 

las diferentes horrnonas varia: en el lóbulo anterior se produce ACTH y 

B-Endorfina, mientras que en el lóbulo intermedio se procesa hasta a-

MSH <28>. Por otra parte el control de la liberación de los productos 
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de la POl'IC, así como la.. expresión del 9en , est~ re9ul1ida PC•r fc.cton::s 

di fer· entes en a mbos lóbulos <28>. Actualmente el precursor de la POMC 

constituye uno de los precursores m•s estudilldos en cuantc• a la 

regulación de S'-' e xpres16r1 se refiere. 

Ur1 ejernplo de precursor· poli mensajero q•.1e ori9ina. el mismo 

mensaje, es el de las Encefalinas <ENK>. El 9en de la proencefalina 

humana consiste de 4 e xones que originan el precursor peptidico, de 

los c1.1al_es el e xon IV co:•ntiene a todos lo:•s péptidos biolé•9icamente 

activos cc•nocido:•s: 6 cC•Pias de Met-Encefa linas y una de Leu-Encefalina 

(29). Las 7 copias de encefalinas se encuentran interrumpidas por 

péptidos intermedios de tama~o y secuencia varaiables. En todos los 

casos. ,. para que se originen los péptidos es necesario el corte 

proteolítico del precursor. Dicho corte siempre se hará en donde 

e x i sta un par de aminoácidos básicos <2, 18, 30) Lys - Lys, Arg - Arg , 

Lys - Arg, tal como se aprecia en la figura I. 4. 

Propéptido 

~:.;_,;..-. 

No. de a.a. 
en pt·opéptido 

F'rod1..1etos Ne•. de a. a. 
en Pt~•:.duct:.o 

~- ------------------------------------~---------------------------------

Proinsulina 86 Ins1..Al ina 51 

F'rosornatos tatina 103 Sornatostatina 14 

Pro9luca9on 78 Gluca·:io:•n 29 

Progastrina 110 Gastrina 17 

Procalciton1na-CGRP 118 Calcitonina 32 

CGRP 37 

Provasopresina 147 Vasopr·es1na 9 

Tabla I.3. Algunos precurso res peptídicos y sus productos <2, 18) 
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La import6nc1a de los precursores peptídicos y su estudio reside 

a través del cual la 

célula puede regular sus prc•ductc•s. Ha sido su9er1do para algunos 

precursores, que pueden llegar a responder aumentando la tasa de 

síntesis del péptido que contiene, como respuesta a ttt1a disminución en 

la cantidad del péptido disponible <311. 

El estudio de los péptidos, sus precursores y los genes que los 

codifican a avat1zado a pasos agigantados ~ empleo de las 

técnicas de ingeniería genética en la biología molecular (apéndice 11 . 

Esto ha permitido comprender mejor no solo los mecanismos que regulan 

la e xpresión de los genes y sus productos~ si ne• tarnb i én los patrones 

de evolución génica, a través de los cuales los organismos finalmente 

se adaptan a l~n medio ambiet1te cambiat1te. 

IJ -LPH 

ACTH 1'-LPH 

l -llSH a: -ilSlf CLIP .8 -tlSH -'-EodorfillCI 
IHt t--iARG-LYSt--iARG-ARGt--tLYS-ARG ~ LYS-AR6~LYS-lYS-AAG·MH--ILYS-ARGt--ill'S-lYS1--i LYS-AllGt---i COOH 

POMC 

111! lltt Met lltl lltt LH .lltl 
izt--tll'S-LYS ~ LYS~LYS-OSt--i LYS-AR6 1-----4 LYS-LYS t--i LYS-ARG t--t LYS-ARG t--i LYS-ARG t--1 Arg-Ar1 1--i LJ1-An¡ t--t Lys-An¡H Lp,\rgt--1 C00t 

ENK ENK ENK EllK ENK ENK ENK 

+ Arg-61J-LH 

ENK 

Fig 1.4. Representaciones esquemáticas del precursor de la POMC y 
Proencefalina. Se pueden observar los péptidos generados por cada 
lttlO de los precursores, asi como los sitios ~ de corte proteolitico 
(2, 18>. 
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II. 1. Evolw::i~·n Moleculat· 

Los seres vivos 

ser antagónicos. pueden 

ser entendidos a través de concepto de evolución. Actualmente e x isten 

de muchos millones que se 

han e ::< t 1 ngu ido nos dá idea de tal d1ver-sidad~ ~· ues dentro 

de toda s estas especies e x 1st.en ent.1dades tan compleJas 

como las rnoscas y las ballenas ó como los mL,sgos y las palmet·as; a ·~t'í 

m1srn·~ com p t-et1demos SlJ similitud cuat1do t10S pet·catamos de la e~ 1st.e r1c1 ~ 

de estt·uctur·a s moleculares semeJantes entre est.os organismos. 

los cambios qtJe en un indi v iduo ~ 

trat1smit1dos de generación en generac1ót1 ~1asta que se c ot1st.1tuyera ltna 

población con características propias~ las especies. 

pree::< l stente=: . • ¿ c..:~:irno y dónde cambios?. La 

Selección Natural Darwiniana descr· 1be en los organismos 

var·iaciones lentas y e . ::pontaneas en el ger1ot.1po, sometidas a 

selección en el momento en que se e xpresan en el fenotipo 1321. Es 

entonces comprensible que cualquier cambio manifestado et) el ot·gat1ismo 

es reflejo de un cambio sucitado a nivel molecular. 

Et1 la actlJalidad s abemos qtJe la sustitución de tJn amir1oác1do pot· 

ott-o puede alt.erar la est.rlJctura y funcionamiet1to de la molécula a la 

Este carnbio de aminoácido puede ser 

solo cambio de base en el ADN y es conocido como ml~tación puntual, las 

cuales Pl~eden producirse por distintas mecanismos: 

adición y cambio de bases. Adernas de las mutaciones pw1t.uales 
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d"' e ::-:. 1 s ten otros 

rn&:cctn1 srno=: la transct· ipción y el 

rearregl o genOmico, significativamente al desarrollo 

de di c ho fenomeno. 

los 9enes de w1a especie y otra pueden 

e >( aro l nando:i 1 a secuencia de ADN de 

e : :c-.rn 1 nc-. r· proteínas codificadas por los genes 

e s tru c turale s . Lo s métodos más usados para estimar el cambio 9enét.ico 

durante la evoluc ion son: la hibridación del ADN, la determinación de 

1 a secuenc ie-. 

rned i ante e 1 de proteínas (homologas ent.re 

especies> que comparten determinantes anti génica:•=:. y el anál isi::. de 

patrones elec troforéticos de proteínas y de ácidos nw=leicos. 

Distintas filogenia s han sido deducidas mediante el análisis de 

los aminoácidos que componen una proteína , estas, las más 

las basadas en glob1nas en v ertebrados 133> y la del 

Citocromo C !34 , 35). El Citocromo Ces 1.~na proteína q1.1e inter·viene 

todos los organismos aerobicos. La filogenia propuesta para esta 

proteina actualmente ha sido complementada matemáticamente, al medir 

el n~mero mínimo de diferencias de 

e x plicar las diferencias de aminoácidos. En la figura II.1 aparece el 

dendrograma ba s ado en esta rnatr·iz de datc•s. Las r· e l ac iones 

filogenéti c as cot· re s ponden muy bien con la filogenia determinada por 

registro fósil y otras fuentes. No obstante hay discrepancias, por 

los PO l l 1;:.s aparecen más int1mamente emparentados con los 

pinguinos que ce~ los patos y las palomas (33). A pesar de ello, es 
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Humo no 

.. 

secuencia de 

VÍboro 

la prot.eina Cit.ocromo C . Los n~meros de los br-azos 

representat1 el número mit1imo de diferet1cias de nucleótidos 

necesarios para e x plicar las diferet1cias de aminoácidos. 
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obt::en1da métodc•s 

F"aleontoló91cos)' et.e. ) en su conJunto. Esto nos 

lei. infot·mac1ón 9er·1.;t.1cei c i:inten1da e n el las> almacenan L4na 1=ons1der·atile 

informac1ót1 evolut1 v ~. 

En las ~ltimas décadas se han desarrollado técnicas 136, 371 para 

determinar la secuencia de nuc leót1dos de las moléculas de ADN lo de 

ARNm que ha sido transcrito ae las secuencias de ADN <ver apendice 11. 

Estas t.4cnicc..s estan siendo aplicadas en estudios filogenéticos , sin 

genes en distintas especies pat·a ser 

comparados entt·e si . es un trabaJo bastante laborioso por lo que esto 

solo se ha hecho ~· ara algut1os péptidos y proteinas. 

Una alt::. et· n~ti v a ·~ue t1os ofrece 

con s ist.e en estimar la semejat1za interespecifica de t'n gen Co varios> 

de lm péptido determinado (o varios), mediante la hibridación del ADN 

que codifica para la molécula en cL,estión (apéndice 11. La técnica 

consiste básicamente en marcar radiactivamente el gen IADNI 

a hibr iojar ADN et· ornosc•rna l de varias especies que fué 

previamet1te disociado <cadena sencilla) pat· a que se llevara a cabo la 

hibt- idac i ón. Las sect4et1cias hornologas se '-'ni rán para formar- las 

cadenas dupl e :: ; 1 a fot·mac i•~1n de híbridos radiactios dá una estima de 

la proporción de las cadenas de ADN que son similares. Las secuencias 

que forman los duplex no neces itan set· c o mplementat·ias para todos los 

nL4cleótidos. La propo r ción de nucleótidos no complementarios et1 duplex 

interespecíficos ~e ADN puede e s timarse por la velocidad a la cual se 

separan las cadenas de ADN al aumentar la temperatura. Cabe mencionar 
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c11st 1ntos de t·e 1e-Jam1 entei 

p o r las .ji st i n t2.s 

empiezan a cornpr ende r· rne c ec_n 1 srnos y 

e~t.cis y 

s in embargo ~ 

( 19). Un Cét.rnino de Ja v er al final la 

II.2. Teor1as de Evolucion Molecular 

L e.. reconstrucc1 o n ae Lma f1 lo9eni2. semE:JanzaE 

1 2 . 

par·entezco 

la e v olución es un proces~r de cambio 

: .1n en las tasas de cambio 

genético entre linajes de y mismo l inaJe al 

e x istir prote1nas que evolucionan rápidamente y otras lentamente, por 

lo tanto la filogenia inferida de la secuencia de aminoácidos de wia 

pr·oteit12 puede llegar· a ser er·ronea (33). 

Recient.erner1te Mc•too Kiml't·a y colaborador-es (40, 41) han propl,esto 

una hipótesis en la que sugieren que la tasa de sustituciones de 

aminoác idos en las proteínas y .je las Sl,stituciones de t1l,cleótidos er1 

rnayor-ía de tales carnt• i os son generalmente neutr o s, dicho de otra 

manera, ocurret1 a nivel nl4cleot.idico, Pl'eden o no r·epercutir a t1i vel 

arninoacídicc• , pero no afectan la fl,ncionalidad de la molécula. La 
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Teoría Neutralista de la evollJClót~ Pt"OPlJe s t .a 

efecto de la selec ción natural, 

sin embargo~ se supone que algw1os mutantes favorables en 1.Jn alelo 

nueve• llamado asi, por presentar una mutación que lo hace diferente 

al alelo que lo or1g1t1ó), preset)tan una eficacia biológica idéntica, 

es decir, adaptativamente equivalente a los alelos establecidos; estos 

no afectan la 

eficacia biológica de con lo cual el alelo nuevo 

resultaria neutro. 

eficacia b1ol·~ .. ::_,ica no son iguales a los alelos 

est.ablecidos , difier·en mínimament.e en sus sec1.Jencias; por le• tanto los 

cambios a. lelos n eutros se deberán más la det-i v a 

Caparici1~t1 aleatoria y de mutc..nt.es) que 

nat1_u-al (40). 

La apar-ición de rnut.antes r-esul ta entonces tJn 

suceptible de ocurrir et1 cualquier punto del genoma con la misma 

probabilidad. Se ha propuesto que la participación de intrones en la 

amortiguación de mutantes es puesto ·~ue estas 

secuencias disminuyen la probabilidad de que por deriva génica se 

afecten codificantes de alg~n péptido ó proteina (42). 

Alt.ernativamet1te se había s1.Jger· ido gue si lo~ intrones son regiones 

'=l'-'e son finalmente eliminadas, no deb i er-an 9r· an presión 

sele•=tiva 42 ) , sin ernbar-90 a la fecha ha sido comprobado que 

p1 . .1eden e ::: i st.1 r regulatorias en ellas que si bien no 
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codifican para ning0n péptido, participan en su tr anscripción , lo ~ua l 

resulta s er de igual importancia 1431. Este hecho no ha modi fic a do 

sustancialmente las interpretaciones, ya 

las regiones en el int.r· ót1 SO t1 

relevantes. Una situación similar pudiera postularse para los péptido s 

intermedios de los precursores mencionados en la sección I.4. 

El gen que codifi c a para la tri fosfato isomerasa posee 

diferen te n0mero de intr·ones en diferer1tes especies; er1 pollo y 

humano el n0mero de intrones es de seis, en Aspergillus nidulans es de 

cinco y en bacterias <E. colil , el gen no presenta ning(m intrón. Al 

intrones juegan un papel relevante 

en la e vo lución del gen, pue s to ql~e las m1_4t.ac1or1es de las regiones 

codificantes, aparecer1 con mayor frecL4encia en especie s con númer·o de 

sobre aqL4ellas con un númer o de introne s mayor· ( 42 ) . 

Est.e hect·10 per·mit.e CL4e s ti o nar de que los int.ror·ies 

desaparec ieror1 por presión selectiva er1 el contenido de ADN (t.al come• 

ha sido SL4gerido para las bacterias, 26> , pues de ser· cierto su papel 

como amort iguador de las mutacior1es, su p r esencia estaría 

beneficiando a los organismos. 

Si la tasa de SL4st.ituciones de nucleótidos y aminoácidos fuese 

constante, tal como lo predice la Teoría Nel,tralista, la evolt,ciór1 de 

proteínas y de ADN ser v iría de reloJ evoluti vo 1391. El grado de 

diferencia genética e x i s tente entre las especies seria Lma medida de 

relaciót1 filogenética y por lo tanto resultaría justificable contruir 

fil o genias b a sándos e en la diferencias genéticas . 

El reloj molecl'lar postt,lado por la teoría nel't.ralista, t1o es un 

reloj que mida un tiempo e xacto, es mas bien un reloj estocástico, por 
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que la pr obabilidad de cambi o es constan te , ocu r ren algunas 

vat- iacior1es; no obs t. ante ~ en P~ F 1odos de tiempo muy largos este reloj 

e s muy preciso 1401. Además, si consideramos que C6da gen o proteina 

tasas diferentes), 

quizá el resultado conjunto de varios genes o proteínas constituyan un 

reloJ aún más e :~acto. 

El que sea o no correcta la Teoría Neutralista y la e xactitud del 

1-e l •:>J en la actualidad. Las 

pruebas e x istentes sugieren que la variacion en la tasa evolutiva es 

mayor a al sin embargo, la evolución 

molecular parece ser sL1f i c i entemente para servir de rele•J 

evc•ll.1tivo . 

II.3. Evolución de Péptidos 

Nuestro entendimiento de las relaciones evolutivas entre los 

péptidos se encuentran en pleno desarrollo. 

filogenéticos entre péptidos han sido llevados a cabo entre péptidos 

con funci~~ hormonal 12, 181; el problema es que este tipo de péptidos 

funcionan dentro de un sistema <sistema de comunicación intercelular>, 

en donde cada Liroa de sus par-tes < 1-ecepto1- , t -ranspo1-te, etc) 

evolucionan en conjunto, por 1 e• tanto la evolLici ó n de este tipo de 

péptidos debiera de considerarse del sistema en conjunto y ne• de la 

molécula individualmente. Come• esto ha sido hecho de esta 1:1ltima fc•rrna 

(18, 1''1), ct·eernos q•~e la visión alcanzada hasta el mc•rnento pudiera 

resultar muy parcial , sin embargo, y desde otro punto de vista, estos 

datos han sido de vital importancia para comprender al gLinos de 1 c•s 

patrones de evolución de pétidos y sus genes. 
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El análisis de la secuencia de aminoácidos de varios pép tido s h a 

dejado ver una alta homología entre algunos de ellos; 

permitió proponer la e x istencia de familias peptidicas (fig.II. 2 1, 

posiblemente originadas por sucesivos eventos de duplicación génica 

( 19 , 44). Se supo ne que la duplicación de w1 gen peptidico (que 

ori_gina Lm péptid•:> con •.ma función determinada) genera una copia 

redw1tante, que sin presión selectiva es libre de mutar y de poder 

llegar a adquirir las propiedades estructurales necesarias que lo 

ha·;an ser funcional (fig. II.3l. No obstante el fenómeno es más 

comp 1 i cado, p•.1es la fLir1c i ona l i dad del pépt ido depénder· a di rectamente 

f 'éptido s e c u e n c i a a m i n o a c i d i c a 

FMRF-amida Phe - Met - At· g - Phe - NH2 

Ar9-Phe-Met-Enk Tul.: - Gly - Gly - Phe - Met - Arg - Phe - NH2 

Met-Enk Tul.: - Gly - Gly - Phe - Met 

B-Endcorfir1a Tu:!: - Gly - Gly - Phe - Met - Thr· - Ser -
Ce• lec is toe in i na - Tul.: - Met - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NH2 

Gastrir1a - Tul.: - - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - N~ 

A 

HCP-Crust.áceos pG l u - LeL1 - Asn - Ph!! - Ser - Pro - G l y - Trp - NH::z 

H. Adipocinética pGlLI - LeLI - Asn - Phe - Tht- - Pr·o - Asn - Trp - Gly-

Neurohonnona [> pG 11.1 - Val - Asn - Phe - Ser - Pro - Asn - I!:E - NH 2 

F.Mioactivadcw pGlu - Leu - n ·1r - E'.he - Thr· - Pt·o - Asn - I.t:.e - NH2 

B 

Fig II. 2. Fami 1 ias de pépt.idos. Dos fami 1 ias de péptidos relaci•::>nados 
<A y B> muestrando la similitud de sus secuencias aminoacidicas <44>. 

26 



de su reconocimiento por las otras partes que sistema de 

comunicación intercelular (que desde el punto de vista evolutivo son 

también cambiantes, 191. Obviamente es más fáci 1 que un dLlPl icado 

hormonal evolucione partir de factores ya funcionales 

(procesamiento, almacen, transporte, etc. 1. 

En ~lgunos estudios se ha visto que el o los péptidos originados 

dupli c ado génico, presentan una función igual ó relacionada con 

el ot·i ginal, tal como ocurt·e con lc1S dup l ice<. dos gén i co:•s de la 

somat.ostatina er1 peces 145 1 y de las encefalinas en sapo 1291. l~ 

ejemplo clásico de esto, lo encontramos en las hemoglobinas, en donde 

se ha propuesto que los genes que originan las cadenas a, B, 6, e y y 

E:!) y F pt·ovienen de duplicados genicos y pt·esentan 

f1_,nc iones ( 121 . Sin la 

desarrollada por el o los péptidos originados de un duplicado génico 

no tiene que ser necesariamente igual al original, de hecho <corno ya 

se rnenc i oné• 1 , se ha propuesto a la duplicación génica corno evento 

primordial a través del CL,al se originaron las familias de péptidos 

relacionados, cuyas fuciones son diferentes entre sí. 

Ot. ,- a 11 tendencia" obser·vada en la evolución de genes peptídicos, 

es la alta conservación len distintas espe•= i es 1 de las regiones que 

cc.difican al péptido flrncional; la hipervariabilidad de 

las regiot1es es inversamente pr·oporcional a SLI i rnpor tanc i a (21, 46, 

471. Este. no resulta ser ex tra~o pues son justarnente las regiones de 

irnportancia las que poseen rnayor presión 

menor importancia las que soportan los 

selectiva y 

efectos de 

1401. Esta observación se vé apc.yada pc.r distintos 
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--------------------- --- -------------------------------- - ------ - -- - ---
GEN ORIGINAL GEN REDUNDANTE 

A B A B 

! l LIBRE MUTACION 

HORMONA GEN NUEVO 

HORMONA NUEVA 

Fig II.3. Repre s entación es ·~ l~emática de la evoluci ó n de una nueva 

t1ormc1na or1g1nada por dl~Plicación géni ca. A y B representan l a s 

regiones codificantes gue originan al pépt. ido hor·monal. 

se apr-ecia la misma ''ter1det1cia' 1
; pode mos citar· a los 3 ger1es de actina 

( ª•k, ac y BJ de ratón 1481, el gen de la subLmidad B de la Hormona 

Lute1ni z ante en rata, res y humano 147)' el gen del 

Polipéptido Prepropancreatico en rata y humano (46) ' el gen de la 

Hormona que controla la puesta de huevos IELH> en el genero Aplisia 

1491, el gen de Calcitonina/CGRP en humano , rata, pollo y salmón 1211 

y el gen de Enc efal1 nas en res, humano y Xenopus 129), entr e otros. 

Como podemos ver , no pocas evidencias apoyan la conservación de las 

regi o r1es fl~t1c iot1almente imF·ortantes; al pat·ec er· la tasa de mutacióti se 

encuentra mas baja en estas regiones, contrario a lo que sucede con 

las regiones pertenecientes a intrones ó a péptidos interruptores 

presentes en el precursor peptidico. 
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III. l. La Hormona Liberadora de Tirotropina 

La Hormona Liberadora de lirotropina ITRHI es un tripéptido de 

est.r-uct1 .. 1ra: pGlu-His-Pro-NH2 Este se encuentra distribuido 

ampliamente en el Sistema Nervioso Central <SNCl; en los mamiferos las 

más altas concentraciones de TRH se hallan en la eminencia media del 

hipotálamo (50) y también se ha detectado en algunos núcleos del 

h i pota l árn i cc•s, tales CC•mO el paraventr ic• .. ilar, dorsomedial y 

supraquiasmático 151), regiones cerebrales 1 bulbo 

olfatorio, nucleo acumbens, tallo cerebral, medula espinal, etc., 511. 

La función o flmciones desarrolladas por este péptido fueron 

estudiadas inicialmente en el hipotálamo de mamíferos <52, 53>, · en 

donde se encontró que participaba en el eje hipotálamo-hipof isiario 

estimL~lando la liberación de Tirotropina 1 hecho peor- el cual se le 

llamó Hormona Liberadora de Tirotropinal. Posteriormente fué sugerida 

su participación en la liberación de prolactina durante la lactancia y 

el ·=iclo::1 estral 154, 55). 

La TRH l iber·ada de la eminencia media del hipotálamo es vertida 

al sistema porta-hipotalamico-hipofisiario, a través del cual, alcanza 

la adenohipófisis, er1 donde interacciona con receptores de alta 

afinidad ·=tue se enc1 .. ientt· an en 1 a membrana plasmática de 1 os 

t.irotropos. Esto activa sisterna de segundos mensajeros 

(aparentemente la via del "fosfatidil inc•sitol" 56) q1..ie pr·ov•:•can la 

liberación de Tirotropina ITSH>, la Cllal llega a través de la 

circulación general a la tiroides en donde estimula la secreción de 

Triiodotironina <T~) y Tiroxina IT~>. hormonas que a su vez afectan 

diversos procesos metabólicos. Esto es a grandes rasgos el evento en 
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cascada que ocurre cuando se 1 ib-.ra la TRH (fig. III. 1> , sin embi!'r9C• 

actualmente se conocen a nivel molecular muchos de los fenómenos antes 

mene i C•nados y mee ar1 i srnos a de los cuales estos pueden ser 

regulados <57, 58, 59, 60, 61>. 

Recientemente se ha postulado que la TRH además de su pape 1 cornc1 

neurc~ormona funciona también como neuromodulador 162>. Este hecho se 

la amplia di S t r- i bllC i ón del péptido en el Sistema 

Ner vioso Central (51) , su 1oca1iza1:i1~1n en las tet-minales nerviosas 

(que además~ responden a depolarización con alto potasio, 63, 64 >, 

Eminencia 
medio del 
hipolólamo 

TRH 

Adenohipófisia G Tirotropoa 

~ 
TSH 

1 ¡ 
TiroidestJ 

' Hormonas liroideoa 

' Diversas funciones 

C'lulo TRH eroico 

Fi9 III.1. Eventos que ocurren durante la liberación de la TRH. 
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la e x istencia de mecanismos de inactivac16n (65, 66, 67) y la 

pr·esencia de de iilta afinidad en el cerebro (61). No 

obstante el papel neuromodulador de la TRH no es claro aún. Algunos de 

los efectos que le atribuyen el papel de neuromodulador son el aumento 

del recambio de catecolaminas y la liberación de Dopamina de 

hipotálamo y nucleo acumbens de rata <68,69). 

Se ha sugerido también que la TRH es una prohormona <70), debido 

' a que el corte enzimático por una piroglutamato aminopeptidasa genera 

LH1 fragmento que posee actividad biológica: la H1stid1l-Prolina-

Dicetopiperazina His-Pr·c·-DKF' ) . Este metabo l i te• res•.11 ta ser· más 

efectivo que el mismo tripéptido en antagonizar la narcosis por etanol 

y en elevar el Guat1oc1n Monofosfato cíclico <GMPcl 

Además actividad de factor inhibidor de la prolactina y 

causa hipotermia, mientras que la TRH promueve los efectos contrarios. 

La TRH también ha sido encontrado en el tracto gastrointestinal y 

en el pánct-ea:. de rata, especificamente localizada en los islotes de 

Langerhans, en donde se ha postulado que el jugar un 

papel importante en la regulación de la actividad secretoria de estas 

células 170). De igual manera TRH-inmunoreactivo ha sido localizado en 

placenta~ prostata, testículo, epidídimo, vesicula seminal y retina, 

no obstante su función en estos tejidos no ha sidc• definida < 71, 7 •/ -· 
73). 

III.2. Distrit~ción Filogenética de la TRH. 

La distribución de la TRH no se concreta unicamente a distintos 

tejidos en distintos mamíferos ha sidC• localizada en el Sistema 

Net·vioso Central da t1umano, rata, ratót1, cuyo, conejo, hamster, gato~ 
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perro, mono, cerdo y r@s, 741, sino que ha sido encontrada en otras 

espec ies pertenecientes a otras clases: aves, reptiles, anfibios y 

peces Ctabla III.11. 

A pesar de que esta bien establecido que en general la función 

del péptido en los mamifet· os es la misma 174). el significado 

funcional de la molécula para cada especie no ha sido comprobado. 

Datos sobre la vi da media de la TRH en diversos sistemas biológicos, 

muestran muy variadas vidas medias pat· a el péptido 1701; este hecho 

pet·mite cues tiot1ar si los mecar1ismos de degradación de la TRH son 

igualmente regulado s er1 t .odas las especies. Quizás la importar1c1a de 

la molécula en cada especie sea entonces diferente. 

El papel de la TRH en las especies de otras familias no ha sido 

tan bien definido. EstL,d1os en pollo SL,gieren qL~e el papel del pépt. ido 

en el eje pituitario - tiroideo es similar al de mamíferos (8 ), adernás 

Harvey y colaboradores <751, encontraron que el TRH también estimulaba 

la secr·eción de Hor·mor1a del Crecimier1to CGH> en est.a misma especie. 

Et1 reptiles e x isten pocos datos <8> ; además de la medición del 

péptido et1 regiones cerebrales de víbora y el posible papel que s e le 

ha sugerido como regulador de la actividad gastrica del Lagarto 

Amer·icano, el area parece más bien inex plorada. 

En anfibios, ir1icialmente se le había postulado un posible papel 

en la metamorfosis de salamandra y ajolote 181. Estt~dios et1 Xenopus 

laevis parecían sugerir que el TRH podría jugar un papel importante en 

la metamorfosis de estas especies a través de la estimulación del eje 

tiroideo 1761, en virtud de que es bien conocido que las hormonas 

tiroideas aceleran la metamorfosis de at1fibios. Datos cor1tradictorios 

muestran por un lado, la correlación de los niveles de TRH , TSH y 
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hormonas tiroideas <771, esto podría sugerir la participación de estas 

hormonas en el eJe tiroideo y por lo tanto inferir la participación de 

la TRH en la metamorfosis de anfibios; sin embargo en otros estudios 

<81 pudo ~preciarse que TRH no estimula la liberación de TSH (y por 

consiguiente de T3 y T.J en esta clase de organismos, 

supuesto papel de la TRH en la metamorfosis de anfibios no tendría 

Tal parece que la alta concentración del péptido en 

hipot•lamo no tuviese una justificación <conocida hasta el momento>. 

Las altas concentraciones de la TRH localizadas en la piel de 

anfibios, está siendo más bien e xplicadas por la importancia que puede 

tener en el transporte de agua y electrolitos a través de la piel, 

organo importante en el mantenimiento de la homeostasis de dichas 

especies. 

VERTEBRAVOS 

MAMIFEROS 

AVES 

ANFIBIOS 

PECES 

Tabla II I. 1 • 

TSH F'RL 

ESTIMULA ESTIMULA 

ESTIMULA ESTIMULA 

NO EFECTO ESTIMULA 

NO EFECTO 

O INHIBE ? 

GH 

ESTIMULA 

ESTIMULA 

OTROS 

ESTIMULA LIBERA

CION DE ATCH EN 

ENFERMEDAD VE 

CUSHING'S 

[lESCONOC I [l(IS 

ESTIMULA LIBERA

CION DE MSH 

Efectos hipofisiotrópicos de la TRH en Vertebrados (81. 
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Estudios en varias especies de peces (8) indican que altas 

concer1traciones de TRH no estimulan el eJe tiroideo y fué encontrado 

un efecto inhibidor de la liberación de pro lactina. Un resumen de los 

efect•:•s reportados la TRH en vertebrados aparece en la tabla 

III.1. 

III. 3 . Metabolismo de la TRH 

La TRH al igual que la los pépt.1dos caract.er·1zados 

hast.a el momet1to es sit1tetizada via ribosomal a tr·avés de ut1 pre•:l't·sor· 

de alto peso molecular y por· 1 o tan te•, 

s intes1s son los rn1srnos descr· i tos en la biosintesis de péptidos 

( fig.I!I.2). El precursor de la TRH CC•nt i ene la secuencia 

las cuales 

lisina-ar·ginina ó arginina-arginina~ qt'e son los posi t• les sitios de 

del (JO). Las modificaciones encontradas en las 

terminales de la TRH son originadas posterior a la ruptura de éste a 

nivel de los pares de básicos. Al 1 ibr·e la 

glutamina <Glul esta s e cicl1za ( de manera e xpontánea ó mediante una 

enzima r·t1:portada recientemente, 781 para formar piroglutámico (pGlul. 

Por otro lado, la amidación de la prolina <Pro> proviene de la acción 

de una enzima que reconoce la glicina <Gly) todavia presente en el 

extremo carbox iterminal de la TRH y la o :=< ida con la consi9uiente 

producción de TRH y ácido gliox ilico (79). 

Una vez formado TRH, se almacena en las terminales nerviosas y se 

1 iber·a por un mecanismo dependiente de calcio, en 

estímulos depolarizantes 1631. El péptido liberado ejerce su acción y 
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1. Tran•cripct6n y Proc1ud\iento del AJtHll 

2. Tran•porte del ARNsl dtl Núcleo •1 
citoplaa ... 

) . Traducci&l 

t . Procesa.miento del pre-pr~ptido en el 
retículo endoplSsmico rugoso 

5 . Modificaciones postraduccionale& e 
inicio del procesamiento del propéptido 
en aparato de Gol9i 

b. Transporte y Procesairiiento del propéptfdo 

7 . Almacen.uiiento del péptido activo 

.. "'' r Liberación 

Fig. III. 2. Metaboli s mo de la TRH 
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posteriorment~ este es inactivado. Se han desc r i to 4 probables enzi mas 

responsables de este efecto 1801 : dos enzimas altamente especificas, 

piro9lutamato aminopeptidasa CPGA> llamada Tiroliberinasa que 

actúa en suero rompiendo el enlace entre el pGlu e His-Pro-NH2 y la 

PGA II <c uya acción es la misma a la ti r oli be rinasal, una enzima 

concentrada en las terminales nerviosas , la cual ha sido propuesta 

como reguladora de los niveles e x tracelulares del péptido: 

enzimas poco especificas, la PGA I que act~a en cerebro y la 

Prolilendopeptidasa <PE> que genera TRH ácido lpGlu-His-Pro-OHI. 

III. 4. Precursores de la TRH 

En 1984 R. Richter (:3) repc•rta la secuenc i a parcial del ADN 

complementario (para mas información ver apéndice 1> del precursor de 

la TRH encontrado en la piel de Xenop1_1s laevis. Este ADNc de 478 pares 

de bases lpb) c•::odi f1ca para 123 aminoácidos dentt·o de los ct1ales se 

encuentran cuatro copias que originan TRH. Apt-o>: i madamente dos años 

después Cc•ck 1 e 1811, reporta datos que 

quinta copia de TRH detectada por radioinmunoensayo CRIE>. Mas 6 menos 

al mismo tiempo Lechan (4) publica la secuencia del precursot- de TRH 

obtenida a través de la secuenciación de ADN complementario al ARN 

poly A, e :.,:tt·aido de hipotálamo de t·ata. Muy t·ecientemente , Lee S.L. 

182) dá a conc•cer la secuencia completa del gen de TRH. De esta manera 

q•.1edó establecido q•.1e el la TRH contiene 5 secuencias 

codi ficantes del péptido, las cuales se encuentt· an interrumpidas por 

regiones que ori9inan péptidos intennedios de función desconocida 

hasta el momento 183>. 
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El análisis comparativo de los precursores que originan TRH en 

r ata y Xenopus <fig.III.31 deJa ver que solo las regiones que forman 

la hormona son semejantes, mientras que aquellas que conforman los 

péptidos interruptores varian en tama~o y secuencia nucleotidica y 

aminoacídica. 

En estud ios recientes (83, 71 se ha observado una amplia 

distribución de los péptidos intermedios en d1st1ntas regiones 

cerebrales de rata. Por RIA también fué posible detectar la presencia 

de algunos de estos péptidos en donde el precursor se encuentra 

presente y la TRH no <9l . Esto ha sugerido la posibilidad de que 

tales peptidos posean actividad biológica. Actualmente se trabaja al 

respecto. 
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OBJETIVOS 

Varios antecedentes de los antes mencionado s fueron importantes 

para el planteamiento de este trabajo: 

- Po r un lado , la gran diferencia e x istente entre los precursores de 

TRH aislados de rata y de Xenopus laevis sugería la posibilidad de 

cuando menos dos orígenes evolutivos para el gen 6 una amplia 

divergencia oje los péptidos intermedios. Esta misma diferencia por 

otro lado, permitía cuestionar si los precursores de TRH utilizados 

por las diferentes especies de la escala filogenética, pudiesen 

presentar similitud con uno de los dos precur sores caracterizados al 

momento. 

- El papel que ha sido sugerido para los péptidos intermedios, nos 

lleva a plantear la posibilidad de una alta conservación filogenética 

de las regiones que lc•s codificar-, con rn c•tivo de sü irnpor-tacia 

funcional, tal c orno se ha observado en otros genes peptídicos 

(previamente citados!. 

En este orden, los objetivos principales de este trabajo fueron: 

- Estudiar la distribución filogenética del gen de TRH de rata y 

Xenopus laevis, mediante la detección de secuencias homologas al ADNc 

r-espect i vo <sondas). Las especies fueron elegidas contemplando: la 

representación de determinadas clases de la escala evolutiva, 

dendrograrnas basados en la evolución de otras moléculas, la presencia 

del péptido en sus tejidos y la realizac ión de estudios sobre TRH en 

diversos modelos bilógicos (principalmente mamíferos). Las clases 
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estudiadas m¡;..rniferos rata, 

harnster· , cer·do, res, vampiro>, aves (pc•llol, reptiles <lagélt-t.1jal, 

anfibios <sapco), peces <carpa de -- ist· ael) y artropodc•s <acc•ci l). 

- A través del estudio d• la filogenia del gen de TRH proponer wi 

patrón evolutivo para dicho gen. 

- En virtud de que nuestras sondas detectan regiones continuas de 50 

ó más nucleótidos~ utilizar est.e mismc1 estt,dio como via factible paré\ 

detectar la conservación de las secuencias intermedias del precursor 

er1 las diferent.es especies. De esta mar1era obter1dremos datos sobre la 

importancia ft,ncional de dichos péptidos. 
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MATERIALES Y METODOS. 

IV. I. Maten a 1 bi c· l ~·9 i co 

Las especies con las que se trabajó, su nombre científico y la 

fuente de donde se obtuvieron, aparecen en la tabla IV. 1. 

N. Cientí fice• Fuente de ObtenciC•n 

humano Hc•mmo sapiens M.S. Rodríguez 

rE<ta Rattus norvegicus B1oter io del CIIGB 

ratór1 MLIS muscLll us Bioterio del CIIGB 

cuyei Cavia porcel ltis Bic•tet- io del CIIGB 

conejc• Orictolagus coniculus Bioterio del CIIGB 

ha.mster- Mesocricetus aurata Bioter-ic• del CIIGB 

cerdo Sus scrofa Bioter-io del CIIGB 

res Bos taLffLIS Bioterio del CIIGB 

vanpiro Desmodus rotundus Dr. Alagón del CIIGB 

pollo Gallus sp. Dr. Alanis de la UEEAR 

lagartija Phrynosoma orbicular-e Dr. Covarrubias del CIIGB 

sapo )<:enoptis l aev is Dr. Merchant del IIB 

carpa Cyprinus carpic• Criadero de Atlacomtilco Mor. 

acoci 1 Procambarus bouvieri Dr. Arechiga del CINVESTAV 

Tabla IV.1. Especies utilizadas. Se muestran los nombres comunes y 
científicos de las especies utilizadas, asi como el lugar de donde 
proceden. CIIGB < Centro de Investigación sobre Ingeniería Genética y 
Biotecnolc•gia de la U. N.A. M. J, UEEAR < Unidad Experimental de 
Electrofisiología Arturo Rosenberg, institución privada), IIB < 
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M.J, CINVESTAV 
Centro de Investigaciones de Estudios Avanzados del I.P.N.). 
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P a ra la e x tracción del ADN se u t il i zó el b a se• de las especi e s 

antes mencionadas . empleando como teJidos al te rna tivos m~sc ul o y 

sangre, p a r a e l caso de las especi e s que car e cían de este le.g. pollo ) 

O que e r a dific i l su o b t enc ión <e.g . h tunanol. 

IV. 2 . Extracción y purificación de ADN 

La t écnica utilizada para la e x tracción de ADN fué la misma 1841 

par a musculo y baso (A) y diferente 185) para sangre IBI. 

A>. 100 mg. de tejido fueron ma c erado s en nitrógeno líquido y 

colectados en 2 ml. de solución 0.1 M EDTA / 0.05 M tris pH. 7.8 / 0.5 

% SDS con la cual se homogenizó suavemente. Posteriormente se agregó 

500 µg / rnl. de proteinasa K <BRL> e incubó a 55 ºC toda la noche <= 16 

h.). La diges tión fué S l~a vemer1te mezclada por 20 min. con un vol1_~met1 

<= 2 ml.) de fenol s aturado con 0.2 M tris. HCl pH. 7 .8 / 0.5 M NaCl 

<UNC-fenol> e inmediatamente después con un vol1_~men <~: 2 ml. > de 

c lor o form o I alcohol isoamíl1co 24:1 (so lución c l o t·ofórmica> , el mismo 

t iempo que el paso anterior. Las separadas peor-

c ent.rifugaciór1 , 15 mit1. a 5 x 10 3 rpm. La fase superi o r ( acuosa) fué 

removida y tratada nuevamente con UNC-fenol I solución clorofórmica. 

Después de la recuperac i ó n de la fase acuosa se procedió a tratar la 

muestra con 2 0 µg. de ARNasa y se procedió a dializar bolsas Si·3ma 

8 00 0 herbidas 15 min. en EDTA 5mM.> toda la noche <= 16 h.J contra 2 

l . de solución TE 10 mM tris ' pH 7.8 / mM EDTA pH. 7. 8 ). 

Pos ter i C•r-rnente se hizo '-'na e x tracción UNC-fenol / soltición 

clorofórmica y a la fa s e acuosa se le adicionó 1/25 de NaCl 5M y un 

volumen de etanol absoluto para precipitar el ADN. La malla prev ia 

homogenización cuidadosa fué colectada en un tubo esteril en donde se 
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lavó con etanol al 70% y se secó al vacío. La pastilla obtenida fué 

resuspe nd ida cuidadosamente en una cantidad míni ma (~ ml. > de 

solución TE. Esta técni ca rinde de 2 a 3 µg de ADN/mg de baso y d e 1 . 5 

a 2 µg de ADN/mg de m0sculo . 

BJ . Est e ADN se aisló d e los n~cl eos de linfo c itos usando la 

técnica de Kwikel <85> modificada por nosotros. 

20 ml. de sangre se colectaron en u n tubo con 4 ó 5 gotas de EDTA 

al 10% y después de su homogenización se centrifugaron a 5 x l0 3 rpm. a 

4ºC durante 15 min. El plasma fué removido y se le realizaron 3 

lavados a la pastilla con 10 ml. de NaCl 0.9% <solución isotónica> 

cada uno. Se adicionan 10 ml de soluciót1 isotónica y post.eriormente 90 

ml de solución 0 . 32 M de sacarosa / 10 mM tris.HCl pH. 7.8 I 5 mM 

1% tritón X-100 a 4"C por 15 min. para lisar las células. Los 

nucleos fueron colectados por centrifugación a 5xl0 3 rpm. / 4ºC por 15 

min. La pastilla fué resuspendida en 4.5 mi. de 75 mM NaCl / 24 mM 

EDTA pH. 7.8. Después se adicic~aron 0.5 ml. de SDS 5% y 2 mg/ml de 

proteinasa K con lo cual la muestra se incubó 12 h. a 37ºC. La 

digestión fué suavemente mezclada por 20 min. con un volumen <= 5 mil 

de UNC-fenol e inmediatamente después con un volumen <= 5 ml) de 

solución clorofórmica, el mismo tiempo que el paso anterior. Las fases 

se separaron por centrifugación 15 min. a 5 x 103 rpm. La fase acuosa 

<superior) se removió y trató nuevamenta con UNC-fenol / solw=ión 

clorofórmica. Después de la recuperación de la fase acuosa se procedió 

a tratar la muestra con 20 µg de ARNasa para que de esta forma se 

sometiera a dializar toda la noche <= 16 h.) contra 2 l. de solución 

TE. Posteriormente se procedió a hacer una e x tracción UNC-fenol / 

solución clorofórmica; a la fase acuosa de aquí obtenida se le 



adi cionó 1/25 de NaCl 5M y un volLunen de etanol 

(precipitación>. La malla formada previa homogenización cuidadosa fué 

cc1 locada en un tubo est.eril en donde se lavó con etanol al 70i: y se 

secó al vacío. La pastilla obteni da fué resuspend ida cuidadosamente en 

una cantidad minima I~ 1 mll de so lución TE. De 20 ml. de san·;r-e se 

obtienen de 400 a 600 µg de ADN. 

IV. 3. Va loración de la calidad y cantidad d e ADN e x tra ido 

La calidad del AVN va 1 ot~ó (:34) pt· i met·o al 

espectrofotómetro ldendidades opticas = OV a 260 nm y a 280 nml. Si el 

cociente de ambas lecturas resultó mayor a 1. 8, la pureza del ADN fué 

aceptable; si rest,ltó de alrededor de 1. 5 el ADN pudiese contet1~r 

hasta un 50% de proteína, en tal caso se hizo una r~eva e x tracción 

UNC-fenol/ solución clorofórmica para eliminar dichas proteínas y 

posteriormente se sometió la muest r a a w1 dializado I precipitado / 

t-esuspenc i1~•n. 

Se valoró la concentración de ADN c onsiderar1do la lectLwa a 260 

nm ( 1 OD = 50 µg / ml> con este cálculo se e s t .imó la cantidad total de 

ADN e x traido y se tomaron alícuotas <= 0.2 µg) , cantidades iguales 

las muestras y se hizo una electroforesis en gel de 

agarosa : agarosa 1% disuelta en amortiguador Tris-Boratos-EDTA l X 

ITBE lO X : 0. 89 M tris base, 0.89 M acido bórico, 20mM de EDTA pH. 81. 

Para colocar las muestras en los pozos del gel, estas se mezclaron 

previamente con 1/5 de volumen final de colorante BPB ( 0.25% xyleno / 

0.25% BPB / 50% glicerol en agua), el cual sirvió como referencia para 

ubicar la distancia a la cual el ADN migró. La electroforesis se 

corrió por 30 min. a 80 volts. Este gel se ti~ó con bromuro de etidio 
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lX 14 µg/mll por 5 min. A luz ult rav ioleta IUV> se observa ron un~ sola 

b a nda por car ril , que ind icó l a integ ridad del ADN. Se f o togr·afié• el 

gel Y se realizó una densitometria ldensitómetro Hoefe r> con lo cua l 

la CC•ncentr ac i é•n calculada al espectr o fotómetr o 

<Ultrospec 11.4050 LKBI usando una curva estandar. 

IV. 4. Transferencia e hibridacié•n tipo Sc•uthern 

El ADN se digirió con una enzima de restricción IEco-RI>. 50µ9 de 

ADN se trataron con 2 µl de enzima en un medio que contenía 50 µl de 

amortiguador alto lO X 1 100 mM NaCl / 50 mM tris.HCl pH. 7.8 I 10 mM 

MgCl:¡: / 1 rnM ditiotreitc•l >, 20 µl de espermidina O. 5 M en un volumen 

final de 500 µl concentración de ADN 0.1 µg/µl de reacción>. La 

reacción se realizó durante toda la noche 16 h.) a 37"C. La 

digestión se e x tr-ajo con un volumen de UNC-feno l / solución 

clorofórmica, separando las fases por centrifugación 3 min. a 1x l0 4 

rpm. La fase acuosa <superior) se precipitó por 1 h. a -70ºC con 1/25 

NaCl 5M I 2 volumenes de etanol (~ 1 ml.). Se centrifugó 5 min. I 

1x 104 r-prn. a 4ºC. La pstilla fué separada por decantación y secada al 

vacio para su posterior resuspención en 50 µl de solución TE 

(concentración final 1 µg de ADN/µl). 

15 µg de ADN por carril se sometieron a electr-oforesis en gel de 

(0.9% disuelta en amortiguador TBE sumergido en 

amortiguador TBE IX. Las muestras corrieron a 25 mA ~ 15 volts, por 16 

h. ( equivalente a 11 ero. de migración del azul 

fotografió el gel e x puesto a U.V. 

de brornofenol >. Se 

Para su transferencia al soPC•rte sólido (86), el 9"=1 fL1é lavado 

previamente 2 x 45 min. con 0.5 M NaOH / 1.5 M NaCl y 2 x 60 min. con 
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0.5 M tris pH. 7 .5 I 3M NaCl. El gel se coloc ó seg~n dispos1 t1vo 

<figur~ IV.1. 1 , uti l izando para transferir membrana d e nitroc elu losa 

ISchleicher & Schuelll , 20 X SSC 3M NaCl I 0 .3 M citrato de sodio 

pH.7 1 y papel whatman 3 MM. La transferencia por capilaridad se 

reali z ó durante 20 h. a temperatura ambiente. Una vez transcurrido 

este tiempo , la membrana fué horneada a 80"C por 2 h. y almacenada en 

bolsas para su posterior hibridación 187, 881. 

Antes de la hibridación las membranas fueron prehibridadas en 5X 

SSC, Sér1ca E<c•vina IBSA> , ficcd, O. D; 

polivinilpirrolodon~, 250 µg/ml de ADN de esperma de salmón sonicado y 

herbido 5 min. , 50 mM NaP04 pH. 7, 0.1% SDS y 43% de formamida 

desionizada, a 37ºC por 3 h. Después de transcurrido este tiempo, el 

amortiguador de prehibridaci~~ fué la t•c•lsa. La 

hibridaciót1 fué realizada con el mismo amorti9uado t- cor1ter1iendo 10x 106 

cpm/ml de la sonda marcada radiactvamente por Nick traslation <ver 

materiales y métodos IV.91 a 37ºC por 36 h. 

Fi·;;i. IV. 
sólidos. 

Peso 

Gel 

Papel absorbente 
Papel whatman 

~======--T Flltro de nilroceluloso 

1. Dispositivo para transferencia de geles a soportes 
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Para obtener condiciones de hibridación C89> de baja estringencia 

(apéndice 1 ) , los filtros se lavaron 2 X SBC, 5 min. a temperatura 

ambiente por 3 veces y 2X SSC , 15 min. a 50"C por 2 veces. Para alt.a 

estringencia se realizó un lavado més 0.1 X SSC, 15 min . a 50" C. 

Después d e l os lavados las membranas se e xpusierc•n a placas 

autorradio9r á fica s (hypet- films Amershaml por varios dias <vet-

resultados> y posteri o rmente estas fueron reveladas (revelador y 

fijador Kc•dak > . 

IV. 5. Ex tracción de ARN citoplásmico total. 

Para la e x tracción de ARN citoplásmico total <90), 50µ9 de tejido 

<bulbo c•l fatc•t" ic• ó hipotálamo> de rata y cc•nejo fLieron homogenizadc•s 

en 250 µl de solución 1 ( 50 mM tris pH. 7.4 / 25 mM NaCl I 5 mM MgCl~ 

J. El homogenizado se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 rnl 

estet· i 1, al cual se le adicionaron 8 µl de triton X-100 25% y se 

mezcló fuer· tement.e con el vor· tex . Posterior-mente ~e agregaron 100 µl 

de sacarosa al 72% para sedimentar los núcleos y se centrifugó 19 min. 

a lx10 4 rpm a 4"C. El sobrenadante se co 1 ectó en Lln nuevo t.i..ibc• 

eppendorf y se le adicionó 100 µl de solución 2 ( 6% SDS / 0.4 M NaCl 

/ 40 rnM EDTA ), La muestra así procesada se sometió a 3 extracciones 

con w1 volumen de fenol saturado toda la noche con 25 mM tris.HCl pH. 

7.4 / 0.1 M NaCl / 10 mM EDTA y un volumen de solución clorofórmica. 

La fase acuosa <superior> se colocó en otro tubo y se le agregaron dos 

volL~enes de eta~~l absoluto frio y una concentración final de 0.2 · M 

NaCl. Se almacenaron los tubos por 12 h. a -80"C, una vez transcurrido 

este tiempo se centrifugó 15 min. a 1x 10 4 rpm. a 4•c. Se decantó el 

SC•brenadante y la pastilla se secó al vacío para su posterior 

47 



resuspenc ión en tridestilada est.eri.1 tratada COr'i 

dietilp1rocarbonato. Las muestras se almacenaron a -BOºC hasta su uso. 

Todos los pasos arites do:. las extracciones cc•n fenol fl<erc•n real izados 

le• más rápido posib le para q1..1e la calidad del ARN fuese aceptable 

(84) . 

IV. 6. Valoración de la cal i .dad del ARN e x traido 

Se calculó la concentración de las muestras de ARN al 

espectrofotómetro O.D. 260 nm., O.D. = 40 µg/ml > para tomar 

alícuotas que correspondían a 5 µg de ARN para ser sometidas a 

electroforesis desnaturalizante en minigel agarosa 1X, 2.2 M 

formaldehido y 10 mM de amortiguador de fosfato de. sodio pH. 7.5 >. La 

electroforesis horizontal del gel fué real izada swner·9iendo a este en 

amorti9•..1ador de fosfatos lX <10mM fosfato de sodio pH. 7.5> a un 

voltaje de 30v por 2.5 h. , reciclando el amorti9uadc•r durante tc•do 

este tiempo. Antes de colocar las muestras en los pozos, estas fueron 

desr1atural izadas con 2. 2 M de formaldehido, 1X amortiguador de 

fosfatos y 50% formamida a 65ºC 15 min., colocándose 

inmediatamente en hielo después de la incubación y antes de ponerlas 

en el gel junto con el c•:.lorante < O. 125% x i loencianol I 0.125X BPB I 

0.125 mM EDTA pH.8 >. 

Los ARNs f•..1eron obser·vados en el gel por &>(posici~·n a U. V. 

después de te~irlo con bromuro de etidio C4µg/ml) por 5 min. y lavarlo 

t .oda la r1oche en agua. Posteriormente se toma. una fot1:.9rillfía del gel 

con e :><:posición a U. V.; se observaron las bandas nítidas del ARN 

ribosornal <subunidades 28s y 1Bs> q•.ie indicar1 la calidad del ARN 

extra.ido. Se realizó ur1a de11sitometr·ia con la foto9rafí.a to111ada y se 
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ajustaron la s concentraciones que por espectrofotometria habían sido 

determinadas . Ca ntidades iguales de ARN fueron utilizadas para la 

detección del mensajero. 

IV . 7. Transferenci a e hibridación tipo Northern 

Se r e alizó u na electroforesis en gel desnaturalizante tal como 

cuando s e va lo ró la calidad del ARN e x traido, solo que este gel no fué 

te~ido con bromuro de etidio , sino que se transfirió a membrana de 

nitrocelulosa inmediatamente después de terminada la electroforesis. 

La transferencia, hibridación y lavados (86> a la membrana se llevaron 

a cab•:- de i9•-"lkl maner·a que con el Sc•uthern, de he•=ho, el filtro con 

ARN se hibrid~· en la misma bolsa de hibridación que contenía la 

membrana con ADN. 

El ARNm de TRH fué detectado después de la e xposición de la 

membrana a placas autorradi ograficas IKodak films> por 2 dias y de su 

posterior revelado <revelador y fij~dor Kodak). 

IV. 8. Purificación de plásmidos y e x tracción de fragmentos de TRH 

Los plásmidos TRH Xenopus-PUC8 y TRH rata-PUC12 (ambos con 

resiste~=ia a ampicilina> proporcionados por el Dr.Kreil y el Dr. 

Goodman respectivamente, venían clonados en cepas de E.Coli. Para su 

purificación (84). dichas cepas se crecier on peor· separadc• en medio:o 

sólido: 0.6% bacto agar, medio luria bactotriptona 1/; I bacto 

e x tracto de levadura 0.5% / cloruro de sodio 1% pH. 7.5> y 100 µg/ml 

de ampicilina; de esta manera se evitó la contaminación por bacterias 

q1.1e ne• cont•.1Viesen el plásmido. 

49 



Se hizo crece r un inocul o de las bacterias t r ansfo rmadas en 10 ml 

de medio lu r ia mas 10 0 µg / ml de ampicilina a 37 º C con agita c ión toda 

la noche ; De e s te med io se toma r on 50 µ l para i noc ula r un l i tr o d e 

medio lur ia con anti b iótico a l a misma concentr a ci ó n , el c u al fué 

incubado a 37ºC con a gi t a c ión , has ta alcanzar 0 .8 O. D. a 6 60 n m. En 

este momento se l e adicionó cloranfenicol 2 00 µg / ml pa t" a i nh i bit· e 1 

cre•=im i e nto de la b ac t erias y amplificar los plésmidos en ellas 

e x isten t es. La ampl i ficación se realizó por 16 h. a 37ºC en agitación. 

Se certrifugaron las células a 7x10 3 rpm. CBeckman J2-211 por 15 

m1n. a 4"C; se obtuvo w1a pastilla que se lavó con NaCl 10mM lcada 

pastilla obtenida fué perfectamente resuspendida para favorecer la 

lisis Se colectar.::>n nt1evamente las células pOt" 

centrifugación a 7x l0 3 rpm. 15 min. a 4ºC. La pastilla se congeló en 

hielo seco/etat1ol por 15 min. y se resuspend1ó en 10 ml. de solución: 

sacarosa 2 5% / tris.HCl 50 mM pH. 8 / EDTA 1 mM manteniéndose 30 min. 

en hielo. Transcurrido este tiempo se agregaron 1.5 mi. de 0.5 M EDTA 

pH. .-. o, 10 w;¡ de 1 i sc•z i ma (si•:.una), o. 1 ml ARNasa ( 10 m9/ml ) , se 

mezcló y s e incubó 30 min. en hielo. Posteri o rmente se a9re9aron 3 ml 

de mezcla lítica 1 3 ml. tritón X-100 al 10% I 75 ml de EDTA 0.25 M / 

15 ml de tri~.HCl 1M pH. 8 / 7 ml. de agua ) y se incubó nuevamente en 

hielo por 30 min. Se centrifugó a 1.8x 10~ rpm. 40 min. a 4ºC. Se to~~ 

el sc•brenadante y se a·:we9ó tm vc•lwnen de a91.1a para postet· ic·t·mente 

e x traerse 2 veces con un volumen de fenol saturado C con tris.HCl 50 

mM. I NaCl 100 mM pH. 7.5 ) y un volumen de cloroformo. A la fase 

act1osa de aquí obtenida se le agregé• 0.2 volumenes de 5 M NaCl y 0.3:3 

volumenes de polietilenglicol IPEG6 ººº> al 30/:. Una vez mezclado se 

almacené• a OºC peor ::::16 h., despt1és se centr·if1.19é• a 9x 10"' rpm por 20 
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m1n . <Beckma n 99 341. La p a s til l a s e res uspendi ó e n TNE ( t r is 10 mM p H. 

7. 5 I EDT A 1 mM I Na Cl 0 . 2 MI y se prec i pitó con etanol. F ina lme nte se 

resus pende en 2.1 ml. d e soluci ó n TE. 

Para eliminar el ADN cromos o mal 184, 861 se re a li z ó un g radi e nte 

d e cl oruro d e c esi o lult ra -Beckma n SW 5 0 . 11 con 2 . 15 g CsCl, 2.1 ml. 

de s olución ADN <= 500 µg ), 2 16 µl 

colocados e n un tl~bo de pol ipropil eno 

d e b romuro de eti di o 110 mg/m ll 

<Beckmanl y c ubie r tos con 2 .3 ml 

de a ceite mineral. La u l t r ace n t ri fugaci ón se llevó a c abo a 3.8x 1 0~ 

rpm d u r an t e 20 h. Posteri or mente se sel ecc i c•na la banda q1_1e 

ADN de plásmido lbanda inferior), la cua l fué lav ada 4 

veces c o n b u tano ! I TE 2 :1 pa ra e limina r el br o muro de etidi o . S e tomó 

la fase acuosa ( i n fe r ior) y s e precipitó con e t anol. Finalmente se 

resuspendió en 2 ml. de TE. 

Se tomó una alí c uota del plásrnidc• ( 1 µl) y s e leyó al 

e s pec tt·ofotó met r o <260 nm l para cal c ular s u concent r aci ó n y poder 

determinar la cantidad de enzima necesa r ia para la e x t r a cci ó n de l o s 

fragmentos de TRH. La digestión de 25 µg de PUC8- TRH Xeno pus se hi zo 

con 2 µl de Ps t I ( 15 unidades /µ!) en un medi o q ue c o ntenía 5 mM NaC l, 

1 mM tris.HCl pH. 7.5, 1 mM MgClz, 0.1 rnM ditiotreitol en un volumen 

de 60 µl. La digestión de 25 µg de PUC1 2 -TRH rata se hizo con 2 µl de 

Ecc•-RI 19 unidades/µ11 en un medio que contenía 10 mM NaCl, 5 mM 

tris.HCl pH. 7.5, 1 mM MgClz, 0.1 mM ditiotreitol, en un volumen final 

de 60 µl. Ambas digestiones se hicieron a 37ºC por 1 h. Se extrajeron 

las digestiones con fenol I solución clorofórmica, se recuperó la fase 

acuosa, se precipitó con etanol y se resuspendió en un volumen mínimo 

de TE 1 ~ 1 O O µ 1 1 . 
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Se toma una alícuot a de la muestr a y s e hace Ln1a elec trofor e s i s 

<8 0 volts I 30 min.I e n ge l d e a ga ros a al 0 .8%, disuelto en 

amorti guador TBE lX y sume rgido e n el mismo amortiguador . El ge l se 

t1~ó con bromuro de etidio 14 µg / mll; se localiza ron las bandas a U.V. 

y se cortó el gel adelante de la b and a correspondiente al fragmento, 

par a colocar ahi t i ras de p a pel DE81 . Se corrió nuevamente el g el 15 

min . a 60 volts para que l a band a queda s e atrapada e n el papel d e al ta 

af1 r11dad. El papel c o r1 e l ft· agmerito se colocó en L'na jerir1ga de 1 ml. 

ql'e a SL' ve z se er1c o n t r aba en e l int.erior de t4n tubo de 15 ml, aqL4Í se 

realizaron 4 l avados con 100 µl de O. 1 M NaCl, 0.1 mM EDTA y 10 mM 

tris pH. 8, centr·ift4gar1do er1t.r·e cada lavado a 2x 10~ rpm. por 30 seg. 

Cel ADN no se des prende durante este paso). Post.eriorment.e se colocó 

L4n tt,bc· epper1dorf entr·e la jeringa y el ttJbo de 15 ml. y se realizar·on 

4 lav ado s para despr· ende t· el A[)N con 100 µl de NaCl M cada L'no, 

c en t .rift,gando et1 cada la v ado. Finalmente el ADN quedó en el tubo 

e~· p e r ·1do r· f e n dor1de s e r·ea lizó ur1a e >~ t- ra cc iór1 con butano! y luego otra 

con fen o l / solución clorofórmica, para su pos terior precipitación con 

3 volL~met1es de et.a r1 o l (~ 1.2 ml ) en t1ielo seco 10 mit1. Se colectó el 

ADN a l x lú~ rpm. / 10 min., se secó al vacío y se resuspendió en 20 µl 

de s o lución TE. 

Los fragmentos así purificados fuer·on checados al 

minigeles de prueba en donde a la vez se pusieron plásmidos con varias 

enzimas y poder corroborar el tama~o de los fragmentos datos no 

mostrados et1 este t·eporte). 
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IV. 9 . Marcaje radiactivo de las sondas por Nick traslation. 

marcaje por Nick traslat1on 184, 861 se utilizo u n 

p aquete comercial CAmershaml. Se mezcl ó O. 1 µg de ADN lsondal, 1. 25 

unidades de AI>N pol imerasa I' 25 pg de ADNasa I, 5 µl d.,;, 

deox1nucleotidos trifosfa tados CdATP, dGTP, dTTP , 1.5 µM de cada 

uno ) y 50 µCi I~ 5 µll de deox 1citos intrifosfato l dCTPI marcado en la 

posición a con P32
, en lm medio con 0.02 M tris.HCl pH. 7. 5, 1 O mM 

MgCl2 , 50 µg/ml de BSA y 1 mM de ditiotreito l <volumen final 25 µl). 

La reacción se llevó a cabo por 2 h. a 15"C. L~ diagrama que ilustra 

lo que ocurre en la reacción aparece en la fig IV.2. 

Se checó la incorporación mediante precipitación en papel whatman 

3 MM con TCA al 30% por 15 min. a 4"C. La reacción se paró con 5 µl de 

EDTA 0.5 M y se pasó por wia columna de biogel , equilibrada con 5mM 

tris pH. 7.8 I 0.5 mM EDTA pH. 7.8. Se co lectaron alícuotas en varios 

t.1_.1bos; típicamente s e observaron con el detector de radiacti v idad 

(geiger) 2 picos: el pt·imero cort·espondió a la sonda marcada y el 

segundrJ a la rnat-ca no Se juntaron las alícuotas del 

primer pico ( ~ 0.5 ml. l, se contaron 2 µl de esta solución con 5 ml de 

to l Liet-.c• -PPO para 1 1.: 8 g. PPO, o. 1 g. POPOP en toluenol en el 

contador B Beckman <canal de fósforo). Se calculó la cantidad de marca 

incorporada <actividad específica de 2 - 5 x 108 cpm/µg): 
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Fig. IV. 2. Preparación de so~jas marcadas radiactivamente por Nick 
Traslation.Las flec has obscuras ir1dican la pc•sición or-i ginal _ del 
rnel lado <nicked) y las flechas vacías la posici•~n final. -
cadena marcada. Pol I ADN polirnerasa I de E.Coli. dNTPs 
dasox irribonucle6tidos trifosfatados. 
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RESULTADOS 

V. l. Calidad y cantidad de ADN 

Para los resul tc-.dos encontrados en e xperimentos de 

hibridación de ácidos nucléi c os pudieran set· c o mpar·ados entre una 

especie y otra, se manejaron las mismas condiciones de hibridación: 

tempe r atura y tiempo de hibridación , pc•rcien tc• de for·mamida, 

concentración de sales , concentración de la sonda y concentración de 

ADN. 

La calidad y cantidad del ADN e x traido fué lo primero en ser 

valorado. Para esto , a todas las muestras de ADN de las 14 especies 

elegidas se les calculó la concentración con el espectrofotómetro 

<absorvancia a 260 nm l . En base a este cálcul o se tomaron alícuotas 

similares de ADN de cada una de las especies y se c orrieron en un gel 

Este 9el fué te~ido con bromuro de etidio, pudiéndose 

observar (por la inte9ridad de las bandas ) que la c alidad del ADN era 

aceptable v. l.). Con respecto a las conc entraciones, estas 

fuer·on ajlistadas de acLierdo a un estándar <ADN de concentración 

conocida> y por densitometria <densitómetro Hoefer). 

V. 2. Digestiones con Eco-RI 

Una vez ajL1stadas las concentraciones, se digir·ieron muestras de 

ADN de cada espacie con enzima Eco-RI. Una alícuota de la di9est.i6n 

fué checada desp1.1és de 5 h. en un gel analítico, el cual contenía 

además de las muestras un marcador de peso molecular (figura V. 2.>. 
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Fig.V. l. Valoración de la integridad y cantidad del ADN extraido. En 
la figura se observa la fotografia de una electroforesis en gel de 
agarosa al 1%, correspondiente a muestras de ADN de humano <Hui, rata 
IRa l , ratón IRtl, hamster <Hal, cuyo CCul, coneJo <Col , vampiro <Val, 
cerdo <Ce ), res <Re), pcollo (f'ol, car·pa <Cal, lagar·t1ja <La>, sapo 
<Sal, aco·=i 1 IAc l y esté.ndar· <E>. El gel fL1é te>'>i•jo con brom•.ffc• ,je 
etidio y posteriormente fotografiado con e xposición a U.V. La cantidad 
de ADN por carril 12 µg ) fué calculada por espectrofotometria <260 
nml. La integridad de las bandas refleja la calidad del ADN, las 
variaciones en las concentracic~es detectadas por el análisis 
densitométrico de la fotografía fueron ajustadas. 

-- -
,, .. 

Fig. V. 2. Digestic~ de ADNs con enzima de restricción Eco-RI. La 
figura muestra la fotografía de una electroforesis de gel de agarosa 
al 1%, correspondiente a alicuotas 10.8 µg) de ADN de las 14 especies 
150 µg) digerido con 2 µl de Eco-RI 120 unidades por µlJ a 37"C. El 
ultimo carril CM) corresponde a 0.5 µg de ADN de fago lambda digerido 
con Hind-III, cuyo patrón de restricción se conoce, el cual sirvió para 
valorar las digestiones. 
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Bajo condiciones estandarizad~s. 2 µl de enzima 120 unidades / µ11, 

resultaron suficientes p~ra digerir 50 µg de ADN en 16 h. No obstante 

la cantidad de enzima y tiempos de digestión pueden variar dependiendo 

de la pureza del ADN. 

V. 3. Hibridaciones con la sonda de TRH de rata. 

Alícuotas igu&les de ADN de cada especie dige rido con Eco - Rl 

sc•metidas electroforesis horizontal en gel es d e aga rosa. 

Posteriormente el gel fué te~ido con bromuro de etid1 0 y e :>::pues to a 

luz U.V. para ser fotografiado lfig. V. 3.1. Este gel fué tratado para 

su transferencia tal como se describe en matet·iales 

membrana fué hibridada seg~n Me Ginnis (89 1, con la sonda de TRH de 

rata. La figura V. la autorradiografia correspondiente a 

esta hibridación. 

Los resLll tados mL1estran que en c ondici ones de med i ana 

estri~3enci a y con la s obreexpos i c ión de la membrana IFi9. V. 5 A. 1 , 

es posible detectar secuencias homologas al gen del . precursor de TRH 

de rata en t o dos los rnamí fer-os. Sin ernbar90, no se encontraron 

secuencias homó logas en PC•l lo, sapo y acocil. Cabe hacer notar que 

algunas bandas de hibridación las encontradas en cuyo, conejo ~ carpa 

y lagat-tijal son muy tenues; este hecho refleja la baja homo logía que 

tienen con esta sonda. La misma membrana fLlé lavada para reflejar 

cond i c i C•nes de hibt-idación más estr- ingentes , le• cL1al la 

especificidad del hibrido aumenta. En la fig•.H"a V. 5 B. se p1.1ede 

observar la autorradiografía correspondiente en la cual se aprecia que 

secuencias altamente homólogas al gen del precursor de TRH de rata se 

encuentran presentes en humano, ratón, hamster, vampiro y cerdo•. Para 
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Fig. V. 3. Gel de agarosa ~ara transfer ir a nitrocelulos a. En la 
figura se obser v a la electroforesis en gel de agarosa al 0.9% 
correspondiente a 15 µg de ADN de las 14 especies digerido con Eco- RI 
y a ADN de fago lambda digerido con Hind-III !MI.A la derecha aparecen 
los peso s moleculares de los fragmentos originados de la digestión del 
fago: a= 23.5 , b=9.6, c=6.6 , d=4.4, e=2.3, f=2, g=0.6 . El gel fué 
te~1do con bromuro de etidio y fotografiado a U.V. Se observan 
digestiones completas valoradas con el marcador de peso molecular. 
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Fig. V. 4. Hibridaci·~·n tipo Southern coro la sonda de TRH de rata. 
Mediana estrin9encia. La figura muestra la hibridación de 15 µg de ADN 
de humano <Hui, rata <Ra>, ratón <Rtl, hamster <Ha> , cuyo <Cu>, conejo 
<Col, vampiro <Va> , cerdo <Ce>, res <Re> , pollo <Po>, carpa <Cal, 
lagartija <La), sapo <Sal y acocil CAc>, con la sonda del gen del 
prectirsor de TRH de rata. Se hibridó a 37ºC en un rnedio con 43/: de 
fo:•rrnamida, 5)< SSC, 0.1% BSA , 0.1/; ficol , 0.1% polivinilpirrolidona, 50 
mM NaPO. pH. 7 , 0.1% SDS y 10x l0 6 cpm/ml de la sonda marcada por nick 
traslatiot1 con una a•=tividad específica de 10:><:10• cpm/µg de ADN, 
durante 36 h. Los filtros se lavaron 2X SSC 5 min. a temperatura 
ambiente por 3 veces y 2X SSC 15 min a 50ºC por 2 veces. La exposición 
Cautorradiografía) se realizó en hyper films durante 24 h. 

59 



f ~ ¡ :! d o 
~ " " i. u u a: 

e 

-~1tt \} 

' 
• 

• 

• 

~ (': ~ CJ u _, en e 

4 "' ~ ".:. 
• 4 

_a 

_b 

_e 

_d , 

.. e , 

.. f . 

_gl 
1 

1 

Fig. V. 5 A. Hibridación tipo Southern con la sonda de TRH de rata. 
Mediana estringencia. Sobreexposición. La figura muestra la 
hibridación de 15 µg de ADN de humano <Hu>, rata <Ral, ratón <Rtl, 
hamster <Ha>, cuyo <Cu>, conejo <Col, vampiro <Val, cerdo <Ce), res 
<Re>, pollo (Poi, carpa <Ca> , la9at-tija <La>, sapc• <Sal y acoci 1 CAcJ 
con la sonda d~l gen del precursor de TRH de rata. Las condiciones de 
hibridación son las mismas que en la figura V. 4. al igual que los 
lavados. La membrana f•.ié sc•metida a •.ina sobr·ee:>,posición dlu-ant.e 4 
di as. 
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Fi9. V. 5 B. Hibridación tipo Southern con la so~ja de TRH de rata. 
Alta estrin9encia. El mismo filtro fué lavado con O.lX SSC 15 min. a 
50"C. La membrana se e x puso en hyper films durante 2 dias. e• es muy 
pt-obable qr_ie al91_inas de las bandas tenr_ies desaparezcan con la 
i mpres i órd • 
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Fig. V. 6. Hibridación tipo Northern con la sonda de TRH de rata. 
Mediana Estringencia. La figura muestra la hibridación de 10 µg de ARN 
de hipotálamo CHI y bulbo olfatorio CBOI de rata CRal y coneJo CCol 
con la sonda <ADNcl de TRH de rata.Se hibridó bajo las mi s mas 
condiciones que se indican en la figura V.4. Los filtros se lavaron 2X 
SSC 5 min. a temperatura ambiente por 3 veces y 2X SSC 15 min. a 50ºC 
por 2 veces. La e xposición se realizó en kodak films por 24 h. 
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que el resultado fuese manejado semicuantitativamente, se les rea lizó 

un anális i ~ densitométrico lsoft lase r scanning densitometer/ Bio Med 

slr-2d-1d) a las autorradiografias obteniendo: humano 60%, ratón 90%, 

hamster 80%, CllYO 15%, conejc• 15;-;, vampiro 70%, cerdo 40%, res 30% , 

carpa 20% y lagartija 20% de homología con la sonda de TRH de rata. 

La baja homología en dos de los mamíferos estudiados <cuyo y 

cor1ejco) se corrobc•t"ó mediante la b(isq•.Aeda del ARN mensajero de TRH en 

una de estas especies. La figura V. 6. explica con mayor detalle la 

hibridación tipo Northern 190) 

conejo, utilizando como control 

realizada para buscar ARNm de TRH en 

positivc• la f-1ibridaciór1 del ARNm de 

TRH de rata. Se PLlede obset·var q1..¡e bajo estas condiciones no es 

posible detectar mensajero de TRH en nir1guna de las dos regiones 

estudiadas (regiones del SNC donde se sintetiza en mayor concentración 

el péptidol para conejo. 

V. 4. H i bt- i dac iones cc•n 1 a sc•nda de TRH de sapc•. 

El mismo tipo de hibridac ión bajo las mismas condiciones fué 

real izado con la sonda de TRH de Xenc•pus. La fig•.H"a V. 7 A. muestra la 

autorradiografía correspondiente al Southern realizado a mediana 

estringencia. Sec•.iencias homologas fueron encontradas en acocil y en 

pollo. Se realizó una densitometría c•bservando: 60?: de homolc•gía en 

acocil y 35% en pollo. La membrana hibridada a mediana estringencia 

fué lavada para detectar hibridos más específicos Calta estringenciaJ. 

La figura V. 7 B. muestra la autorradiografia correspc~diente en la 

cual no se aprecian secuencias homologas en ninguna especie bajo estas 

condiciones, e xcepto el control IXenopus>. 
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F i 9. V. 7 A. H i br i dac i ón tipo Southen1 con 1 a sonda de TRH de ><enopLIS. 
Mediana ~strin9encia. La fi9ura muestra la hibridación de 15 µ9 de ADN 
de humano <Hui, rata <Ra>, ratón CRt>, hamster <Ha>, cuyo <Cu>, conejo 
<Col, vampiro <Va>, cerdo <Ce>, res <Re>, pollo <Po>, carpa <Ca>, 
la9artija <La>, sapo <Sa> y acocil <Acl, con la sonda del ' 9en del 
precursor de TRH de Xenopus. Las condiciones de hibridación son las 
rnisrnas qLie en la fi9•.1ra V. 4. al igual qwr! los lavados. · La exposición 
Cautorradiografía) se realizó en hyper films por 24 h. 
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Fig. V. 7 B. Hibridación tipo Southern con la sonda de TRH de Xenopus. 
Alta estringencia. El filtro anterior fué lavado con O.IX SSC 15 min. 
a 50"C. La membrana se e x puso en hyper films durante 2 dias. 
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V. 5. H1br idacic•nes con la sonda de a-Actina de ratón. 

La capacidad de hibridación del ADN de las 14 especies, fué 

demost.ri.da rehibridar1do las memt>ranas con la sonda de a-Actina de 

ratón, que por ser una molécula cor1 una amplia distribución 

filogenética debería de estar presente en todos estos organismos. La 

figura V. e. muestra la autorradiografía correspondiente, en la cual 

se apreciat) regiones homologas a la sonda de a-Act.ina, en mayor o 

menor grado er1 todas las especies. 
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Southern con la sonda de a-Actina de 
figL4ra muestra la •-iibridación de 15 µg 
la sonda del gen de a-Actit1a de t-atón . 

Las condiciot1es de t1ibridación~ los lavados y el tiempo de e x posición 
de la autorradiografia fué el mismo que en las figuras V.4 y V.8. 
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DI SCUSION 

La rel evanc ia de las secuencias nucleotídicas y am1noacídicas de 

una pro teína pa ra la reestructuración de la historia evolutiva de las 

especies, es e n la actualidad un hecho incuestionable <33, 35>. El 

an•li sis de secuencia ha sido utilizado en distintos estudios en donde 

se ha podido di slumbrar la relación evolutiva e x istente entre especies 

de distintas familias y clases (34, 91) y entre especies de un mismo 

(4':.H. Actt1a l mente, la homología detectada pc•r estLidios de 

hibridación c•:•nstituyen un n•Aevo parámetro para el análisis de las 

relaciones filogenéticas (38, 91); este método resulta mucho más 

rápido que el de secuenciación, y la información obtenida por ambos es 

muy similar. Sin embargo para estudios mas detallados sobre la 

(aminoacídica ó ntK l eot í di ca> de '~~na Pt~c,teina, la 

secuenciación resulta inevitable. 

Las sorrdas utilizadas en este estLio::lic• provienen de ADN 

complementarios al ARNm (el cual es traducido a proteína); 

tanto las regiones que resultaron homólogas a las sondas reflejan 

directamente homología a nivel de ácidos nucléicos. Ex isten evidencias 

(21. 47) qLie indican que las diferencias detectadas a nivel 

nucleotídico corresponden casi e xactamente con aquellas detectadas a 

nivel de secuencia aminoacídica. Este hecho es de sLima importancia, 

pues al hablar de homología a nivel nucleo tíd i co, n r.iestt· a visión 

tendrá que ampliarse y comprender su trascendencia a nivel protéico. 

Nuestros resultados de las hibridaciones hechas con la sonda de 

TRH de rata muestran tma al ta cc•nservacié•n del 9en de TRH en 
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mamífe r·os , l e• c u al n c•s ll e va a s1..;gerir la posibilidad d e: ·::;1..;e e>c:i s t. a u n 

gene a ncestr a l para ell o s , cre=emos que: e n d et.e n n i nades 

linaJ es e vo luti vos (cuyo y c one Jol la p r esión selectiva se encuentra 

más rel a j ada, p rop iciando un mayo r r~me ro de mutacione s , y que por l o 

tanto la hc• mc• 1 0 9 í a dete c t a•:la p o r esca sa. En la s 

hibridac i ones h e chas con l a sonda de TRH de sapo enc ontramo s que p o ll o 

y a coc i l pr e s e ntan regiones homo l o gas a baja e s tringet1ci a. Resu ltó 

extra~o que ni lagartij a ni pez mostraran homo logía 

pues estas especies se encuentran fil ogenéticamente 

con es t a s onda , 

sapo. Por el contrario, pez y lagartija resultar o n homologos a la 

s onda de rata. Es posible que en este caso y en el de pc•l lo (que 

presenta secuencias homólogas a Xenopus ) , se hayan conservado algLmas 

secuencias en ciertos l i najes , at4t1que t a mbién e x i s te la posibilidad de 

que haya o currido convergencia evoluti v a. 

En los Southerns realizados a mediana y alta 

s onda de TRH de rata pudieron observarse varias ba~jas de homología en 

los corres pondientes a ADNs de algLtt1as especies. Este 

resl4ltado pue de e x plicarse en razón de l o s sitios de rest ri c ción para 

Eco-RI , presentes en la región que res ultó homo loga a nuestra sonda; 

el numero de bandas detectadas correspondería al numero de 

sitios de rest r icción presentes en la secuencia homologa a la sonda. 

Sin ernbar9c•, si todas estas bandas se generaran a partir de una misma 

secuencia cor t ada en va r· ios fr·agmentc• s , al aumentar la estringencia 

di sm i n1.1 i r í a la intensidad de las bandas simu l táneamente. Esto no 

ocurre así en hamster y p1_1es al aurnent.ar la estringencia 

algunas bandas desa parecen; esto sugiere que las bandas de homología 

p r ovienen de distintas regior1es que son hornc• 1 c•ga s a la sonda en 
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diferente propc.rción. Existe lit posibilidad de que se trate de 

secuencias duplicadas (varios genes> que hayan diver91do, propiciando 

así la diferencia en la homología. No obstilnte nuestros resultados no 

son suficientes para demost1·ar una duplicación. 

Datos nuestros y de Lech&n y cols. (4) i nd i c&r1 que los 

p1·ecursores de TRH de rata y de Xenopus son poco h6molo9os <solo en 

las regiones que originan TRH>, al grado de que no pueden ser 

detectados en hibridaciones crl1Zadas con el ADNc de TRH de cada uno. 

Esta ot•servación y n•.1est.ros resultados de variabilidad en la homología 

presentada . pc•r todas las especies est•.1diadas, nos hace c1·eer que el 

precursor de TRH al igual que los precursores de otros péptidos <21, 

44, 46, 48,. 49) pudiera presentar mayor presión selectiva en las 

1·egic•nes q1.1e 01·iginan al péptido < en est-e caso TRH >, mientras que 

las demás regiones hipervar·ian dependiendo de la presión de selección, 

la cual es directamente proporcional a su funcionalidad. Pc•r 1 o taroto 

1 C•s pépt idos intennedios or i9inadc•s del precursor· podr ian no ser 

funcionales, pues de ser así, estarían conservados en la filogenia. 

Esto resulta contrap•~estc• a lo sugerido por el grupo de ,Tackson <7, 

1 O, 82 > qui enes proponer. 1 a furoc i ona 1 i dad de 1 os PéF·t idos intermedios 

en virtud de s•~ presencia en el SNC de rata en lugares en donde no fué 

detectado previamente TRH. No obstarote no podemos descartar la 

posibilidad de que estos pudieran desarrollar ó acoplarse a una 

furoción en al9una especie part.icldar. Por otro lado, es factible qo~e 

estas secuencias intermedias sirvan como se~ales para el procesamiento 

proteolítico, lo cual es importante para poder generar el péptido. 

Otra flrnción en la cual pudieran estar vinculadas estas secuencias es 

en la arnortigl1acié•n de las rnutacic•nes que se llevan ik cabo en el 
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precursor, pues al no haber presión selectiva en ellos, los efectos 

por deriva génica son retenidos en estas regiones. Se ha propuesto que 

los intrones (antes del splicingl juegan un papel similar a este <26 , 

421. 

En la mayoría de los estudios filogenéticos realizados a la 

fecha, se utiliza el análisis y la comparación de las secuencias 

aminoacídicas y nLiclec•tídicas de péptidos y proteír1as con el afán de 

establecer las relaciones evolutivas las especies que los contienen. A 

nosc•tros , la filogenia de TRH nos ayudé•, peor •.m ladq a definir si 

las sondas que tenemos pueden ser utilizadas para estLidios en donde se 

rnida la biosíntesis de TRH <a través de los niveles de ARNm> en otras 

especies además de la reta; esto parece ser factible para rat.ón y 

hamster y quizá para vampiro y humano. Cabe hacer notar que cuyo y 

conejo <modelos biológicos utilizados para etudios sobre TRHI no son 

recomendables para medir niveles de ARNm con estas sondas, pues la 

homolc•gía presentada por estos fué mLIY ba j a. Por otr·o lado delimitar· 

que especies contienen un prec•.irsor par·e·=ido , podría hablar de la 

importancia que el péptido <TRHI o los péptidos c•:•ntenidos en en 

precursor tienen para cada especie. 

Aunq•.1e par a la TRH se han pc•stuladc• varias ftmcic•nes en distintas 

especies de mamíferos, aves, reptiles y anfibios, la potencialidad 

f1.1nc i c•na 1 de la molécula quizá sea mayor a la des¿rita. Descubrir 

todas las posibles funciones es con seguridad una tarea muy difícil, 

puesto q1.1e se desconoce en que tipo de eventos además de los ya 

conocidos pudiera estar el péptido o su precursor vinculados. 

Basándc•nos en los res•.11 tados obtenidos y en filogenias r·eal izadas 

con otras rnoléctllas, proponemos una distr ibLicié•n del gen del precursor 
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de TRH de rata y Xenopus en las especies estudiadas CFig. VI. l>. Es 

f•ctible que e x ista un gen ancestral común para rata y Xenopus en 

virtud de que ambos precursores contienen repetida la molécula <TRH> 

el mismo número de veces. Sin embargo es dificil decir en que momento 

divirgieron uno del otro para constituir lineas evolutivas 

diferentes. Posiblemente existan además de estas, otras lineas 

evolutivas para el gen del precursor de la TRH <e.9. la del pez y la 

del pollo> , puesto que las homologías detectadas con nuestras sondas 

fueron muy bajas. Quizá el dendrograma podría acompletarse realizando 

hibridaciones con el gen de otros péptidos. Lo que si parece ser 

claro, es la e x istencia de un gen ancestral común para los mamíferos, 

conservado quizás por la importancia que la molécula CTRH> tiene para 

estos orgat1ismos. 
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Fig. VI. 1. Distribución filogenética del precursor de la Hormona 

Liberadora de Tirotropina. El dendrograma fué realizado basándose en 

la homología detectada por densitometría <expresada en porcentaje) de 

los ADNs de todas las especies con las sondas de rata y Xenoeus 

<cifras encerradas en paréntesis> 
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APEN[>ICE 1 

El ADN recombinante. Principios y aplic•ciones. 

Las técnicas del ADN recombinante constitl1yen act.ualmente una 

herramienta fundamental para el 

Est.as permiten el aislamiento, 

estudio de la biología molecular. 

purificación y determinación de la 

estructura precisa <secuencia nucleotídica> de genes y ARN mensajeros. 

Distintc•s genes de hormonas pol ipeptídicas han sido clonados en 

bacterias y sus secuencias nucleotídicas det.er rn i nadas. Esta 

info1-maci6n ha traid•::> grandes avances en el entendimiento de los 

rnecanismos de evolución de genes y de su regulación metabólica. 

[>os elementos han sido escenciales para la construcción y 

propa9acié•n de la moléctda de ADN recombinante. Por tm lado el uso de 

moléculas de ADN autorreplicable (e.g. plásmidos y bacteriófragos> en 

bacterias y facilmente purificables, las cuales sirven de vehículo 

<vectc•r) de 1 ADN e ><ógeno; y por otro lado el empleo de las 

endonucleasas de restricción. Estas enzimas cortan el ADN en 

secuencias especificas de nucleótidos, los cuales son generalmente de 

4 a 6 pares de bases. Cada enzima es absolutamente específica para la 

secuencia de nucleótidos que reconoce, 

obtenidos son siempre reproducibles. 

por lo que los fregmentos 

El A[)N recombinante se cc•nstruye cortando el vector y el ADN que 

se desea amplificar con la misma enzima de restricción y 

pos ter- iormente estos son tmidos por medio de una A[>N 1 igasa. Esta 

molécula de ADN recombinante (quimera> así construida puede 

amplificar se mediante su introdr_icción en bacterias y de esta manera 

obtener car1tidades ilimitadas del segmento de ADN deseado. Mediante el 
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uso de esta estrategia es posible obtener un banco 9enOmico (figura 

1>, e s dec ir, una cc•lección de moléculas recombinantes, las cuales 

r epresenta11 al genoma completo. Asi mismo es posible aislar sec uencia s 

repres entativas del ARN mensajero a parti r de un banco de ADN 

complementario <ADNc >; el ADNc es una copia de ADN lograda a part it· d e 

transc ripci~·n reversa del ARNm (figur· a 2). 

Un gen 6 un ADNc especificc• PLleden ser sele•=cionados tisandc• 

o ligonucleótidos (secuencias de ácidos nucleicos) correspondientes a 

la secuencia aminoacidica de la proteína ó péptido de interés. Una vez 

identificada la c l c•na ·=1ue contenga la secuencia desec-.da, es ta PL1ede 

ser usada en distintos estudios que incluyen la estructLu-a del gen, 

regulaci~~ de su e xpresión, 

etc. 

identificación de sitios de regulación, 

Recientemente se han realizado algunos estudi os en los que 

utilizan c o mo sonda las secuencias nucleotídicas correspondientes a 

péptidos ó proteínas para el análisis de las relaciones filogenéticas 

e x i s tentes entre las especies que los contienen < 3 2, 33 , 35 ) .La 

base e x perimental s e a poya en el principio de complementariedad de los 

ácidos nucleicos <Adenina-Timina ó Uracilo y Guanina-Citosina); los 

enlaces d e hidrógeno que se forman entre los nucleótidos son altamente 

específicos por lo que las bases solo pueden aparearse con aquellas 

que sean complementarias. Así, una secuencia nucleotídica determinada 

se Lrnirá en mayor 6 menor 9rado con aquella que presente cierta 

similitud: el grado de hibridación reflejará la homología de las 

secue~=ias (figura 31. El híbrido estará f o rmado por un lado por la 

sonda y por el otro lado por el ADN de la especie en la cwd se 

rastreó la secuencia. Las condiciones bajo las cuales se realiza la 
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00 
ADN del huésped 

ADN 

Dic;¡estion con enzimas 
de restricción 

Fragmentos de ADN 

del ADN 1 Introducción t en vectores 
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l 

Quimeras 

Introducción de quimeras 
en células huésped 

o ~~~~~ 
Banco oenómlco 

Fi9. 1. Clonación molecular de AD~ En el diagrama se aprecian los 
pasos a seguir para clonar ADN e xó9eno en vectores de clonación (en 
este caso plésmidosl, formando así, quimeras de ADN. La figura 
correspo~je a la clonación de ADN cromosomal para la fabricación de un 
banco genórnico. 
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ARNm~ 

i Transcripción reverso 

ADNc----

f Copiado 
t PIÓsmido 

AON de doble cadena ~ 

/inserción 

.,.____ Plásmido 
lineal 

ADNdel \ 
plósmido 

Replicación del plÓsmido 

Fig. 2. Síntesis y clonación de ADNc. El ARNm es copiado a ADNc con la 
enzima r·eversa transcr iptasa. Pos te r ior·mer1te la cadena sencilla es 
copiada por la ADN pol imerasa I para formar la dc•ble cadena que será 
inser·tada dentro del vector·, el cual ha sido previamente diger·ido por 
una endonucleasa de restricción. El plásmido (vehículo de clonación> 
será replicado en una bacteria par·a poder amplificar· ilimitadamer·1te la 
seci..1encia de interés. 

hibridación pueden manejarse de manera tal que reflejen condiciones de 

alta especificidad del híbrido <alta estringencia> ó condiciones 111as 

relajadas para la formación de éste <baja estringencia>. Esto puede 

109rarse gracias al menejo de distintos factores tales como 
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concentración de ADN, concentración de la sonda, tiempo de hibridación 

y concentración de sales y de formamida*. 

La detección de las re9iones homólogas se puede observar mediante 

el marcaje radiactivo de la sonda, esto permite que el o los hibridos 

sean visibles en una autorradio9rafía. Otro tipo de estudios basados 

.-n esta pt· incipio es la medición de la síntesis de un péptido mediante 

la detecc i ór1 de 1 ARNrn que lo cc•d i f i ca. 

ADN marcado 
radiactivamente 

ADN reasociado 
No radiactivo 

ADN cadena sencilla 
Radiactivo y no 
radiactivo 

ADN no radiactivo 

ADN reasociado 
Radiactivo 

Moléculas 
híbridas 

~ooooomplom'"to.io ~ 

Alta complementariedod Boja complementariedod 
Fi9. 3. Hibridación de ácidos nucléicos. En la fi9ura se observa la 
hibridación de ADN con sondas radiactivas <ADN marcado). Se puede 
apt·eciar los tipos de hibridos formados y la hc•molo9ía de sus 
secuencias. 

----------------------------------------------------------------------* La forrnarnida es un compuesto que baja la temperatura media <Tm> del 
ADN dL1plex, O. 72ºC por cada PC•rciento de formarnida en la soh1ci6n. Al 
bajar la Tm del ADN, el hít:or-ido se hace más específico, esto es, entre 
más forrnamida se ten9a, las hit:ir-idacic•nes que se logren serán mucho 
más específicas (alta estringencia ). 
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