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RESUMERN

La progesteroria (P,4) es una hormona esteroide que ejerce multiples
funciones en el organismo, tanto en tejido reproductivo como en otros
tejidos periféricos; en el pulmdn incrementa la ventilacion y reduce la
tensién alveolar del biéxido de carbono en el pulmoén durante el embarazo
en los mamiferns. Las acciones de la P4 son mediadas por su receptor
intracelular (PR). Estudios inmunohistoquimicos han determinado la
presencia del PR en el pulmdn del conejo. En este trabajo se estudio fa
expresion del gen del PR tanto en el pulmbén de conejas aduftas
ovariectomizadas ftratadas con estradiol (25 ug/kg) por dos dias
consecutivos y estradiol (25 ug/kg) + P4 (5 mg/kg) al tercer dia, como en
conejas prefiadas durante los primeros 5 dias de la gestacién. Después
de 24 horas de cada'tratamiento y en los correspondientes dias de la
gestacion, se extrajo el pulmén, se aislé el RNA fotal de cada una de las
muestras y se llevd a cabo un andlisis de la expresion del gen del PR por
hibridacion tipo Northern blot. Los resultados muestran que el tratamiento
con estradiol incrementa la expresién del gen del PR mientras que el
tratamiento con P, la disminuye. Por otro lado se observd que la
expresion del gen del PR se incrementd significativamente el primer dia
de la gestacion y disminuyd progresivamente hasta alcanzar su expresion
mas baja en el dia 5. Estos resultados permiten sugerir que la expresion
del gen del PR en el pulmén del conejo es regulada por estradiol y Py,
cuyos niveles varian durante la gestacion y los ciclos reproductivos en los

mamiferos.



INTRODUCCION

La P, regula distintos procesos fisiologicos en los mamiferos.
Muchas de las acciones de esta hormona estan mediadas por su receptor
infracelular (PR). En el pulmén, se ha obsetvado que la P4 induce un
incremento en la ventilacion y disminuye la tension alveotar del biéxido de
carbono, esto uitimo se ha observado en la fase iutea del ciclo menstrual
y durante el embarazo en el ser humano. La accion estimuladora de la P4
en la ventilacion esta mediada a través de PR localizados tanto en el
sistema nervioso centrali como en el pulmén. Aunque se tienen algunas
evidencias sobre el papel del estradiol en la regulacion del PR a nivel
pulmonar, se desconoce el patron de expresion de estos receptores en
distintas condiciones fisiologicas asf como los mecanismos invoiucrados
en su regulacion, por lo que en este trabajo se evaluo la expresion del
gen del PR en el pulmén del conejo tanto en la gestacion temprana como
con diferentes tratamientos hormonales por la técnica de Northern blot.



ANTECEDENTES

3.1.Estructura y funcion de las hormonas esteroides

Las hormonas esteroides estan involucradas en diferentes procesos
bioldgicos en los mamiferos (Camacho-Arroyo et al, 1995), como la
regulacion de la proliferacion y la diferenciacion celular. Asi mismo son
molécuias que desempefian un papel muy imgartante en ia regulacién de
la homeostasis celular, la funcién reproductiva, el dimorfismo sexual y la
respuesta al estrés,

Su estructura bésica consiste de un nlcleo tetraciclico al cual se le
denomina ciclopentanoperhidrofenantreno debido a que presenta tres
anillos de seis atomos de carbono y un anillo de cinco atomos de
carbono (Gorbman, 1962), Estas se biosintetizan a partir de! colesterol en
el testiculo, ovario, la corteza de las glandulas suprarrenales y en algunos
organos en forma transitoria, que tienen actividad esteroidogénica como
la placenta v el higado fetal.

Las progestinas, glucocoriicoides y mineralocorticoides tienen 21
atomos de carbono; los andrdégenos 19 y los estrégenos 18 atomos de
carbono respectivamente. La separacion de los carbonos 20 y 22 de la
cadena lateral del colesterol da lugar a los pregnanos, esta serie incluye a
la P4 (Hicks, 1988). En la Fig. 1 se muestra la biosintesis de las

hormonas sexuales a partir del colesterol.
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Figura 1. Biosintesis de los principales estercides. 1) 2022 Desmolasa, 2) 33-OH
deshidrogenasa. 3) 17a-hidroxilasa, 4) 17,20~ esteroide liasa (desmolasa) ,5) aromatasa .

6)17B-0OH-deshidrogenasa (Gore-Langton and Armstrong, 1988).



3.2. Mecanismos de accion de fas hormonas esteroides

Las hormonas estercides modulan un gran nimero de actividades
biolbgicas al actuar sobre sus células blanco modificando la expresion de
diferentes genes (Yamamoto, 1985). Los esteroides se unen a proteinas,
como globulinas, que los transportan a las células blanco a través del
torrente sanguineo (proteinas transportadoras). Al llegar a la célula,
entran libremente hasta el nucleo donde se unen a su receptor el cual
sufre un cambio conformacional y pierde afinidad y se separa de
proteinas de choque térmico (como las Hsp 90) a ias que se encuentra
unido. Los receptores de hormonas esteroides pertenecen a una
superfamilia de receptores nucleares que incluye entre otros, factores de
transcripcion que se unen al promotor de ciertos genes (Kraus, 1993).

Los receptores de hormonas esteroides presentan varios dominios
estructurales: una primera regién amino-terminal hipervariable con zonas
reguladoras de la franscripcion de algunos genes; el segundo dominio es
el de union al DNA, de 66 a 68 aminoacidos, qua es ademas una region
altamente conservada y controla la actividad transcripcional; presenta dos
dedos de zinc que facilitan la unidén al DNA. El tercer dominio es una
region pobremente conservada y esta involucrada en la modulacion de la
funcién del receptor; ademas forma homodimeros (Katzenellenbogen,
1996). El cuarto dominio es el de unién al esteroide y a las Hsp 90
(Landers, 1992).

La union de la hormona al receptor, activa a este dltimo, lo cual
provoca cambios conformacionales que permiten la union del receptor al
DNA con gran afinidad en secuencias especificas llamadas Elementos de



Respuesta a Hormonas (HRE) (Fuller, 1991). A estos elementos de
respuesta se pueden unir a ofras moléculas y conjuntamente regulan la
transcripcion de genes especificos. Esta regulacion se ve reflejada en

diversos cambios fisioldgicos posteriores (Fig. 2).
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Figura 2. Mecanismo general de accién de las hormonas esteroides. El receptor
activado por la hormona esterocide se une a un glemento de respuesta hormonal
localizado en el extremo 5° de un gen especifico, regulando asi fa transcripcion de
dicho gen. PT= proteina transportadora, R= receptor, H= hormona esteroide, H-R=
complejo hormona-receptor activado, HRE= elementos de respuesta a hormonas
estercides {L.anders, 1992).



3.3.Caracteristicas de la progesterona (P,)

La P, es una hormona esteroide compuesta de 21 atomos de
carbono, que se sintetiza a partir del colesterol en el reticulo
endoplasmico liso en las células del cuerpo liteo en el ovario, las
glandulas suprarrenales y la placenta (Fig. 3). El colesterol es convertido
a un elemento intermedio llamado pregnenolona y éste ultimo es el que
da origen a la Py, la cual tiene una vida media corta que va de horas a
dias segin la especie y es metabolizada en el higado a pregnandiol
(Hicks, 1988).

Sus principales érganos blanco son el Utero, Ia glandula mamaria y
el cerebro, entre otros. Las células que sintetizan y liberan la P4 asi como
las células blanco, presentan enzimas que reducen a esta hormona
formando varios metabolitos con actividades caracteristicas. Dichos
metabolitos pueden tener funciones similares ¢ diferentes a la P,
modulando asi ias acciones de la misma. Los metabolitos de la Py
generados pueden incrementar, prolongar o terminar con los efectos de
esta, o proporcionar mecanismos aiternativos gue modulen sus acciones
(Camacho-Arroyo et al, 1995). La actividad biolégica de estos metabolitos
a partir de la P4 es diferente en cada especie y en cada ciclo reproductivo
de los mamiferos (Graham, 1997).

Las funciones primordiales de la P4 son la de preparar y mantener
al endometrio para la implaniacién del embrién, incrementar la
temperatura basal del cuerpo en el momento de la ovulacién (Ganong,
1994), estimular la maduracion del ovocito, promover el crecimiento

uterino, suprimir las contracciones del miometrio, desarrollar el tejido



alveolar de las glandulas mamarias para la preparacion de la secrecion
de leche y también esta involucrada en la modulacion de la masa ésea
(Graham, 1997) y en diversas funciones del sistema nervioso, como la

conducta sexual y la excitabilidad neuronal.
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Fig. 3. Biosintesis de la progesterona a partir del
colesterol, (Hicks, 1988).



3.4. Caracteristicas y regulacién del receptor a progesterona (PR)

Los efectos de la P4 estan mediados por su receptor nuclear (PR)
que reconoce especificamente a la hormona. Este receptor pertenece a
una superfamilia de factores de transcripcion que son activados por su
ligando especifico. En algunas especies este receptor consta de dos
isoformas y pueden regular diferentes genes (Gronemeyer, 1891).

Las isoformas del PR se denominan A y B y se diferencian por 164
aminoacidos, presentes en la forma B en la regién N-terminal. Estas
isoformas se han encontrado en el humano, la rata y en el pollo (Syvala,
1997). En el polio la isoforma A es de 79 kDa y la isoforma B de 110 kDa
y en mamiferos la isoforma A es de 94 kDa y la isoforma B de 120 kDa
(Gronemeyer, 1987). En el conejo sdlo se ha descrito la isoforma B
(Syvala, 1996).

Las dos isoformas del PR son reguladas por distintos promotores
(Fig.4). El significado biologico de las protefnas A y B es desconocido
(Lydon, 1995); sin embargo, se ha reportado que la isoforma A es un
represor especifico del promotor de la funcion de la forma B bajo ciertas
circunstancias en la célula. La expresion de los niveles de [as isoformas A
y B puede ser diferente en ciertos tejidos blanco (Vegeto, 1893).

El gen del PR en el humano se encuentra localizado en el
cromosoma 11 en el brazo g22-g23 (Savouret, 1990); el tamafo del
cDNA tiene una longitud de méas de 90 kb, y comprende 8 exones de
2380, 152, 117, 306, 145, 131, 168 y 153 pb respectivamente; ademas
presenta 7 intrones (Misrahi, 1993). Eil tamarfo del mensajero es de 3014
pb (Milgrom, 1987).
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Fig. 4. El ¢DNA del PR humano y fas proteinas del PRA y PRB. Las flechas

indican el sitio de inicio de la traduccion de ias dos isoformas. DBD es el

dominio de unién al DNA; HBD es el dominio de unién a la hoermona. Los
numeros indican la posicion de los aminodcidos de los distintos
dominios {Graham, 1997).

La secuencia 5° no codificante del gen del PR humano presenta
una gran homologia (cerca de un 70%) con la secuencia correspondiente
al gen de PR de conejo. Particularmente, la secuencia correspondiente a
la regi6n del promotor rica en G-C (Misrahi, 1993).

Cuando el receptor no estd unido a su ligando especifico se dice
gue se encuentra inactivo. Cuando ia hormona se une al receptor ocurre
una transformacion del receptor, de su forma inactiva a la activa en donde
disminuye de tamafo, de 8s a 4s; esto se debe a que en la forma inactiva
el receptor forma complejos oligoméricos con proteinas tales como las
Hsp 90 que son proteinas de choque térmico que se encuentran unidas a
la regién cercana al dominio de unién al ligando. Este complejo no puede
unirse al DNA. Cuando ta hormona se une a su receptor las proteinas

Hsp 90 son liberadas, quedando activo el receptor en presencia de su

10



ligando, la P4 Posteriormente el PR se une en forma de dimeros a
elementos de respuesta a P, (PRE), como se puede apreciar en la figura
5 (Carson-Jurica, 1990, Landers y Spelsberg, 1992). Esto provoca que los
PR funcionen como factores de transcripcion que pueden interactuar con
otras proteinas, regulando la transcripcion de genes especificos (Beato,
1989).

La expresion del PR se ha descrito en numerosos tejidos, tales
como e! Utero y el miometrio; en el ovario se ha encontrado en las células
de la granulosa y en el cuerpo I(teo, tejido vaginal en mamiferos y en el
oviducto del pollo. EI PR también se ha descrito en tejido normal y
neoplasico de mama. En machos se ha localizado en el testiculo; otros
tejidos y tipos celulares en donde se expresa en PR son el cerebro, el
hipotalamo ventromedial, el area predptica, el tmo y en los islotes
pancreaticos de rata y en el pulmén del conejo (Graham, 1997).

Experimentos con ratones con el mutaciones en el gen del PR
muestran anormalidades en el desarrollo de tejidos reproductivos, como
la hiperplasia uterina, un desarrollo limitado de las glandulas mamarias y
la incapacidad de ovular y de exihibir conducta sexual; sugiriendo que la
P, tiene un papel de coordinador pleiotropico en diversos eventos
reproductivos en los mamiferos (Lydon, 1995).

Se ha observado que este receptor es regulado a la alta por
estrogenos y a la baja por la P4 en muchos tejidos blanco, como el dtero
(Graham, 1997); dicha inducciébn es a nivel transcripcional. tna
administracion a corto plazo de P, en pollos pretratados con estrégenos

disminuye la capacidad total de unién a la hormona por & PR, mieniras
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que una administracién prolongada de P, incrementa el PR en el oviducto
(Syvala, 1996).

En ofros estudios, se demostré por técnica de Retrotranscripcion
acoplada a la Reaccion en Cadena de ia Polimerasa (RT-PCR), que la
expresion del gen del PR es regulado por hormonas sexuales esteroides
en el hipotalamo y la corteza cerebral, al igual que en el dtero en conejas
adultas; presentando una regulacion a fa alta por estrogenos y a la baja

por la misma P4 (Camacho-Arroyo =t al, 1996).

(
-

Receptor Receptor
CHSP 9g '
PRE
~ SR
CHsP 90>

Figura 5. Activacion del receptor a progesterona. Al unirse la P, al
receptor se liberan las dos proteinas HSP 90 quedando “activo” el
receptor para unir a los elementos de respuesta a Py.
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3.5. Py y embarazo temprano en la coneja.

E! cuerpo Iiteo juega un papel muy importante en el
establecimiento y mantenimiento de la gestacion en casi todos los
mamiferos. Se sabe que los cambios que ocurren en el Utero por accidn
progestacional durante el periodo temprano de la gestacidn, son de vital
importancia para que el proceso de implantacion del blastocisto se lleve a
cabo, para lo cual se requiere que el foliculo productor de estrégenos se
convierta en poco tiempo a cuerpo liteo, que es el productor de P,
(Dickman, 1975).

La P4, sintetizada en el cuerpo luteo, es esencial en la preparacién
del endometrio, la implantacién del embrion y el mantenimiento del
embarazo, proporciona proteccion inmunoldgica al embridn, inhibe las
contracciones del endometrio y reduce la sintesis de prostaglandinas,
mantiene ademas el crecimiento y la plasticidad uterina e induce la
sintesis de proteinas como la uteroglobina, uteroferrina, etc (Castro,
1996).

En los ciclos reproductivos de los mamiferos se identifican dos tipos
de ovulacién: la ciclica y la refleja. La primera se clasifica con base en la
respuesta del epitelio uterino a la estimulacion hormonal, por 1o que se
tienen ciclos menstruales y estrales (Fox, 1870); mientras que la
ovulacion refleja es inducida por la copula ( Staples, 1967).

La coneja es una especie que presenta ovulacion refleja, es decir
que la ovulacién se da en respuesta a estimuios externos como la monta
0 el coito. Esta se produce aproximadamente 12 horas después de la

13



copula; 7 dias después se lleva a cabo la implantacién del blastocisto
(Dickmann, 1975).

Las concentraciones de P; en el plasma, endometrio y lumen
uterino aumentan en forma progresiva durante los primeros dias poscoito
y se mantienen altas hasta el dia de la implantacion (Tabla 1) (Beier,
1991). Durante el perfodo de preimplantacion en la coneja, estos cambios
hormonales ejercen un efecto reguiador sobre el numero de'receptores
para estrogenos y para P, en el endometric, lo cual prepara al ttero para
la imptantacién del blastocisto (Dickmann, 1975).

Se tienen evidencias de la expresion del PR en el dtero de la coneja
en etapas tempranas del embarazo, presentando un patrén de expresion
caracteristico en donde en el segundo dia se presentan altas
concentraciones de PR. En los dias 0 y 1 de la gestacidn, la tasa de
expresion es baja; sin embargo, esta expresion se ve incrementada
significativamente en el dia 2. Posteriormente a partir del dia 3, la
expresion del gen del PR disminuye progresivamente hasta el dia 5 de la

gestacion (Gutierrez, 1993).
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Dias de la gestacion

Dias Postpartg

0 1 2 3 5] 10| 156 24 | 30 1 2
Ps(ng/ml) |1.45 | 1.6 |[1.04 | 61 | 10 13 15| @5) 5 2 1
178E; 42 1415 (53 50 109 | &4 761 64 | 60 45| 47
(pg/mi)

Tabla 1. Niveles plasmaticos de P, y 17B-estradiol en la coneja entre el

coito (dia 0), durante y después de {a gestacion (Challis, 1973).
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3.6.Estructura y funcién pulmonar.

Los pulmones son organos de forma conica situados en [a cavidad
toracica, separados entre si por el corazon y cubiertos por membranas
pleurales. Entre dichas membranas se encuentra un espacio intrapleurai
en donde se secreta un liquido lubricante que permite el desplazamiento
de los pulmones sobre la pared toracica. En el humano, el pulmoén
derecho se divide en tres !6bulos, mientras que el izquierdo solo posee
dos, pero incluye una depresion en ia que se localiza el corazon. Cada
16bulo se subdivide a su vez en lobulillos, que incluyen vasos linfaticos,
arteriolas, vénulas, bronquiolos terminales y respiratorios, saculos
alveolares y alvéolos. El intercambio de gases se efectiia a través de la
membrana alveolocapilar (Tortora, 1980).

Los conductos alveolares estan rodeados por numerosos alvéolos y
sacos alveolares. Los alvéolos son estructuras en forma de copa,
recubiertos por epitelio y sostenidos por una delgada membrana basal.
Las paredes de estos consisten principalmente en dos tipos de ceélulas
epiteliales: células escamosas 0 células alveolares de tipo | y las células
granulares o células aiveolares de tipo . Estas ultimas son las
responsables de producir un fosfolipido que se conoce COMO agente
surfactante que disminuye la tension superficial. Por otro lado, en los
alvéolos se observa una red de capilares sanguineos compuestos por una
sola capa de células endoteliales y una membrana basal (Ganong, 1994).

El intercambio de gases entre los puimones y la sangre se lleva a
cabo por difusién entre los alvéolos y la pared de los capilares. Se ha

calculado gue los pulmones contienen 300 millones de alvéolos, lo cual
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permite disponer de una inmensa area superficial para el intercambio de
gases (Tortora, 1985).

La funcién primordial de los pulmones es el proceso de respiracion,
el cual esta compuesto por dos etapas principales: la respiracién externa
y la respiracidén interna; la primera se refiere a la absorcion de O, y
eliminacion del CO, de los pulmones; la segunda es la utilizacion del O, y
la produccién de CO, por las células del cuerpo y el intercambio gaseoso
de éstas en su medio liquido (Ganong, 1994}

Se denomina ventilacion pulmonar al intercambio de aire entre la
atmosfera y los alvéolos pulmonares. Este proceso se lleva a cabo
gracias a los gradientes de presidn que existen entre los alvéolos (presion
negativa) y la atmésfera en el momento de la inspiracién (inhalar aire) y la
espiracion (expulsarlo) y se presenta en deteminado periodo de tiempo
(Guyton, 1987).

Uno de los mecanismos por los que ocurre el proceso de la
ventilacidn se da a nivel alveolar, estos presentan una presion intra-
alveolar y con ayuda del agente surfactante disminuye la tensidn
superficial o que evita que lleguen al colapso. Durante la inspiracién los
musculos inspiratorios distienden la cavidad toracica, disminuyendo la
presion intrapteural y la intra-alveolar haciendose negativa con respecto a
la presion atmosférica por lo que desplazan el aire dentro de ellos gracias
a la elasticidad pulmonar y tiende a disminuir cuando estos musculos no
actian provocando un aumento en la presién interna ocasionando la
salida del aire de los alvéolos a la atmdsfera (Guyton, 1987).

En el proceso respiratorioc se conocen varias alteraciones, una de
ellas es la hiperventilacidon, que es el aumento del ritmo respiratorio, la
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cual puede ser voluntaria y en donde acttan mecanismos quimicos
reguladores de la respiracién, como son los quimiorreceptores del bulbo
raquideo y de los senos carotideos y adrtico, al estimularse por una
disminucidon o aumento en la presién del bidxido de carbono de la sangre
arterial (Ganong, 1994). Ademas de esta importante funcidn respiratoria,
existen otras funciones que desempefian como la sintesis de una
sustancia tensoactiva para uso local y la liberacién de sustancias gque
enfran en la sangre y son transporladas por el torrente sanguineo, asf
como la eliminacion de otras que llegan a través de la arteria pulmonar.
Algunos ejemplos de sustancias que son sintetizadas o almacenadas por
los pulmones son las prostaglandinas, la histamina y la calicreina
(Ganong, 1994).
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3.7 Papel de fa P, en el funcionamiento pulmonar

En el pulmén, la P, juega un papel bioldégico muy importante en ef
proceso respiratorio. Esta hormona esta implicada en el incremento de la
ventitacion alveolar que ocurre durante la fase lGtea del ciclo menstrual en
el humano y ademas estimula la respiracion, provocando una disminucion
en la presién parcial del CO, conforme avanza el embarazo. En todo el
transcurso del embarazo existen cambios en la presion de O;
(incrementa) y CO, (disminuye) y en el pH arterial, ya que existe una
correlacién entre dichos cambios y el incremento en la concentracion de
P4 plasmatica. En algunos pacientes con deficiencia respiratoria se les
trata con P, para incrementar su respuesta respiratoria (Brodeur, 1986).

En condiciones normaies, en una mujer durante el ciclo menstrual
las concentraciones de biéxido de carbono en los alvéolos disminuye
durante la fase postovulatoria del ciclo {Goodland, 1852). Se sabe que la
administraciéon de P, exdgena © de progestinas sintéticas estimuia la
respiracion ya que disminuye la tension alveolar del CO,. Se ha
observado que en ratas hembras ovariectomizadas existe un incremento
en el numero de PR en el utero, relacionado con ia estimulacidn de la
ventilacién (Brodeur, 1986); donde se muestra que fa P, combinada con
estrégenos incrementa la ventilacion y disminuye la presion arterial parcial
del CO,. En confraste con estos datos, existen diversos estudios
realizados en animales machos en los cuales, al administrarles
progestinas sin un pretratamiento con estrégenos no se observa una
respuesta ventilatoria (Brodeur, 1986). Sin embargo, en mujeres no
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embarazadas y en hombres existe una respuesta ventilatoria al
administrarles Ps (Hannhart, 1989).

Por otra parte, hay estudios en los que se han correlacionado los
niveles de P, con el incremento en la ventilacion, lo cual apoya el hecho
de que al administrarles P, en hombres normales y pacientes con
trastornos respiratorios, se provogue hiperventilacion. Muchas especies
animales presentan hiperventilacién durante el embarazo cuando los

niveles de P4 son elevados (Bayliss, 1987). -
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3.8. Caracterizacién del PR en ef pulmon.

Ya que la mayoria de los efectos de la P, estan mediados por el
PR, se ha demostrado por métodos inmunohistoquimicos la presencia del
PR en varios tipos celulares del pulmén de la coneja, como por gjemplo
células epiteliales alveolares, neutréfilos, eosindfilos, entre otros. Esto
sugiere que algunos de los efectos de la P4 juega un papel muy
importante en la funcidn respiratoria ya que pueden ser mediados por su
receptor localizado en las células pulmonares (Camacho-Arroyo et al,
1994). Esta inmunoreactividad es predominante en los nicleos de las
células del pulmédn asi como en oftros tejidos sensibles a la P4 (Perrot-
Applanat, 1988, Groyer-Piccard, 1990}

Es posible que los niveles de PR sean determinantes para la
respuesta ventilatoria a progestinas y que exista una variabilidad en esta
respuesta, proporcional al nimero de receptores (Brodeur, 1986). En el
pulmon fetal de conejo se demostrd, por ensayos de union, la presencia
del PR en el desarrollo ontolégico {(Giannopoulos, 1982).

En analisis por Western blot en el pulmén se demuestra que la
proteina es reconocida por los anticuerpos monaclonales que se utiliza,
confirmando la importancia de este en el padecimiento de enfermedades
respiratorias (Press, 1988).

En humanos, el PR se ha localizado en epitelio normal y neoplasico
de células mesenquimatosas. También se ha detectado en células
vasculares en pacientes con padecimientos de hipertension pulmonar o
isquemia. Sin embargo, en casos de muerte por hipertension pulmonar
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postembdlica, no se ha encontrado la presencia del PR; esto puede ser
causa del decaimiento def receptor postmortem (Barberis, 1995).

Por métodos inmunohistoquimicos especificos, se ha identificado la
presencia del PR en algunas neoplasias pulmonares y al definir esto, se
puede sugerir que el PR tenga un papel potencial en la terapia hormonal

para estas enfermedades (Ohori, 1991).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La P4 juega un papel muy importante en fa fisiologia de los
mamiferos al actuar a nivel del sistema reproductivo y del sistema
nervioso central. En el pulmén, la P4 y sus metabolitos pueden regular
funciones tan importantes como la ventilacion.

Se ha determinado la presencia del PR en el pulmén del conejo por
métodos inmunohistoquimicos y sin embargo se desconoce el patron de
expresion del gen durante el embarazo temprano, por lo que en este
trabajo se estudio el patron de expresion del gen de PR en el puimon del
conejo, sugiriéndose que su expresion esta relacionada con los niveles de

estrégenos y P4 que cambian durante el embarazo.

OBJETIVO

Evaluar el papel del estradiol y la P4 en la regulacién de la expresion
dei gen del PR en el puimén de la coneja.

Conocer el patrén de expresion del gen del PR en el pulmén de la
coneja durante el embarazo temprano y después del tratamiento con
estradiol y P, en conejas ovariectomizadas.
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MATERIALES Y METODOS
6.1. Animales de experimentacion

En este trabajo se utilizaron conejas adultas Nueva Zelanda (3-4
kg), que se mantuvieron bajo un ciclo de luz oscuridad 12:12 h, con agua
y alimento disponible ad libitum. Se realizaron dos clases de
experimentos: uno farmacoldgico y otro fisiolégico.

£n el experimento farmacolégico, se ovariectomizaron 9 conejas
bajo anestesia total con ketamina. Quince dias después de la cirugia las
conejas (3 animales por tratamiento) fueron tratadas por via subcutanea
con: a) vehiculo (aceite de maiz), b) estradiol (25 pg/Kg) durante 2
dias; y ¢) estradiol en la dosis y tiempo mencionados mas una
administracion subcutanea de P4 (5 mg/Kg) al tercer dia. Después de 24
horas de cada tratamiento los animales se sacrificaron por medio de una
sobredosis de anestesia, se realizd la diseccion del puimédn y se exirajo el
RNA total.

Para el experimento fisiolégico, 18 conejas se pusieron a copular
con machos experimentados. Para demostrar que hubo fecundacioén, se
les hicieron frotes vaginales para comprobar la presencia de
espermatozoides en el aparato reproductor de Ilas mismas.
Posteriormente las conejas se sacrificaron por decapitacion a diferentes
tiempos (del dia 0 al dia 5 de la gestacion) tomando el dia de la copula
como el dia 0 y asi sucesivamente hasta el dia 5 despues del
apareamienfo. Se obtuvieron los pulmones de todas ellas y se prosigui6 a
extraer el RNA total.
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6.2. Extraccion de RNA total.

El RNA ftotal se extrajo del tejido pulmonar proveniente de los
diferentes grupos de conejas en estudio, de la siguiente manera:

1. En tubos nuevos y estériles, se homogenizaron en un politrén 100 mg

de tejido por 1 mt de TRIzol (ver apéndice) a 4°C.

2. Las muestras homogenizadas se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5
mi, se agregaron 200 pi de cloroformo por 1 ml de homogenado, los tubos
se taparon, se agitaron con vortex por 30 seg y se mantuvieron en hielo

por 5 minutos.

3. Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm por 15 minutos a 4°C. Al
final se obtuvieron dos fases. ia fase inferior de color rojo compuesta por
fenol.cloroformo y la fase superior acuosa incolora. El RNA quedd en esta
dltima fase, mientras que el DNA y las proteinas se mantuvieron en la

interfase y en la fase organica respectivamente.

4. La fase acuosa se transfirié a otro tubo eppendorf y se agregd un
volumen equivalente de isopropanol; la muestra se mantuvo a 4°C

durante toda la noche.

5. Las muestras se centrifugaron por 15 minutos a 12 000 rpm a 4°C. El

RNA se precipité como una pastilla blanca amarillenta.
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6. Se removio el sobrenadante y el precipitado se lavé con etanol al 75%.
Se centrifugé a 7 500 rpm durante 8 minutos a 4°C.

7. Una vez mas se removié el sobrenadante y el precipitado se lavo con
etanol al 80%. Se centrifugd nuevamente a 7 500 rpm durante 8 minutos

a 4°C.

8. Por LUltimo, se removid el sobrenadante con una pipeta
microvolumétrica, se colocaron los tubos invertidos sobre una gasa esteril
y después se incubaron en un horno con vacio a temperatura ambiente
durante 10 minutos, sin dejar que la pastilla se secara por completo para

evitar la insolubilidad de la misma.

9. La pastilla de RNA se disolvié en 50 pl de H,0-DEPC.

10. Se hicieron diluciones 1:100 y se ley6 la absorbancia de estas
muestras a las siguientes longitudes de onda: 260 y 280 nm. Se
determing la concentracién de RNA mediante la siguiente formula: 1
unidad de absorbancia a 260 nm = 40 pg/mi de RNA. También se
determind 1a pureza del RNA por medio de la relacidn de absorbancias
obtenidas a 260 y 280 nm (A260/A280). EI RNA se considera puro

cuando el valor de esta relacion es entre 1.8y 2.
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6.3 Electroforesis deal RNA tofai.

1. Se prepar6 un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes al 1%
de la siguiente manera:

concentracion final cantidad
Agarosa 1% 129
Formaldehido 6 % 19 ml
MOPS 1X 10ml
Agua - DEPC  — 91 mi

La agarosa se disolvid en agua tratada con DEPC. Posteriormente
se agregaron el formaldehido y el MOPS, se mezcl6 la solucién y se virtio
en el molde para gel perfectamente sellado que mas adelante se colocd

en la camara .

2. Para la electroforesis, las muestras se prepararon de la siguiente

manera :
Concentracion final.

RNA 3 g

Formamida 50 %

Formaldehido 6.5 %

MOPS 1X

Amortiguador de carga 1X

Bromuro de Etidio 2.5 ug
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El RNA se puso en solucién con la formamida, el formaidehido y el
MOPS y se incubd a 75°C por 5 minutos, se colocd inmediatamente en
hielo por 5 minutos. Se le agregé el amortiguador de carga (ver apéndice)

y el bromuro de etidio.

3. Se depositaron 20 pl de muestra en cada carril en el gel y se corrieron
a 80 voltios por 90 minutos. Posteriormente, el gel se observé en un

transiluminador bajo luz ultravioleta.

4. Una vez comprobada la integridad del RNA, se corrio otro gel de
agarosa en condiciones desnaturalizantes al 1.1%. En esta ocasion se
cargaron 25 pg de RNA en las mismas condiciones sefialadas en ef punto
2. El gel se corrié a 80 voltios por 1.5 h en un amortiguador MOPS 1X
Posteriormente, el gel se lavo con agua tratada con DEPC por 30 minutos

en agitacion constante.

5. El gel se enjuagé con agua estéril varias veces, se corto un fragmento
de membrana de Nylon y dos de papel Whatman 3 MM del mismo
tamaiio del gel. Se sumergieron durante 10 minutos en una solucion de
SSC 10 X (ver apéndice).

6. Se colocé un fragmento de papel Whatman 3 MM sobre un soporte
mas ancho y largo que el gel, se colocd dentro de un recipiente y se llené
con SSC 10 X. Cuando el papel Whatman, que se encontraba sobre el
soporte, se humedecio por completo, se eliminaron las burbujas de aire

con una varilla de vidrio.
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7. Se coloco el gel sobre el papel encima del soporte en posicion
invertida, se eliminaron las burbujas entre el gel y el papel Whatman con
una varilta de vidrio. Se cortd la esquina del gel para sefalar el primer

carril.

8. Se colocod la membrana de Nylon sobre el gel y se le cortd la misma
esquina que al gel, se eliminaron las burbujas entre la membrana y el gel,
sobre la membrana se pusieron dos pedazos de papel Whatman y se

elimind el aire con una varilla de vidrio.

9. Se cortaron toallas de papel del mismo tamafio que el gel y se
colocaron encima del papel Whatman hasta alcanzar una altura de 8 a 10
centimetros. Se colocd un soporte de vidrio encima de las toallas de

papel y encima del vidrio una pesa de 500 g.

10. Las muestras se transfirieron por capilaridad durante 18 horas. Al
pasar este tiempo se quitaron las foallas y el papel Whatman. Se
marcaron los pozos del gel en la membrana con un lapiz .

11. La membrana se retird del gel y se elimind el exceso de sales
sumergiéndola en SSC 6 X a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Se colocé la membrana sobre papel Whatman y se dejd secar a

temperatura ambiente durante 30 minutos.
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12. Se colocd la membrana en dos fragmentos de papel Whatman y se
utilizé una fuente de luz UV (Cross-Linker UV, Stratagene) para fijar el

RNA a la membrana.
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6.4. HIBRIDACION NORTHERN BLOT

1. Se prepard el amortiguador de prehibridacion, de la siguiente manera:

Concentracion final

Formamida 40%

SDS 10% 0.2%
EDTA 0.5M 0.01M
PBS 0.12M
Reactivo Denhardt 100X 4X

DNA esperma de salmén 100 pg/ml
SSC 20X 2X

Se prepararon 0.2 ml por cm? de membrana.

El DNA esperma de salmén se disolvié previamente en 1 ml de agua
estéril tratada con DEPC y se incubé a 95°C por 5 minutos;
inmediatamente se colocd en hielo por otros 5 minutos y posteriormente

este se agrego a la mezcla de prehibridacion.

2. Se colocd la membrana de nylon dentro de un tubo de hibridacién. Se
le afadié la solucion de prehibridacion dentro del tubo y se sellé
perfectamente con parafilm para evitar escurrimientos. Se coloco en un
horno de hibridacion con agitacion a 42°C por un periodo de 24 horas.
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3. La sonda del PR e marcé radioactivamente con «-*’P el método de

Random Primers que incluyé una mezcla de :

1l c¢DNA PR conejo {100 ng}

2ul dATP[0.1 mM]

2ul dGTP[0.1 mM]

2pf dTTP[0.1mM]
15 pl Random Primers Buffer

4l [a-*2 P} dCTP (50 uCi)
23 Wl H,0 estéril

1 uf Fragmento Klenow de la DNA polimerasa

4 Fl cDNA se mezclé con el agua y se desnaturalizé a 100°C por 5
minutos. Se colocd inmediatamente en hielo por otros 5 minutos.

5. Al cDNA se le agregd el buffer de iniciadores aleatorios, mas los
dideoxinucledtidos no marcados (dATP, dGTP y dTTP).

6. En la campana de extracciéon y detras de la pantaila de acrilico se
agregaron el [o-*P} dCTP y el Fragmento Klenow:,

7. La solucidbn se mezcid perfectamente y se incubd a temperatura

ambiente por 2 horas, dentro de un blindaje de plomo y detras de la
pantalla de acrilico.
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8. Media hora antes de que terminara la incubacion se prepararon unas
columnas de Sephadex G-50 (ver apéndice) de la siguiente manera: en el
fondo de una jeringa de insulina se colocd fibra de vidrio estéril. En
seguida se le agregd poco a poco la solucién de Sephadex con una
pipeta Pasteur estéril. Se centrifugé fa columna a 1 500 rpm por 3 minutos
a 4°C, hasta que el Sephadex G-50 quedara debidamente empaquetado.

9. Dentro de un tubo de centrifuga se colocarcn las columnas con un tubo
eppendorf sin tapa debidamente etiquetado al final de las mismas para
recibir la sonda. purificada.

10. Terminado el tiempo de incubacién se agregaron a la mezcia de
reaccion & ul de solucion stop buffer y 100 pl de TE. Se mezclaron

perfectamente.

11. La sonda marcada se colocd dentro de fa columna y se centrifugd a
1500 rpm durante 3 minutos. Con el contador Geiger se determind que al
menos se hubiera incorporado el 50% de la radioactividad usada para el

marcaje.

12. El ¢cDNA marcado hirvio por 5 minutos en una parrilla detras del
acrilico y después se colocd en hielo por otros 5 minutos.

13. Se elimind aproximadamente la mitad de la solucion de prehibridacién
y se introdujo 1a sonda marcada al tubo en donde se encontraba la
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membrana con el RNA de ios pulmones a analizar. El tubo se selld con
parafilm y se verificd que no tuviera fugas.

14. El tubo se colocd en un horno de hibridacion con agitacion a 42°C y
se hibridé durante 24 horas.

15. Transcurrido este tiempo se le agregd a la membrana 10 ml de SSC
2X dentrs del tubo y la solucion sobrante se virtid en el bote de desechos

radioactivos liquidos.

16. La membrana se saco del tubo de hibridacion. Esta se coloco dentro
de un recipiente de plastico para lavarla con una solucién de SSC 2X
durante 30 minutos, agitandose constantemente. Se virtié el SSC 2X en el
hote de desechos radioactivos liquidos y se volvié a agregar SSC 2X y se

dejo6 agitando por 30 minutos.
17. Se desechd el SSC 2X y se le agregd una solucion de SSC 0.1X +
SDS 0.1% y se lavé por 20 minutos a 50°C. Se determinaron las cuentas

de la membrana con el Geiger.

18. La membrana se coloco en una bolsa de plastico y posteriormente se

seild,
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6.5. ANALISIS DENSITOMETRICO.

La membrana se colocd dentro de un cassette con pantallas
intensificadoras con placas Hyperfilm pmax (Amersham Co., UK) y se
colocé dentro del REVCO a -70°C, por un periodo de 72 horas
aproximadamente. Transcurrido este tiempo, en condiciones de oscuridad
se revelaron las placas manualmente con un revelador (Kodak, GBX) por
3 minutos, posteriormente se lavé con agua de la llave y después se
sumergiod en la solucidn fijadora (Kodak, Wash system cleaner) por 10
minutos; transcurrido este tiempo se volvid a lavar con agua y se dejo
secando por unos minutos. La sefial obtenida en las placas se cuantifico
por densitometria en un analizador Scan Jet 3C (Hewlett Packard).

Una vez obtenido la primera placa se lavd la membrana con una

solucion de remocion con:

Tris HCI 1M pH 8 10 mM
EDTAO05M 1mM
SDS 10% 1%

a una temperatura de 54°C y se llevé a cabo el mismo procedimiento
desde la prehibridacion hasta la obtencion de la placa a excepcioén de que
el cDNA usado fue el de ciclofilina (CP), el cual es un gen de expresion

constitutiva y se utilizé6 como control de expresion (Haendler, 1987).
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RESUL.TADOS

Para determinar la expresion del gen del PR en el puimén de
conejas tratadas con estradiol y P4 y en conejas durante los primeros dias
de la gestacion se obtuvo el RNA total para posteriormente realizar un
analisis de Northern blot, haciendo una correlacion entre la expresion del
gen del PR y el gen de CP que se utilizé6 como un control de expresién
constitutiva.

El analisis por Northern blot mostrd la presencia de tres transcritos
de! PR durante los primeros dias de la gestacion, con pesos moleculares
de 6.1, 4.4 y 1.8 kb. El transcrito que corresponde a 4.4 kb fue el mas
abundante (Fig. 6). Notese la diferencia de los transcritos en la figura 6
que estan marcados con lineas. En el primer carril, que corresponde al
dia 0 de la gestacién, se observa que hay una expresion baja que
aumenta considerablemente al primer dia de la gestacion (carril 2); a
partir del dia 2 las cantidades de RNAm del PR disminuyen
progresivamente hasta el dia 5. Esta expresion de cada transcrito del PR
cambié de acuerdo al ambiente hormonal de los animales durante la
gestaciéon temprana. El control de expresién de la CP se mantuvo

constante durante la gestacion temprana.
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Fig. 6. Northern blot representativo del RNAm del PR del pulmén de
la coneja durante los primeros dias de la gestacion. Se utilizaron 25
pg de RNA total del pulmon de conejas gestantes, del dia 0 al 5. El gen
de CP fue utilizado como un gen control de expresion costitutiva. Los tres
diferentes transcritos del RNAm del PR que corresponden a 6.1, 4.4y 1.8
kb son indicados con las lineas. Cada carril indica los dias de la
gestacion, iniciando el dia de la copula (dia 0) hasta el dia 5.
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En la figura 7 se muestra el analisis densitométrico que se realizd
con la expresién del PR en los primeros dias de la gestacion en ef puimén
de la coneja en relacion a la expresién del gen de CP. Se observa que en
el dia 1 de la gestacién e! incremento es aproximadamente el doble con
respecto al dia 0, siendo significativo este aumento. Se utilizaron 3
animales por dia y por tratamiento.

Con respecto al experimento farmacoldgico, se observd que el
tratamiento con estradiol a conejas ovariectomizadas indujo un
incremento significativo en el contenido de RNAm del PR con respecto al
vehiculo en el pulmén mientras que la administracién de P, después del
tratamiento con estradiol redujo fa expresion del receptor (Fig. 8). El
primer carril corresponde al vehiculo (V) el segundo al tratamiento con
benzoato de estradiol (E) y el tercero al tratamiento de benzoato de
estradiol + progesterona (P); el Gitimo carril corresponde al Gtero de
congja (U) que se utilizé como control, ya que en este tejido se ha
caracterizado la expresién de dicho gen. La induccion se observé mas
evidentemente en el transcrito de 4.4 kb que en los demas. El transcrito
mayor del PR, de 8.1 kb, ya se habia detectado en el Gtero de animales
ovariectomizados (Gutierrez, 1993) y tratados con estrégenos pero rno en
el pulmén. Sin embargo, este transcrito se observd claramente en el
pulmén en el dia 1 de la gestacion (Fig. 6).
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Fig. 7. Analisis densitométrico del contenido de RNAm del PR en el
embarazo temprano en la coneja. La expresion relativa del PR en el
pulmén durante la gestacién temprana en la coneja fue correlacionada
con la expresién constitutiva del gen de CP en los dias 0 al 5 de la
gestacion. La mayor tasa de expresién se presenta en el dia 1. El
asterisco representa que hay diferencias significativas con respecto a los

demas dfas.
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Fig. 8. Northern blot representativo del contenido de RNAm det PR
en el pulmén de conejas tratadas con hormonas. Las conejas
ovariectomizadas fueron tratadas con vehiculo (V), benzoato de estradiol
(E) y benzoato de estradiol + progesterona (P). Se utilizaron 25 pg de
RNA total para el analisis de Northern blot. El Gltimo carril corresponde al
utero de la coneja (U) en donde se observan claramente los tres
transcritos del RNAm del PR (6.1, 4.4 y 1.8 kb), que se sefalan con fas

lineas.
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DISCUSION

En este trabajo se determind la presencia de RNAm del PR en el
pulmén de la coneja en los primeros dias de la gestacion y bajo los
tratamientos con estradiol y P4. Se encontraron diferentes transcritos del
gen del PR en e! pulmén de la coneja de igual forma a los que se habian
observado en el Gtero tanto de la coneja como de la rata (Gutierrez, 1993,
Kraus & Katzenellenbogen, 1993).

Se identificaron al menos tres franscritos del gen en el pulmdn con
diferentes pesos moleculares (6.1, 4.4 y 1.8 kb), en cuales se han descrito
en otras especies; el primero corresponde al encontrado en el (tero del
pollo (Jeltsch, 1990). El segundo transcrito tiene un peso de 6.1 kb siendo
el de mayor tamafio, y se ha observado en el tero del conejo (Loosfelt,
1986; Misrahi, 1988). En conejas ovariectomizadas este (ltimo se
observo en el utero pero no en el pulmén (Figs. 6 y 8). Sin embargo este
transcrito fue claramente detectado en el pulmén de conejas prefiadas en
el dia 1 (Fig. 6). El significado funcional de la presencia de varios
transcritos del PR en el pulmén es hasta ahora desconocido ya que, de
acuerdo a Loosfelt (1984), sélo la isoforma B del PR es expresada en el
conejo, aunque la posibilidad de la presencia de dos isoformas del PR en
el pulmén del conejo no puede ser descartada.

Se encontré6 que la abundancia relativa de cada transcrito del
RNAm del PR en el pulmén varia de acuerdo al estado hormonal de los
animales. La expresién del gen del PR es regulada a la alta por estradiol y
a la baja por P, de manera similar a lo observado en el Utero y el
hipotalamo del conejo (Camacho-Arroyo et al, 1996). Los efectos del
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estradiol y la P4 en la expresion del gen del PR pueden deberse a los
cambios en la velocidad de fa transcripcion del PR o a la estabilidad del
RNAm (Turcotte, 1991).

La expresién del gen del PR en el puimén puede ser regulada por
estradiol y P4, por medio de los elementos de respuesta a estrogenos
que se traslapan en el sitio de iniciacion de la transcripcion del gen del PR
en el conejo (Savouret, 1991).

Los datos sobre la regulacién de la expresién del gen del PR por
hormonas sexuales evaluados por el contenido de RNAm del PR en el
puimén se correlacionan con los datos previamente reportados en donde
se estudié a nivel de la proteina, por la técnica de inmunohistoquimica.
Se ha informado que el tratamiento con estradiol en conejas
ovariectomizadas incrementa el nimero de células inmunoreactivas al PR
en el pulmén en comparacion con los animales ovariectomizados tratados
con vehiculo (Camacho-Arroyo et al, 1994). Esto es una correlacion entre
los efectos del estradiol en la expresion del gen del PR tanto a nivel del
mensajero como a nivel de la proteina, o cual sugiere que los cambios en
el contenido de la proteina del PR en el puimén del conejo después del
tratamiento con hormonas sexuales esteroides son el resultado de
modificaciones que ocurren a nivel transcripcional.

Durante fa gestacion temprana el RNAm del PR se detecto en el
pulmén del conejo en el dia 0 con un marcado incremento en el dia 1
seguido por una clara disminucién en los dias 2-5 (Fig. 6). Esta expresion
del gen del PR presentd un patrén similar al encontrado en el endometrio
de la coneja, con la diferencia de que en el utero la mayor expresion del
gen del PR se encontr6 en el dia 2; en el dia 3 el contenido de RNAm del
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PR fue ligeramente alto y disminuyo hasta los dias 4 y 5 (Gutierrez, 1993).
Estas diferencias pueden deberse a la presencia de factores tejido-
especifico que regulan la expresién del gen del PR en el atero y en el
pulmén.

En el caso del Gtero, no se ha escontrado una correlacién entre el
contenido de RNAm del PR y de su proteina, ya que desde el dia 3 de la
gestacion la proteina del PR endometrial no se detect6 en el ttero a pesar
del alto contenido dz2! RNAm del PR (Gutierrez, 1993).

Estos resultados sugieren que en condiciones fisiologicas el
contenido de RNAm del PR en el pulmdon depende de las
concentraciones de hormonas sexuales esteroides. El contenido maximo
de RNAm del PR fue observado en el dia 1 de la gestaciéon cuando la
concentracién de progesterona plasmatica es baja, mientras que el
contenido mas bajo de RNAm del PR se detectd en el dia 5§ de la
gestacion cuando hay un aumento en la concentracién de P, plasmatica
(Tabla 1) (Challis, 1973, Hilliard, 1971).

Es importante sefialar que este estudio se realizd sélo en la
gestacion temprana en el pulmén del conejo ya que ia expresion del PR
se desconoce a lo largo del embarazo o en el momento del parto.

Una perspectiva a futuro de este trabajo es estudiar la expresion
del PR en el pulmén de la coneja en el embarazo tardio y el
alumbramiento, ya que en estas etapas los niveles plasmaticos de P,
aumentan para mantenerse altos durante toda la gestacion. También
podrian estudiarse otras especies en donde se desconozca el patron de
expresion del PR.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran cambios
en la expresion del gen de PR durante los primeros dias de la gestacion
en el pulmén de la coneja; la maxima expresion se encontré en el dia 1y
disminuy6 progresivamente hasta el dia 5 de la gestacion.

Con respecto a la expresion del PR durante el tratamiento con
estradiol y P, se observd la mayor tasa de expresion cuando se
administré el estradiol en relacion con el vehiculo, presentandose una
regulacién a fa alta; la menor tasa de expresion del gen del PR se
observé cuando se administré la P,, presentandose una reguiacion a la
baja por dicha hormona.

Esto sugiere que el gen del PR esta regulado por estradiol y Psy
que su expresién pudiera estar relacionada con los cambios en ia
fisiologia pulmonar que ocurre durante los ciclos reproductivos de los

mamiferos.
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11. APENDICE

* 1 ml de TRIzol Reactivo para la extraccion de RNA (Gibco BRL) por
cada 100 mg de tejido:

Tiocianato de guanidina

Fenol

B-mercaptoetanol

*H,0-DEPC

Mezclar 1.5 mi de dietilpirocarbonato (DEPC) en 13.5 ml de alcohol etilico
absoluto y aforar a 1500 mi con HO destilada. Incubar a 37°C por dos
horas y esterilizar por autoclave.

*MOPS 12X.

Disolver 24.72 g de acido 3-(N-morfolino)propanensulfénico (MOPS) en
400 ml de Acetato de Sodio 50 mM, ajustar el pH a 7.0. Afadir 5 mi de
EDTA 0.5 M. Ajustar el volumen a 500 m! con H.O con DEPC, y filtrar en

membranas Millipore 0.45 pm.

*SSC 20X
Disolver 175.3 g de NaCl y 88.2 g de Citrato de Sodio en 800 ml de H,O
destilada. Ajustar ! pH 7.0. Aforar a 1000 mly esterilizar por autoclave.

*SDS 10%

Disolver 100 g de Dodecil Sulfato de Sodio en 900 mi de H.O destilada.
Incubar a 68°C hasta que se disuelva completamente. Ajustar el pH a 7.0.
Aforar a 1000 ml. Distribuir en alicuotas.
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*EDTA 05 M

Agregar 186.1g de Etilendiaminotetraacetato (EDTA) a 800 ml de H,O
destilada. Agitar hasta que se disuelva. Ajustar el pH a 8.0, aforar a 1000
ml y esterilizar por autoclave.

*Amortiguador de carga para RNA 6X (Loading Buffer).
50% Glicerol

1 mM EDTA (pH 8.0)

0.25% azul de bromofeno!

0.25% Xilen Cianol.

*PB 0.6 MpHB.5

Disolver 21.3 g de Na;HPQO, en 250 mi de H,0. Aparte disolver 20.7 g de
NaH,PO, en 250 ml de H,0. A la solucién de fosfato dibasico adicionar
poco a poco la solucion de fosfato monobasico hasta aicanzar el pH
deseado.

*Reactivo Denhardt 100X

10 g de Ficoll tipo 400

10 g de polivinilpirrolidona

10 g de albimina de suero bovino.

Mezclar y esterilizar por filtracién en membranas Millipore de 0.45 um.
Guardar a -20°C.

*Tris-HCl 1M (pH 7.4}
157.64 g Tris-HCl en 800 mi de H;0. Ajustarel pH a 7.4 y aforar a2 1000
ml. Esterilizar por autoclave.
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*TE (Tris-EDTA)

10 mM Tris-HCI (pH 7.4)

1 mM EDTA (pH 8.0)

1 mi de Tris-HCI 1 M (pH 7.4) mas 200 pl de EDTA 0.5 M en 100 ml de
H.0. Esterilizar.

*Sephadex G-50

10 g de sephadex G-50 se lavan varias veces con 160 ml de H,0 para
eliminar el dextran soluble. Se equilibra la resina con TE (pH 8) y se
esteriliza por autociave.

56



