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INTRODUCC ION

A través de la hiztoria de la humarmidad el hombre ziempre ha
manlfestado un grar 1nterés por  conccer el maz mirmimo  detalle de
cuantce ferdmero le rodea. Ezpecialmente le hanm llamado la atencidn los
ferdmenos bioldgicos. muchoz de loz cualez hazta hace algunas décadas
sola eran concocidos de  forma superficial. Actualments, gracias al
desarrollo de rnuevas tecrologias ha =i1do posible concocer & nivel
molecular alauncos de esztos procescos.

urarnte los  daltimos afos, arandez progreszos han si1da alcanzados
en el area de PBicloaia Molecuar gracias a la arplicacidn de las
tacnicas de Ingenieria Gemética. Estasz técrnicaz permiten alslar,
amplificar yv determinar la estructura de secusncias nuclectidicas de
genes y ARN mernsajeros gue codifican para proteias (1) .

Muckos  gernez de hkhormonaz  eolipeptidicas han =sido aislados vy
amplificados  en bacteriasz para poder zer uwbtilizados el distintos
estuydicos que  van desde zu Zecuenclacian, hasta su exprezidn. Con esta
infarmacidn =2 emplezan & Ccomprender mECanlEmos y patronss  de
regulacidn v evolucidn génica (2).

Dentro de los ARN menzajerosz que han sido caracterizados se
encuentra el del precurszor de la Hormona Liberadora de Tirotropina
(TRH) , esstudiado i1rmicialmente de la piel de sapoc (3) vy postericormente
de hipotédlamo de rata (4), ern donde =e han reallizado diverszos trabajos
sobre la regulacidn de la sexpresidn del gen (5,6).

El analisizs de la secuencia de ambos precurszores (3,4) 1ndica que
la TRH se encuentra repebtida 5 veces, alternando con péptidos

intermedios con funcidén aun desconocida (7). Ademids, Aqueda bien
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establecido que solo las zecuenclas que originar la TRH en ambaz
prohiormonaz  tienen si1mi1litud, y&a 9que aquellas de los péptido=
intermedicos difieren rno =olo en la secuencia, s=si1no tambien en el
tamanc (3,4).

La amplia diverasncilia entre las dos prohormonas y las distintas
funciones que har zi1do swugeridas para la hormona ern diversas espacles
(8)., rnos 1nstaron a determinar el proceso evolutivo del gen de la TRH.

Agqul se preséntan los resultados del rastreoa del gs=n  del
Fprecurzaor de la TRH en diztintas especies, wtilizando las sondas
especificas de rata y Henopus laevis. con los cuales se propone &1
Fatrdén evolutivo del aen en urna escala filogerdtica parcial, hecho que
ayudarad a wun mejor entendimiento de dicho ferdmeno, a la vezr qus
Fermitird replantear dezde un punto de vista evolutivo la posibilidad
de que los péptidos 1ntermedios ariginados de secusnclas aparentements
no ezcenciales del precursor, pudieszen tener una funcidn, tal como ha

s1do propussto (9,10).



ANTECEDENTES
I.1. Los Feépti1dos y zus funciones.

Las cilulas vivacs producen wuna gran diversidad de macromoléculas
(proteinas, acidos rnucléicoz, lipidoz y polisacaridos) que sirven Como
compotentes aztructurales, catalizadores bicldédgrcos, hormonas,
receptores & reservorlos de la informacidan aerética. Estas
macromoléculas son polimeros constitulidos por unldades monomérl1cass
para los lipidos dichas unidadez zon los dcidos arazoz vy el alicercol.
Fara los polizacaridos zon los aDacares, para los &dcidoz rnuclércoz son
loz nucledétidos vy para laz proteinas zon los amincacidos (11).

Comarmernte =& le llaman péptidos a peguefas proteinas que constar
de entre 2 vy S0 residucs amincacidicos wumidos covalenmtemente entre =z
por enlaces peptidicos. Existen un aran numsro de  péptidoz difundidos
e la maturaleza (12), alauncs de ellos contiense ctras moléculas en su
estructura ademéds de los amincacidos & bilen estos =2 encuentran
modi ficados (acetilados, sulfatados, etc, )5 sin embarac la estructura
tridimerziornal vy muchas g laz propledades bicldédailcas estan
determinadas por  las classs de amincadcidos presenteszs, 2] orden en el
que =stirn dizpuestoz en una cadena peptidica y la relacidn espacial de
ur amitacido con otro (13).

La variedad esztructural de los péptidos permite que loz efectos
fizioldaircozs =ean también baztante wvariados. Hay péptidos que zon
antibi1dticaz, o bien, forman fparte de la estructura alobal de alauno
de ello=s. Ejemplos de =ste tipo de péptidos (14) loz encontramos &6

la PBacitrazina A y la Actirnomicima [ (Fia. I.1). Otros peptidos

i}

participar = =1 mantenimients de la uwunidad eztructural de la
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proteiresz celularez como etc el cezc del glutatidrn ( y-Glutamil-
Cicsteirnal - Glicana); su caraci1dad de eperimentar orxidacidr-
reduccidn reverzible por pérdida & ganancla de do=z hidrégencs, lo hace
Froteaer los arupcs -SH de las proteinaz ecstructurales de una pocsable
coldacién, de ezta marera le proteina no e modifica estructuralmente,
sinc el alutatidn (14),

Dentroa de todaz las funcicornez que realizan los  péptidos, destaca
sy Fpapel como antermedlariozs en la  comunmicacidén celular. Dezde =:zte
punto de vista, lo= péptidoz resultan ser muy 1mportantes debido & su
participacidr en  la transferencia de informacidn. funcirdén fundamental

en la 1ntegracidn funcional de un orgarmisme (15).

L—metilvaling L~met|iivu|inu (N)L-Tle-Lcis—=Lleu—DGlu—LIle
sarcosina sarcosing I
& L-pl’rolinu L— proll'mu o L/" l;{’
L_D—vclina D- vol:nu ] (C)D-Asp—LAsp DOrn
L- 1Ireoninu L-'f.?niﬂa L_Hi's\ L"I'.
Cc=0 0=—=¢C D Fe{
N =~ NH2
BACITRACINA A.
0 =0
CHz CHxy

ACTINOMICINA D.

Figa.I.1. Féptidos Antibidticos. A.- Actiromicina D, wuna de las varias
actinomicinas producidas por cepas de Streptomyces. B.- Bacitrasina
A producida por cepas de Bacillus Licheniformis: es parcialmente
ciclica con D y L amincdcidos. (14).
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Numeroscs péptidos funcionarn como  hormonasz, regulando  wunc o mas
Frocesos fisi1oldaicos (1€). Las furciones hormonalez de péptidos han
€1do mejor caracterizadasz para aguellos secretados por el Sistema
Neurcendécritia, muchozs de elloz actuan regulandc uno ¢ mMAs procesos
fizioldgicos: algunocs ejemplos de estoz vy otros péptidos con funcildn

eri la 1ntercomunicacidn celular, aparecen en la takla I.1.

TRH 3 Estimula liberacién de TSH en Hipofisis
FMRF-amida 4 Efecto cardicrequlador

Ercefalinas 5 Modularn la actividad de distintos neurco-
transmisores e el SNC,

Oxitocina 9 Aumenta contraccién del musculo lizso y
evacuazidrn de lechs de las mamas durante
la lactancia.

Vasopreasina ] Froduce constriccidén de vasos sanguineos
produciendo aumentc en prezi1dn Sanduinea
y efectos antidiuréticos.

LHRH 10 Reaula liberacidn de LH y FSH de la
Fitultaria.
GHastrina 17 Estimula secrecién de HC1l en sstomaac.
Secretina 27 Estaimula flujo de secrecidn pancreatica
VIF 22 Estimula flujo de secrecidn pancreatica
y regula la actividad erm &1 SN.
Glucaqon 2 Estimula la ruptura de glucdgenc vy con-

tribuye a elevar los niveles de glucosa
en =angre.

Calcitonina 32 Irhibe la reabsorcidn osea,disminuyendo
azi el nivel de calcic en sangre.
P.P. Pancreitico 36 Requla lazs funciones pancreiticas vy
gastrointestinales.
ACTH 39 Estimula produccidn de Hormonas suprare-
rales.
CRF 41 Estimula produccidrn ACTH de pitultaria.

Tabla I.1. Alauncs péptidos vy sus funciones mejor caracterizadas.
(16,17). '



I.2. Distribucidn Filoaenética de loz Péptidos.

I'ebidc a swu aran diversidad funcional podsmos  encontrar a los
Freptidos diztribuldos en todoz los ceresz vivos: en equincdermcs, el
factor que causa la puesta de huevos es wur péptido, como lo ez también
el que causa el mismo efecto en opistobranquics, wun gasterdpodo
pulmonado; la hormona 9ue controla la puesta de huevos (ELH) en
aplyvsia, un molusco marino, ez un pFpéerptido que ha sido muy eztudlado
(12). En peces, la ovulacidén ez 1nducida por un neuropsetldo similar a
la Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante  (LHRH), que en
mamifercos regula a mivel neurcendédcrirng  la ovulacidn. En todos los
Caso=  un mismo  ferdmenc (control  reproductive) ez mediado por
distintos péptidos, sugiriends wnma alta conservacidn evolutiva de
tales moléculaz (2).

Fara ampliar aun mas nuestra visidn, MencClonaremncss qQuUe un mismnd
péptido pusds ser encontrado =n diversas especiles. Una larga lista de
Féptidas dentro de los aque =& encusntra  la Insulina, la Hormona
Adrenccorticotrdpica  (ACTH) y Endorfinas, harm <=ido localizadas
inmuncreactivamente tantoc en organismos eucaridticos unicelulares (e,
g. Tetrahymena), como en pluricelulares (e. 9. mamiferos) (17). Aunqus
en la maycria de los casos. el papel de estos péptidos en organismos
inferiores no ha sido determinado, se ha propuesto que les pusden
representar alaun tipo de ventaja en su supervivencia.

A ctros péptidos se les ha caracterizado una misma funcidn en
distintas esfpeciesz, como es 2] caso del Glutatidn yv un gran nuamero de
reptidos con  funcidn hormonal (2z0). Sin embargo, de mayor interés

resulta 2l hecho de que wun mismo péptido pueda tener distintas



funcionez er distintas especiez, tal como ocurre con el Feptado
Relacicnado al Ger de la Calcitornina (CRGP), el cual fué caracterizado
1mici1almente como neurcopéptido, 1 cual cauza hipertenzidn (via
intracerebroventricular) e hipotenzidédn (via =istémical, postericormente
ze le cobsgervéd un efecto antinocicertivo en humano, al 1gual gque una
inhiibiciérn en la contraccién del uterco vy trompas de Falopic.
Recientemente se ha visto gue en ratén CGRF esztimula la sintezis de
receptorez de acetilcolirna en motoneurcnas de la medula ezpinal. Estos
y otroe efectos (21) del CGRRF, d=zjan ver la ver=zatilidad funciomal qus
un  peptidco pusde  1legar a desarrcllar er =si1stemas bioldaicos
diferentes.

El estudic de los peptidos en muchoz cazoz ha sido enfocado en
arar parte sobre una =ola Clase animal, debido a gque su funcidn ha
sido mejor caracterizada ahi. Un ejemplo de eszto lo constituyen las
Ercaefalinaz, las cualez han =i1do estudiadaz asrneralments e mamiferos.

A saber, estudics sobre la regulacidn de s=u sintesis han z=i1do llevados

A

a cabo ern humano. cerdo, res, Ty, rata. etc. (22, 23 Z4),. =in

I

embarac, s importancia Como regulador de la actividad
neurcotranzmisora en 21 sistema rnervicoso de invertebradoz ha sido poco
actudiada. no obstante estas han sido encontradas en nedronasz de
sarguijuelas v lombrices, en fotoreceptores de  langosta v en la red
rerviosa de la hydra, entre otros.

Recientemsnte un  neurcopéptido cardicactivo de molusco, la FMRF-
amida (Fhe-Met-Ara-Fhe-NHz) ha sido localizada por radicinmunoensayo e
inmunoCitoquinicamente en el cerebro de distintos vertebrados (2)3; al
igual gque este, distintos péptidos invertebrados han sido encontrados

en csistemas vertebradoz y viceversa (tabla I.2). Las identidades
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quimicas de estoz harm =i1do bien establecidas en la mayoria de los
cagns (Z, 12), a peszar de ello, a la fecha es dificil decir en que
aradc =e erncuentrar relacionados los  sistemas reptidérgicoz de
vertebradoz e invertebrados.  Fozaiblemente, la alta conzervacion
estructural v de los si1stemas de comunicacidn celular en todos los
organls=mos, Sea lo que permita que los péptidos posean una amplia

distribucidn.

Pipti1do Vertebrados Lirocordados Irvertebrados
Mami feros Cioma Hydra
Sub=ztarcia F cersbro 1ntestino cerebro red nerviosa
Neuroternzina cerebroe  intestino cerebra red nerviosa
Somatostatinag  cerebro imtesting cersbra
Gaztrina cerebra intesting red nerviosa
Vazopresinia cerasbro red reErviosa
Encefal 1inas cerebro intesting cetraebro red nerviosa
Coleciztocinina cerebro  1ntesztino red rervicosa
ACTH cerebro cerebra
MSH cerebro cerebro

Tabla I.2. Distribucidn de alauncs neuropéptidos en miembros del
Phylum Cordata (Vertebrados y Urocordados) y del Phylum Celen-

terata. (16, 17).
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1.3. Biosintesis de FPéptidos

Los Féptidos puseden zer sitetizados por dos viacst Fpor medico de
acciones cataliticas de enzimas & por =zintezics ribozomal a travéz de
un precursor de alto pezo molecular gue origina finalmente al péptido.
El ejemplo mas comian de péptido originado por la primera via es el
Glutation, guizas por que fue el primer mecanismo bilosintetico via
enzimética e=stablecido para wn piptido de  mamiferco (14). Otros
ejenplos de péptidos originadoz por esta via =on la Carrmozina y
peptidos antibidticos,

La mayoria de lo= Feéptidos bicldgicamente actiwvos son

cintetizados via ribosomal &  travé

[T}

de  wrn precurszor de alto peszo

molecular (15, 2%) . Actualmente han =1do caracterizados  muchos

Frecurzores que orilglnan péptidoz con funcilones muy
citar al G[Rlucaaocn, la Somatostatina, la Gasztrina, la Neurofizina v las
Encefalinas, entre otros. Todos estos péptidos tisnen en comnan la
forma como =or santetizados., El agaen Aque codifica para el péptido
inicia su transcripcidn cuando la ARN Folimerasza II =2 wure & la doble
cadena de  ADN, en donde con ayuda de la cadena templado (cadera
sencilla de ADN) empieza & incorporar  riborucledtidos, unidndolos
covalerntemente al extremo 3 de la cadena. Los rucledtidosz son
sucesivamentes incorporados crecisndo en direccidén S'-3° formandose un
hibrido ARN-ADN corm =l templado v la cadena nueva. Cuando  la
transcripcidn termina, =1 hibrido == disuelve, de esta manera la
caderna =encilla de ARN es liberada generando un transcrito primario.
Antes de =alir del nucleoc, el ARN precursor es procesado  por medio de

modi ficaciones del extremo S (casquete), adicidn de colas de

12



roliadeninz (poll A) v eliminacidén de secusnciaz interyuptoras &
introres, por medio del empalme (en inglés "splicaing”) (fig I.2). El
ARN mensajero madurc es transportado al citoplasma y posteriormente
traducido en  loz ribozomas  (de ahi el nombre de la via) del reticulo
endoplidzmico rugosa. aensrando un  prepropéptido. el cual sufrird una
serie de modificaciornes postraduccionales antes de producir el ¢ los
Féptidos activos. La primera de ellas ocurre en la cisterna del

reticula erndoplézmico ruaczoe (RER), donde se elimina la zecuencia

DNA .

ARN polimerose II

ARN » ‘

; NN
primario

Intron

Fig. 1.2. Transcripcidn y formacidn de ARN mencajero

maduro. (25) .
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lider yv el precursor e convierte en propéptida. El propzptido preds
ser glicosilado y es tranzportado postericormente al aparato de gola:l
donde probablemente =sea nuevamente modificado ( =sulfatado, acetilado,

etc.}). En el araratc de aolai1 vy pErincipalmernte en loz grarnulos

zecretorios  generadoz en &1, la molécula precursora e= cortada
protecliticamente vy también pueden ocurrir modificacicormes en las
termitiales amirno v  carboxilo de los péptidos. Toda ezta zerie de

eventos =& resume en la figaura I.3.

ADN (GEN)

FRE ARN MENSA.JERD

NLCLED
l CITOFLASMA
ARN MENSAJERO MADURCG W
1 TRADUCCION RER
FREFROFEFTIDGD W@ (RIBOSOMAS)
ELIMINACION DE
SECLENCIA LIDER (CISTERNA)
FROFEPTIDD @
MOLIF ICACIONES GOLGI
FOSTRADUCCIONALES
PROFEFTIDO
MODIFICADD l
FEFTIDO _______ ¥ CITOFLASMA
ACTIVO

Fig I.3. Sintesis y Frocezamiento de un péptido (via ribosomal). (15,
25,26).
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I.4. Estructura de los Frecursorez Peptidicos

La mayoria de los péptidos caracterizados hasta el momento sor
sintetizados por via ribozomal (de aqui deriva la importancia de esta
via) & través de un precurscor peptidico.

Fara fines didacticos, clasificaremos £l los  precursores
reptidicos  de acuerdo al nuamero de péptidos gque originen  en:
polimenzsajercs {fa agquellos e conterngan Varicos merzajes) Y
MoroOmMEnsSa Jeros (a aquellcos gue contengan un solo mensaje). Podemos
encontrar dos  tipoz de precursores polimenzajeros: agquel los  que
originan distintos péptidos vy los que originan un solo péptido. Cabe
hacer la aclaracidrn de que aurqQue wun  precursor polimensajero tiene
potencialmente la capacidad de originar Varios mensales, ho
recesariamente seran aenerados todos, puss aqui intervienen factores
especificos celulares que propilcian o no la expresién de cada péptido.
Algurnos ejemrlos de precursoresz peptidicos y sus productos aparecen en
la tabla I.3.

El prEcursor de la FProopicmelanocortina (POMC) IkFig. I. 4)
contiene 241 aminoé&cidos gue originan la Hormona Adrenocorticotrépica
(ACTH) de 39 aminocdcidos, la B-Endarfina de 31 amincacidos, la £-
Lipotropina de 92 aminocdcidos y la Hormona Estimuladora de los
Melancocitos  (a-MSH) de 13 amincdcidos (27). Este precurscor ce
encusntra prezente en el lédbulo anterior vy lébulo intermedio de la
hipdfizis de rata (28). no cobstante, su procesamiento para originar
las diferentes hormonas varia: en el lébulo anterior se produce ACTH v
B-Erdorfina, mientras que en el ldébulo intermedio se procesa hasta a-

MSH (28). For otra parte el control de la liberacidn de los productos
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de la POMC, asi como la expresidn del gen, estd regulada por factores
diferentes en ambos 16bulqs (28). Actualmente el precursor de la FPOMC
constituye wunc de los Fprecurscores mas estudiados en cuanto a la
regulacién de =zu expresidén se refiere.

Un ejemplo de precursor polimensajero que origina el mismo
mensaje. ez el de las Encefalinas (ENEK). El gen de la proencefalina
humana consiste de 4 exones que originan €l precursor peptidico, de
los cuales el exon IV contiene a todos los péptidos bioldgicamente
activos conocidos: & copias de Met-Ercefalinas y urna de Leu-Encefalina
(29). Las 7 copilas de encefaliras e encusntran interrumpidas por
péptidos intermedics de tamafo y secusncila varalables. En todos los
casos. para 9que se originen los péptidos es necesaric el corte
proteoclitico del precursor. Dicho corte siempre =se harda en donds
exista un par de amincicidos basiceos (2, 18, 30) Lys - Lys. Ara - Ara,

Lysz - Ara, tal como =e aprecia e la figura I. 4.

Propéptido No. de a.a. Froductos Nc. de a.a.

. en propéptido en producto
FProinsulina 36 Insulina 51
Frosomatosztatina 103 Somatostatina 14
Froglucagon 78 Flucagaon 29
Progastrina 110 Gastrina 17
Procalcitanina-CGRP 118 Calcitonina 3z
CGRP 37
Frovasoprasina 147 Vasoprezina 9

Tabla 1.3. Alaunos precursores peptidicos y sus praductos (2, 18)
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La 1mportarcia de los precurzores peptidicos y su eztudic reside
ern que su sintezis cornstilituye un puntoc mas, a travész del cual la
célula puede regqular sus productos, Ha =1do sugerido para alguros
precursores, que puedern llegar a responder aumentando la taza de
sintesis del péptido que contiene, como respuesta a una disminucidn en
la cantidad del péptido disponible (31).

El estudic de loz péptidos, sus precurscores y loz geres que los
codificar a avanzado & pasos agigantados. gracias &l emplec de las
técrilcas de 1ngenleria genética en la bioclogia molecular (apéndice 1).
Ezsto ha permitideo comprender mejor no sale los mecanis=mos que regulan
la expresidn de los genes y sus productos, sino también  los patrones

de evolucidn 4génica, a través de los cuales los organmismos finalmente

=ze adaptar a urn medic ambiliente cambilante.
B -LPH
= {
- ACTH e " 7-LPH
r 1 L . |
T -MsSH @ —MSH CLIP A —MsH A-Endorfina

IHp F— ARG -LYSH—— ARG-ARG — LYS=ARG +—i LYS-ARE —— LYS-LYS-ARG-ARG — LYS-ARG I LYS-LYS —— LYS-ARG+—— COOH

Met Met Met Met Low Mot
fp—iLYs-Lrs !—"—-6 Ly m—m—mn—qus -ARG W LYS-LYS I LYS-ARG E: LYS-ARG HILYS-ARG m Arg-Arg r—1Lys-Arg mus -ArgH Lyﬂrum CoOt

+ Arg-6ly-Lew + Arg-Phe

ENK

Fig I.4. Reprezentacion=ss esqueniticas del precursor de la FOMC y
Proencefalina. Se pusden obzervar los péptidos generados por cada
urno de los precursores, asi como los sitiocs de corte proteclitico
(2, 18).
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II.1. Evolucidén Malecular

Lo

m

z=eres VIVOS e caracterizan For =u diver=zi1dad Y Por 2
similitud: aunque estos dos  aspectos parecen ser antaddnlcos. pusden
ser entendidos & travéz de concepto de evolucidrn., Actualmente existen
S millores de especies  diferentes. ademds de muchcos millores que s

barn ex<tinquido (32): ezto nmo=s dé& 1dea de tal diverszidad., pus:s dentro

Jde todas esztas especles existen entidades tan complejas vy distintas
coms las moscazs v las ballenas & como los musacs v las palmerasz: agus

mismo Comprerndemos =9 o similitud cuando rnos percatamozs de la ssi1sztencia
de estructuras moleculares semsjantes entre estos craanls=mos.

Fara 3us toda es=ta diverszidad de ezpecies eql1stiera fud necezaric
e los  cambios que ze prezentaran SR L 1l v iduc, fusrar

transmitidos de generacidn en generacldédn hasta que Se constituyers una

Foblaciérn con caracteristicaz propias, diferente a la

0]

sespaecle

i

pres1stentesz.  Fero, Lodmo vy ddnde ccurren estoz cambios . La
Seleccidén Natural Darwiniana describe los cambios  2m log organizmos
SO Varliaclones lentas vy expontansaz en el genotipo, sometidas a
seleccidn en el momento en que  se expreszan = el fenctipo (32). Es
entonces comprencible que cualguier cambioc manifestado en =21 organismo
as reflejo de un cambio sucitado a mnivel molecular.

Eri la actualidad sabemos gque la sustitucidn de wn aminodcido por
otro pusde  alterar la eztructura v funciornamiento de la molécula a la
cual pertensce. E=te cambioc de aminoacido pusede ser caudsado por un
solo cambio de base en el ADN y es conocido como mutacidrn puntual, las
cuales pueden producirse por distintas mecanismos:  removimiento,

adicidén y cambico de basesz. Ademazs de las mutaciones puntuales
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(m2carmlsms  Framordilal de evoluzydn molecular), e~1sten otroz
MECSEI1 SIS 2O l& transpos1c1énr, la tranz=cripcildn reverza vy €l
rearrealo asndmioo, que contribuyern fi1anlificativamente al desarrollo
de dichao ferdmerc.,

Lazs difererncilas entre los gernesz de una especle y otra pueden
me=dirse directamente sxaminarnds la secusncla de ADN de los genss o
indirectamente al eraminar  laz proteinas codificadazs por los genes
sztructurales. Loz métodos mas usados para estimar 21 cambio gsnético
durante la evolucidn =on: la habridacidn del ADN, la determinacidn de

la secusncla de peptich polipéptidos vy proteinas, la inmuncologia.

medirante el wuzoc de anticuerpos contra  proteinas (homalogas entre
=EpECleE) que compartern determinantez antiadgnicoz vy =l analisizs d=
patrormes alectroforéeticos de proteinasz v de adcidos nuclelcos.

istint

filogeriaz han si1do deducidas mediante el andlisiz de
los amincdcidos gus componen  whna proteina, dentro de estaz, las maszs
eztudiadas =on  la=z basadasz en glabinaz en vertebrados (33) v la del
Chitocromo 0 (34, 35). El Citocromo O ez wna proteina que interviens
et la resplracidn celular, razdn por la cual se encuentra presentes an
todos los  oraganismos  aerobicos. La  filogenia propussta para esta
profteina actualmente ha sido complemsntada matemdticamente, al medir
=] ruamerc minimo  de diferencias de nucledtidos necesarios para
explicar las diferencias de aminocadcidos. En la figura II.1 aparece =1
dendroarama  bazado en esta matriz de datos. Las relacionesz
filogendticas correzpondsn muy bien con la filogenia determinada por
registro fédsil v otras fusntes., No obstante hay discrepancias, por
e)emplo, los pollos  aparecen mas  1ntimamente emparentados con los

pinguincs que con los patos vy las palomas (33). A pesar de ello, ez
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Fia. II.1. Artal Filogernético =laborado a partir de &1 analizis o

m

secusncia de la proteina Citocroms C. Los rnumeros de los brazos
repraezentan 21 ramsro minimo de diferencias de nucledtidos

Fecesarios para explicar las diferenciaz de amincdcidos.
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rictable gus =] eztuzic de wurna zZola proteina produzca unma anformacidn

= obterada Fot Vari1os met.odos (estudios=

s
—
UL

tan Farec1da

.

morfofiziclédgicos. paleaontolédgicos, etc.) = =W conjunto. Esto nos
lleva a afirmar guese laz secuenclas de aminoacidos de lasz proteinas (y
la informacidn aendtice conteriida = ellaz) almacenan una considerable
informaci1dén evolutive.

En las ultimas décadas =e han desarrollado técrniicas (36, 37) para
detarminar la secusrcia de rnucledtidos de las moléculas de AN (o de
ARNmMm aue ha =z=i1do trarmzcrito de laz zecuenciaz de ADN (ver apendice 1).
Estas téonicaz esztan ziendo arplicadas en estudics filoaenéticos. sin
embarac, alslar vy zecusncilar agenes enn distintas especles  fpara =er
comparados entre =1, ez wun trata)yo basztante laboriozo por 1o que asto

z=alo =& ha hecho pars alauncos péptideos v protelnas.

Lima alternativa que nos  ofrece resultados =imilares (38, 39

conziste en estimar la zzmejarnza 1ntersspecifica de urn gen (0 varios)
de urn péptido determinads (o varios), mediants la habridacidén del ADN
que codifica para la molécula en cuesstidn (apendice 1}). La técrnica
consliste Bazilcamsntes en marcar radiactivamsnte =1 gen (ADN) Yy porierlo
a hibridar corn el ADN  cromosomal de  variazs especies que fud
previamente disociado (cadena sencilla) para que =e llevara a cabo la
hibridacidn. Las secusnciasz homologas <se wuniran para  formar las
cadenas duplex; la faormacidrn de hibridos radiactios d& uwna sstima de
la proporcidédn de laz cadenas de ADN gque =zon =imilares. Las secusncias
que formarn los duples no necesitan ser complementarias para todoz los
rucledtidos. La proporcidn de nucledtidoz no complementarios en duples
interespecificos de ADN pusde =sztimarse por la velocidad a la cual se

zeparan las cademnaz de ADN al aumentar la temperatura. Cabe mencionar
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Fuez las condiciormes de tabridacidr =oem =slecciorada

"

Freviamente para

reflejar distintos aradoz de relzjamiento (& ezstrimgencial en la
Al

formaci1dr de Mabridesz (ver apéndice 1),

Con todosz loz datos cbterados  por las distintas técriicas, ==

SEMElezZan &  Comprerder mecarilizmas vy patronsez de evaluciédn en las

especies. Diztintazs teorilas que proponen la interpretacidrn de estos vy
ot ros datosz bhart =i1do postuladas. z1tr embarac. alaunosz  puntos
Fermat=cety obhsouras (19) . L caming larao deja ver al final la

comprensidar del oriaen vy futuro ge la vida: =su evolucidn.

II.Z2, Teorias de Evolucidérn Molecular

La reconstruccian de una filoasrnia & fFartir de =emelanzas
gemEticas e basza en la supcsiciden de que 2l arado de semejanza
refleja =1 arado de fparentezco filogemético (35),. Ezto parsce una
supcs1cidn razonable porsus la evolucidn ez un pracess de cambio

araduzl, z1n  embarao, sexicsten diferenciaz e=n la hazas de camblo

mn

qeretico entre lirnaje d Y AP 2R W mlsm lirnajye al

U]

14

eZSfpelle

m

exi1stilr proteinas gue svalucionan rapildamente v otraz lentamente, por
lo tanto la filogenia inferida de la secusncia de amincacidos de una
proteinz pusde lleqar a zer errcnea (33).

Recientemernte Motoo Eimura v colaboradores (40, 41) han propussto
una hipdtesis en la que sudileren Que  la  tasza de sustituciornes de
amirncadcidos en las proteinas v de las sustituciones de rnucledtidos en
=1 ADN pusdsrn ser aprozimadamente constantes debado a  que la gran
mayoria de tales cambios =on generaslmente meutros, dicho de otra
mariera, ocurren a niivel ruaclectidico, pusden o o repercubtir a nivel

amirncacidica, pFerc o afectan la  furncionalidad de la molecula. La
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Teoria Newtralists d= la evolucidn propuezta  por estes arupo, admite

Que. Fara cualguier aen. una gran proporcidén de lo= mutantes posibles

sar perjudicilales para sus portadorez: eztos mutantes ze eliminan & =&
caonzervan a muy baja  frecuencia por  efecto de la seleccidn natural,
i embarac, €2 supone que slguncs mutantes favorables en un alelo

rnuevo 1lamado 2=1. por prezentar una mutacidn que lo hace diferents

LG

1 alelc que 1o origind), presentan wuna eficacia biloldagica idéntica,

= decir, adaptativamsrnts equivalente a loz alelos establecidos: estos

i

zeleccidn natural  porgque no afectan la

m

mutantes no =e sujetan
eficacia biolfsgica de =sus portadoresz. con lo cual 21 alelo nuevo
rezultaria reutro.

Loz alelos neutros, apezar de que  zon definidos como posssdores
de ura eficacia biaoldaica 1déntica, PO San 19uales & loz alelos
establecidos. difierer minimamente 2n =us Secuencias: por lo tanto los
cambios  por  a&lelos meutros se deberdn méds a la  deriva QEMi;a

{apari1cidm aleatoria vy aradual de mutantes) que a la zeleccidn

u

matural (40) .,

La aparicidn de mutantes resulta ser entonces wun fendmeno
suceptible de ocurrir en cualguier punto del genoma con la mizma
probabllidad. Se ha propussto que la participacidn de intrornes en la
amortiauacidn de mutantes ez muy  amportante, pussta gque  estas
zecuenc1as disminuyen la probabilidad de Que por deriva 3f¢nica se
afecten regiornez codificantes de alaun peéptido & proteina (42).
Alternativamente =2 habia sugerido gue =1 los intrones son regiones
Qe =on finalmente eliminadacs. no  debieran posesr  aran presidn
zelectiva ( 42 ), =i1n embarac a la fecha ha zi1do comprobado gque

pusden ewi1stir regliones regulatoriasz en ellas gue =1 bBien no
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codificarn para ninaun péptido, participan e&n su transcripcidn, lo ~ual
resulta zer de 1gual importarcia (43). Este hecho no ha modificado
sustancialmente las interpretaciones, Y& Que para que si1g9a si1endo
valido bestaria suponer que ho todas  las regiones en el intrén sor
relevantes, Una situacidn similar pudiera postularcse para los péptidos
intermedios de los precursores menclonados en la seccidn 1.4.

El a=n que codifica para la enzima trifozfato 1=zom

i
=
L1
w
ni
n
(n]
w
]
m

diferente numerc de 1ntrones en diferentes ezpecies: en pollo y

humano el rumerc de intrones ez de sel1z, en Aspetrgillus nidulans ez de

cihco y  2n bacterias (E. coli1). =1 gaen no presenta ningun intrdén. Al
respecto =2 ha opinado que dichos intronez ju=sgdan un parFrel relevante
ern la evolucidérn del ger. pussto gue lasz mutacionez de las regiliones
codificantes, aparecen con mayor frecushncla en especiles con numero de
ikt rones menor, zobre aguellazs  con wun mamero de intrones mayor (42) .
Este hecho permite cusstionar la interpretacidn de que los intrones
desaparecieron por preszidédn selectiva 2mn el contenido de ADN (tal comc
ha =si1do sugerido para las bacterias, Z2&6), puss de ser cilerto su papel
SO amortiguador de las mutaciornes, S pressncla estaria
beneficiarndo a los organismos.

51 la tasa de sustitucionsez de rnucledtidos vy amincdcidos fuess
conztante, tal como lo predice la Teoria Neutralista, la evolucidr de
proteiras v de ADN serviria de relo) evolutivo (39). El1 arado de

terte entre las sspecies seria una medida de

mn

diferencia gerndtica =l
relacién filogenética vy por lo tanto resultaria justificable contruir
filogeniasz bazidndose en la diferencias qenéticas.

El relco) molecular postulado por la teoria rneutralista, no es un

relo) que mida un tiempo exacto, e mas bien un relo) estocistico, por
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que  aungue la protabillidad de cambic es constante. ocurrern alaunas
variaciones:; no obetante, en periodoz de tiempo muy largos este relo)
=T muy  Frecizo (40).  Ademaz, =1 consideramos que cada gen o protelna
representan un relo) distinto (por gque cCambian a tazas diferentes),
quizéd =] resultado conjunto de varios gernss o proteinas constituyan un
relo) adan macs éaacto.

El que =zea o no correcta la Teoria Neutralizta y la exactitud del
relol molecular, sorn temaz de controverzia en la actualidad. Lasz
prusbas existentes suglieren que la variacion =n la taza evolutiva =5
mayor a al predicha por esta teoria, s embarac, la evaluciden
molecular parece zer suficientementse reaular para servir de relo)

evolutivo,

II.3. Evalucién de Feptidos

Nuestro entendimientc de las relaciones evolutivas entre los
péptidos se encuentran en plenc desarrollo.  Algunos de los estudios
filogenéticos entre péptidos han sido llevados a cabo entre péptidos
conn furcidn hormonal (2, 18): el problema es que este tipo de péptidos
funcicnan dentro de un sistema (sistema de comunicacidn i1ntercelular).,
en donde cada uwuna de sus pattes (receptor, transporte, etc)
evolucionan en conjunto, por lo tanto la evolucién de este tipo de
péptidos debiera de considerarse del sistema en corjunto vy no de la
malécula individualmente. Como esto ha sido hecho de esta dltima forma
(13, 17), creemos que la visidn alcanzada hasta el momento pudiera
resultar muy parcial. sin embargo, y desde otro punto de vista, eztos
datos han sido de vital importancia para comprender  algurnos de los

patronss de evolucidn de pétidos vy zus Jenes.
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El andlisis de la secuencia de aminodcidos de varioz péptidoz ha
dejado ver una alta homologia entre algurios de ellos; ecste hecho
permitid  proponer la exicstencia de familias peptidicas (fiq.II.2),
posiblemente originadas por sucesivos eventos de duplicacidn génica
(19, 44). Se supcne que la duplicacién de un gen peptidico (qus
origina un péptido con wuna funcidn determinada) genera uwuna coplia
reduntante, que sin presidn selectiva es  libre de mutar y de poder
llegar a adquirir laz propiedades esztructuralesz nrnecesarias que lo
hagan ser  funcional iflg. II.3). No obstante el ferdmsno = mas

complicado, pues la funcionalidad del péptido depéndera directamente

Féptido secuencia aminoacidilca
FMRF-amida Phe - Met - Ara - Phe - NH=
Ara-Fhe-Met-Enk Tyr - Gly - Gly - Phe - Met - Arg - Fhe - NH=
Met-Enk Iyr - Gly - Gly - Phe - Met
B-Endor fina Tyr - Gly - Gly - Phe - Met - Thr - Ser - ...
Colecistocinina eea— Iyr - Met - Gly - Trp - Met - Azp - Phe - NH=
Gastrina ceu- Iyr = - = Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NH=x
A
HCP-Crustéaceos pGlu - Leu - Asn - Phe - Ser - Pro - Gly - Trp - NH=z
H.Adipocindtica pGlu - Leu - Asn - Phe - Thr - Pro - Asn - Trp - Gly-
Neutrcharmona D pGlu - Val - Asn - Fhe - Ser - Pro - Asn - Trp - NHz
F.Miocactivador pGlu - Ley - Thr - Phe - Thr - Bro - Asn - Irp - NHx

Fig II1.2. Familias de péptido=. Dos familias de péptidos relacionados
(A y B) muestrando la similitud de sus secuencias amincacidicas (44).
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de =su reconccimientc por las otras rpartes que 1ntearan el sistema de
camunicacidr i1ntercelular (que desde el punto de vista evolutive son
tambien cambiantes, 19). Obviamente ez mas facil que un duplicado
hormonal evolucione & partir de factore= va func;nnales
(procezamiento, almacen, transporte. etc.).

Ern glgurics estudios se ha visto gque el o los péptidos criginados
de un duplicado africo, prezentan una funcidn 1gual ¢ relacionada con
el ariginal, tal como oCUurre con los duplicados génicozs de la
csomatostatina en peces (45) y de laz encefalirnas en zapoc (23). Un
ejenplo cladsico de ezto, lo encontramcs en las hemocglobinas, en donde
=& ha propusszto que los genes que ori1ginan las cadenas &, B, & € v ¥

de las hemoglobinas adultaz Ar (oo, P=). Az (%=, 52) y fetales E (a=,

€2) vy F (az, vy=z), proviensn de duplicados genicos vy presentan
funciornes =zimilares entre =i {12). Sin embarac, la furncidn
dezarrallada por <1 o los péptidozs originados de un duplicado géenlco
ro tiense gue ser neceszariamente 1gual al original, de hecho (Como yva
=2 menciond), =e ha propusesto & la duplicacidn gafnica como evento
primordial a travées del cual se originaron las familias de péptidos
relacionados, cuyvas fuciconez =s=on diferentes entre si.

Otra "tendencia" obzervada en la evoluci1idn de genes peptidicos.
ez la alta conservacidn (en distintas especises) de las regiones que
codificarn al péptido funcional: al parecer, la hipervariabilidad de
las regiones es inverszamente proporcional a su importancia (21, 4¢&,
47). E=to no reasulta zer extrafo pusz son justamente las regiones de
importancia las gue poseen mayor prezidn  selectiva y las regicnes de
menor 1mportancia las que  soportan los  efectoz de la deriva génica

(40). Esta chservacidn se vé apoyada por distintoz trabajos en donde
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GEN ORIGINAL GEN REDUNDANTE

A B A E
FREKERBRE SRR HHEKKB R ARR RSN
l 1 LIBRE MUTACION
HORMONA 1 GEN NLIEVD
---------- FEEEBRRRE AR KK

!

HORMONA NLEVA

Fig II.3. Represaentacidn eszgquematica de la evolucidn de una nusva
hormona originada por duplicacidén  adnilca. A v EB reprezentan las
regiones codificantesz que originan al péptido hormonal.

se aprecia la misma "tendencia': podemos citar a los 3 geres de actina
( Amk, Ge y B) de ratén (42), =1 3en de la subunidad B de la Hormomna
Luteimrzante en PErro, rata, res vy humano (47), el gen del
Folipéptido Frepropancreatico =n rata y  humano (46), =1 gen de la
Hormona gue controla la pussta de huevos (ELH) en 2] gernero Aplisia
(43), el gen de Calcitonina/CERP en humarnc, rata, polla vy salmdédn (21)
y =1 gern de Ercefalinas en res, humano y Henopus (29), entre otros.,
Como podemos ver, no  pocas evidencias apovan la conzervacidn de las
regdiones funcionalmente ifmportantes; al parecer la tasa de mutacidn se
encusntra mas baja en estas regicnes, contraric a lo que sucede con
las reagiones pertenscientes a intrones 4 a péptidos 1nterruptores
prezentez en el precursor peptidico.
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III.1. La Hormona Liberadora de Tirotropina
La Hormoma Liberadora de Tirotropina (TRH)  es un tripéptido de
estructura: pGElu-Hizs-Pro-NHz = Este se encuentra distribuido
ampliamente & el Sistema Nerviozo Central (SNC); en los mamiferos las
mas altaz concentracicones de TRH se hallan en  la eminencia media del
hipotalamo (S0) y tambiénn =e ha detectado en algunos nuclecs del
Fipotaléamicos, tales camo el paraventricular, dorsomedial vy
supraquilasmatico (51), demids de otras regichnes cerebralez ( bulbo
olfatorio, nuclec acumbens, tallo cerebral, medula espinal, etc.., S1).
La funcidén o funciones desarrolladas por  este péptido fusron
eztudiadas inicialmente en el hipotdlamo de mamiferocs (S22, S3), en
donde = encontrd que  participaba en el eje hapotédlamo-hipofisiario
estimulands la liberacidn de Tirotropina (hecho por el cual se le
llam® Hormonma Liberadora de Tirotropina). Fosteriormente fud sugerida
= particlpacidn en la liberacidrn de prolactina durante la lactarncia vy
el ciclo estral (54, 55).
La TRH liberada de la eminencia media del hipotalamo ez vertida
al sistema porta-hipotalamico-hipofiziario, a travées del cual, alcanza
la aderchipé&fisis., en donde interacciona con receptores de alta

afinidad que se encusntran en la membrana fFlasmatica de los

tirotropos. E=to activa W13 sistema de seqaundos mensajeros
{aparentemente la via del "fosfatidil inositol" 5S6&) gque provocan la
liberacidén de Tirotropina (TSH), la cual llega a través de la

circulacién general a la tiroides en donde estimula la secrecidén de
Triiodotiranina (Ts) vy Tiroxina (Ts), hormonas gue a su vez afectan

diversos procesos metabdlicos. Esto es a grandes rasgos el evento en
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cascada que ocurre cuando ce libera la TRH (fig. III.1)., sin embargo
actualmente ce conccen a nivel molecular muchos de los ferndmencs antes
menciconados  y  mecanismos a  travése de  loz cuales eztos pusden ser
reauladcs (57, S8, SS9, &0, 61).

Recientemente se ha postulado que la TRH ademids de su  papel como
neurchormona funciona tambilén como reuromcdulador (62). Este hecho se
vé apoyado por la amplia distribucidn del péptido en el Sistemna

Nerviozo Central (51), su localizacidrn en las terminales nerviosas

(que ademis,. rezponden a depclarizacidn con 2lta potasio, 63, 64 ).

Eminencio m .
edia’ dal Célulo TRHergica

hipotdlamo

TRH

f/isfemu
‘l Porta - Hipotdlamo —Hipofisiario
Adenohipéfisis @ Tirotropos

'

TSH
[

1

Hormonas tiroideas

Diversas funciones

Fig III.1. Eventos que ocurren durante la liberacién de la TRH.
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la existencia de mecani=mos de 1nactivacidén (65, 66, &7) vy la
presencia de recertores de alta afinidad en el cerebro (6£1). No
abstante el parpel rneuromodulador de la TRH rno es clarc auan. Alauros de
los efectos que le atribuyen el papel de neuromodulador son el aumento
del recambic de catecolamiras y la liberacidén de Dopamina de
hipotéalamo y nuclec acumbens de rata (68,69).

e ha sugerido tambilén que la TRH ez una prohormona (70), debido

gl

a que el corte enzimatico por una pircgdlutamato aminopsptidaza genera
un  fragmentc 4gue posee actividad bicldaica: la Histidil-Prolina-
Dicetopifperazina ( Hiz=-Pro-DKF ). Este metabolito rezulta <ser mas
efectivo que el mismo tripéptido en antagonizar la narcozis por etancl
y en =levar el Guanocin Morofosfato ciclico  (GMPc)  cerebelar (70).
Ademas posee uwuna actividad de factor inhibidor de la prolactina v
causza hipotermia, mientraz que la TRH promusve los efectos contrarios.

La TRH tambiérn ha zido encontrado en el tracto gastrointestinal vy
en el Fancreas de rata, especificamente localizada en los 1zlotes de
Langerhans, =n donde =& ha postulado que =1 péptido puede Jugar un
papel i1mportants en la regulacién de la actividad zecretoria de ecstas
células (70). De igual manera TRH-inmunoreactivo ha sido localizado en
placenta, prostata, testiculo, epididimo, vesicula seminal y retina,
no obstante su funcidrn en estos tejidos no ha sido definida (71, 72,

73) .

III.2. Distribucidn Filogenética de la TRH.
La distribucidn de la TRH no se concreta unicaments a distintos
tejidos en distintos mamifercs (1 ha sido localizada en el Sistema

Nervioso Central da humanc, rata, ratén, cuyo, con2jo, hamster, gato,
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perroc, mono, cerdo y res, 74), sinc que ha sido encontrada ern cotras
espe-l1ez fpetrtenecientez a otraz clacsez: aves, reptiles, anfibtaos vy
peces (tabla III.1).

A pesar de gque esta bilien establecido gue en gernsral la funcidn
del péptido en 1oz mamifercs ez la misma (74), el significado
funciomal de la molécula para cada especile no ha sido comprobado.
Datos scobre la vida media de la TRH en diversoz <sistemas biolégicos,
muestran muy varladas vidas medias para el péptido (70); este hecho
permite cussticnar =1 lo= mecanismos  de  dearadacidn de la TRH son
1gualmente regulados ety todas las esfpecies. Quizas la 1mportancia de
la molécula en cada especile sea entonces diferente.

El papel de la TRH en las especies de otraz familias no ha sido
tan bien definido. Estudiozs en pollo zualerern que el papsl del péptido
enn 2]l eje pituitarico-tiroidec = =imilar al de mamifercs (2), ademas
Harvey vy colaboradores (75), encontraron que =1 TRH también estimulaba
la secrecidn de Hormona del Crecimiento (GH) en ==ta mizma =specie.

Ern reptiles existen pocos datos (3): ademas de la medicidn del
péptido en reglones cerebrales de vibora v el posible papel que se le
ha =sugerido como regulador de la actividad gastrica del Lagarto
Americanc, el area parece mas bien irnexplorada.

En anfibios, inicialmente = le habia postulado un posible papel
etn la metamorfosis de zalamarndra v ajolote (8). Eztudioc=s en Henopus
laevis parecian sugerir gque el TRH podria jugar un papel importante en
la metamor fosis de eztas especies a través de la estimulacidn del ejs
tircidea (7€), en wvirtud de que es bien conocido que las hormonas
tircideaz aceleran la metamorfasizs de anfibios. Datos contradictorios

muestran por  un lado, la correlacidn de los niveles de TRH, TSH v
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hormorias tircideas (77), estolpodria sugerir la participacidédn de estas
hormonas an el eje tircides y por lo tanmto 1nferir la participacidn de
la TRH en la metamorfosiz de anfibics; si1n embargo en otros estudios
(8) pudo apreciarse que TRH rno estimula la liberacidn de TSH (y por
conziauiente de Ta y Ta) en ezta clase de orgamismoz, entonces, el
supussto papsl de la TRH en la metamorfosis de anfibios no tendria
veracidad., Tal parece que la alta concentracidn del péptido en
hipotélamo no tuvieze una Justificacidn (conocida hasta el momenta).
Las &altas concentraciconesz de la TRH localizadas en la piel de
anfibios, estd siendo més bien explicadas por la i1mportancia que pusds
tener e &l transporte de agua v electrolitos a travez de la piel,

argarno importante en el manternmiento de la homeostazis de dichas

especl=c
VERTEBRADOS TSH FRL GH OTROS
MAMIFEROS ESTIMLILA ESTIMULA ESTIMULA ESTIMULA LIBERA-
CION DE  ATCH EN
ENFERMEDAD DE
CUSHING'S
AVES ESTIMULA ESTIMULA ESTIMULA DESCONOCIDOS
ANFIBIOS NO EFECTO ESTIMULA z ~======- ESTIMULA LIBERA-
CION DE MSH
PECES NO EFECTO

0 INHIBE 7

Tabla III.1. Efectos hipoficiotrépicos de la TRH en Vertebrados (3).
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Estudics en varias especliez de pecesz (8) indicars que altas
concentraciones de TRH mo estimulan el eje tirocidec y fué encontrado
ur efecto 1nhibidor de la liberacidén de prolactina. Un rezumen de los
efectos reportados para la TRH  en vertebradoz afparece en la tabla

II1.1.

III.3. Metabolizmo de la TRH
La TRH al igual que la mayoria de los péptidos caracterizados

hazta el momento =z cintetizada via ribozomal a travéz de un precursor

(L]

de alto peso molecular Y Por lo tanto, lo=s paszos sequldos patra su

=int zorn los  mismos descritos en la blosintesis de péptidos

o
u
~
(0]

(fia.III.2). El precur=zcr de la TRH contiene repetida la secuencia
Clhco  veces, las cuales =e encuentran flanquesadasz por residucs de

lizina-arqinina & arginina-argining,. que =on 1o pozibles ziticos de

"

ruptura del precursor (30). Las modificaciones encontradas en las
terminales de la TRH sorm originadaz postarior & la ruptura  de éste &
riivel de los paresz de  aminoicidos basicos. Al quedar  libre la
alutamina (Glu) esta =e cicliza ( de marnsra exporntanea & mediante urna
enzima rerportada  recientements, 78) para formar pircglutdmicoe (pGlu).
Por otro lado, la amidacidr de la prolina (Fro) proviene de la accidn
de wurna enzima que reconoce la glicina (Gly) todavia presente en =1
extraemc carboxiterminal de la TRH y  la oxida con la consiguients
produccidn de TRH y &cido alioxilico (79).

Urna vez formado TRH, == almacena en las terminales nerviosas y se
libera por wun mecanismo dependiente de calcio, en respuesta a

astimulozs depolarizantes (63). El péptido liberado ejerce su accidn y
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Terminal
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2 Liberocidn
»

Fia. III. 2. Metaboli=mo de la TRH
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posteriormente 2zte es 1nactivado. Se han descrito 4 probables enzimas
responsables de este efecto (80): doz enzimas altamente especificas,
una Firoglutamato  aminopeptidaza  (PGA)  llamada Tircliberinasa que
actua en suero romplendc el enlace entre el pGlu e His-Fro-NHz y 1a
PGA 11 (cuya accién s la misma a la *tirolibsrinasa)l, una enzima
concentrada en las terminales nrnerviosas, la cual ha sido propuesta
coma reduladora de loz niveles extracelulares del péptido; vy dos
enzimas poco especificas, la PGA I que actua en cerebro vy la

Fralilendopertidaza (PE) que genera TRH &ci1do (pGlu-His-Fro-0H) .

III. 4. Precurscores de la TRH

En 1984 R. Richter (3) reporta la secusncia parcial del ADN
complementario (para mas informacidn ver apéndice 1) del precursor de
la TRH encontrado en la piel de Xenopus laevis. Este ADNc de 478 pares
de bazes (pb) codifica para 123 aminocacidos dentro de los cuales ==
encuentran cuatro copias que originan TRH. Aproximadamente dos arnos
dezpués Cockle (81), reporta datos gue sugleren la presencia de una
quinta copia de TRH detectada por radicinmunocensayc (RIE). Mas &6 menos
al miemo  tiempo Lechan (4) publica la secusncia del precursor de TRH
;btenida a través de la secuenciacién de ADN complementario al ARN
poly ﬁ, axtraido de hipotalamo de rata. Muy recientemente, Lee S.L.
(22) d& a conocer la secuencia completa del gen de TRH. De esta manera
quedd establecido que el precursor de la TRH contiene 5 secuencias
codificantes del péptido, las cuales ze encuentran interrumpidas por

reglones que  originan  péptidos inhtermedios de funcidn desconocida

hasta el momento (83).
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El andlisis comparativo de los precursores que originan TRH en
rata v Hencopus (fig.II11.3) deja ver que solo las regiones que forman
la hormone son semejantes, mientras que aquellas que conforman los
peéptidos  interruptorez varianm en tamafco y secuerncia nucleotidica y
amiricacidica.

Ern estudics recientes (283, 7) =& ha observado una amplia
distribucidn de los  péptidos  intermedicos en distintas regliones
cerebrales de rata. FPor RIA también fué posible detectar la preszencia
de algunos de estos péptidoz en donde el precursor se encuentra
presente v la TRH no (3). Esto ha sugerido la posibilidad de que
tales peptidos posean actividad biocldgica. Actualmente se trabaja al

respecto.
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OBJETIVOS

Variocs antecedentes de los antez mencionados fueron importantesz
para ] planteamientc de este trabajoc:

- Por wun lado, la aran diferencia existente entre lo= precursorecs de
TRH aizlados de rata v de Hencpus lasvis sugeria la posibilidad de
cuarida menoz dos origenes  evolutivosz para el gen 6 una amplia
divergencia de los péptidos  intermedics. Esta misma diferencia por
otro lado, permitia cuestionar =i los precursdres de TRH utilizados
Fpor  las diferentes especies de la escala filogendtica, pudiesen
presentar similitud con uno de los dos precursores caracterizados al
momerto.

- El parpel que ha =si1do sugerido para los péptidos 1ntermedics, hos
lleva a plantear la posibilidad de una alta conservacidn filogendtica
de las regiones que laos codifican con motivo de su importacia
funcional, tal como =& ha observado en otros agernes peptidicos
(previamente citadas).

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

- Estudiar la distribucidn filogenética del gen de TRH de rata vy
Henopuz laevis. mediante la deteccidn de secuencias homologas al ADNc
respectiva  (sondas). Las especies fueron =legidas ;ontemplandn: la
representacidn de determinadaz clases de la escala evolufiva,
dendrogramas basados en la evolucidn de ctras moléculas, la presencia
del péptido en sus tejidos vy la realizacidn de estudics sobre TRH en

diversos modelos bilédgicos (principalmente mamiferos). Las clases
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estudiadas fuercon: mamiferos (humanc, rata, ratdn, cuyo, corejo,
hamster, cerdo, res, vampiro), avesz (polleo), reptiles (lagartija)l,
anfibios (sapc), peces (carpa de 1srael) y artropodos (acocil).

- A través del estudic de la filogenila del gen de TRH proponer un
patrdén evolutiveo para dicho aen.

- En virtud de que nueztras sondaz detectan regilones continuas de S0
& mas rucledtidos, utilizar ezte miszmo estudio como wvia factible para
detectar la conzervacidn de las secuencilas 1ntermadias del precursor

e laz diferentez especiez. De ezta marera obtendremos datos zobre la

1d

importaricia funciornal de dichos péptidos.
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MATERIALES
Iv. 1.
Las es

fuente de donde se obtuvieron,

N. comin
hiumano
rata
ratdén
CUY O
conejo
hamster
cerdo
res
vanpiro
rollo
lagartija
sapo
carpa

acocil

Y METODOS.

Material biloldédgico

pecies con las

N. Cientifico
Hommo sapiens

Rattus norvegicus

Mus musculus

Cavia porcellus

Orictolagus coniculus

Mesocricetus aurata

D

ue scrofa

£
o
n

taurus
Desmodus rotundus

Gallus sp.

Phrynosoma orbiculare

Aenopus laevis

Cyprinus carplc

Procambarus bouvieri

que =e

traba

&

Dr

ié,

aparecen en la tabla IV.

su nombre cientifico vy

1.

Fuente de Obtencidn

M.S.

Rodriguez

Bioterio del CIIGR

Bioteric del CIIGE

Bicterio

Bioterio

Bicterio

Bioterio

Biot

Dr.

Fa

. Covarrubias

Dr.

del CIIGE

del CIIGB
del CIIGE
del CIIGE
eric del CIIGE

Alagdén del CIIGE

Alaniz de la LIEEAR

del CIIGE

Merchant del IIB

Criadero de Atlacomulco Mor.

Dr

« Ar

aechiga del CINVESTAV

la

Tabla IV.1.

cientificos de

Especies utilizadas.
las especies

Se
utilizadas,

muestran

asi

los nombres

coma el

proceden. CIIGE ( Centro de Investigacidn sobre Ingenieria
Hictecrologia de la U.N.A.M.), UEEAR ( Unidad Experimental
Electrofisiclogia Arturc Rosenberg, institucidn privada), IIB

Instituto de

Investigacicnes Biomédicas

de

la U.N.A.M.),

Centro de Investigaciornes d= Eztudios Avanzados del I.P.N.).
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FPara la extraccién del ADN se uti1li1zdéd el baso de las especis:
arntes mencilonadas. emplearnds como tejidos alternativos miasculo vy
sanare, para el casc de laz especises que carecian de ezte (e.g. pollol

¢ que era dificil =su obtencidn (2.g. humano) .

IV. 2. Extraccidn y purificacidén de ADN

La técnica wtilizada para la extraccidrn de ADN fué la misma (54)
Fara muszculo y bazo (A) y diferente (85) para sarngre (B).

A). 100 m3. de tejido fueron macerados en niltrédgeno liquido v
colectados en 2 ml. de solucidn 0.1 M EDTA / 0.05 M tris pH. 7.8 / 0.5
% SDS con la cual se homogenizd suavemsnte, Fosteriormente se agread
S00 pg/ml. de proteinasa K (BRL) & incubd a 55°C toda la noche (2 16
h.). La digestirdn fud suavemente mezclada por 20 min. con wun volumen
(2 2 ml.) de fencol saturado con 0.2 M tris. HCL pH. 7.2 / 0.5 M NaCl
(UNC=-feral) e inmediatamente despugs con wun valumsn 2z 2 ml.) de

cloraformes / alcohol iscamilico 24:1 (zalucidn clorafdrmica), =1 mismno

|'r

tiempo 4Que el paso anterior. Las fases fueron separadas por
centrifugacidrn, 13 min. & S%2102 rpm. La fase superior (acucsa) fud
removida y tratada nuevamente con UNC-fenol / solucidn cloroférmica.
Dezpués de la recuperacidén de la fase acucsa se procedid a tratar la
muestra con 20 pg. de ARNaza y s= procedid a dializar ( bolsas Siama
S000 herbidas 15 min. en EDTA SmM.) toda la naoche (= 16 h.) contra 2
l. de salucién TE ( 10 wM tris 'pH 7.8 / 1 mM EDTA pH. 7.8).
Postericormente e hizo ura extraccidn UNC-fernal / salucidén
clorofédrmica v a la fase acuocsza e le adiciond 1/25 de NaCl SM v un
volumern de etanol abscolutc para precipitar el ADN. La malla previa

homogenizacidn cuidadosa fué colectada en un tubo esteril en donde se
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lavd con etarnol al 704 v =& secd al vacio. La pastilla obtenida fué&
rezuspendida culdadosaments en una cantidad minima (=2 1 ml.) de
solucidn TE. Esta técnica rinde de 2 a 3 pg de ADN/mg de bazc vy de 1.5
a Z pg de ADN/mg de masculc.

B). Este ADN =& aisld de los nuclecs de linfocitos usando la
técnica de Kunkel (8%5) modificada por nosotros.

20 ml. de sarare se colectarorn en un tubo corn 4 & 5 gatas de EDTA
al 10% y despugs de su homogenizacidn ze centrifugaron a Sx10% prpm. &
4°C durante 15 min. El plasma fud removido v ze le realizaron 3
lavados a la pastilla con 10 ml. de Nall 0.97% (solucidn i1zotdénica)
cada wuno. Se adicionan 10 ml de solucidn is&tdnica y postericorments 20
ml de solucidn 0,32 M de sacarcsa / 10 mM  tris.HC1 pH. 7.2 / S mM
MaCle / 1% tritén K-100 & 4°C por 15 min. para lisar las células. Los
riuclens fueron colectadeos por centrifulacidn a Sx102 rpm. / 4°C por 15
mit. La pastilla fud resuspendida =n 4.5 ml. de 75 mM NaCl / 24 mM
EDTA pH. 7.8. Después =e adicionarcon 0.5 ml. de SDS SX y 2 masml de
proteinasa K con lo cual la muesstra se incubd 12 h. a 37°C. La
digestidrn fuéd suavemente mezclada por 20 min. corn wun voalumern =% 5 ml)
de  UNC-fencl e 1nmediatamentes después con un volumen (2 S ml) de
solucidn cloraofdrmica, 1 mismoe tiempo gque el paszo anterior. Las fases
e separaron por centrifugacidn 15 min. a 5Sx10¥ rpm. La fase acuosa
(superior) se removid vy tratd rnuevamenta conn UNC-ferol / solucidn
clorofédrmica. Después de la recuperacidn de la fase acucsa se procedid
a tratar la muestra con 20 pg de QRNasa para 9que de esta forma se
sometiera a dializar toda la noche (2 16 h.) contra 2 1. de salucidn
TE. FPostericormente e procedid a hacer wna extraccidn UNC-fercl /

zolucidn clorofédrmica; & la fase acuocsza de agqui obtenida se le
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adiciond 1/25 de NaCl SM vy un  volumear de etancl ab: olutc
(precipitacidén). La malla formada previa homcgenizacidn cuildadoza fué
colocada en un tubo ezteril en donde se  lavéd com etanol a2l 704 vy =ze
zecd &l vacio. La pastilla cobhtenida fué resuspendida culdadosamente en

E. D= 20 ml. de sarngre se

una cantidad minima (= 1 ml) de solucidn

obtienen de 400 a &00 pa de ADN.

IV. 3. Valoracidn de la calidad yv cantidad de ADN extraido

La calidad del ADN extraido =e valord (24) primero al
espectrofotémetro (dendidades opticas = 0D a 2ZE0 nm v a 280 rm). S1 el
cociente de amba=s lecturas resultd mayor a 1.2, la pur=sza del ADN fues
aceptable; =1 resultd de alrededor de 1.5 el ADN pudisse contener
hazta wun  S0X de proteina, en tal caso =se hilzo una nueva extraccidn
UNC-fercol/ soluzidérn  clorafédrmica para eliminar dichazs proteinas vy
Fposteriormente =e =sometild la musstra & wun dializado / precipitado /
FeEsuspencion.

Se valord la concentracidn de ADN  considerando la  lectura a 260
mm (1 QD = S0 pa/ml) con =ste cidloulo se estimd la cantidad total de
ADN extraido vy =ze tomaron alicuctas (= 0.2 ug), cantidades iguales
para todaz las muestras y se hizo wuna electroforeszis en gel de
agarosza : agarosa 1% disuelta en amortiguador Tris-Boratos-EDTA 1X
(TBE 10¥ : 0.8% M triz kaszes, 0.8% M acido bédrico, Z0mM de EDTA pH. 8).
Fara colocar las musstraz en los pozos del aqael, estas se mezclaron
previamente con 1/5 de volumen final de colorante BFEB ( 0.25% xylena /
0.25% BFE / S50% alicercol en agual), el cual sirvid como referencia para
ubicar la distancia a la cual el ADN migrd. La =lectroforesiz ze

corrid por 30 min. & 80 volts., Este gel sze tifd con bromuro de etidio
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1¥ (4 pa/ml) por S mir. A luz ultravicleta (LWV) se cbservarorn una sola
banda por carril, que 1ndicd la 1ntegridad del ADN. Se fotografid el
ael v =e realizd una dencitometria (dernzitdmetro Hoefer) con lo cual
=e corrcbord la concentracidn calculada al espectrafotdémetro

(Ultrospec 11,4050 LEKR) usandoe una curva estandar.

IV. 4. Transferencia e hibridacidn tipo Scuthern

El ADN ze digirid con una enzima de restriccién (Eco-RI). 5S0pa d=
ADN =ze trataron con 2 pl de enzima en un medic que contenia S0 pl de
amortiguador alto 10X (100 mM NaCl / S0 mM tris.HCl pH. 7.8 / 10 mM
MaClz 7/ 1 mM ditiotreitcol ), 20 pl de espermidina 0.5 M  er un volumen
final de 500 pl ( concentracidén de ADN 0.1 pa/pl de reaccidn ). La
reaccidén e realizd durante toda la noche (2 16 h.) a 37°C. La
digestidn =e extrajo con ur volumen de UNC-fernol / solucién
clorofédrmica. separando las faszes por centrifugacidn 3 min. & 1x10%
rpm. La fase acucsa (superior) se precipitd por 1 h. a -70°C con 1/25
NaCl SM / 2 wvolumenes de etancl (2 1 ml.). Se centrifugd 5 min. /
1210* rpm. a 4°C. La pstilla fué separada por decantacidn y secada al
vacio para su postericor resuspencidn en S0 pl de solucién TE
(corcentracidn final 1 pga de ADN/pl).

15 pg de ADN por carril se= sometieron a =lectroforesis en gel de
agarosa (0.9% disuelta en amortiguador TBE 1¥) sumergido en
amortiguador TBE 1X¥. Las muestras corrieron a 25 mA = 15 volts, por 16
Fi. ( equivalente a 11 cm. de migracidén del azul de bromofencl ). Se
fotografid =1 gel expuesto a U.V.

Para su trans=ferencia al soporte sélido (26), &l gel fué lavado

previamente 2 x 45 min., con 0.5 M NaOH / 1.5 M NaCl v 2 x 60 min. con
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0.5 M tris pH. 7.5 / 3M NaCl. El gel ze colocéd zegiun dizpozsitivo
(figura IV.1.), utilizando para transferir membrana de nitrocelulosa
(Schleichsr & Schuell), 208 SSC ( 3M NaCl / 0.3 M citrato de scodic

FH.7) v papel whatmarn 3 MM. La tranzferencia por capillaridad se

m

rexlizd  durante 20 h. a temperatura ambiente. Una vez tranzcurrido
ezte tiempo, la membrama fué horneada a 80°C por 2 h. ¥y almacenada en
bolsas para sy postericor hibridacidén (287, &2).

Artes de  la hibridacién laz membranasz fuercon prehibridadas en S

sC, 0.1% Albuamima Sérica Bovina (BSA) , a.1x ficol, 0.1%

Uyl

Fpolivinileirrolodona, 250 pa/ml de ADN de esperma de salmén sonicado y
herbida S min., S0 mM NaFle pH., 7. U0.1% SDS vy 43% de formamida
desionizada, a 37°C paor 3 h. Después de transcurrido este tiempo, el
amortiguador de prehibridacién  fué removido de la bolsa. La
hibridacidrn fud realizada —on el mismo amortiguador comteniendo 10x10®
cpm/ml de la sonda marcada radiactvamente por Nick traslation (ver

materiales y métodos IV.9) a 3I7°C par 36 h.

Peso
Papel absorbente
Gel Papel whatman
Filtro de nitrocelulosa
Puente de papel whatman
Amortiguador de transferencia

Fig. IV. 1. Dispositivo para transfererncia de geles a soportes
sé4lidos.
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Para obterer condiciones de hibridacidédn (89) de baja estringencia
(apendice 1), los filtroz <se lavaron 2X SSC, S min. a temperatura
ambiente por 3 veces y 2K SSC, 15 min. & 50°C por 2 veces. Para alta
estringencia ce reali1zd wun lavado méas 0.1 SSC, 15 min. a S0°C.
Después de los lavados las membranas se  expusleron a prlacas
autorradicgraficazs (hyper film=s Amersham) por varios dias (ver
resultados) vy posteriormente eztas fueron reveladas (revelador y

fijador Kodak).

IV. 5. Extracciédn de ARN citoplasmico total.

Para la extraccidn de ARN citoplismico total (70), S0pg de tejido
{(bulbo olfatoric & hipotadlamo) de rata y cornejo fueron homogenizados
e 250 pl de s=alucidn 1 ( SO0 mM tris pH., 7.4 / 25 mM NaCl / S mM MaCl
). El homogenizado == transfirid a un tubo eppendorf de 1.5 ml
esteril, al cual =e le adicionaron & pl de triton X-100 25% vy se
mezcld fusertemente con el vortex., Postericorments =& agregaron 100 pl
de sacarosa al 72X para sedimentar los nuclecs vy se centrifugd 10 min.
a 1x10% rpm a 4°C. El1 sobrenadante se colectd en un nuevo tubo
eppendorf v =e le adiciond 100 pl de solucidn 2 ( 6% SDSI/ 0.4 M NaCl
/ 40 mM EDTA ). La muestra asi procesada se sometid a 3 extracciornes
conn un volumen de fenol saturado toda la noche con 25 mM tris.HC1 pH.
7.4 / 0.1 M NaCl / 10 mM EDTA v un volumern de sclucidn cloroférmica.
La fase acuosa (superior) =e colocd en otro tubo yv =e le agregaron dos
volumzmnes de etarol absoluto frio y una corncentracidn final de 0.2°M
NaCl. Se almacenarcon los tubos por 12 h. a -80°C, una vez transcurrido
ezte tiempo se centrifugd 15 min., a 1=10*% rpm. a 4°C. Se decantd el

sobrenadante y la pastilla se secéd al vacio para su pozterior
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rasuspencién en Bgua tridestilada esteril tratads cor
dietilpirocarbonato. Las muestras se almacenaron & -80°C hasta su wso.
Toedos los pasos antes de las extracciones con fenol fueron realizados
1o mas rapido posible para que la calidad del ARN fuese acerptable

(84).

IV. é. Valoracidén de la calidad del ARN extraido

Se calculé la concentracién de las muestras de ARN &l
ecspectrofotémetro ( O0.D. 260 rm., 1 Q.D. = 40 pg/ml ) para tomar
alicuotas que correspondian a S p3 de ARN para ser sometidas a
electroforesis desnaturalizante en minigel ( agarcsa 1%, 2.2 M
formaldehido v 10 mM de amcrtiguador de fosfato de sodio pH. 7.5 ). La
electraforesis horizontal del gel fue realizada =zumergiendo a este en
amortiguador de fosfatos 1X (10mM fosfatce de sodic pH. 7.5) a un
voltaje de 30v por 2.5 h., reciclando el amortiguador durante todo
este tiempo. Antes de colocar las muestras en los pozos, estas fueron
desnaturalizadas con 2.2 M de formaldehido, 11X amortiguador de
fosfatos y S0X  formamida a &5°C For 15 min., colocandose
irmediatamente en hielo después de la incubacién y antes de ponerlas
en el gel junto con el colorante ( 0.125% xilencianol / 0.125% BFE /
0.125 mM EDTA pH.E2 ).

Los ARNs fuerorn obzervados en el gel por exposicidn a U.V.
después de teRirlo con bromuro de etidio (4pga/ml) por S5 min. y lavarlo
toda la nrnoche en agua. Posteriormente se toma una fotografia del gel
con exposicién a U.V.; =e observaron las bandas nitidas del ARN
ribosomal (subunidades 28s vy 18s) que indican la calidad del ARN

extraido. Se realizé una densitometria con la fotografia tomada y se
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ajustaron las concentraciones que por espectrofotometria habian sido
determinadasz. Cantidade=z 1guales de ARN fueron wtilizadas para la

deteccidn del mensajerc.

IV, 7. Transferencia e hibridacidn tipo Northern

Se realizéd una =lectroforesis en gel deznaturalizante tal como
cuando se valord la calidad del ARN extraido, solo gque =ste gel no fué
temnido corn bromuro de etidio, sino que se transfirid a membrana de
mtrocelulosa inmediatamente después de terminada la electroforesis.
La transfererncia, hibridacidn y lavados (26) a la membrana se llevaron
a cabo de igual manera que con el Southern, de hecho, el filtro con
ARN =se hibridd en la misma bolsa de hibridacidén que contenia la
membrana cor ADN,

El ARNm de TRH fug detectado después de la exposicidn de la
membrana a placas autorradicaraficas (Kodak filme) por 2 dias y de su

posterior revelado (revelador vy fijador Kodak).

IV. 8. Purificacidn de pli=midos y extraccidn de fragmentos de TRH

Los plasmidos TRH Xenopus-PUC& y TRH rata-PUC12Z (ambos coh
resistencia a ampicilina) proporcionados por el Dr.Kreil v el Dr.
Goodman respectivamente, venian clonados en cepas de E.Coli. Para su
purificacién (84), dichas cespas se crecieron por separado en medio
sélido: 0.6% bacto agar, medio luria ( bactotriptona 11X / bacto
extracto de levadura 0.5% / cloruro de sodic 1% pH., 7.5) y 100 pa/ml
de ampicilina; de esta marera se evitd la contaminacidén por bacterias

que no contuviesen el plasmido.
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Se hizo crecer un indculo de las bacterias transformadas en 10 ml
de medio luria mas 100 pa/ml de ampicilina & 3I7°C con agitacidn toda
la noche. De este medic ze tomaron S0 pl para inocular um litre de
medio luria con antibiético a la misma concentracidrn, el cual fué
incubado & 327°C com agitacidn, hasta alcanzar 0.2 0.D. a 660 rm. En
ezte momento se le adiciond cloranfenicol 200 pa/ml para inhibir el
crecimiento de la bacterias y amplificar lao= plésmidoz en ellas
existentes. La amplificacidn se realizd por 16 h. a 37°C en agitacidn.

Se certrifugaron las célulaz a 7210 rem. (Beckman JZ2-21) por 15
min. & 4°C; se obtuvo una pastilla que <=se lavd con NaCl 10mM (cada
rpastilla obternida fue perfectamente resuspendida para favorecer la
lisis celular). Se calectaron nusvamente la=z c&lulas por
centrifugacidn a 7x10=2 repm. 15 min. a 4°C. La pastilla s=se congeld en
hielo seco/etancl por 15 min. ¥y se resuspendid en 10 ml. de solucidn:
sacaroza 25X / tris.HC1 S0 mM gH. & / EDTA 1 mM  manteniéndose 30 min.
e hiela. Transcurrido este tiempo se agregaron 1.5 ml. de 0.5 M EDTA
FH. &, 10 mg de liscozima (zigma), 0.1 ml ARNaza ( 10 m3/ml ), ==
mezcld y =& 1ncubd 30 min. e hielo. Postericormente se agregaron 3 ml
de mezcla litica ( 3 ml. tritdédn X-100 &l 10% / 75 ml de EDTA 0.25 ™M /
15 ml de trig.HC1 IM pH. & / 7 ml. de agua ) y se incubd nuevamente emn
Fhielo por 30 min. Se centrifugd a 1.8x10* rpm. 40 min. a 4°C. Se tomd
el sobrenadante y se agredd un  volumen de  agua para posteriormente
extraerse 2 veces con un volumen de fenol saturado ( con tris.HCLl S0
mM. / NaCl 100 mM pH. 7.5 ) vy un volumen de cloroformo. A la fase
acuocsa de aqui obtenida se le agregd 0.2 volumerss de S M NaCl y 0.33
vaolumenaes de polietilenglicol (FEG®°9°) 1 30%. Una vez mezclado se

almacend a 0°C por =16 h., después se centrifugd a 9x10= rpm por 20
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miri. (Beckmar SS534). La pacstilla se resuspendid er TNE (trie 10 mM pH.
7.5 / EDTA 1 mM / NaCl 0.2 M) y se precipitd con etanol. Finalmente se
resuspends en 2.1 ml. de solucidén TE.

Farx eliminar el ADN cromosomal (84, 86) se realizd un gradients
de cloruro de cesio (ultra-Beckman SW S0.1) com 2.1% g C=Cl, Z.1 ml.
de =saolucidn ADN (=2 500 upg), 216 pul de bromuro de etidioc (10 mg/ml)
colocados an un tubo de polipropilene (Beckman) y cubilertos con 2.3 ml
de zceite mineral. La wltracentrifugacidrn se llevd a cabo a 3.8x10=
rem Jdurante 20 h. FPosteriormente se selecciona  la banda Aque
corresponde &l ADN de pldsmido (banda inferior), la cual fué lavada 4
vecaes con butarnel / TE 2:1 para =liminar el bromuro de etidic. S= tomd
la fase acuocsa (inferior) y =& precipitd con etancl. Finalmente se
resuspendid &2n 2 ml. de TE.

Se tomd wna alicucta del plaésmido (1 pl) Yy Se leyd  al
espectrofotdmetra (260 nmm) para calcular su concentracidn y poder

determinar la cantidad de enzima necesaria par la extraccidén de los

L

fragmentcos de TRH. La digesti1dén de 25 pg de FUCE-TRH Henopus e hizo
con 2 pl de Pst I (15 unidades/pl) en un medic que contenia S mM NaCl,
1 mM tris.HC1 pH. 7.5, 1 mM M3Clz, 0.1 wM ditictreitol en un volumen
de 60 pl. La digestidérn de 25 pg de PUCIZ-TRH rata =e hizo con 2 pl d=
Eco-RI (9 wunidades/pl) en wurn medic que contenia 10 mM NaCl, S5 mM
tris.HC1 pH. 715, 1 mM MgClz, 0.1 mM ditiotreitol, en un volumern final
de 60 pl. Ambas digestiones se hicieron a 37°C por 1 h. Se extrajeron
las digestiornes con fencl / =olucidn clorofdrmica, se recuperd la fase
acucsa, sa precipitd con etanol y se resuspendid en un volumen mitiimo

de TE (= 100 pl).
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Se toma una alicuota de la muestra y se hace una electroforeziz
(80 wvolts / 30 min.) en gel de agarcsa al .84, dizualto en
amortiguador TEBE 1% v sumergaidc ern el mismo amortiguador. El gael ==
t1Ad con bromuro de etidio (4 pa/ml):; =se localizaron las bandaz a LL.V.
gel adelante de la banda correzpondiente al fraamento,
para colocar ahi tiras de pap=sl DEZ21., Se corrid nusvamente =21 asl 15
miri. = A0 volts para que la banda guedasze atrapada en el papel de alta
afiridad. El papel con el fraamento se colocd en una Jeringa de 1 oml.

e a S vezZ

w

e encantraba en =1 1nterior de un tubo de 15 ml, aqui e
realizaron 4 lavados cor 100 pl de 0,1 M NaCl. 0.1 mM EDTA vy 10 mM
triz pH. 8, centrifugande entre cada lavado a 22102 rem. por 30 =eg.
(el ADN ro =se desprende durante este pasol). Fostericormente se colocd
ur tubo eppendorf entre la Jeringa v 21 tubo de 1S5 ml. vy e realizaron
4 lavados para desprender =1 AN con 100 pl de NaCl 1 M cada une,
centrl fugandos =n cada lavado. Firnalmente &1 ADIN guedd en =1 tubo
epperdor f oen donde se realizd wuna extraccidn con butancl vy lueao otra
cor fercl / solucidn clorofdrmica, para su posterior preciprtacidn con
3 valumerzs de etanol (2 1.2 ml) 2 hielo seco 10 min.  Se colectd =1
ADN & 1x10%* rpm./ 10 min., se secd al vacio y se resuspendid en 20 pl
de sclucidn TE.

Los  fraamentos asi purificados fusron checados al correr
mitiiasles de prusba en donde a la vezr se pusieron plasmidos Ccorn Varlas

Nz i

g

=

az v poder corraborar =1 tamafo de los  fragmentos ( datos no

mastrados en este reporte).
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IV. 9. Marcaje radiactivo de lazs sondaz por Nick traslation.
Fara el marcaje por Nick traslation (24, BE) e wutilizd wun

—~—

paquets comerclal (Amersham). Se mezcld 0.1 pa de ADN {(sonda), 1.25

unidades de ADN fpolimeraza I, 25 pg de ADNasa I, 5 upl de
decsiruclectidoz trifosfatados (dATP, dGTP, dTTF,. = 1.5 pM de cads

uno) y S0 uCr (= S pl) de deocxicitosintrifosfato (JCTP) marcado en la
posicidn a con F?2 o wn medic con 0.02 M tris.HCl pH. 7.5, 10 mMm
Mallz, S0 pa/ml de BSA v 1 mM de ditiotreitcal (volumen final 25 pl).
La reaccidn se llevd a cabo por 2 he & 15°C. Un diagrama que 1lustra
lo que ocurre en la reaccidn aparece en la fig IV.Z2.

Se checd la incorporaciédn mediante precipitacidédn en papel whatman
3 MM con TCA al 30X por 15 min. a 4°C. La reaccidn ze pard con S pl de
EDTA 0.5 My == paséd por una columna de biogel, =quilibrada con SmM
tris pH. 7.8 / 0.5 mM EDTA pH. 7.8. Se colectaraon alicuctas en varios
tubos:  tipilcamentes =& observaron con 21 detector de radiactividad
(ge1ger) 2 picos: el primero correspondid a la sonda marcada y el
segundo a la marca no 1ncorporada. Se jJuntaron lazs alicuctas del
primer pico (2 0.5 ml.), se contaron 2 pl de esta solucidn con 5 ml de
toluerco-FFO (1 para 1 l.: 8 a. PPQ, 0.1 ag. FOFOP ern tolusno) en el
contadar B Beckman (canal de fésforo). Se calculd la cantidad de marca

incorporada (actividad especifica de 2 - 5 x 10 cpm/pg).
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ADN (doble cadena) Intacto
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ADNasa
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5 ’ 5 ADN mellado (nicked)

Poll (5 —=3 exonucleasa)
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l Poll (5'—3'polimerasa )+dNTPs
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ADN con porciones nuevas
$—_ 5' en sus cadenas

Desnaturalizacidn

e i

/"’""" e Pequenas partes marcadas
-‘H‘ .
/ ADN de cadena sencilla

Fig. IV. 2. Preparacién de sondas marcadas radiactivamente por Nick
Traslation.Las flechaz obescuras indican la posicién original _ del
mellado (nicked) vy las flechas vacias la posicidn final. = =
cadena marcada. Pol I = ADN polimerazsa I de E.Coli. dNTPs =
dasoxirribonucledtidoz trifosfatados.
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RESULTADOS

V. 1. Calidad y cantidad de ADN

Fara que los resultados encontrados en experimentos de
hibridacién de acidos nrucléicos pudieran <ser comparados entre una
especie v otra, =e manejaron las mismas condiciores de hibridacidn:
temperatura vy tiempo de hibridacidn, porcienta de formamida,
concentracidrn de sales, concentracidn de la sonda y concentracidn de
ADN.

La calidad y cantidad del ADN extraido fué lo primerc en ser
valorado. Fara esto, a todas las muestras de ADN de las 14 especies
elegidas se les calculd la concentracidn cornn el espectrofotdmetro
(absorvancia a 260 rmm). En baze a este calculc se tomaron alicuctas
=imilares de ADN de cada una de las especies y e corriercon en un gel
de  prusba. Este agel fu2 tefiido con bromurc de etidio, pudiéndose
observar (por la integaridad de las bandas) que la calidad del ADN era
aceptable (Fia. V. 1.). Con respecto a las concentraciones, estas
fueron ajustadas de acuerdo a uwun estandar {ADN de concentracidén

conocida) y por densitometria (densitdédmetro Hoefer).

V. 2. Digestiones con Eco-RI

Uhna vez ajustadas las concentraciones, se digirieron muestras de
AN de= cada esfpacie con enzima Eco-RI. Una alicucta de la digestidn
fué checada después de S h. en un gel analitica, el cual contenia

ademas de las muestras un marcador de peso molecular (figura V. 2.).
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Fig.V., 1. Valoracidn de la integridad y cantidad del ADN extraido. En
la fiaura == ot;erva la fotografia de wurna electroforesis en gel de
agarosza al 1%, correspondiente a muestras de ADN de humano (Hu), rata
(Ra), ratdn (Rt), hamster (Ha). cuyo (Cu), conejo (Co), vampiro (Va).,
cerdo (Ce). resz (Re), pollo (FPo) ., carpa (Ca)., lagartija (La), sapo
(Sa), acocil (Az) v eztérndar (E). El a=l fué termi1do con bromura de
etidio v postericormente fotografiado con expozicidan a V. La canmtidad
de ADN  por carril (2 pa) fugd calculada por espectrofotometria (260
rim). La intearidad de las barndaz refleja la calidad del ADN, las
variaciornes en las concentraciones detectadas por el analicsis
densitométrico de la fotografia fueron ajustadas.
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Fia. V. 2. Digestion de ADN: con enzima de restriccidrn Eco-RI. La
figura muestra la fotografia de una electroforesis de gel de agarcsa
al 1%, correspondiente a alicuctas (0.3 pg) de ADN de las 14 especies
(S0 pa) digerido con 2 pl de Eco-RI (20 unidadez por pl) a 37°C. El
ultimo carril (M) corresponds a 0.5 pg de ADN de fago lambda digerido
con Hind-III.cuye patrdn de restriccidn se concoce, el cual sirvid para
valorar las digesztione=s.
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Bajo condiciconez estandarizadas, 2 pl de enzima (20 unidades/ul),
resultaron suficientes para digerir S0 pg de ADN en 16 h. No obstante
la cantidad de enzima y tiempoz de digestidn pueder variar dependiendo
de la pureza del ADN.

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

Alicuctas 19uales de ADN de cada especie digerido con Eco-R1
fueron sometidas a electroforesiz horizontal en gsles de agarosa.
Foztericrmente el qael fué teRildo con bromurc de etidic vy  expuezto a
luz U.V. para ser fotografiado (fig. V. 3.). Este gel fuéd tratado para
su transferencia tal como se describe en materiales y métodos. La
membrana fué hibridada seaun Mc Ginnis (39), con la zonda de TRH de
rata. La fiaura V. 4., muestra la autorradicarafia correspondiente a
esta hibridacidmn.

Lo=s resultados muestran qQuie en condiciones de mediana
estringencia v con la sobressposicidn de la membrana (Fig. V. S AL,
es posible detectar secuencias homoloaas al gen del precursor de TRH
de rata en todos los mamifercs. Sin embargo, no se encontraron
secusncias homélogas en pollo, sapo v acocil. Cabe hacer notar que
alaunas bandas de hibridacidn ( las encontradas en cuyo, conejo, carpa
vy lagartija) son muy tenues: este hecho refleja la baja homologia que
tienen con esta sonda. La misma membrana fué lavada para reflesjar
condiciones de hibridacidn mas estringentes, con lo cual la
especificidad del hibrido aumenta. En la figura V. S B. se puede
obzervar la autorradiocgrafia correspondiente en la cual ze aprecia que
secusncias altamente homédlogaz al g9en del precursor de TRH de rata se

encuentrarn prezentes en humanc, ratdrn, hamster, vampiroc y cerdo™, Para
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Fig. V. 3. Gel de agarcsa Ppara transferir a mnmitrocelulosa. En la
figura ce obzerva la electro oforesic en 49el de agarcsa al 0.9%
carrespondiente a 15 pg de ADN de las 14 especiles digeri1do con Eco-RI
y & ADN de fagc lambda digerido con Hind-III (M).A la derecha aparecen
los pe:oc moleculares de los fragmentos originados de la digestidn del
fago: =23.9, b=9.6, c=6.6, d=4.4, e=2.3, f=2, 9=0.6 . El gel fué

tefi1do con bromurc de etidio vy fotoarafiado a U.V. Se cbservan
digesticnes completas valcoradas con el marcador de peso molecular.

58



Ca
La
Sa
Ac

b

Fig. V. 4, Hibridacién tipo Southern con la =onda de TRH de rata.
Mediana estringencia. La figura muestra la hibridacidén de 15 pg de ADN
de humano (Hu), rata (Ra), ratdm (Rt), hamz=ter (Ha), cuyo (Cu), conejo
(Co), vampiro (Va), cerdo (Ce), res (Re), pollc (Po), carpa (Ca),
lagartija (La), s=sapo (Sa) vy acocil (Ac), con la sonda del gen del
precursor de TRH de rata. Se hibridd a 37°C en un medioco con 43% de
formamida, S¥ SSC, 0.1%X BSA, 0.1%X ficeol, 0.1% polivinilpirrolidona, S0
mM NaPDg pH. 7, 0.1% SDS y 10x10® cpm/ml de la sonda marcada por nick
traslation con wuna actividad especifica de 10x10® cpm/pg de ADN,
durante 36 h. Los filtros se lavaron 2X SSC 5 min. a temperatura
ambiente por 3 veces y 2X¥ S5C 15 min a S0°C por 2 veces. La exposicidn
(autorradiografia) se realizéd en hyper films durante 24 h.
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Fig. V. S5 A. Hibridacién tipo Southern con la sonda de TRH de rata.

Mediana estringencla. Sobreexposicidn. La figura muestra la
hibridacidn de 15 pg de ADN de humano (Hu), rata (Ra), ratén (Rt),
hamster (Ha), cuyo (Cuw), consjo (Co), vampiro (Va), cerdo (Ce), res

(Re), pollo (Po), carpa (Ca), lagartija (La), sapo (Sa) y acocil (Ac)
con la sonda dal gen del precurscor de TRH de rata. Las condicicones de
hibridacidén son las mi=mas 49gue en la figura V. 4. al 1gual gque los
lavados. La membrana fué <sometida a wna saobreexposiciédn durante 4
dias.
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Fig. V. S B. Hibridacidn tipo Southern con la =onda de TRH de rata.
Alta estringencia. E1 mi=mo filtro fué lavado con 0.1X SSC 1S min. a
S0°C. La membrana se expuszo en hyper films durante 2 dias. ("™ es muy
probable que algunas de las bandas tenues desaparezcan con la
impreszidn).
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Fia. V. &. Hibridacién tipo Northern con la =zonda de TRH de rata.
Mediana Estringencia. La fiaura muestra la hibridacidn de 10 pg de ARN
de hipotdlamo (H) y bulbo olfatorie (BO) de rata (Ra) vy comejo (Co)
con  la sonda (ADNc) de TRH de rata.Se hibridéd bajo las mizmas
condiciones que ze i1ndican en la figura V.4. Los filtros se lavaron ZX
SSC 5 min. a temperatura ambisnte por 3 veces y 2¥ SSC 1S min. a S0°C
por 2 veces. La expozicidn z=e realizéd en kodak film= por 24 k.
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que el resultadc fuese manejado semicuantitativamente, se les rezlizd
un analisie densitométrico (soft laser scanning densitometer/ Bio Med
slr-2d-1d) a las autorradicgrafiaz cobteniendo: humano 60%, ratdén 0%,
hamster 80X, cuyo 15%, conejo 15%, vampiroc 70X, cerdo 40X, res 30X,
carpa 20% y lagartija 20% de homologia con la sonda de TRH de rata.

La baja homologia en dos de los mamifercos estudiados (cuyo y
conejo) s2 corrobord mediante la busqueda del ARN mensajerc de TRH en
una de estas especies. La figura V. 6. explica con mayor detalle la
hibridaciédm tipa Northern (90) realizada para buscar ARNm de TRH en
conejo, utilizande como control positivo la hibridacidén del ARNm de
TRH de rata. Se pusde observar que bajo estas condicicrnes no es
posible detectar mensajero de TRH en ninguna de las dos regiones
estudiadas (regiones del SNC donde se sintetiza en mayor concentracidn

el péptidoa) para conejo.

V. 4. Hibridaciornes con la sornda de TRH de sapo.

El mismo tipo de hibridacidén bajo las mismas condiciones fué
realizado con la zonda de TRH de Henopus. La figura V. 7 A. muestra la
autorradicgrafia correspondiente al Southern realizado a mediana
estringencia. Secuencias homologas fusron encontradas en acocil y en
pollo. Se realizé una densitometria observando: 60X de homologia en
acocil y 354 en pollo. La membrana hibridada a mediana estringencia
fué lavada para detectar hibridos mas eszpecificos (alta estringencia)l.
La figura V. 7 B. muestra la autorradiografia correspondiente en la
cual no se aprecian secuencias homalogas en ninguna especie bajo estas

condiciones, excepto el control (Xenopus).

63



Ide 23358¢& 8354 ¢

Y RRIE

Fig. V. 7 A. Hibridacién tipo Southern con la zonda de TRH de Henopus.
Mediana estringencia. La figura muestra la hibridacidn de 15 pg de ADN
de humanc (Hu), rata (Ra), ratén (Rt), hamster (Ha), cuyo (Cu), conejo
(Co), vampiro (Va), cerdo (Ce), res (Re), pollo (Po), carpa (Ca),
lagartija (La), sapo (Sa) vy acacil (Ac), con la sonda del gen del
Frecursor de TRH de Henopus. Las condiciones de hibridacidn son las
mismas que en la figura V. 4. al igual que los lavados. La exposicidn
(autorradiografia) se realizéd en hyper films por 24 h.
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Fig. V. 7 B. Hibridacidn tipo Southern con la sonda de TRH de Hencpus.
Alta estringencia. El filtro anterior fué lavado con 0.1X SSC 15 min.
a S50°C. La membrarna se expuso en hyrper films durante 2 dias.
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V. 5. Hibridacicnes con la sonda de a-Actina de ratén.

La capacidad de hibridacién del ADN de las 14 especies, fué
demostrada rehibridando las membranas con  la sonda de a-Actina de
ratén, que por ser una molécula con  una amplia distribucidn
filogenética deberia de estar presente en todoc estos organismos. La
figura V. 8. muestra la autorradiografia correspondiente, en la cual
se aprecian regiocnes homologas a la sonda de a-Actina, en mayor ©

menor arado =n todas las especies.
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Fig. V. 3. Hibridacidn tipos Southern  con la sonda de a-Actina de
ratdn. Mediana =estringencia. La fiaura muestra la hibridacidn de 15 pg
de ADN de laz 14 especies con la zonda del asn de a-Actina de ratdén.
Las condiciores de hibridacidn, los lavados vy =1 tiempo de exposicidn
de la autorradicarafia fué =21 mismo que en las fiauras V.4 v V.3,
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DISCUSION

La relevancia de las secuenclas nuclectidicas y aminoacidicas de
urna proteina para la reestructuracidn de la historia evolutiva de las
especies, e3 en la actualidad un hecho 1ncuesticonable (33, 35). El
andlisi=s de secu=sncila ha sido utilizado en distintoz eztudios en donde
z=e ha podido dislumbrar la relacidn evolutiva existente entre especies
de distintasz familias y clases (34, 21) y entre especiez de un miszmo
aérzro (49). Actualmente, la homologia detectada por estudios de
hibridacidén constituyen un nuevo parametro para el anidlisis de las
relaciones  filogenéticas (38, 91);3 este método resulta mucho mas
rapido que 2] de sscusnclacidn, vy la informacidérn obtenida por ambos es
muy =imilar. Sin embargc para estudios mas detallados sobre la
secusncla (amincacidica & rucleotidica) de L& proteina, la
secusnciacidn resulta inevitable.

Las sondas utilizadaz en este estudio proviernen de ADN
complementarios al ARNm (21 cual es traducido a proteinal; por lo
tanto las regiornes gue resultaron homélogas a las sondas reflejan
directamente homologia a nivel de acidos nucléicos. Existen evidencias
(21, 47) que indican que las diferencias detectadas a nivel
nuclectidico corresponden casi exactamente con aquellas detectadas a
nivel de secuencia amirnocacidica. Este hecho ez de suma importancia,
pues al hablar de homologia a nivel nuclectidico, nuestra visidon
tendrd que ampliarsze y comprender su trascendencia a nivel protéico.

Nuestroz resultados de las hibridaciones hechas con la sonda de

TRH de rata muestran wuma alta conservacién del g9en de TRH en
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mamiferoz, lo cual nos lleva a sugerir la posibilidad de Sue exisha um
gene ancestral para ellos, sin embargo, creemos que en determinados
linajes evolutivos (cuyo v cone)o) la presidn selectiva ze encuentra
mas relajada, propiciandc un mayor numerc de mutaciornes, y que por lo
tantc la homologia detectada por noszotros  fusra escasa. En las
hibridacionez hechasz con la sonda de TRH de sapo encontramos que pollo
y acocil presentan redl1ones  homologas a baja estringencia. Resultd
extranco que n1 lagartilija n1 pez mostraran homologia con esta sonda,
pues =stas especies =& encusntran filogenéticamente més cercanas al
sapo. Por el contrario, pez y lagartija resultaron homologoz & la
sonda de rata. Es pocsible que en este cazo v en el de pollo (que
prezenta secusncias homédlogas a Henopus ). se havan conservado alaunas
secuenclas en ciertos linajes, aunaue también existe la posibilidad de
que hayva ocurrido convergencia evolutiva.

Eri los Southerns realizados a mediana v alta estringencia con la
zonda de TRH de rata pudieron observarse variaz bandas de homologia en
los carriles correspondientes a ADN= de algunas especies. Este
reszultado pusde explicarze en razén de loz sitics de restriccidn para
Eco-RI, presentes en la regidn que rezultd homologa a nuestra sondas
ez decir, el rumerc de bandaz detectadas corresponderia al rumero de
sitios de restriccidn presentes en la secuencia homologa a la sonda.
Sin embargc, =1 todas estas bandazs se gsneraran a partir de una misma
secuencia cortada en varios fragmentos, al aumentar la estrinagencia
dismiruiria la i1ntenzidad de las bandas simultineamente. Esto rno
acurre asi en hamster y ratédn, pues al  aumsentar la estringencia
algunas bandas dezarparecen: esto sugiere que las bandas de homologia

provienen de distintas regiones gque son homologas a la =zonda en
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difererte proporcidén. Exicste la posibilidad de que <cse trate de
secuencias durplicadas (varios genesz) que hayan divergildo, propiciando
asi la diferencia en la homolcgia. No obstante nuestros resultados no
son suficientes para demostrar una duplicacidn.

Datos rnuestros y de Lechan y cols. (4) indican que los
precurszores de TRH de rata y de Xenopus son poco hémologos (solo en
las regiocnes que originan TRH), al grado de que no pusden ser
detectados en hibridaciones cruzadas con el ADNc de TRH de cada unc.
Esta cbzervacién y nuestros resultados de variabilidad en la homologia
presentada.por todas las especies estudiadas, nos hace creer que el
precursor de TRH al igual que los precurscres de otros péptidos (21,
44, 46, 42, 49) pudisra presentar mayor presidn selectiva en las
regiones que originan al péptido ( en este caso TRH ), mientras que
las demas regiones hipervarian dependiendo de la presidn de seleccidn,
la cual es directamente proporcional a su funcionalidad. Por lo tanto
los péptidos  intermedics originados del precursor podrian no ser
funcionales, pues de ser asi, estarian conservados en la filogenia.
Esto resulta contrapuesto a lo sugerido por el grupo de Jackson (7,
10, 82) quienes proponen la funcionalidad de los péptidos intermedios
en virtud de su presencia en el SNC de rata en lugares en donde no fué
detectado previamente TRH. No obstante no podemos descartar la
posibilidad de que estos pudieran desarrollar & acoplarse a una
funcién en alguna especis particular. Por otro lado, es factible que
estas secusncias intermedias sirvan como sefales para el procesamiento
proteclitico, lo cual es importaﬁte para poder agenerar el péptido.
Otra funcidn en la cual pudieran estar vinculadas estas secuencias es

en la amortiguacidén de las mutacicnes que se llevan a cabo en el
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precursor, puesz &l no haber preszidén celectiva en ellos, los efectos
Fpor deriva génica son retenidos en estas regicries. Se ha propuezto que

los intrornes (antes del splicing) juegan un parel similar a este (26,
42) .

En la mayoria de los estudiczs filogeréticos realizados a la
fecha, <=e wutiliza el analisies y la comparacién de las secuencias
aminocacidicas y nuclecotidicas de péptidos y proteinas con el afan de
establecer las relaciones evolutivas las especies que los contienen. A
nosotros, la filogenia de TRH nos ayudéd, por un lado a definir si
las sondas que tenemos pueden ser utilizadas para estudios en donde se
mida la bicsintesis de TRH (a través de los niveles de ARNm) en otras
especies ademas de la rata; esto parece cer factible para ratdn y
hamster y quizd para vampiro y humano. Cabe hacer notar que cuyo y
cornejo (modelos biolédgicos utilizados para etudios sobre TRH) no son
recomendables para medir niveles de ARNm con estas sondas, puss la
homologia presentada  por estos fud muy baja. For otro lado delimitar
que especies contienen wun  precursor patrecido, podria hablar de la
importancia que el péptido (TRH) o los péptidos contenidos en en
precursor tienen para cada especie.

Aunque para la TRH se han postulado varias funciones en distintas
especies de mamiferos, aves, reptiles y anfibios, la potencialidad
funcional de la molécula 3Quizd =sea mayor a la descrita. Descubrir
todas las posibles funciones es con seguridad una tarea muy dificil,
pussto que == desconoce en que Ltipo de eventos ademas de los ya
conocidos pudiera estar el péptido o su precursor vinculados.

Basandonos an los resultados obtenidos y en filogenias realizadas

con otras moléculas, proponemos una distribucidn del gen del precursor
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de TRH de rata vy Xenopusz en las especies estudiadas (Fig. VI. 1). Es
factible que exista un gen ancestral comun para rata y Xenopus en
vitrtud de que amboe precursores contienen repetida la molécula (TRH)
el mismo numero de veces. Sin embargo es dificil decir en que momento
divirgileron o del otro pPara constituir lineas evolutivas
diferentez. Poziblemente existan ademas de e=stas, otras lineas
evolutivas para el aen del precursor de la TRH (e.g. la del pez vy la
del polla), puesto que laz homologias detectadas conm rnuestras sondas
fueron muy bajas. Quizi el dendrograma podria acompletarse realizando
hibridaciones con el gen de otros péptidos. Lo que s1  parece ser
claroc, es la existencia de un 9en ancestral coman para los mamiferos,
conservado quizas por la importancia que la molécula (TRH) tiene para

estos organlsmos.
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Fig. VI. 1. Distribucién filogenética del precursor de la Hormona

Liberadora de Tirotropina. El1 dendrograma fué realizado basandose en

la homologia detectada por densitometria (expresada en porcentaje) de

los ADNs de todas las especies con las sondas de rata y Xenopus

(cifras encerradas en paréntesis)
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APENDICE 1
El ADN recombinante. Principios y aplicaciones.

Las técnicas del ADN recombinante constituyen actualmente una
herramienta fundamental para el estudic de la bioclogia molecular.
Ectas permiten el aislamiento, purificacién y determinacién de la
estructura precisa (secuencia nucleotidica) de genes y ARN mensajeros.
Distintos genes de hormonas polipeptidicas han sido clonados en
bacterias y sus secuencias nuclectidicas determinadas. Esta
infarmacidn ha traido grandes avances en el entendimiento de los
mecanismos de evolucién de genes y de su regulacidén metabdlica.

Dos elementos han <=ido escenciales para la construccién vy
propagacidn de la molécula de ADN recombinante. Por un lado el uso de
maléculas de ADN autorreplicable (e.g9. plasmidos y bacteriéfragos) en
bacterias y facilmente purificables, las cuales sirven de vehicule
(vector) del ADN exégenc: y por otro lado =21 emplec de las
endonucleasas de restriccidn. Estas enzimas cortan el ADN en
secuencilas especificas de nucleédtidos, los cuales son generalmente de
4 a 6 pares de bases. Cada enzima es absolutamente especifica para la
secuencia de nucledtidos que reconoce, por 1o que los fregmentos
abtenidos son csiempre reproducibles.

El ADN recombinante se construye cortando el vector y el ADN que
se desea amplificar con la misma enzima de restriccién vy
posteriormente estos <son unidos por medio de una ADN ligasa. Esta
molécula de ADN recombinante (quimera) asi construida puede
amplificarse mediante su introduccidédn en bacterias y de esta manera

aobtener cantidades ilimitadas del segmento de ADN deseado. Mediante el
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uso de  esta estrateaia es posible obtener un banco genémico (figura
1), es decir, una coleccidén de moléculas recombinantes, las cuales
representan &l genoma completo. Asi misEmo ez posible aislar secuencias
representativas del ARN mensajerco a partir de wun bance de ADLN
complementario (ADNc); el ADNc es una copia de ADN lograda a partir d=
transcripcidén reversa del ARNm (figura 2).

Un @en & wun ADNc especifico pueden cer seleccionados usando
aligonucledtidos (secuencias de acidos nuclelcos) correspondientez a
la secuencla amiroacidica de la proteina & péptido de interés. Una vex
identificada la clona que contenga la secuencia deseada, esta puede
ser uszada en distintos estudios que incluyen la estructura del gen,
reaulacién de su expresidn, identificacién de sitices de regulacidén,
etc.

Recientemente se han realizado algunos estudicos en los que
utilizan como =sonda las sscuencias nucleotidicas correspondientes a
péptidos & proteinas para el andlizsis de las relaciones filogenédticas
existentes erntre laz especies Qque los contienen ( 32, 33, 35 ) .La
biase experimerntal se apova en el principio de complementariedad de los
dcidos nrucleicos (Adenina-Timina & Uracilo y Guanina-Citosinal; los
enlaces de hidrdédgeno que se forman entre los nucledtidosz son altamente
especificos por lo que las bases <solo pusden aparearse con aguellas
que sean complementarias. Asi, una secuenclia nucleotidica determinada
=e uhird an mayor & menor grado con aquella que presente cierta
similitud: el grado de hibridacién reflejard la homologia de las
secuencias (fiaura 3). E1 hibrideo estara formado por un lado por la
zonda v por el otro lado por el ADN de 1la especie en la cual se

rastred la secuencia. Las condiciones bajo las cuales se realiza la
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ADN

Digestion con enzimas
de restriccidn

= — ——  —— Fragmentos de ADN

Introduccidn del ADN
en vectores

OO0 000 O

Introduccién de quimeras
en células huésped

d) (&) (&) () (@
OO0 O O

Banco gendmico

ADN del huésped

Fig. 1. Clornacidn molecular de ADN: En el diagrama =e aprecian los
pasos a seaulr para clomar ADN  exdaenc en vectores de clonacidérnm (en
este caso plasmidos), formando asi, quimeras de ADN. La figura

caorresponda a la clonacidon de ADN cromosomal para la fabricacidm de un
banco gendmico.
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ARNM —
Transcripcion reversa

ADNc —~_ _—
Copiado

Pidsmido
ADN de doble cadena ————

/Insercic'-n
¥ Sitio de restriccién

————"—""—"" Pldsmido

lineal
ADN del
pldsmido

Replicacidn del pldsmido

Fig. 2. Sintesis y clonacidén de ADNc. El ARNm es copiado a ADNc con la
enzima reversa transcriptasa. Posteriormente la cadena sencilla es
copiada por la ADN polimerasa I para formar la doble cadena que sera
insertada dentro del wvector, el cual ha sido previamente digerido por
una endonucleasa de restriccién. El plasmido (vehiculo de clonacidédn)
cserd replicado en una bacteria para poder amplificar ilimitadamente la
secuencia de interés,

hibridacidén pueden manejarse de manera tal que reflejen condiciones de
alta especificidad del hibrido (alta estringencia) é condiciones mas
relajadas para la formacidén de éste (baja estringencial). Esto puede

lograrse gracias 8l menej)o de distintos factores tales como

17



=oncertraciér de ADN, concentracidén de la sonda, tiempo de hibridacién
y concentracién de sales y de formamida*.

La deteccién de las regicrnes homédlcaas se puede observar mediante
el marcaje radiactivo de la sonda, esto permite que el o los hibridos
sear visibles en una autorradiografia. Otro tipo de estudics basados
an esta principio es la medicién de la sintesis de un péptido madiante

la deteccién del ARNm que lo codifica.

ADN marcado ADN no radiactivo

radiactivamente moocx)m
ANANANAN

9.0.0.0.0.0.0.0008
NN

19:90.0,0.0.0.0.000.8

~

ADN reasociado ADN cadena sencilla ADN reasociado Moléculas

No radiactivo Radiactivo y no Radiactivo hibridas
radiactivo
EReqidn no complementaria
Alta complementariedad Baja complementariedad

Fig. 3. Hibridacidn de acidos nucléicos. En la figura se observa la
hibridacién de ADN con sondas radiactivas (ADN marcado). Se puede
apreciar los tipos de hibridos formados vy la homologia de sus
secuencias.

* La formamida es un compusesto que baja la temperatura media (Tm) del
ADN duplex, 0.72°C por cada porciento de formamida en la solucidén. Al
bajar la Tm del ADN, el hibrido se hace mas especifico, esto es, entre
mas formamida se tenga, las hibridacicnes que se logren seran mucho
mas especificas ( alta estringencia ).
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