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ABREVIATURAS

-Ac anticuerpo (s)

ACTH corticotropina

ADH hormona antidiurética
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BSA albumina de suero bovino

cGH hormona de crecimiento de pollo

CM-celulosa carboximetil celulosa

col (s) col aboradores
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d dal ton
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DNA acido desoxirribonucleico
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hPL lactégeno placentario humano
HPLC cromatografia liquida de alta presion
hr(s) hora(s)
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IET inmunoelectrotransferencia

 {~1c] inmunoglobulina G

LH hormona luteinizante
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INTRODUCC ION

A través de millones de aMos de evolucién, desde su aparicion
hasta nuestros dias, la vida se ha ido haciendo cada vez mas
compleia. Para lograr esto se han tenidoc que desarrollar sistemas
organizadores e integradores que permiten la coexistencia de varios
sistemas, involucrados en las mas diversas tareas, funcionando de
manera arménica y organizada. La integracién de las funcicnes
corporales depende tanto del sistema nervioso como del sistema
endécrino. Aun estos mismos sistemas integradores requieren de un
"centro de control", y para el caso del sistema enddcrino la glandula

hipé6fisis podria ser considerada como el elemento organizador.

Hipdfisis

Esta glandula se sittia en la base del cranec dentro de la
cavidad esfenoidal denominada "silla turca". Es una glandula
endécrina, por verter sus secreciones directamente al torrente
sanguineo. En los mamiferos se compone de dos lébulos cuyo origen
embrionario es distinto: el lébulo anterior o adenchipéfisis, que se
deriva de una evaginacion del ectodermo llamada bolsa de Rathke, y el
lé6bulo posterior o neurohipofisis, que deriva del ectodermo neural
del piso del cerebro anterior. La glandula se conecta al hipotaAlamo
por el tallo hipofisiario y se comunica con el mismo por medio de up
conjunto de vasos sanguinecs llamados sistema porta hipotalamico-

hipofisiario. A través de estos vasos es gque el hipotidlamo hace



llegar a la adenohipéfisis sus factores liberadores para ejercer
control sabre la produccion de las distintas hormonas (1-4).

ta gléndula hipéfisis secreta una gran cantidad de hormonas,
entre las que sobresalen por su importancia la tirotropina (TSH), 1la
corticotropina (ACTH), las gonadotropinas (FSH y LH), la hormona de
crecimiento (GH) y la prolactina (PRL). Las tres primeras ejercen su
acciéon directamente sobre otra glandula, mientras que la GH y la
prolactina tienen una gama de tejidos blanco muy amplia. La hormona
de crecimiento en ocasiones requiere de la intervencion de
intermediarios (somatomedinas) para ejercer sus acciones
fisiolégicas, mientras que la prolactina a veces actia con otras

substancias (sinlactinas) sinergicamente (S-7).

Origen celular de la prolactina y control de su sintesis.

La prolactina es sintetizada y secretada por células acidofilas
de la hipéofisis llamadas lactotropos, que constituyen en los
mamiferos alrededor del 10-20% de la poblacién celular de la
glandula. Los lactotropos poseen una serie de caracteristicas
morfolégicas distintivas come un gran ndcleo dentro de un citoplasma
pequefio, abundante reticulo endoplasmico rugoso que se encuentra
organizado en paralelo, un complejo de Golgi muy grande y una serie
de granulos en los que se almacena la hormona, cuyo numerc aumenta
durante el embarazo y la lactancia en los mamiferos. (2,8,9) La
secrecidn de esta hormona es controlada a nivel hipotalamico por
diversos mecanismos, segun la Clase a gque se refiera. En los peces

existe una innervacioén directa del hipotalamo a la hipéofisis, y éste



ejerce un control inhibitorip scbre l1a gléndula utilizando como
mediador a la dopamina. En mamiferos y anfibios el hipotalamo también
ejerce un control inhibitorio, en tanto gque en las aves, y
posiblemente también en los reptiles, el control hipotaldmico parece
ser tanto inhibitorio como estimulatorio. Existen ademés toda una
serie de factores que inciden sobre la secrec}éﬁ de esta hormona,
domo la osmolaridad plasmAtica vy las concentraciones de diverseas
substancias: hormona liberadora de tirotropina (TRH), monofosfato
ciclico de adenosina (AMPg), hormonas tiroideas (Ts y Te), esteroides
{estradiol 17 (Ea), cortisol (F), etc) y prostaglandinas de la serie

E (8,10-13).

Filogenia de la prolactina.

Existen al menos tres hormonas en mamiferos gque poseen actividad
prolactinoide: la prolactina per se, el lactégeno placentario y la
hormona de crecimiento., Estas tres moléculas constituyen una familia

de hormonas relacionadas tanto funcional como estructuralmente

(figwra 1). Las tres son proteinas globulares y tienen cerca de 200

aminodcidos, un peso molecular alrededor de 23,000 d y dos (GH,PRL y
FL) o tres (PRL) puentes disulfuro. Ademds existen ciertas regiones
# que corresponden entre si, tienen un contenido semejante de alfa-

hélice, etc (1,%5,8,14-17). Estos datos sugieren que las tres

~hormonas se derivaron de un gen ancestral gue posiblemente produjera
P una-molécula con caracteristicas tanto de GH como de prolactina hace
s unos S x 10® afos, es decir, 'en los inicios de la evolucidm de los

[ vertebrados (figura 2) (8,14,18-21),
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Fig. 2, live:aenm de 1os gem de prghttm hormona de crecisiento
a partir de 1 K] rdpodos. Los eirculos
representan ln 2938 que se 'omn o las »l&‘ulu por 1os puentes
disulfurg, 51 s wto de un gen senpjant #r ocurrido una
Iupllcmﬁn yy sis tarde, una insercidn en | l»n lc as proht!mis
de tetr e on!uu una tercera asa. 5i se 88 an-
te 8 pro m na de tetrdpodos debe haber ocumdo m mht
mo una f " las unns de prolactinas de teledsteos y ce GH.
(Todada de 1a referencia 21).



En todos los vertebrados, con la posible excepcién de los

' Cicléstomos (lampreas), se ha logrado identificar una hormona

semejante a la prolactina, sin querer implicar con esto que se trate
de proteinas idénticas o que desarrollen exactamente las mismas
funciones. (8,14,21,88)

En la superclase Pisces se ha logrado aislar prolactina de
varios teledsteos, que poseen como caracteristica distintiva el tener
unicamente dos puentes disul furo, con lo cudl se asemejan mas al
grupo de las GH (ver figura 2) (21-27). Una molécula semejante a la
prolactina de los teledsteos se ha detectadoc en los elasmobranquios
{peces cartilaginosos) y en los Dipnoii (peces pulmonados). La
prolactina de estos uUltimos es la molécula mas primitiva de la serie
que es activa en el bioensayo clésico uwtilizado para medir actividad
prolactinoide, mediante la estimulacién del crecimiento del epitelio
del buche de paloma. (28)

En los tetrapodos la molécula suele tener un amplio espectro de
actividades que va desde el fomentar el crecimiento de renacuajos
hasta acciones mamotrépicas y luteotrépicas. Farece como si al ir
evolucionando los vertebrados aumentaran las actividades biolégicas
de las prolactinas — las prolactinas de los peces suelen ser
funcionales Gnicamente en los peces, mientras que las de los
mamiferos funcionan en practicamente todas las Clases - aungue no hay
que olvidar que en el curso de la evolucién las moléculas, pueden

ademas de ganar funciones, perderlas (648).



Caracteristicas funcionales de prolactina.

La prolactina es probablemente la hormona que posee una mayor
versatilidad funcional. Su espectro de actividades abarca mas de 100
funciones fisioldgicas diferentes que van desde el control de
electrolitos hasta accione; mamotropicas y luteotropicas,
crecimiento, comportamientos paternales, etc. (tabla 1) (8,14,15,21).

De todas las funciones en que la prolactina se ve involucrada
una buena parte de ellas puede ser relacionada de una u otra manera
con la reproduccién y/o con el balance de iones y agua.

FParece que en los organismos homsotermos, aves y mamiferos, las
funciones de la prolactina relacionadas con la reproduccion adquieren

mayor importancia que las relacionadas con la osmoregulaciéon (8,19).

Prolactina en aves.

Balance de iones y aguas

Probablemente la prolactina tiene un efecto indirecto sobre el
mantenimiento de la homeostasis osmética incidiendo sobre los niveles
de ingesta tanto de agua como de comida. Se sabe que estimula el
apetito en etapas previas a la migracidén, y que su liberacién parece
correlacionar con la presion osmética del plasma. Un aumento de sales
induciria un aumento en la presion osmética que a su vez provocaria
la liberacién de prolactina, y esto provocaria un aumento en la
ingesta de agua y comida, asl como una disminucidn del flujo urinario

para lograr el equilibrio osmético, (8,9,29)




TABLA 1 (Modificada de la referencia 8)
ALGUNAS FUNCIONES EJERCIDAS FOR LA PROLACTINA

Ciclostomos
- Metabolismo de electrolitos

Teletsteos
- Sobrevivencia en agua dulce de peces eurialinos
hipofisectomizados.
- Secrecidon mucosa de la piel, boca, agallas.
- Crecimiento y secrecién de vesiculas seminales.
-~ Comportamiento paternal.
- Estimulacién de 1a ATPasa Na*/K* renal.

Anfibios
- Transporte de agua y Na*™ a través de la vejiga de sapo.
~ Restauracion de niveles plasmdticos de Na* en salamandras
hipofisectomizadas.
~ Secrecitdn de gelatina oviductal.
- Efecto antiespermatogénico.
-~ Estimulacion del desarrollo glandular de la cloaca.

Reptiles
- Efecto antigonadotrépico.
- Restauracién de niveles plasmaticos de Na* en lagartijas
hipofisectomizadas.
- Efecto diurético en quelonios acuwaticos.
- BRalance de Na* en tortugas.
- Estimulacién del crecimiento de la cola en lagartijas.

- Estimulacion de la secreciéon de la glAandula nasal.,
- Incremento de la ingesta de agua.

- Incremento de la reabsorciéon cloacal.

- Produccién de 1a "leche de paloma".

-~ Formacion de las placas de incubacidn.

- Efecto antigonadal.

- Inquietud premigratoria.

- Comportamiento paternal.

Mami feros
- Lactancia.
— Aumento de la retencién de Na+ a nivel renal.
- Efecto similar a la harmona antidiurética (ADH).
= Balance de Ca++.
= Incremento de colesterol en testiculos.
~ Efecto luteolitico en ratas.
- Comportamiento paternal.



Algunas aves de los érdenes Falconiformes (rapaces diurnas),
Charadriiformes (aves playeras), Anseriformes (patos, gansos y
cisnes), y Felecaniformes {(pelicanos, pajaros bobos, fragatas y
relacionados), poseen una glandula nasal cuyas secreciones tienen un
alto contenido de sales, y es un mecanismo alternativo que tienen
para contender con los excesos de sales a gue se enfrentan. Esta
glandula nasal es estimulada directamente por la prolactina. El
estrés por el frio a que se ven sometidas algqunas aves les produce
deshidratacién y un aumento en la osmolaridad plasmatica que provoca
la liberacién de prolactina y el consiguiente aumento de la actividad

de la glandula nasal (8,29-31).

Reproduccidn:

a) Incubacién y crianza: si bien las evidencias que se tienen
apuntan a que estas conductas son desencadenadas por la accién de la
progesterona, su manutencién corre a cargo de la prolactina. Cuando
la aves estadn incubando sus niveles de prolactina alcanzan un maximo

y disminuye si se interrumpe el proceso (8,9,32-34).

b) Formacion de las placas de puesta: la prolactina interviene
en este proceso de manera conjunta con los estrdégenos. En aves en las
que los machos son los encargados de la incubacidn son ellos los que
presentan un nivel mis elevado de prolactina, y es posible inducir
placas en animales que normalmente no incuban, mediante la
administracién de esta hormona. Farece ser que las relaciones entre

prolactina v 1os esteroides ovéaricos en las aves son tan complejas



como en los mamiferos. También se ha sugerido que el contacto fisico
de la placa con los huevos estimula la secrecidn de prolactina, de
una manera semejante a la glandula mamaria en que el pezdn
sensibilizado responde a estimulos taActiles que causan su

liberacion. (8,15,33,24)

c) Produccion de leche de paloma: dentro del ocrden
Columbi formes, la prolactina se relaciona con la produccién de la
1l1amada leche de paloma induciendo la proliferacién del epitelio
mucoso del buche, asl como un aumento en la captura de fosfatos, la
cantidad tanto de DNA como de RNA, de ribosomas y de Acidos grasos.
Todos estos efectos son aprovechados para medir la actividad de
prolactina mediante un bioensayo desarrollado por Nicoll

(8,19,28,34).

d) Efectos gonadales: se han demostrado efectos inhibitories
tanto directos como indirectos, que son revertidos por la accién de
FSH, lo que podria sugerir que el modo de accion de la prolactina en
este caso es blogqueando la produccidn de FSH. También induce un
aumento en la respuesta del oviducto a los estrégenos durante el
desarrollo del ovario y del oviducto prevics a la produccién de

huevos, (8, 35)

e) Migraciédn: se le involucra principalmente con la acumulacidén
de grasa en el periodo premigratorio debido a hiperfagia y a la
alteracion del metabolismo de lipidos. También se le ha asociado con

el comportamiento de “inquietud premigratoria” que se caracteriza por



un aumento en la actividad nocturna y direccionalidad de los

movimientos. Es importante mencionar que los efectos de la prolactina
varian en funcidn de varios factores. for un lado la época del aMo y
la hora del dia son importantes para lograr una respuesta positiva o
negativa, pues su ciclo qircadiano de liberacidén estd estrechamente
relacionado al de corticosterona. En primavera, cuando hay una
diferencia de 12 horas entre los picos de liberacién de prolactina y
corticosterona, sus efectos son progonadales, mientras que en el
otofio, cuando este desfasamiento se reduce a & hrs, su efecto es
antigonadal. También es muy importante considerar la especie en la
que se hacen los estudios, pues sus efectos no son iguales en las
aves migratorias, que en las parcialmente migratorias o en las

sedentarias,. (8,9,15,34,37)

Relaciones estructura-—funcidn.

Se han detectado varias isoformas de éfolactina circulante. En
humanas circulan al menos tres formas con distinto peso molecular gue
al cromatografiarse por Sephadex 6-100 eluyen en fracciones que
corresponden a un peso de apraoximadamente 23,000 d, 56,000 d, y otra
forma de alto peso molecular gue eluye en el volumen vacio (1,38).
Nyberg y cols. obtuvieron variantes de carga, tres bandas
inmunorreactivas por electroforesis, una de las cuales se resuelvey
ademas, en dos componentes por isoelectroenfoque (5,3%9). Este
polimorfismo no parece exclusivo de la pralactina humana (40-43),

For otra parte, la gama de actividades en que se ve involucrada -

esta hormona es amplisima (ver tabla I). Se ha intentado explicar



esta multifuncionalidad, que incluye actividades a primera vista

antagonicas, cton varias hipotesis:

~ Diferentes dominios activos en una misma molécula estimulan
distintas respuestas. Se ha intentado correlacionar funciones de la
hormona con regioﬁes‘determinadas de la misma, y se han hecho
estudios similares con otras hormonas como la GH, obteniéndose

evidencias que apoyan la idea (17,21,40,44-49),

- Existencia de familias de proteinas, es decir, moléculas con
caracteristicas muy semejantes aungue no idénticas. Las diferencias
. entre ellas pueden originarse por muy diferentes causas: fenGmenos
‘ genétmicos, procesamiento diferencial del RNA, protedlisis, adiciéon de
- grupos quimicos, etc. También se han encontra&o miultiples evidencias

en favor de esta hipétesis (38,39,41,50-58).

- Heterogeneidad de receptores: esta hipdtesis involucra a la
otra parte del sistema, los receptores, proponiendo que segan el tipe
de receptor al que se une la molécula seria la respuesta

desencadenada (46,53).

Ninguna de estas hipdtesis es mutuamente excluyente, y
seguramente la vision mads cercana a 1o que ocurre en realidad es una

" combinacién de todas ellas.
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Purificacidon de_ prolactinas.

Dada la importancia que tiene esta hormona en la regulacién de
diversos procesos, as{ comp su multifuncionalidad, se han hecho
varios intentos de purificarla para as{ entender mejor su
funcionamiento. Independientemente del caso de la prolactina humana,
los primeros intentos de purificaciédn de esta hormona en otras
especies fueron impulsados paor el desarrollo de la técnica de RIA. Ya
con algunas prolactinas de mamiferos aisladas se comenzaron a hacer
estudios de endocrinologia comparada y también se encontré gue es un
buen modelo para hacer estudios de correlacién estructura-funcion.
Actualmente se han aislado prolactinas de todas las clases de
vertebrados que se sabe que la tienen, y se buscan nuevas
metodologias que incrementen loé rendimientos. También hay interés en
aislar prolactina de las mds variadas fuentes para enriquecer los
estudios comparativos, y pocder entender mas claramente su filogenia.

Los sistemas que se han empleado normalmente para su
purificacién involucran extracciones &cidas o alcalinas,
precipitaciones, y diversos sistemas de cromatografia. En la tabla II
se muestran los sistemas cromatogrdficos empleados en la purificacidn
de algunas prolactinas.

Como se aprecia en la tabla, los métodos cromatograficos usuales
han permitido la purificacién de prolactinas de todos los grupos de
vertebrados. No son los Gnicos sistemas, pues se han usado desde
métodos que comprenden dnicamente extracciones y precipitaciones
sucesivas, manejando variables como la temperatura, el pH, etc., sin

incorporar ningin paso cromatografico (54), hasta métodos que



TABLA I1

S1ISTEMAS CROMATOGRAFICOS EMPLEADOS EN LA PURIFICACION DE DISTINTAS
PROLACTINAS.

PECES

ANFIBIOS

REFTILES

AVES

MAMIFERDS

Anguila
Salmon
Tilapia

Sapo
Rana

Tortuga marina

Follo
Pavo
Avestruz

Caballo
Cabra
Rallena
Ferro
Raton
Humano

Sephadex
Sephadex
Sephadex

Sephadex
Sephadex

Sephacryl S§-200,

Sephadex
Sephadex
Sephades

Sephadex
Sephades
Sephadex
Sephadex
Sephadex
Sephadex

G-75
G-100,
G-1Q0,

5-100,
G-100,

6-100,
6-100,
6-100,

6-100,
G~100,
6-100,
G-100
6-100
G=100

(22)

CM-celulosa (23,24,27)

DEAE-celulosa

DEAE-celulosa
DEAE-celulosa

DEAE-celuwl osa

DEAE-celulosa
DEAE-celul osa
DERE-celulosa

DEAE~celulosa
DERE~-celulosa
DEAE-celulosa

(26)

(59
(&60)

(61)

(62)
(63)
(68)

45
(65)
(&66)
(&7)
42)
(1,39



utilizan no solamente los sistemas cromatogradficos convencionales,
sino los mds sofisticados como el HFLC (51) y la inmunoadsorcion
(70), pero siI son los sistemas que se han empleadoc de manera casi
rutinaria. La purificacion tipica comprenderia una extraccion seguida
usualmente por un paso de precipitaciéon y después dos cromatografias,
una de filtracion en gel y otra de intercambio idnico, aunque se han

hecho multiples Variantes w este esquema bdsico.



OBJETIVOS

i— Desarrollar una metodologia que permita la purificacién de la
prolactina de pollao, con la idea de poder efectuar con ella estudios

‘de estructura-funcién.

2= Iniciar la caracterizacién de la hormona,. aprovechando las
distintas técnicas que permiten efectuar un conocimiento inicial de

la proteina atn antes de tener purificada a l1a molécula.
3~ Discernir si la prolactina de pollo también muestra

heterogeneidad molecular, tal como se ha descrito para especies de

mami feros.

20



MATERIAL Y METODDS.

Reactivos

El agua utilizada para todas las soluciones fue desionizada en
un aparato Milli-@ de Millipore.

El anticuerpo contra prolactina de pollo fue donado por el Dr.
A.F. Parlow. Es un anticuerpo policlonal obtenido en conejo, diluido
1140 en FPBS con suero normal de conejo al 2/ y Merthiolate al 0O.1% .

El 2° anticuerpo (1g6 de cabra anti-IgG de conejo acoplada a
peroxidasa) fue obtenido de Kio-Rad.

Los reactivos utilizados para las electroforesis fueron todos de -

Bio-Rad, al igual que los de las electrotransferencias.

Las resinas para las cromatografias de intercambio ibnico (DEAE-
celulosa y CM-celulosa) fueron de Whatman. La resina para las
cromatografias de filtracion en gel (Sephadex G-100) fue de Sigma. La
Sepharosa 4B activada con CNBr para la inmunoadsorcién se obtuvo de

Pharmacia.

Todos los demds reactivos utilizados fueron de grado analitico,

Equipo

FPara las electroforesis se utilizd una clmara Mini-Protean 11y

una fuente de poder 200/500, ambos de Bio-Rad.



Fara las electrotransferencias se utilizéd una cdmara Trans-Rlot,
una fuente de poder 250/2.5 y membranas de nitrocelulosa, todo de

Bio-Rad.

Los geles de poliacrilamida se destiferon en un desteNidor S56

de Bio-Rad.

Rutinariamente se utilizaron los siguientes aparatos:
potencidmetro MB4 de Radiometer (Copenhagen), espectrofotdmetro
Gilford Instrument 250, liofilizadora LabConco y concentrador Savant

SVC 100H.

Fara las cromatografias se utilizé un colector Ultrorac 11 2070,
un espectrofotémetro Uvicord S 2138, un monitor de pH y de iones
2195, un graficador de 2 canales 2210 y una bomba peristaltica
Microperpex 2132, todos de LKB-Bromma, Los gradientes se hicieron con

un formador de gradientes GM-1 de Fharmacia.

Fara la purificacion por inmunoafinidad se utilizé un agitador

"extremo a extremo" Milli-Gen 504 y una microfuga B de Beckman.

Se utilizé un aparato Bio-Dot de Bio-Rad, para la aplicacidn de

un numero grande de muestras en la realizacion de "dot-blots".

Para el isoelectroenfoque se utilizé una cadmara Bio—-Fhoresis
para IEF horizontal, de Bio-Rad, con los aditamentos necesarios y una

fuente de poder de alto voltaje Bio~Rad 3000 Xi. -
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Material Biolégico

Para purificar a las hormonas de interés en nuestro laboratorio
(GH vy PRL) se partid de hipdfisis de pollos de la raza Pilch (7-8
semanas de edad) obtenidas en el rastro "Procesadora de Aves de
Morelos", ubicado en Cuernavaca, Mor. Se disectaron de cabezas de
pollos recién sacrificados y se congelaron las glandulas
inmediatamente con hielo seco provisionalmente hasta ser almacenadas

en un congelador REVCO a ~70°C en el laboratorio.

Extraccién de proteinas hipofisiarias.

Todos los pasos referentes a la extraccion de proteinas se

realizaron a 4°C.

a)Homogeneizacién: Las glandulas se homogeneizaron en una
solucidn acuosa de inhibidores de proteasas: Fenil-metil-sulfonil-
fluoruroc (PMSF) 0.5 mM y aprotinina S0 KIU (Unidades de
kalicreinal)/ml ajustados a pH 7.2. Se aMadieron unos 2.5 ml de
solucién por gramo de tejido. Se dieron 12 golpes con un
homogeneizador Fotter-Elvehjem, y se ajustd el volumen para obtener

unos 3 g de tejido/10 ml de solucién.

b)Alcalinizaciétn: El homogeneizado se llevd a 9.5 con una
solucién de Ca(OH)2 y se dejd en agitacidn 1S5 min. Fosteriormente se

centrifugéd a 11,500 rpm (aproximadamente 10,000 » g) durante 20 min.
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en una centrifuga Sorvall RCS~R con rotor de angulo fijo SS34, Se

tomé el sobrenadante para continuar su procesado.

c)Precipitacion con (NHg)3504: E1l sobrenadante alcalino se
precipité con sulfato de amonio. Frimeramente se aMadid, gota a gota
y con agitacién éonétante, una solucidn saturada de sulfato de amonio
hasta que la solucién tuviera un 20% de saturacidn. Se dejé agitando
durante 15 min., y se centrifugéd a 10,000 x g durante 30 min. a 4=C
utilizando el mismo rotor y la misma centrifuga antes mencionados. El
sobrenadante fue sometido a una precipitacién salina al S50% de
saturaciéon de igual manera a la primera precipitacién., Se toméd el
precipitado y se resuspendid en agua. Si se cromatografia este
extracto por una columna de DEAE-celulosa, el material no adsorbido
es una fraccidn rica en cBGH, denominada EBDE-1, mientras que 1a
fraccidn que se eluye con un amortiguador de alta fuerza idénica,

fraccién BDE-4, es rica en prolactina (52).

d)Dialisis y liofilizacién: E! material fue dializado
exhaustivamente contra agua durante 36 hrs, cambidndose el agua de
didlisis varias veces., Se utilizaron bolsas de dialisis Spectrapor
No.1, con un limite de exclusion de 6000-8000 d. Fosteriormente se

procedid a liofilizar en una liofilizadora LabConco.
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Determinacidn de Froteinas

Se siguid el método de Lowry y col.(71) modificado por Waterborg
y Mattheus (72), para hacer las determinaciones de proteinas. El

método vy 1os reactivos se detallan en el apéndice 1.

Meétodos cromatoqrdficos convencionales

Menciono las diferentes técnicas'cromatogréficas utilizadas, asi
como las condiciones bajo las que se corrieron las muestras. En el
apéndice 2 se explica detalladamente la preparacivn de las resinas y

el montaje de las columnas.

a)DEAE-celulosa: la primera cromatografia se realizéd bajo las

siguientes condiciones:

Temperatura: A4eC,

Amortiguador: NaOH 25 mM y HsBOs 95 mM, pH 8.

Gradiente: NaOH SO0 mM v KH2POL 85 mM, pH 7.2.

Alta fuerza idnica: Acetato de amonio 10 mM y NaCl 1 M, pH 4.
Velocidad del papel: 0.5 mm/min.,

Longitud de onda: 280 nm.

Escala: 0.5 AUFS.

Fiujo: 0.4 mi/min.

Fracciones: 4 ml.,

Para la segunda cromatografia se utilizé una columna de 20 cm de
largo, con un diAmetro interno de 1 cm, vy se corrit bajo las

siguientes condicioness
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Temperatura: 4oC

Amortiguador: Tris-HCl 30 mM, pH 7.4

Gradiente: Amortiguador + NaCl [(0-1 M]

Cambio de pH: NH4HCOS 1 M

Velocidad del papel: 0.5 mm/min

Longitud de onda: 280 nm

Escala: 0.5 AUFS

Flujo: 0.6 ml/min

Fracciones: 3 ml (5 min) Y

Fara la tercera cromatograf{a se utilizé la misma columna bajo
las mismas condiciones, con la excepcién del gradiente, que fue
formado de la misma manera (Amortiguador + NalCl), pero la

concentracitn del NaCl fue llevada udnicamente hasta 600 mM.

b)CHM-celul usa: la cromatografia se hizo en una columna de las
mismas dimensiones que la utilizada para las cromatografias en DERE-

celulosa, y se corrid bajo las siguientes condiciones:

Temperatura: 4eC

Amortiguador: Acetato de amonic SO mM, pH 4.6
Gradiente: Acetato de amonio 200 mM, pH 2.0
Velocidad del papel: 0.5 mm/min

Longitud de onda:280 nm

Escala: 0.2 AUFS

Flujo: Q.62 ml/min

Fracciones: 3 ml (4.8 min)

c)Filtraci6n en gel: para la cromatografia en amortiguador
alcalino se uéilizd una columna de B3 cm de largo y con un didmetro

interno de 1.6 cm. Se corrid bajo las siguientes condiciones:

Temperatura: 4°C

Amortiguador: NHaHCOs S0 mM
Velocidad del papels 0.5 mm/min
Longitud de onda: 280 nm
Escalas 0,2 AUFS

Flujo: 0.4 ml/min

Fracciones: 3 ml1 (7.5 min)
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Fara la cromatograff{a utilizando un amortiguador &cido se
utilizéd una columna de 45 cm de largo por 1 cm de didmetro internc

que se corrrid bajo las siguientes condiciones:

Temperaturas 4%C

Amortiguador: CHSCOOH O.1 M
Velocidad del papel: 0.2 mm/min
Longi tud de onda: 280 nm
Escala: 0.5 AUFS

Flujos 0,14 ml/min

Fracciones: 2 ml (15 min)

Eromatografia de inmunoafinidad.

" Las fracciones resultantes - de la filtracidn en gel fueron
sametidas a una cromatografia de inmunoafinidad por el método de -
"batch"” debido al pequefflo volumen que se manejod.

£l inmunoadsarbente se preparéd de la siguiente manera: se
pesaron 4.3 mg de Sepharosa 4B activada con CNBr y a ella se
acoplaron S0 ul de anticuerpo. El recipiente fué un tubo eppendorf de
1.5 m}l siliconizado previamente con Photo-flo diluido 1:20., Para ver
.lns detalles del métodp véase el apéndice 9.

La muestra, 0.9 mg de proteina total, se disolvié con 200 ul de
amortiguador de aplicacidén (fosfatos 50 mM, NaCl 0.9%, pH 7.6) y se
leyéd su densidad 6ptica a 280 nm. Luego se pusoc a reaccionar por, al
menos, 30 Min. {generalmente 45 min.) con 1la resina con agitacion.
Pasado el tiempo se centrifugd por 1 min. en la microfuga y se tomd
el scbrenadante, al que se le leyd su absorbencia, Fosteriormente se
aftadieron 200 ul del amortiguador de elucion (glicina-HCl S0 mM, NaCl

0.9%, pH 3) a la resina y se agitaron durante al menos 30 min.,
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Transcurrido este lapso se centrifugéd igual gue antes y se tomd el
sobrenadante al que se le tomé lectura en el espectrofotdmetro y se
almacend a -20°C agregando 20 ul de Tris—-HCl 0.5 N, pH 8,0, para
neutralizar.

Antes de poner otra muestra a reaccionar con la resina, hay que

lavarla coﬁ al menaos 200 ul de amortiguador de aplicacién.

Sistemas Analiticos.

Se utilizaron diversos sistemas tanto para identificar a la

prolactina como para comenzar a caracterizarla.

a)Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE): Este
sistema permite la separacidon de proteinas en base a su peso
molecular. Se siguid el metodo de Laemmli (73) en geles de 55 x'1oo %
1 mm al 12.5% de poliacrilamida en la regién resolvedora, y de 15 x
100 v 1 mm al 4% de poliacrilamida en la region concentradora. Se
utilizaron condiciones desnaturalizantes en todos los casos: S% de
mercaptoetanol y hervir las muestras durante B min. Se corrieron a
100 V en el gel concentrador y a 200 en el resolvedor. Los detalles
de la técnica se explican en el apéndice 3. Los geles se tiMeron con
azul de Coomassie, con plata, o se electrotransfirieron a membranas
de nitrocelulosa para hacer una inmunotincién especifica. Las

tinciones utilizadas se describen en el apéndice é4.

b)Electroforesis en condiciones nativas (Tris-PABE): Esta

técnica permite la separacion de proteinas sin desnaturalizarlas, en
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base a su carga eléctrica neta principalmente, aunque también influye
el tamaNo molecular. Se siguiéd la técnica de Nicoll y Licht (74),
detallada en el apéndice 4, realizada en geles hechos en placa de las
mismas dimensiones que los de SDS. Se corrieron a 50 V en la zona
concentradora y a 100 V¥ en la resolvedora. Los geles se tiferon con
azul de Coomassie, con plata, o se electrotransfirieron ﬁara teMirse

con anticuerpo.

c)isoelectroenfoque analitico (IEF): Se utilizd para conocer el
punto isoeléctrico de la prolactina. Se siguid el protocole
recomendado por Bio-Rad que se describe en el .apéndice 5. Se
aplicaron 3 ug de proteina en un volumen de 15 ul y con 0.2 ul de
anfolinas, Se inicié la corrida a © W (potencia constante) y se fue
incrementando gradualmente hasta que, después de unas 2.9 hrs. se
llegé a 12 W, y asl permanecid durante 1.5 hrs. La temperatgra fue
mantenida todo el tiempo a 4°C. Al terminar la corrida el gel fue

electrotransferido y teflido con anticuerpo.

d)Dot-blot: Con esta técnica se pudo identificar a la prolactina
en las distintas fracciones cromatogrificas que se iban originando a
1o largo de la purificacién. Se siquid la técnica descrita por Bio-

Rad, misma que se describe en el apéndice 7.

e)Electrotransferencia: se utilizo para transferir proteinas de
los geles a membranas de nitrocelulosa y tefir con anticuerpo
especifico para asi determinar cuales bandas correspondian a la

hormona. La técnica seguida es 1a descrita por Towbin y cols (79),
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Los detalles se encuentran en el apéndice 8. Se dejo equilibrando el
gel durante t hr en al amortiguador de transferencia antes de

transferir durante 30 min a 200 mA.
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RESUL TADOS

Titulacién del anticuerpo.

Puesto que gran parte del seguimiento de la prolactina se haria .,
por medio de técnicas inmunoldégicas, lo primero que se hizo fue
titular al anticuerpo. Se probé primeramente en distintas diluciones
con prolactina de pavo pura (donada por el Dr. John Proudman, USDA),
y posteriormente se repitid la tituwlacién con la fraccién BDE—-4, que
como se menciond anteriormente, se sabia que estaba enriquecida en
PRL. En la figura 3 se muestran los resultados de esta ultima
titulacidén. Se hicieron varios dot-blots poniendo dos muestras de
BDE-4 en cada tira: una de 100 ng y otra de SO0 ng, y se probaron
varias diluciones del anticuerpo: 1:200, 1:2000, 1:10,000 y 1:20,000,
Como el anticuerpo utilizado ya estaba diluido 1:40, las diluciones -
reales que se usaron fueron: 1:8,000, 1:80,000, 1:1400,000 vy -
12800, 000. Se puede ver que en todos 1os casos hubo una reaccidén
positiva ficilmente visible, pero para asegurar resultados se decidid
utilizar la dilucidén 1:80,000 para todos los experimentos.

Con el anticuerpo titulado, se verificd que fuera especifico
para prolactina y que no cruzara con cGH. Esto también se hizo usando
la técnica de dot-blot. En distintas tiras se pusieron muestras de
distintas fracciones que se originan al purificar cGH, y también de
cBH pura en distintas cantidades. Unicamente hubo resultados
positivos en las fracciones que se presumia que tenfan prolactina, y
cBH diéd wna reaccion muy tenue solamente cuando se puso en cantidades

encesivas (5 ug),
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Cromatografias de intercambio idnico.

Al cromatografiar el extracto de hipdfisis de pollo por una
columna de DEARE-celulosa se eluyen dos fracciones, denominadas EDE-i
y BDE-2, con el amortiguador inicial (figura 4); la fraccidn 11lamada
BDE-3 eluye coﬁ el gradiente, y la fraccidén conocida como EDE-4 eluye
con el amortiguador de alta fuerza idnica. La fraccion BDE-1
corresponde a cBH purificada, mientras que la BDE-4, como ya se ha
dicho, es rica en cPRL.

La fraccion BRDE-4 se cromatografid después en una columna de
DEAE-celulosa bajo diferentes condiciones (ver material y métodos).
En la figura § se muestra un cromatograma tipico de este paso.
Aparecen varios picos (cinco), algunos de ellos sobrelapadoz, que se
denominaron, segun el orden de elucién, EBDE-4.1, RDE-4.2, RDE-4.3,
BDE-4.4 y BDE-4.5. (Se escogid una nomenclatura tal gue el nombre
mismo de las fracciones permita conocer su procedencia. Asf, la
fraccién BDE-4.4.4 seria el cuarto pico resultante de la
cromatografia de la fraccion BDE-4.4, que & su ver seria el cuarto
pico de la cromatografia de la fraccion BDE-4, etc.). Pe estos, los
principales son loé dos picos denominados BDE-4.4 y BDE-4.5, que
eluyen a concentraciones de aproximadamente 360 mM y 570 mM de NaCl,
respectivamente. El pico EDE-4.4 se sobrelapa con otro pico en su
parte ascendente, formadndose un hombro que se tratd de manera
separada y se denomind EDE-4.3. El primer pico que se observa, EDE-
4.1, carresponde a la fraccidén rica en cGH, y su tamafMo varia segun
el grado de enriquecimiento que haya de esta hormona. Como las

muestras utilizadas son fracciones carentes de GH, pues ésta fue
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removida durante el primer paso cromatografice (fraccion EDE-1), es
normal que su tamafo sea usualmente pequefio, Regularmente se
obtuvieron otros picos de menor importancia, siendo el mds constante
el denominado BDE-4.2, que delimitaba la frontera entre las
fracciones retenidas y las no retenidas.

Todas las fracciones seMaladas en el cromatograma se juntaron
para someterlas a didlisis y liofilizacidn, y se analizaron con al
menos dos de los sistemas analiticos gque se mencionan en la seccidn
de material y métodos. En la figura é se presenta una
electrotransferencia teffida con anticuerpo de una electroforesis de
S80S en condiciones reductoras, Los carriles que estidn tefidos
corresponden a la fraccién BDE-4 y a las fracciones EDE-4.4 BDE-4.85.
Los demds carriles no muestran ninguna reaccidén con el anticuerpo.
Las 3 bandas principales que se aprecian corresponden a pesos
moleculares de aproximadamente 29,500, 27000, vy 12,500 d. La figura 7
muestra una electrotransferencia similar a la de la figura &, pero
originada de una electroforesis en condiciones nativas (ND-FPAGE).
Nuevamente los carriles gque muestran algun tipo de reaccidn son los
correspondientes a BDE-4, EDE-4.4 y BDE-4.95. La banda principal
detectada tiene un Re de ©.71.

Como siguiente paso se procedid a cromatografiar por la misma
columna de DEAE-celulosa a varias fracciones BDE-4.4 juntas. Se
presenta un cromatograma tipico en la figura B. Se encuentran
elementos semejantes a los del primer cromatograma. La fraccidn no
retenida corresponde a restos de cGH (PDE-4.4.1) y nuevamente hay un
pico poco importante en la frontera de lo retenido y lo no retenido

(BDE-4.4.2). Se aprecia un solo pico principal deformado en sus
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extremos por sobrelaparse con otros picos que no alcanzan a
resolverse, adn cuando el gradiente utilizado es mds extendido. De
manera similar a la primera cromatografia, los hombros se tratan como
material aparte y se denominan BDE—-4.4.3% al ascendente, y EDE-4.4.S
al descendente. El pico principal es la fraccién EDE-4.4.4 y.eluye en
una molaridad de NaCl algo menor que en la primera cromatografia (280
mM) .

Se presentan en las figuras 2 y 10 los resultados de las
inmunoelectrotransferencias de geles de SDS-FAGE (fig. 9) y de Tris-
PAGE (fig 10). En 1a primera de ellas se ve reaccidn en dos carriles,
correspondientes a las fracciones EDE-4.4.4 y BDE-4.4.5, y se alcanza
a apreciar muy tenue algo de actividad en el carril correspondiente a
la fraccién BDE-4,4.3. El patron de bandas es basicamente el mismo
que el presentado para el paso anterior: tres bandas inmunorreactivas
con pesos moleculares de 29,500, 27,000 y 12,500 d. En la
transferencia proveniente del gel de Tris se ve nuevamente reaccidén
en el carril correspondiente a la fraccién RDE-4.4,4, y levemente en

el de la fraccidn EKDE-4.4.5., También corresponde el Re con el

‘presentado en el primer pasoc de purificacién: 0.71.

En este paso la fraccidn rica en prolactina todavia mostraba una
gran cantidad de contamipantes. Fara intentar limpiar un poco mas se
hizo una prueba con una cromatografia en CM-celulosa. El cromatograma

presentado en la figura 11 es el resultadeo del experimento. Se

"aprecia una fraccién no retenida muy grande (CM 1) y dos pequehos

picos eluidos con el gradiente (CM 2 y CM X). Al analizar el
contenido de las fracciones obtenidas por medio de un gel de SDS-PAGE

transferido y teMido con anticuerpo, se vio que toda la actividad
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estaba concentrada en la fraccién no retenida, tal como se aprecia en

la figura 12.

Cromatografias de filtracidén en gel.

Se procedid entonces a cromatografiar a la fraccién BDE-4.4.4
por una columna de filtracién en gel utilizando Sephadex G-100 en un
amortiguador de NHeHCOs S0 mM, tal como estA reportado en la
literatura.

La columna fué previamente calibrada con azul dextréan y NaCl, y
también con una combinacién de albumina, hemoglobina y azul de
bromofenol. Se muestra el resultado en la figura 13, en donde se
marcan las fracciones correspondientes a los volumenes vacio y de
sal.

Ya con la columna calibrada se cromatografid la fraccién antes
mencionada. La resolucién que se obtuvo no fué la esperada. Se
presenta en la figura 14 el cromatograma de este paso en el que es
notoria esta situacién., La prolactina, segun estd reportado, deberia
esperarse en la zona con Ve/Vo cercano a 2. El pico principal que se
ve corresponde practicamente con el volumen vacio, y como se mencionod
antes, no hay una separacién completa de las distintas frracciones.
La separacién que se hizo de ellas se basod, ademds del cromatograma,
en el resultado de un rastreo por dot-blot de teodas las fracciones
recogidas de la columna. Se muestra en la figura 15 una
electrotransferencia teMida con anticuerpo de un SDS-FAGE de las
fracciones resultantes de esta cromatografi{a. A diferencia de los

otros pasos, la actividad estd distribuida por todas las fracciones,
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aunque no en la misma proporcidén. La mayor parte de ella se concentra
en la fracciéon EDE-4.4.4.S £ o+ misma en la que ya no es detectable
la banda de menor peso molecular, aunque si las de 29,500 y 27,000,
Ninguna de las fracciones presenté un patréon de bandeo en el gel
correspondiente con el de una proteina pura.

' Se hizo una prueba semejante a la realizada con CM-celulosa para
intentar limpiar la muestra pasandola por otra columna de filtracion
en gel pero esta vez con un amortiguadorlACido. Aunque se puede
apreciar un pico en la regiéon esperada (Ve/Vo = 2) en el cromatograma
correspondiente a ta figura 146, 1a mayor parte de la muestra no se
mantiene en solucidn en este amortiguador, y consecuentemente la
mayor parte de la inmunoactividad est& concentrada en la fraccidn
precipitada, tal y como se puede apreciar en la figura 17, que
muestra una electrotransferencia tefida con anticuerpo de un gel de
SDS—FAGE de las fracciones originadas por la cromatografia y de la

fraccién que precipita.

Cromatoqrafias de inmunoafinidad,

Dado que con este sistema no se resolveria el problema, se
decidid intentar una separaciéon por inmunoafinidad. Esto no se habla
intentado con anterioridad debido a las cantidades limitadas de
anticuerpo con que se contaba. Para no desperdiciarlo, se hizo
primero una prueba con materiales semejantes de los que en el
laboratorio hay mayor cantidad. Se utilizé suero de conejo dirigido
contra cGH, mismo que se diluyd 1:40 para simular las condiciones del

anticuerpo contra prolactina, y se hizo reaccionar con una fraccion
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rica en cGH, denominada BDE-1, gue se origina durante la purificacién
de cBGH (Ver material y métodos). Para optimizar el sistema, se
hicieron dos pruebas paralelas en tubos diferentes para ver en cual
de ellpos las restricciones fisicas eran menores, v se simularon al
maximo las condiciones quelse wtilizarian para intentar purificar a
la prolactina, es decir, sé utilizaron 4,3 mg de Sepharosa 4B, a los
que se acoplaron S0 ul del anticuerpo contra cBH, y se hicieron
reaccionar con 0.5 mg de fraccién BDE-1. E] resultado de la
cromatograffia se muestra en 1a figura 18. En el gel de SDS-PAGE se
corrieron la fraccion retenida, la fraccién no retenida, y los
amortiguadores, tanto de aplicacién como de eluciédn. Se puede
apreciar que los carriles que corresponden a los amortiguadores estan
limpios, el correspondiente a la fraccidn no retenida muestra una
banda muy intensa correspondiente a cBH, y en la fraccién retenida
se ve unicamente una sola banda que corresponde a cBH en peso
molecular, aungue de menor intensidad que la de la fraccién no
reteniday, que tenia un excesoc de proteina, y que en una transferencia
tefrida con anticuerpo dio una reaccion positiva.

Con estos antecedentes se procedié a realizar la cromatografia
con anticuerpo contra prolactina de pollo acoplado & Sepharosa 4, de
l1a misma manera que se describe arriba vy con el sistema que diod
mejores resultados. Se hizo reaccionar a la resina con la fraccién
BDE~4.4.4.8 o , disuelta en 200 ul de buffer de aplicacién. La
fraccidn no retenida se volvid a aplicar a 1a resina varias veces (9§
en total), hasta que no se aobtuve lectura de la fraccién retenida en
el espectrofotémetro . En la figura 19 se muestra un gel de SDS-FAGE

en el que se ve 8n un carril la fraccidn no retenida, en el cual se
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pueden apreciar varias bandas, y en el carril correspondiente a la
fraccién retenida se observa una scla banda. En la figura 20 se
muestra la inmunotincién de la electrotransferencia de un gel
idéntico, y se ve una banda muy intensa en el carril correzpondiente
a la fraccién retenida, y una banda tenue en la posicidn equivalente

del carril correspondiente a la fraécién no retenida.

Iscelectroenfogue,

Ya purificada al menos una banda de prolactina, se le hizo un
isoelectroenfoque analitico para determinar su punto isoeléctrico. El
gel fué electrotransferido y tefMido con anticuerpo, y el resultado se
aprecia en la figura 21, en la que se ve que hay dos bandas que
migran hacia el polo positivo y cuyos puntos isoeléctricos
corresponden a 5.5 y 5.65, como se muestra en la grafica de la figura
22, que corresponde al gradiente que se formd medido con un electrodo
de zuperficie inmediatamente después de terminada la corrida, en el
cual estan marcados los puntos correspondientes a las bandas de

prolactina.
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Los métodos cromatograficos tradicionales han probado ser una
buena herramienta para purificar prolactinas de diversas especies
(16,23426427,42,43,45,52,59-62,65-67,76,77,79). El esquema
seleccionado ariginalmente es el misme con el que se purific;ran las
prolactinas de pavo y avestruz (63,64), y muy semejante al utilizado
por Scanes para purificar prolactina de pollo (62).

Resulta importante, desde el puﬁto de vista del laboratorio,
haber demostrado que las fracciones BDE-4 que se suponia que tenian
prolactina efectivamente son fracciones ricas en esta hormona. De
esta manera podran ser utilizadas rutinariamente una vez que se
establezca un método eficiente para su purificacién, de manera
similar a 1o que se hace con la fraccién EDE-1 para purificar cGH
(52-54).

El hecho de contar con un anticuerpo muy especifico para la
prolactina de pollo permitid una identificacién rdpida y confiable de
la molecula a lo largo de la purificacién, sin tener que recurrir al
montaje y optimizacidn de los biocensayos para detectar actividad
prolactinoide.

Con las preparaciones utilizadas en el laboraterio la
cromatografia de intercambio iénico en DEARE-celulosa resulta menos
eficiente de lo reportado por otros estudios (23,62), pues hay mﬁchos
contaminantes que no se lograron qditar aun después de la tercefa
cromatografia. Como primer baso de purificacidn parece haber sido una
buena seleccidn, pues permite separar perfectamente la prolactina de

la cGH, ademids de quitar cierta cantidad de contaminantes. El



ﬁroblema principal quizd sea el hecho de que no se haya logrado una
completa resolucién de todos los picos de la cromatografia, pues al
estar sobrelapados lo que se consigue es reducir la cantidad de
contaminantes al excluir a los hombros, pero no eliminarlos del todo.
Adn utilizando un gradiente mids extendido el problema persistid y
nunca se consiguié la ¢ptima resoluciéh de los picos que se esperaba.
ﬁor otra parte, el mdtodo parece ser bastante confiable, pues la
reproducibilidad de los datos en las tres cromatografias es altisima
(Por ejemplo, el pico BDE-4.,4 comenzd a eluir casi invariablemente
cuando habfian pasado 42 ml (14 fracciones) de gradiente de NaCl por
l1a columna. Las molaridades de elucién de las fracciones BDE-4.4 vy
BDE-4,5, 360 X IO mM y 570 = 32 mM, para 13 cromatografias, son
bastante constantes).

Muchos de los contaminantes que persistieron a lo largo de los
pasos de purificacidn eran glucoproteinas, segun se vid en un gel
transferido a nitrocelulosa y que se tifid con Concanavalina A
acopl ada a peroxidasa (No se muestran los datos). Para intentar
limpiar al menos parcialmente la fraccidn enriquecida con prolactina
de estos contaminantes fué que se hizo la prueba con la columna de
CM-celulosa. Hay reportes de purificaciones de prolactina utilizando
resinas catiénicas, aunque hay que mencionar que éstas han sido
realizasas con extractos hipofisiarios provenientes de teledsteos
{(23,24). En realidad no se esperaba que la prolactina de pollo, dada
su naturaleza acidica (62), se adsorbiera a la resina, pero se
esperaba que algunos contaminantes al cambiar de amortiguador si lo
hicieran., Como no resultd as{, el resto de la fraccién enriquecida

con prolactina no se pasd por esta columna, pues la ganancia era
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demasiado poca comparada con la pérdida de material que acarrearia
semejante paso, pues los rendimientos nuﬁca son del 100% .

De las cromatografias de filtracion en gel se puede decir que no
funcionaron como se esperaba y esto se convirtié en un problema, pues
los rendimientos de las columnas fueron bajos (apenas cerca del 30%)
y tras haber ‘pasado los extractos por el Sephadex se recuperd muy
poca muestra. Hay que tener en cuenta que la resina es bastante més
reactiva de lo que anuncian los fabricantes, bero esto no explica
completamente la pérdida de material. Para prevenir la reactividad
de los extractos con la resina se tuvo la precaucién de correr
previamente alguna otra proteina, albumina o hemoglobina, antes de
pasar cualquier extracto hipofisiario por la columna. Sin embargo, y
pese a esta medida, como ya se mencionéd, los redimientos fueron
bajos.

Nuevamente los extractos utilizados se comportaron de una manera
completamente diferente a lo que se reporta. En realidad es este paso
de purificacién el que se podria considerar como clave en la
separacién de esta hormona si uno se basa en la literatura, pues hay
varios grupos que han logrado purificar diferentes prolactinas
después de pasar sus extractos por columnas de filtracién en gel,
generalmente Sephadex G-100 (22,60,67,79). El cromatograma induce a
pensar que las proteinas se agregaron, pues una buena parte salid en
el denominado volumen vacio, y practicamente todas salieron en una -
zona que corresponde a proteinas de un peso molecular mas alto que el
de la prolactina. Se ha reportado que la prolactina se agrega al
almacenarse a temperaturas bajo cero, y hay incluso quien propone que

se acopla con otras proteinas; parece haber un consensoc en cuanto a
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qQue es una proteina "mafiosa", de dificil manejo para su purificacidn
(16,38,42,43,469).

Fara contender con el preblema de la agregacion se montd la
columna de Sephadex G-100 con un amortiguador 4cido, de manera que se~
disociaran las moléculas que hablan interaccionado entre si, Segun
los resultados obtenidos el rendimiento fué mayor (aproximadamente
&0%) que el de la columna con la misma resina pero con amortiguador
alcalino (aproximadamente 30%). Como se dijo en la seccidn de
resultados, el problema con este esquema fué el hecho de que la mayor
parte de las proteinas (95 %) se precipitaran por las condiciones tan
dcidas. Si bien en la fraccién que quedd en solucidn se alcanzé a
detectar inmunoactividad de prolactina por dot-blot, la mayor parte
quedd concentrada en la fraccidn que se precipité.,

En la literatura se reporta gque prolactina eluye en forma
altamente pura en un pico con un Ve/Vo alrededor de 2
(24,26,42,485,59,61,63,64,487,76-79), En esta columna se obtuve un pico
de elucidn en esta zona con cierta inmunoactividad. AUn en &1 caso de
que este pico correspondiera efectivamente a prolactina pura, visto
en funcidn de la implementaciébn de un método para obtener esta
hormana rutinariamente rno resulta un sistema muy eficiente, pues se
desperdicia gran cantidad de material.

Al concluir este paso ya se habfan intentado todos los sistemas
ordinarios de cromatografia reportados sin haber conseguido nuestro
objetivo de purificar la hormona. S5e buscd entonces una alternativa
diferente. Se sabe gque la cromatografi{a por inmunoafinidad es un
método altamente selectivo y especifico, que permite en un solo paso

la purificacién y concentracién de una proteina (80,81), En el



laboratorico se contaba con todos los elementos para intentar montar
este sistema., La unica limitante era que se disponia de una cantidad
muy limitada de anticuerpo contra prolactina de polla. Es por esto
que se decidid efectuar una prueba piloto con materiales gue son
relativamente abundantes en el laboratorio. Ya se ha mencionado
varias veces que el anticuerpo contra prelactina era el reactivo
limitante, Para aprovecharlo al mdximo se utilizd dos veces cada
alicuota tomada para las tinciones de las electrotranferencias y los
dot-blots. fara decidirse a utilizar los S0 ul de anticuerpo que se
requirieron se necesitaba probar gue el sistema era viable. La
principal preoccupacidn era determinar si las condiciones fisicas que
se dan al manejar volumenes tan pequefios, donde factores como la
capilaridad y la viscosidad juegan papeles muy importantes que, en
grandes volumenes, en muchas ocasiones no es necesario tomar en
cuenta, no serfan un impedimento al desarrollo de la quimica del
sistema, y hubo que implementar soluciones a problemas "trivialesg”
como leer 200 ul en el espectrofotémetro y lavar la resina, For eso
fué que se decidid que la mejor alternativa era utilizar el sistema
en "batch".

Los resultados de la prueba piloto fueron suficientemente claros
como para permitir que se montara la técnica con el anticuerpo contra
prolactina de pollo, a la ver que permitid la familiarizacidn con el
método sin arriesgarse a perder materiales escasos. Con este
anticuerpo acoplado a la resina (Sepharosa 4B) se logré purificar una
pequefMa cantidad de prolactina de pollo, suficiente para hacer un

isoelectroenfoque, ademds del gel de SDS.
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De las tres bandas gque originalmente se ven en los geles de SDS-—
PAGE, Unicamente se aisld la banda correspondiente a 27,000 d. Esto
puede deberse a que las proteinas hayan perdido capacidad de ser
reconocidas por el anticuerpo después de los diversos tratamientos a
que han stdo sometidas durante la purificacion, pues ya en la
electrotransferencia de las fracciones resultantes de la filtracién’
en gel (fig. 19 se ve una disminucidn en la reactividad de la banda
de menor peso molecular, aungue en este caso puede deberse a la
agregacién de las moléculas que impida la exposicidn de los epitopes
correspondientes., Otra alternativa seria justamente lo contrario, es
decir, que la afinidad del anticuerpo por estas variantes sea tan
alta que con las condiciones utilizadas no eluyen. La figura 3
muestra que el anticuerpo es altamente afin por la prolactina de
pollo, pues se ve reaccidn con 100 ng de fraccidn BDE-4 vy el
anticuerpo diluido 800,000 veces.

Faralelamente & los intentos de purificacidn se hizo una
caracterizacidn inicial de la hormona. Como se aprecia en la seccidn
de resultados la hormona presenta algunas variantes tanto de carga
como de mask. Por los geles de SDS-FABGE se determind gque la
prolactina de pollo presenta 3 variantes principales reconocidas por
el anticuwerpo, tomn pesos moleculares correspondientes a 29,500,
27,000 y 12,500 d. También se alcanzaron & detectar algunas otras
bandas, aunque de manera esporddica, con pesos correspondientes a
70,000, 19,000 y 11,000 d. En cuanto a su carga eléctrica, las
electroforesis nativas en los geles de Tris indican gque existe un
componente principal cuyo Re es de 0.71, y se detectaron bandas con

Re de 0.67 vy 0.8 perc no en todos los geles que se hicieron.
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Finalmente, la banda de 27,000 presentd, por isoelectroenfoque, dos
componentes con puntos isoeléctricos correspondientes a 5.5 y 5.65. A
modo de comparaci“n se reportan pesos moleculares de 22,000-26,000
para la prolactina de pave (4%,63), vy de 192,000 para la de avestruz
(64);Aun Res de 0,83-0,8B5 para la prolactina de pavo (63), y un pl de
S.6 para la prolactina de pollo (&2). LY

Es interesante que desde un principio se hayan podido detectar
variantes de esta hormona, si bien es cierto que habrfa que someter a
las distintas moléculas a bioensayos para demostrar que poseen al
menos alguna de las actividades que se asocian con la prolactina,
pues todas las detecciones que se hicieron a lo largo del estudio
fueron inmunoquimicas. De cualquier forma, y en base a resultados
aobtenidos tanto en el laboratorio como por otros grupos con GHs y con
prolactinas (38,39,50,91-57), no es sorpresivo que la prolactina de
pollo presente isoformas moleculares y sea en realidad una familia de
proteinas que comparte una serie de caracteristicas y actividades.
Comparando con la cGH, quiza la banda correspondiente a un peso de
29,500 sea una forma de prolactina glucosilada (54,58), mientras que
la banda de 12,500 pudiera ser una forma procesada con alguna
actividad particular. Se conoce que en los mamiferos la prolactina
puede procesarse para dar origen a un fragmento de 16,000 d que
muestra caracteristicas funcionales particulares (41). Las variantes
de carga pudieran deberse a la adquisicién de distintos grupos
funcionales, o a la ausencia de ellos (formas desamidadas, por
ejemplo).

Debido a la linea de investigacién gue se sigue en el

laboratorio, encontrar un método eficiente para purificar prolactina
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es un problema prioritario que resolver. Ya se ha mencionado en
miltiples ocasiones a lo largo de este trabajo, y de igual manera en
muchos otros, la semejanza que existe entre la GH y la prolactina.
Estudios comparativos entre las dos hormonas resultan fundamentales
para comprender sus mecanismos de accién, asi como su desarrollo
evolutivo, sobre todo si se dispone de una coleccidn amplia de estas
hormonas procedentes de diversas especies. Si bien en el presente
trabajo se 1legd a la obtencién de prolactina de pollo purificada, es
evidente que aun falta optimizar muchas cosas antes de que se llegue
a un método sencillo y confiable, que proporcione un alto
rendimiento, semejante al que se tiene implementado para la
purificacién de cGH. Hay reportes que indican que el contenido de
prolactina de los extractos puede ser aumentado grandemente segun el
tratamiento que se siga para obtenerlos (82). Habria que estudiar si
estos tratamientos son resistidos por la cBGH, y en caso afirmativo
quizd se podria aumentar el rendimiento del método. Otra cosa que
quizd podria resultar es la cromatografia en condiciones Acidas,
suavizando las condiciones para que permanezcan més proteinas
solubles. Ouizi también se podria intentar incorporar métodos que
permiten mayor resolucién, como es la HFLC. Lo ideal seria montar un
método rdpido y sencillo, que involucre el menor nimero de pasbs para
llegar al aislamiento de la proteina, y este método podria ser la
inmunoadsorcidn, Si bien es cierto gque se trabajd con cantidades
limitantes de anticuerpo, el método parece ser funcional, y con la
prolactina que se puede obtener con la microtécnica se podria
intentar la produccidén de anticuerpos contra esta molécula inyectando

conejos, de manera que se dispusiera de suficientes cantidades como
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para purificar a la molécula a mayor escala. Una ver gue se tenga un
metodo optimizado, la cantidad de estudios que se pueden emprender es
enorme., Primeramente habria que caracterizar de una manera mucho mas
completa a l1a hormona, y depués se podrian hacer estudios de
estructura-funcion. FPor un lado aislar a las variantes y
scarrelacionarlas con funciones particulares; por otro, intentar hacer
lo mismo con dominions restringidos. Fedrian hacerse comparaciones
bastante precisas entre las estructuras de la prolactina vy la cBH que
quizd arrojen més luz acerca del origen comin que se supone tuvieron

estas dos proteinas.

d
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CONCLUSIONES

1- Se desarrolld un método que permite la purificacién tanto de
cGH como de prolactina a partir de glandulas hipbffsiarias de pollo.

2- La prolactina de pollo es susceptible de agregarse bajo las
condiciones normales de purificacién de proteinas, lo que puede
dificultar su aislamiento.

3~ Se desarrolld una microtécnica que permite la purificacién de
proteinas por inmunoadsorcion con cantidades muy pequefas de
anticuerpo.

4- Se hizo una caracterizacidn parcial inicial de la prolactina
de pollo, de la que resulto:

a) En geles de SDS en condiciones reductoras, la prolactina
de polio did tres bandas principales cuyos pesos moleculares
corresponden aproximadamente a 22,500, 27,000 y 12,500 d.

b)Y En geles de Tris en placa, en condiciones nativas, la
hormona dié una banda principal con un Re de 0.71

c) La banda correspondiente a 27,000 d se descompone, por
isoelectroenfoque, en dos bandas con puntos isoeléctricos de 5.9 vy
5. 68,

d) Existen otros componentes menos abundantes, tanto de
peso molecular como de carga.

S- Se demostré la heterogeneidad de la prolactina de pollo.



APENDICE 1
Determinacion de la concentracion de proteina.

Se siguiéd el método de Lowry vy cols., (71) modificado por
Waterborg y Mattheus (72).

Soluciones:
A, Albumina sérica bovina (BSA) 0.5 ug/ul para la curva patron.
B. NaOH 1 N. *
C. NazC0s al 2% .
D. Tartrato de sodioc y potasio al 2% .
E. CuSOas al 1% .
F. Mezclar 9.8 ml de solucién C con ¢.1 ml de selucién D y O.1 ml
solucidn E.
6. Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1:1 con agua.

Método:

- Se colocan las muestras (1-30 ug) en tubos de ensayo en un
volumen no mayor a 100 ul,

- Aforar todas las muestras a 100 ul con agua.

- Preparar la curva patrén de acuerdo a la siguiente tabla:

de

ul)

Tubo BSA(ug) Sol, A(ul) Agquaful) Sol, B(ul) Sol, F(ul) Sol. 6¢
A Q ] 100 100 00 100
E 3 6 94 100 T 900 100
[ % 1) 12 as 100 00 100
D 9 18 a2 100 Q00 100

- Agregar 100 ul de solucidn B a cada tubo y agitar. Dejar por
10 min a temperatura ambiente,

- Agregar 900 ul de la solucidn F a cada tubo y agitar.

- Afadir 100 ul de la solucidn 6 a cada tubo agitando
inmediatamente. Dejar los tubos incubando durante =0 min a
temperatura ambiente.

- Leer los tubos en el espectrofotometro & 750 nm.

-~ Interpolar los valores de las muestras en la curva patron.
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APENDICE 2
Métodos cromatograficos.

DEAE-celulosa,

~ Se pesa la resina y se suspende en 15 voldmenes de HC1 0.5 N
durante 30 min agitando ocasionalmente con una varilla de vidrioa.

- Se lava con agua en un Blchner hasta que el filtrado tenga pH
4.0,

- Se susbeﬁde la resina en 19 volumenes de NaOH 0.5 N por 30 min
con agitacién ocasional utilizando para ello una varilla de vidrio.

- Se decanta el sobrenadante y se repite la operacidn.

- Se lava con agua en un BRfichner hasta que el filtrado tenga pH
8.0,

- Se suspende la resina en el amortiguador gque se vaya &
utilizar y se quitan los "finos" aspirando el sobrenadante con una
pipeta Fasteur conectada a una bomba de vacio.

— 8e monta la columna vertiendo la resina por las paredes para
evitar que se formen burbujas y aplicando presiéon con nitrdgeno hasta
que esté bien empacada.

~ Se conecta la bomba peristAltica y se regula el flujo.

EM-celulosa

~ Se procede de la misma manera que con 1a resina de DEAE-~
celulosa, pero invirtiendo los lavados, es decir, se lava primero con
NabDH y después dos veces con HCl.

Sephadex G-100
- Se pesa la resina y se resuspende directamente en el

amortiguador a emplear con agitacién ocasional uwsando una varilla de
vidrio.

~ Se quitan los "finos" exhaustivamente. {(Ver DEAE-celulosa).

- Se monta la columna agregando toda la resina de una ve:z para
que no haya discontinuidades. Fara esto se prolonga l1a columna con un
matraz de Mariotte y se tapa la salida.

- Una vez asentada la resina se agrega amortiguador a la parte
superior vy se deja fluir, Como la presién puede deformar los granulos
de resina, la salida de la columna se pone a una altura tal que la
presiéon hidrostatica no sea un factor & considerar.

- Al terminar de empacarse la resina se quita el matraz de
Mariotte y se conecta la columna a una bomba peristdltica. Se regula
el flujo,
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APENDICE 3
Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se siguid el método de Laemmli (73) en geles al 12,5% de
poliacrilamida.

Soluciones:
A. Acrilamida 30% y metilén-bis-acrilamida 0.8% .
B. Tris 1.5 M y SDS (,4%, pH 8.8,
C. Tris ¢.5 M y SDS 0.4%, pH 6.8,
D. Amortiguador de corrida. Tris 0,025 M y glicina 0.19 M, pH B.6.
E. Amortiguador de muestra. 1.25 ml de solucion € se mezclan con 100
ul de SDS 10%, 1 ml de glicerol y 0.4 ml de azul de bromofenol al
0,05%. Se afora con agua a 10 ml, Si se utilizan condiciones
reductoras hay que affadir mercaptoetanol de tal manera que su
concentracién final sea del S%4 .
F. FPersulfato de amonio al 104 . Hay que prepararle fresco cada vez.

Fara hacer los geles se mezclan las siguientes cantidades:

Recolvedor Sol. A 2.5 ml Concentrador Spl. A 0,66 ml
(12,5%) Sol. B 1.5 ml (4%) Sol. € 1,26 ml
Agua 2.0 ml Agua 3,10 ml
TEMED S ul TEMED 5wl
Sol. F 20 ul Sol. F 25 ul

Meétodo:

- Para hacer el gel resolvedor se mezclzn Sol. A + Sol. B + Agua
y se desgasifican con agitacidén y vacio.

- Se afaden los catalizadores (TEMED y Sol. F) y se vierte la
mezcla al molde.

— Se adiciona una tapa de agua sobre el gel para lograr una
superficie homogénea. Se deja polimerizando uwnos 15-20 min.

- FPara hacer el gel concentrador se mezclan Sol. A + Sol, C +
Agua y se desgasifican con agitacién y vacio.

~ Se quita la capa de agua del gel resolvedor y se coloca un
peine sobre este.

-~ Se affaden los catalizadores a la mezcla y se vierte sobre el
molde. Se deja polimerizar unos 15-20 min,

- Las muestras se diluyern 1:1 (vol/vol) en el amortiguador de
muestra y se hierven durante 8 minutos si se utilizan condiciones
reductoras. Luego se colocan en los carriles.

- Se corre el gel a 100 V en la zona concentradora y a 200 V en
la zona resolvedora.

- Al terminar la corrida los geles se tifien con azul de
Coomassie, plata, o se transfieren a una membrana de nitrocelulosa
para tefiirse con anticuerpo.
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APENDICE 4
Electrotforesis en condiciones nativas (Tris-PAGE).

Se realizaron geles en placa siguiendo el sistema de Nicoll y
Licht (74).

Soluciones: .
Al. Disolver 1B.15 g de Tris con 24 ml de HCl 1 N, 115 ul de TEMED y
aforar a 100 ml con agua ajustando previamente el pH a ?.4.
A2. Disolver 28 g de acrilamida y 0,735 de bis-acrilamida en 100 ml
de agua. Filtrar por una membrana de Millipore con poro de (.45 um.
A3. Disolver 140 mg de persulfato de amonio en 100 ml de agua.
Bl., Disolver 6 g de Tris con 48 ml de HC1 1 N y 4460 ul de TEMED.
Aforar a 100 ml con agua ajustando previamente el pH a 7.2,
B2. Disolver 10 g de acrilamida y 2.5 de big-acrilamida en 100 ml de
agua y filtrarlos por una membrana de Millipore con poro de 0.45 um.
B3. Disolver 120 ug de riboflavina en 3 ml de agua y proteger la
solucidn de la luz.
Amortiguador superior. Tris (3 g/1), glicina (14.3 g/1) y azul de
bromofenol (0,005%), pH 8.3S5.
Amortiguador inferior. Igual al superior pero sin azul de bromofenol.

Método:
- Se mezclan las siguientes proporciocnes de reactivos para hacer
los geles:

Resolvedor: Sol. Al - 1 Concentrador: Sol. R1 - 1
Sol. AZ - 1 Sal. B2 - 2
Sol. AS ~- 2 Sol. BZ -

- Fara hacer el gel resolvedor se mezclan Al + AZ y se
desgacifican., Se afMade luego AT y se vierte la mezcla al molde. Se
affade una capa de agua para homogeneizar la superficie y se deja
polimerizando 15-20 min.

- Fara hacer el gel concentrador se mezclan Bl + B2 y se
desgasifican. Se quita la capa de agua del gel resolvedor y se coloca
un peine, Se aMade B3 a la mezcla y se vierte esta al molde. La
solucidn que sobra se protege de la luz, y el molde se coloca baijo
luz blanca durante 15-20 min para que polimerice.

- Las muestras se disuelven con la mezcla sobrante y se colocan
en los carriles. Se colocan bajo luz blanca para que polimericen,
igual que se hizo con el gel concentrador.

- Se corre el gel a S0 ¥V en la regidn concentradora y a 100 V- en
la resolvedora. Al terminar los geles se tiffen con azul de Coomassie,
plata, o se electrotrancsfieren para teflirse con anticuerpo.
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APENDICE S
Iscelectroenfoque analitico (I1EF)

Soluciones:
1. Acrilamida 24.25% (p/v) y metilén-bis-acrilamida 0.785% (p/v).
Diselver las cantidades apropiadas de cada una en 100 ml de agua vy
filtrar por una membrana de Millipore con paro de ©.45 um. Refrigerar
y proteger de la luz.
2. 5'-fosfato de riboflavina al 0.1% (p/v) en agua. Refrigerar y
proteger de la luz.
3. Fersulfato de amonio al 10% en agua. Frepararlo fresco.
4. Glicerol al 25% (v/v)
Amortiguador del catodo: etilendiamina 2 M, lisina 20 mM y arginina
20 mM. .
Amortiguador del Anodo: Acideo glutamico 20 mM y Acido asparticeo 20
mM.
También se requieren TEMED y anfolinas del intervalo de pH que se
deseean.

Método:

~ Se ponen tiras de Dymo (110 x 8 mm) en los carriles laterales
del molde y se sujetan con cinta adhesiva transparente. Se pegan
tiras pequefias (10 % 8 mm) sobre el molde. Estos cortes forman
pequeffos pozos sobre el gel, y en elios se aplica la muestra.

- Se coloca la placa de vidrio, limpia, sobre las tiras largas
de Dymo.

- Se preparan la solucidn de mondmeros vy la catalizadora:

Mondmeros: Agua 8.5 ml Catalizadora: Sol. 2 75.0 wl
Sol. 1 3.0 mi Sol. 3 22.0 W
Sol. 4 3.0 ml TEMED 4.5 ul

Anfolitos Q.75 mi

~ S desgasifita la solucidn de mondmeros al mehos S min con
agitacion y vacia.

—~ Se affade la solucién catalizadora a la solucién de monémeros y
se agita tigeramente, Con una pipeta se aplica la mezcla entre la
placa de vidrio y el molde. Frimero se eliminan las burbujas de aire
de la punta de la pipeta, entonces se deja fluir la solucién formando
un frente a 1o ancho de la placa.,

- Se coloca el molde bajo una ladmpars de luz blanca y se irradia
por 1 hara.

~ Con ayuda de una espatula se levanta y se voltea la placa de
vidrio y se irradia otra vez durante 15 min para que polimerice bien
la cara del gel que estuvo en contacto con el acrilico.

~ Se remueven las esquinas del gel con cortes diagonales vy
cualquier otra parte del gel que alcance los bordes de la placa de
vidrio,

~ Se coloca la placa en 1a camara sobre la plataforma de
ceramica que previamente se ha enfriado & 4°C y mojado con glicerol
S%, procurando que no haya burbujas entre el vidrio v la cerdmica.
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~ Se maojan 2 tiras de papel secante de tamafMo ligeramente menor
~aque a8l gel, cada una con alguno de los amortiguadores, el del anodo o
el del cdtodo, y se les quita el exceso de liguido. Luego se colocan
de manera que hagan contacto con el gel y se ajustan las electrodas
para gue hagan contacto con cada papel.
~ Se aplican las muestras a los pozos con una jeringa Hamilton
de 10 ul. Las muestras deben estar libres de precipitados y de sales,
y tener anfolinas al 2% .
~ Se inicia la corrida primeramente a S W (potencia constante).
tuego se incrementa gradualmente la potencia Basta llegar a 12 W y un
total de aproximadamente 4000 V » h, La temperatura se mantiene a 4<C
en una atmidsfera saturada de nitraégeno.
- Al terminar la corrida el gel se pone sobre hielo frappé y se
le determina el gradiente de pH cada 0.5 cm con un electrodo de

superficie. Después se electrotransfiere como se indica en el
apéndice 8.
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APENDICE &
Tinciones para geles.

Azul de Coomassie

Normalmente los geles, tanto de Tris-FABGE como de SDS—-FABGE, se
tiftferon con la siguiente solucién de azul de Coomassie:

Metanol 407
Acido acético 10%
Azul de Coomassie R-2850 O, 1%

Para desteffirlos se utilizaron indistintamente una solucidn de
metanol 407% - &cido acético 10%, o, si el proceso se llevaba a cabo
en el desteftidor de geles, metanol 10% - acido aceético 7.5%4 .

Tincién de plata

Para aumentar la sensibilidad de deteccidn se utilizé en
ocasiones una tincidén de plata segun el siguiente protocolo de
incubaciones, basado en el método descrito por Rio-Rad:

Metanol 40% — Acido acético 10% IO min.
Etanol 107 - Acido acético S % (2 veces) 15 min.
Sol. oxidante (KzCrz0,), 1:10 (vol/vol) S min.
Agua (2 veces) S min.
Reactivo de plata (AgNOs), 1:10 (vol/ vol) 20 min,
Agua 1 min.
Sol. reveladora (NazC0s y paraformaldehido, 32 g/1) 30 seq.
(Revelar hasta que la solucidén se torne color humo)
Sol. reveladora (2 veces) S min.
Acido acético 5% S min.
Agua

Eztos tiempos de incubacidn son aproximados, sobre todo los del
revel ado, que varian segun como se vaya viendo el.gel.
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APENDICE 7
Dot-blot.

Esta técnica se utilizé siguiendo el protocolo recomendado por
Bio-Rad.

Soluciones:
PBS: Fosfatos 19 mM y NaCl ©.15%, pH 7.6
TPBS: FES + Tween-20 0,05% .
Sol. blogqueadora: FES + Gelatina 37 .
Amortiguador de anticuerpo: TFBS + Gelatina 1% .
1e anticuerpo: diluirlo al titulo requerido con amortiguador de
anticuerpo.
2e anticuerpo: diluirlo 1:3000 con el amortiguador de anticuerpo.
Sol. reveladora: disolver 60 mg de cloronaftol (4’'-cloro-i-naftol) en
20 ml de metanol frio, protegido de la luz. Inmediatamente antes de
usarse se afaden 460 ul de Ha0z al 30%, fria, a 100 ml de FES y se
mezclan con la solucidn de cloronaftol-metanocl. Se prepara fresca.

Método:

- Se cortan las tiras de nitrocelulosa, sin tocarlas con las
manos, y se saturan con PBS. Se secan perfectamente.

- Se aplican las muestras a las tiras con una micropipeta y se
dejan secar.

- Se meten las tiras a la sclucién bloguedora por lo menos -
durante 30 min.

- Transcurrido el tiempo se dan 2 lavados con TFES, de S min.
cada uno.

- Se incuban las tiras con el primer anticuerpo durante al menos
1.5 hrs, con agitacién continua.

- Se hacen 2 lavados con TFES.

- Se incuban las tiras con el segundo anticuerpo durante 45-460
min.,, con agitacidn.

- Se dan 2 lavados con TFBES y otro con FES.

_ Se revelan las tiras durante unos 30 min y después se detiene
la reaccidn con agua. ,

81 la cantidad de dot-blots a realizarse era grande se utilizaba
un aparato Bio-Dot, de Bio-Rad, aplicando en cada pozo hasta 300 ul
de muestra. Se satura una membrana de nitrocelulosa con FPES y se
coloca en el aparato. Se aplican las muestras y se dejan filtrar por
gravedad. Después se dan 2 lavados con TFRS y se retira la membrana
del aparato para meterla a la solucién bloqueadora y proseguir con el

| DONADO POR 0.G.B.-B.L.
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APENDICE 8
Electrotransferencia.

Se utilizd esta técnica para transferir proteinas de los geles a
membranas de nitrocelulosa para después teMir con anticuerpo segun la
técnica seguida por Towbin y eols (75).

Soluciones:
Amortiguador de transferencia: Tris 2% mM, glicina 192 M y metanol
20%, pH 8.3. Es importante no ajustar el pH, sino dejarlo como quede
al hacer la solucion.
Para revelar se utilizan las mismas soluciones que para dot-blot
(Apéndice 7).

Método:

-~ Terminada la electroforesis o el iscelectroenfoque se deja el
gel equilibriandose durante 30-45 min. en la solucion de
transferencia.

- Se prepara el cassette de transferencia de la siguiente
mane-a: En una palangana llena con amortiguador de transferencia se
abre el cassette con la hoja negra (lado catéadico) en el fondo. Sobre
ésta se coloca una esponja empapada de solucién. tuego se coloca
papel filtro y sobre éste el gel. Sobre el gel se pone la membrana de
nitrocelulosa, previamente empapada en la solucidn de tranferencia, y
nuevamente papel filtro. Se pasa entonces un tubo de ensayo a modo de
rodillo para excluir cualquier burbuja. Luego se coloca otra esponja
empapada encima de todo esto y se cierra el cassette.

- Se coloca el cassette en la cdmara de transferencia con la
orientacidn adecuada y con una barra magnética para agitar a lo largo
de todo el proceso.

- Se transfiere durante 30 min, a 200 mA.
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APENDICE 9
Inmuncadsorcion

Se utilizo esta técnica para efectuar una purificacién altamente
selectiva. Se hizo una adaptacién para manejar volumenes peqguefios
basdndose en el protocolo de Eerghman (70).

Soluciones:
Amortiguador de acoplamiento: Fosfatos S0 mM y NaCl 0.5 M, pH 7.8.
Amortiguador de aplicacién: Fosfatos €0 mM y NaCl 0.9%, pH 7.6.
Amortiguador de elucidn: Glicina—-HCl SO mM, NaCl 0.9%4, pH 3.0,
HC1 £ mM, pH 3.0
Etanolamina t M, pH 8.0,

Método:

- Se pesa la resina (Sepharosa 4B activada con CNEr)
considerando que | g de resina al hincharse ocupa un volumen de 3.5
mi.

- Se suspende por 1S min en HCl imM con agitaciéen .

- Se lava con la misma solucién de HC1 1 mM, utilizando unos Z00
ml de solucidn/g de resina.

- Se hace un lavado® con amortiguador de acoplamiento.

- Se suspende el anticuerpo en amortiguador de acoplamiento y ce
lee su densidad dptica a 280 nm., Después se mezcla con la resina y se
deja agitando unas 4 hrs. a temperatura ambiente.

= Transcurrido el tiempo se lee nuevamente la densidad Optica y
se obtiene la eficiencia de acoplamiento. Si esta es baja se puede
prolongar el tiempo de agitacion.

- Se bloquean los sitios de acoplamientc sobrantes con la
etanolamina 1 M durante toda la noche a temperatura ambiente y con
agitacion o

- Se lava la resina con % voluimenes de amortiguador de
aplicacioén y otro tanto de amortiguador de elucxan antes de pasar la
primera muestra.

- La muestra se disuelve en un volumen adecuado de amortiguador
de aplicacidn (200 ul), y se deja reaccionando con la resina durante
al menos 30 min con agitacién. Antes de ponerla a reaccionar se lee
su densidad dptica.

- Para recoger la fraccidn no reactiva, se centrifuga el tubo y
se toma el sobrenadante, al cual se le lee la densidad dptica.

—~ La fraccidn reactiva se eluye aplicando un volumen adecuado
(200 ul) de amortiguador de elucidn a la resina y dejandolos
reaccionar al menos 30 min. con agitacién. Fasado el tiempo se
centrifuga vy se toma el sobrenadante, al cual se le lee su densidad
optica. Se neutraliza con 20 ul de Tris—-HCl 0,5 N, pH 8.0 vy se
almacena en el congelador.

- Para cromatografiar otra muestra se debe lavar la resina antes
con al menos 200 ul de amortiguador de aplicacién.

- La resina se almacena a 4°<C.



“ Para hacer los lavados, dado el pequefio volumen que se usé (unos 15
ul) se centrifugd la resina en la microfuga y se extrajo el
sobremnadante con una pipeta Fasteur alargada en la flama. Luego se
resuspendid en 200 ul de la solucién correspondiente.

"
8
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