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INTRODYCCION 

A través de millones de a~os de evolución, desde su aparición 

hasta nuestros dias, la vida se ha ido haciendo cada vez más 

compleja. Para lograr esto se han tenido que desarrollar sistemas 

organizadores e integradores que permiten la coexistencia de varios 

sistemas, involucrados en las más diversas tareas, funcionando de 

manera armónica y organizada. La integración de las funciones 

corporales depende tanto del sistema nervioso como del sistema 

endocrino. A~m estos mismos sistemas integradores requieren de un 

"centro de control", y para el caso del sistema endocrino la glándula 

hipófisis podria ser considerada como el elemento organizador. 

Hipófisis 

Esta glándula se sitúa en la base del cráneo dentro de la 

cavidad esfenoidal denominada "silla turca". Es una glándula 

end6crina, por verter sus secreciones directamente al torrente 

sanguineo. En los mamiferos se compone de dos lóbulos cuyo origen 

embrionario es distintos el lóbulo anterior o adenohip6fisis, que se 

deriva de una evaginaciOn del ectodermo llamada bolsa de Rathke, y el 

lóbulo posterior o neurohip6fisis, que deriva del ectodermo neural 

del piso del cerebro anterior. La glándula se conecta al hipotálamo 

por el tallo hipofisiario y se comunica con el mismo por medio de un 

conjunto de vasos sanguineos llamados sistema porta hipotalámico

hipofisiario. A través de estos vasos es que el hipotálamo hace 



llegar a la adenohipófisis sus factores liberadores para ejercer 

control sobre la producciOn de las distintas hormonas (1-4). 

La glandula hipófisis secreta una gran cantidad de hormonas, 

entre las que sobresalen por su importancia la tirotropina <TSH>, la 

corticotropina <ACTH>, las gonadotropinas <FSH y LH>, la hormona de 

crecimiento <GH> y la prolactina <PRL>. Las tres primeras ejercen su 

acción directamente sobre otra glándula, mientras que la GH y la 

prolactina tienen una gama de tejidos blanco muy amplia. La hormona 

de crecimiento en ocasiones requiere de la intervención de 

intermediarios <somatomedinas> para ejercer sus acciones 

fisiológicas, mientras q~1e la prolactina a veces actúa con otras 

substancias <sinlactinas> sinergicamente <S-7). 

Origen celular de la prolactina y control de su sfntesis. 

La prolactina es sintetizada y secretada por células acidófilas 

de la hipófisis llamadas lactotropos, que constituyen en los 

mamlferos alrededor del 10-20% de la población ceh1lar de la 

glandula. Los lactotropos poseen una serie de características 

morfológicas distintivas como un gran núcleo dentro de un citoplasma 

pequel'lo, abundante retículo endoplásmico rugoso que se encuentra 

organizado en paralelo, un complejo de Golgi muy grande y una serie 

de granulas en los que se almacena la hormona, cuyo número aumenta 

durante el embarazo y la lactancia en los mamfferos. <2,8,9) La 

secreción de esta hormona es controlada a nivel hipotalámico por 

diversos mecanismos, según la Clase a que se refiera. En los peces 

existe una innervaci6n directa del hipotálamo a la hipófisis, y éste 
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ejerce un ccntrcl inhibitcric sobre la glándula utilizando ccmc 

mediador a la dcpamina. En mamifercs y anfibios el hipotálamo también 

ejerce un control inhibitorio, en tanto que en las aves, y 

posiblemente también en los reptiles, el control hipctalámicc parece 

ser tanto inhibitorio ccmc estimulatcric. E>:isten además teda una 

serie de factores que inciden sobre la secreción de esta hcrmcna, 

ccmo la osmclaridad plasmática y las concentraciones de diversas 

substancias1 hormona liberadora de tirotropina <TRH>, mcnofosfato 

cíclico de adenosina <AMPc>, hormonas tiroideas ITs y T.>, esteroides 

(estradiol 17 <E2>, cortisol <F>, etc> y prostaglandinas de la serie 

E 18,10-13), 

Filogenia de la prolactina. 

Existen al menos tres hormonas en mamffercs que poseen actividad 

prolactinoide: la prolactina per se, el lactógeno placentario y la 

hormona de crecimiento. Estas tres moléculas constituyen una familia 

de hormonas relacionadas tanto funcional ccmc estructuralmente 

(figura 1), Las tres sen prctefnas globulares y tienen cerca de 200 

amincácidcs, un pese molecular alrededor de 23,000 d y dos <GH,PRL y 

PL> e tres <PRL> puentes disulfuro. Además existen ciertas regiones 

que corresponden entre si, tienen un contenido semejante de alfa

hflice, etc <1,~,8,14-17>. Estos datos sugieren que las tres 

~hormonas se derivaren de.un gen ancestral que posiblemente produjera 

una-~olécula ccn caracteristicas tanto de GH come de prclactina hace 

unos 5 x 10• ahcs, es decir, 'en los inicios de la evoluci-óp. de les 

vertebrados (figura 2> <8,14,18-211. 
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En todos los vertebrados, con la posible excepción de los 

Cicl6stomos <lampreas>, se ha logrado identificar una hormona 

semejante a la prolactina, sin querer implicar con esto que se trate 

de proteínas idénticas o q~1e desarrollen exactamente las mismas 

funciones. (8,14,21,88> 

En la superclase Pisces se ha 109rado aislar prolactina de 

varios tele6steos, que poseen como caracteristica distintiva el tener 

únicamente dos puentes disulfuro, con lo cuál se asemejan más al 

gr-upo de las GH <ver figura 2) <21-27>. Una molécula semejante a la 

prolactina de los tele6steos se ha detectado en los elasmobranquios 

<peces cartilaginosos> y en los Dipnoii <peces pulmonados>. La 

prolactina de estos últimos es la molécula más primitiva de la serie 

que es activa en el bioensayo clásico utilizado para medir actividad 

prolactinoide, mediante la estimulaci6n del crecimiento del epitelio 

del buche de paloma. (28) 

En los tetrápodos la molécula suele tener un amplio espectro de 

actividades que va desde el fomentar el crecimiento de renacuajos 

hasta acciones mamotr6picas y luteotr6picas. Parece como si al ir 

evolucionando los vertebrados aumentaran las actividades biol6gicas 

de las prolactinas - las prolactinas de los peces suelen ser 

funcionales únicamente en los peces, mientras que las de los 

mamiferos funcionan en prácticamente todas las Clases - aunque no hay 

que olvidar que en el curso de la evolución las moléculas, p~1eden 

además de ganar funciones, perderlas <6,B>. 

'º 



Caracteristicas funcionales de prolactina. 

La pral acti na es probablemente 1 a hormona qL1e posee L1na mayor 

versatilidad f uncí anal. SLI espectro de actividad es abarca más de 100 

funciones fisiológicas diferentes que van desde el control de 

electrolitos hasta acciones mamotropicas y luteotropicas, 

crecimiento, comportamientos paternales, etc. <tabla I> <B,14,15,21). 

De todas las funciones en que la prolactina se ve involucrada 

una buena parte de ellas puede ser relacionada de Lma LI otra manera 

con la reproducción y/o con el balance de iones y agL1a. 

Parece que en los organismos homeotermos, aves y mamiferos, las 

funciones de la prolactina relacionadas con la reprodL1cción adqL1ieren 

mayor importancia que las relacionadas con la osmoregulación <B,19>. 

Prolactina en aves. 

Bal anee de i enes y agua: 

Probablemente la prolactina tiene Lln efecto indirecto sobre el 

mantenimiento de la homeostasis osmótica incidiendo sobre los niveles 

de ingesta tanto de agua como de comida. Se sabe qL1e estimula el 

apetito en etapas previas a la migración, y qL1e su liberación parece 

correlacionar con la presión osmótica del plasma. Un aumento de sales 

inducirla un aL1mento en la presión osmótica qLle a su vez provocaria 

la liberación de prolactina, y esto provocarla un aL1mento en la 

ingesta de agLla y comida, asi como una disminLlción del flujo urinario 

para lograr el eqLlilibrio osmótico. <B,9,29> 

11 



TABLA I <Modificada de la referencia 8) 

ALGUNAS FUNCIONES EJERCIDAS POR LA PROLACTINA 

CiclóstCllllOs 
- Metabolismo d~ electrolitos 

Teleóst90s 
- Sobrevivencia en agua dulce de peces eurialinos 

hipofisectomizados. 
- Secreción mucosa de la piel, boca, agallas. 

Crecimiento y secreción de vesículas seminales. 
Comportamiento paternal. 

- Estimulación de la ATPasa Na•/K• renal. 

Anfibios 
Transporte de agua y Na• a través de la vejiga de sapo. 
Restauración de niveles plasmáticos de Na• en salamandras 
hipofisectomizadas. 

- Secreción de gelatina ovi ductal. 
- Efecto antiespermatogénico. 

Estimulación del desarrollo gland1.1lar de la cloaca. 

Reptil-
- Efecto antigonadotrópico. 

Restauración de niveles plasmáticos de Na• en lagartijas 
hipofisectomizadas. 

- Efecto diurético en quelonios acuáticos. 
- Balance de Na• en tortugas. 
- Estimulación del crecimiento de la cola en lagartijas. 

Aves 
- Estimulaci6n de la secreción de la glándula nasal. 

Incremento de la ingesta de agua. 
Incremento de la reabsorción cloaca!. 

- Producción de la "leche de paloma". 
- Formación de las placas de inc1.1baci6n. 

Efecto antigonadal. 
Inquietud premigratoria. 
Comportamiento paternal. 

tta•fferos 
- Lactancia. 
- Aumento de la retención de Na+ a nivel renal. 
- Efecto similar a la hormona antidiurética <ADH>. 

Balance de Ca++. 
- Incremento de colesterol en testículos. 

Efecto luteolltico en ratas. 
Comportamiento paternal. 



Alguna!5 aves de los órdenes Falconiformes (rapaces diurnas>, 

Charadriiformes <aves playeras>, Anseriformes <patos, gansos y 

ci!Snesl, y Pelecaniformes <pelicanos, pájaros bobos, fragatas y 

relacionados>, poseen una glándLtla nasal cLtyas secreciones tienen un 

alto contenido de sales, y es un mecanismo alternativo que tienen 

para contender con los excesos de sales a que se enfrentan. Esta 

gl6ndula nasal es estimulada directamente por la prolactina. El 

estr•s por el frie a que se ven sometidas algunas aves les produce 

deshidratación y un aumento en la osmolaridad plasmática que provoca 

la liberación de prolactina y el consiguiente aumento de la actividad 

de la glándula nasal <B,29-31>. 

Reproduce i ón: 

al Incubación y crianza: si bien las evidencias que se tienen 

apuntan a que estas conductas son desencadenadas por la acción de la 

progesterona, su manutención corre a cargo de la prolactina. Cuando 

la aves están incubando sus niveles de prolactina alcanzan un máximo 

y disminuye si se interrumpe el proceso <8,9 1 32-34>. 

bl For•ación de las placas de puesta: la prolactina interviene 

en este proceso de manera conjunta con los estrógenos. En aves en las 

que los machos son los encargados de la incubación son ellos los que 

presentan un nivel más elevado de prolactina, y es posible inducir 

placas en animales que normalmente no incuban, mediante la 

administración de esta hormona. Parece ser que las relaciones entre 

prolactina y le>!i esteroides ováricos en las aves son tan complejas 



como en los mamiferos. También se ha sugerido qLte el contacto fisico 

de la placa con los huevos estimula la secreción de prolactina, de 

una manera semejante a la glandLtla mamaria en que el pezOn 

sensibi 1 izado responde a estimules táctiles qL1e causan su 

l i beraci On. <8, 15, 33, 34) 

c> Producción d• leche d• palo••= dentro del orden 

Columbiformes, la prolactina se relaciona con la producciOn de la 

llamada leche de paloma induciendo la proliferaciOn del epitelio 

mucoso del buche, asi como un aumento en la captura de fosfatos, la 

cantidad tanto de DNA como de RNA, de ribosomas y de ácidos grasos. 

Todos estos efectos son aprovechados para medir la actividad de 

prolactina mediante un bioensayo desarrollado por Nicoll 

( 8' 1 9 ' 28' 34) • 

d) Efectos gonadales: se han demostrado efectos inhibitorios 

tanto directos como indirectos, que son revertidos por la acción de 

FSH, lo que podria sugerir que el modo de acción de la prolactina en 

este caso es bloqueando la producción de FSH. También induce Ltn 

auni.nto en la respuesta del oviducto a los estrógenos durante el 

desarrollo del ovario y del oviducto previos a la producción de 

huevos. <8,35> 

e> 11igraci0n: se le involucra principalmente con la acLtmulaciOn 

de grasa en el periodo premigratorio debido a hiperfagia y a la 

alteración 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 

varfan en fLtnci6n de varios factores. Por un lado la época del af'lo y 

la hora del dia son importantes para lograr una respLtesta positiva o 

negativa, pues su ciclo circadiano de liberación está estrechamente 
, ' 

relacionado al de corticosterona. En primavera, cuando hay una 

diferencia de 12 horas entre los picos de liberación de prolactina y 

corticosterona, sus efectos son progonadales, mientras que en el 

otof'lo, cuando este desfasamiento se red1.1ce a 6 hrs, su efecto es 

antigonadal. También es mLly importante considerar la especie en la 

que se hacen los estLtdios, pues sus efectos no son iguales en las 

aves migratorias, que en las parcialmente migratorias o en las 

sedentarias. <8,9,15,36,37> 

Relaciones estructura-función. 

Se han detectado varias isoformas de prolactina circLtlante. En 

humanos circulan al menos tres formas con distinto peso molecular que 

al cromatografiarse por Sephadex G-1(H) eluyen en fracciones que 

corresponden a un peso de apro>:ímadamente 23,000 d, 56,000 d, y otra 

forma de alto peso molecular que eluye en el vol1.1men vacio <1,38), 

Nyberg y cols. obtuvieron variantes de carga, tres bandas 

inmunorreactivas por electroforesis, una de las cuales se resuelve, 

ademas, en dos componentes por isoelectroenfoque (5,39>. Este 

polimorfismo no parece exclusivo de la prolactina humana (40-43). 

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

esta hormona es amplfsima <ver tabla I>. Se ha intentado explicar 

1€> 
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esta multifuncionalidad, que incluye actividades a primer• vista 

antagónicas, con varias hipótesis: 

- Diferentes dominios activos en una misma molécula estimulan 

distintas respuestas. Se ha intentado correlacionar funciones de la 

hormona con regiones'· 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 proteínas, es decir, moléculas con 

caractertsticas muy semejantes aunqL1e no idénticas. Las diferencias 

entre el las pueden originarse por mL1y diferentes causas: fenómenos 

genómicos, procesamiento diferencial del RNA, prcte6lisis, adición de 

grupos qutmicos, etc. También se han encontrado m~1ltiples evidencias 

en favor de esta hipótesis (38,39,41,50-59>. 

- Heterogeneidad de receptores: esta hipótesis involL1cra a la 

otra parte del sistema, los receptores, proponiendo que según el tipo 

de receptor al que se une la molécL1la seria la respuesta 

desencadenada (6,53>. 

Ni ngLma de estas hipótesis es mutuamente ex el uyente, y 

seguramente la visión más cercana a lo que ocL1rre en realidad es una 

ro ccmbinaci6n de todas ellas. 

! ¡ 

·~ 



Purificación de prolac:tinas. 

Dada la importancia que tiene esta hormona en la regulación de 

diversos procesos, as[ c:omo su mL1ltifunc:ionalidad, se han hecho 

varios intentos de purificarla para así entender mejor su 

funcionamiento. Independientemente del c:aso de la prolac:tina humana, 

les primeros intentos de purificación de esta hormona en otras 

especies fueron impulsados por el desarrollo de la téc:nic:a de RIA. Ya 

c:on algunas prolac:tinas de mamlferos aisladas se comenzaron a hacer 

estudios de endocrinología comparada y también se enc:ontr6 que es un 

buen modelo para hacer estudios de c:orrel ac:i ón estruc:tura-func:i 6n. 

Actualmente se han aislado prolactinas de todas las clases de 

vertebrados que se sabe que la tienen, y se buscan nuevas 

metodolog!as que incrementen los rendimientos. También hay interés en 

aislar prolac:tina de las más variadas fL1entes para enriquecer los 

estudios comparativos, y poder entender más claramente su filogenia. 

Los sistemas que se han empleado normalmente para su 

purificac:i6n involucran extrac:c:iones ácidas o alcalinas, 

prec:ipitac:iones, y diversos sistemas de c:romatografia. En la tabla II 

se muestran los sistemas c:romatográfic:os empleados en la purific:ac:i6n 

de algunas prolac:tinas. 

Como se aprecia en la tabla, los métodos c:romatográficos usuales 

han permitido la purific:ac:i6n de prolac:tinas de todos los grupos de 

vertebrados. No son los t:mic:os sistemas, pues se han usado desde 

métodos que comprenden únicamente extrac:c:iones y precipitaciones 

sucesivas, manejando variables c:omo la temperatura, el pH, etc:., sin 

incorporar ningt:1n paso c:romatográfico (54), hasta métodos que 

1::¡. 



TABLA II 
SISTEMAS CROMATOGRAFICOS EMPLEADOS EN LA PURIFICACION DE DISTINTAS 

PROLACTINAS. 

PECES Anguila Sephadex G-75 (22) 
Salmón Sephadex G-100, CM-celulosa (23,24,27) 
Ti 1 api a Sephadex G-100, DEAE-celulosa (2ó) 

ANFIBIOS Sapo Sephadex G-100, DEAE-celulosa (59) 
Rana Sephadex G-100, DEAE-celulosa (ó0) 

REPTILES Tortuga marina Sephacryl s-200, DEAE-celulosa (ó1) 

AVES Pollo Sephadex G-1•)0, DEAE-celulosa (ó2) 
Pavo Sephadex G-100, DEAE-celulosa (ó3) 
Avestruz Sephadex G-100, DEAE-celulosa (ó4) 

MAMIFEROS Caballo Sephadex G-100, DEAE-celulosa <45) 
Cabra Sephade>: G-100, DEAE-celulosa <ó5> 
Ballena Sephade>: G-100, DEAE-celulosa (óó) 
Perro Sephade>: G-100 (ó7) 
RatOn Sephadex G-100 <42> 
Humano Sephade>: G-100 ( 1, 39) 



utilizan no solamente los sistemas cromatograficos convencionales, 

sino los m.ts sofisticados como el HF'LC <51 > y la inmLmoadsorción 

<70l, pero si son los sistemas que se han empleado de manera casi 

rutinaria. La purificación típica comprendería una extracción seguida 

usualmente por un paso de precipitación y después dos cromatograffas, 

una de filtración en gel y otra de intercambio iónico, aunque se han 

hecho múltiplr.s··v•rioantes-. este esquema básico. 



OBJETIVOS 

1- Desarrollar una metodologia que permita la purificación de la 

prolactina de pollo, con la idea de poder efectuar con ella estudios 

de estructura-función. 

2- Iniciar la caracterización de la hormona, aprovechando las 

distintas técnicas que permiten efectuar un conocimiento inicial de 

la proteina aún antes de tener purificada a la moléc1.1la. 

3- Discernir si la prolactina de pollo también muestra 

heterogeneidad molecular, tal como se ha descrito para especies de 

mamíferos. 
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"ATERIAL Y ~TODQS. 

Reactivos 

El ag~ta utilizada para todas las soluciones fue desionizada en 

un aparato Milli-Q 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 PBS con suero normal de conejo al 2% y Merthiolate al 0.1% 

El 2° anticuerpo <IgG de cabra anti-lgG de conejo acoplada a 

peroxidasa> fue obtenido de Bio-Rad. 

Los reactivos uti 1 izados para las electroforesis f~1eron todos de 

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

Las resinas para las cromatografías de intercambio i6nico <DEAE

celulosa y CM-celulosa> fueron de Whatman. La resina para las 

cromatografías de filtración en gel <Sephadex G-1C>(l) fue de Sigma. La 

Sepharosa 48 activada con CNBr para la inmunoadsorción se obtuvo de 

,,., Pharmacia. 

,,, 
Todos los demás reactivos utilizados hieren de grado analítico. 

Í~ Equipo 
t~ 

Para las electroforesis se utilizo una cámara Mini-Protean 11 y 

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

'Z.1 



F•ara las el ectrotransferenci as se uti l i :z6 una cámara Trans-Bl ot, 

una fuente de poder 250/2.5 y membranas de nitrocelulosa, todo de 

Bio-Rad. 

Los geles de poliacrilamida se destiheron en un deste~idor 556 · 

de Bio-Rad. 

Rutinariamente se utilizaron los siguientes aparatos: 

potenciómetro MB4 de Radiometer <Copenhagen>, espectrofotómetro 

Gilford Instrument 250, liofilizadora LabConco y concentrador Savant 

SVC lOOH. 

Para las cromatografias se Lttiliz6 un colector Ultrorac II 2070, 

un espectrofotómetro Uvicord S 2138, un monitor de pH y de iones 

2195, un graficador de 2 canales 2210 y una bomba peristáltica 

Microperpex 2132, todos de LKB-Bromma. Los gradientes se hicieron con 

un formador de gradientes GM-1 de Pharmacia. 

Para la purificación por inmunoafinidad se utilizó un agitador 

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

Se utilizó un aparato Bio-Dot de Bio-Rad, para la aplicación de 

un número grande de muestras en la real izaci6n de "dot-blots". 

Para el isoelectroenfoque se utilizó una cámara Bio-Phoresis 

para IEF horizontal, de Bio-Rad, con los aditamentos necesarios y una 

fuente de poder de alto voltaje Bio-Rad 3000 Xi. 



Matttrial Biológico 

Para p1.1rificar a las hormonas de interés en nuestro laboratorio 

<GH y PRL> se partió de hipófisis 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 d.isectaron de cabezas de 

pollos recien sacrificados y se congelaron las glándulas 

inmediatamente con hielo seco provisionalmente hasta ser almacenadas 

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

Extracción de proteínas hipofisiarias. 

Todos los pasos referentes a la extracción de proteínas se 

realizaron a 4°C. 

a>Holllog•n•izaci6n: Las glándulas se homogeneizaron en una 

solución acuosa de inhibidores de proteasas: Fenil-metil-sulfonil

fluoruro <PMSF> 0.5 mM y aprotinina 5C• KIU <Unidades de 

kalicreina>lml ajustados a pH 7.2. Se al'ladieron unos 2.5 ml de 

solución por gramo de tejido. Se dieron 12 golpes con un 

homogeneizador Potter-Elvehjem, y se ajustó el volumen para obtener 

unos 3 g de tejido/10 ml de solución. 

b>AlcalinizaciOn: El homogeneizado se llevó a 9.5 con una 

solución de Ca<OH>2 y se dejó en agitación 15 min. Posteriormente se 

centrifugó a 11,500 rpm <aproximadamente 10,000 >: g> durante 20 min. 

I · 
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en una centrifLtga Sorval l RC5-B con rotor de áng1.1lo fijo SS34. Se 

tomó el sobrenadante para continLtar SLI procesado. 

c>Prec:ipitación con <NH.>aS04 : El sobrenadante alcalino se 

precipitó con s1.1lfato de amonio. Primeramente se a~adió, gota a gota 

y con agitación éonstante, Ltna solución sah1rada de sulfato de amonio 

hasta que la solución tuviera un 2CIY. de saturación. Se dejó agitando 

durante 15 min. y se centrifugó a 1(1,000 x g d1.1rante 3(1 min. a 4°C 

utilizando el mismo retor y la misma centrifuga antes mencionados. El 

sobrenadante fue sometido a una precipitación salina al 5(11. de 

saturación de igual manera a la primera precipitación. Se tomó el 

precipitado y se res1.1spendió en agua. Si se cromatograffa este 

extracto por una columna de DEAE-celulosa, el material no adsorbido 

es una fracción ric:a en cGH, denominada BDE-1, mientras q1.1e la 

fracción que se eluye con un amortiguador de alta fuerza iónica, 

fracción BDE-4, es rica en prolactina <52). 

d>DiUisis y liofilización: El material fue dializado 

exhaustivamente contra agua durante 36 hrs, c:ambiándose el ag1.1a de 

diálisis varias vec:es. Se utilizaron bolsas de diálisis Spectrapcr 

No.1, con un limite de exclusión de 6000-80(10 d. F·osteriormente se 

procedió a liofilizar en una licfilizadcra LabConcc. 



Determinación de Proteinas 

Se sig1.lió el método de Lowry y col. <71> modificado por Waterborg 

y Mattheus (72>, para hacer las determinaciones de proteínas. El 

método y los reactivos se detallan en el apéndice 1. 

Métodos cromatográficos convencionales 

Menciono las diferentes técnicas cromatográficas utilizadas, ast 

como las condiciones bajo las que se corrieron las muestras. En el 

apéndice 2 se explica detalladamente la preparación de las resinas y 

el montaje de las columnas. 

a>DEAE-celulosa: la primera cromatografia se realizó bajo las 

siguientes condiciones: 

Temperatura: 4'"C. 
Amortiguador: NaOH 25 mM y H~Bo~ 95 mM, pH 8. 
Gradiente: NaOH 50 mM y KH2 PO. 95 mM, pH 7.2. 
Alta fuerza iónica: Acetato de amonio 10 mM y NaCl 1 M, pH 4. 
Velocidad del papel: 0.5 mm/min. 
Longitud de onda: 290 nm. 
Escala: 0.5 AUFS. 
Flujo: 0.4 ml/min. 
Fracciones: 4 ml. 

Para la segunda cromatografía se utilizó una columna de 20 cm de 

largo, con un diámetro interno de 1 cm, y se corrió bajo las 

siguientes condiciones: 

1 
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Temperatura: 4°C 
Amortiguador: Tris-HCl 30 mM, pH 7.4 
Gradiente: AmortigL1ador + NaCl [0-1 MJ 
Cambio de pH: NH.HCO~ 1 M 
Velocidad del papel: 0.5 mm/min 
Longitud de onda1 280 nm 
Escala: 0.5 AUFS 
Flujo: 0.6 ml/min 
Fracciones: 3 ml (5 min) 

Para la tercera cromatograffa se utilizó la misma columna bajo 

las mismas condiciones, con la excepción del gradiente, que fue 

formado de la misma manera <Amortiguador+ NaCl>, pero la 

concentración del NaCl fue llevada l'.ini camente hasta 600 mM. 

b>Cl'l-c•lul .... sa: la cromatograffa se hizo en una columna de las 

mismas dimensiones que la utilizada para las cromatograffas en DEAE

celulosa, y se corrió bajo las siguientes condiciones: 

Temperatura: 4•C 
Amortiguador: Acetato de amonio 50 mM, pH 4.6 
Gradiente: Acetato de amonio 200 mM, pH 9.0 
Velocidad del papel: 0.5 mm/min 
Longitud de onda:280 nm 
Escala: 0.2 AUFS 
Flujo: 0.62 ml/min 
Fracciones1 3 ml <4.8 minl 

c>Filtración •n g•l: para la cromatografia en amortiguador 

alcalino se utilizó una columna de 85 cm de largo y con un diámetro 

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

Temperatura1 4•C 
Amortiguador: NH.HCO~ 50 mM 
Velocidad del papel1 o.s mm/min 
Longitud de onda: 280 nm 
Escalas 0,2 AUFS 
Flujos 0.4 ml/min 
Fracciones: 3 ml (7,S min> 

1 



f'ara la cromatografia utilizando un amortigL1ador Ac:ido se 

utilizó Llna c:olllmna de 45 cm de largo por 1 cm de diámetro interno 

que se corrrió bajo las sigL1ientes condiciones: 

Temperatura1 4°C 
Amortiguador1 CH,,,COOH O. l M 
Velocidad del papel1 0.2 mm/min 
LongitL1d de onda1 280 nm 
Escala: 0.5 AUFS 
Flujo: 0.14 ml/min 
Fracciones: 2 ml <15 min) 

Cromatoar.af.:la de inmunoafinidad. 

Las fracciones resultantes- de la filtración en gel fueron 

sometidas a una cromatografía de inmunoafinidad por el método de • 

"batch" debido al pequel"lo volL1men que se manejó. 

El inmunoadsorbente se preparó de la siguiente manera: se 

pesaron 4.3 mg de Sepharosa 48 activada con CNBr y a ella se 

··• acoplaron 50 ul de anticllerpo. El recipiente fué un tubo eppendorf de 

1.5 ml siliconízado previamente con Photo-flo diluido 1:20. Para ver 
¡¡¡ los detalles del método véase el apéndice 9. 

La muestra, 0.5 mg de proteína total, se disolvió con 200 ul de 

amortiguador de aplicación <fosfatos 50 mM, NaCl 0.9Y., pH 7.6> y se 

leyó su densidad óptica a 280 nm. Luego se puso a reaccionar por, al 

menos, 30 min. (generalmente 45 min.) c:on la resina con agiteaciOn. 

1 1 Pasado el tiempo se centrifugó por 1 min. en la microfuga y se tomé 

el sobrenadante, al que se le leyó su absorbencia, f•osteriormente se 

al"ladieron 200 Ltl del amortigc..1ador de elucién <gl icina-HCl 50 mM, NaCl 

0.9Y., pH 3) a la resina y se agitaron durante al menos 30 min. 

.,_, 
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Transcurrido este lapso se centrifllg6 igual qL1e antes y se tom6 el 

sobrenadante al que se le tom6 lec:tura en el espec:trofot6metro y se 

almacenó a -20°C agregando 2(> ul de Tris-HCl 0.5 N, pH B.O, para 

neutralizar. 

Antes de poner otra muestra a reacc:ionar c:on la resina, hay que 

lavarla co~ ai menos 200 ul de amortiguador de aplicaci6n. 

Sistemas Analfticos. 

Se utilizaron diversos sistemas tanto para identificar a la 

prolactina como para comenzar a caracterizarla. 

a>Electroforesis en geles de poliacrila~ida <SDS-PAGE>: Este 

sistema permite la separaci6n de proteinas en base a su peso 

molecular. Se sigllió el metodo de Laemmli <73) en geles de 55 x 100 x 

1 mm al 12.5% de poliacrilamida en la región resolvedora, y de 15 x 

100 x 1 mm al 4% de poliacrilamida en la regi6n concentradora. Se 

utilizaron c:ondiciones desnaturalizantes en todos los casos: 5% de 

mercaptoetanol y hervir las muestras dL1rante B min. Se corrieron a 

100 V en el gel concentrador y a 200 en el resolvedor. Los detalles 

de la técnic:a se explican en el apéndice 3. Los geles se ti~eron con 

azul de Coomassie, con plata, o se electrotransf irieron a membranas 

de nitroceluloioa para hacer una inmunotinci6n espec:ffic:a. Las 

tinciones utilizadas se describen en el apéndic:e 6, 

b)Electroforesis en condicionep na~ivas <Tris-PAGE>1 Esta 

t•cnica permite la separaci6n de protef nas sin desnaturalizarlas, en 



base a su carga eléctrica neta principalmente, aunque también influye 

el tamaNo molecular. Se sigui6 la técnica de Nicoll y Licht 174>, 

detallada en el apéndice 4, realizada en geles hechos en placa de las 

mismas dimensiones que los de SOS. Se corrieron a 50 V en la zona 

concentradora y a 100 V en la resolvedora. Los geles se tiNeron con 

azul de Coomassie, con plata, o se electrotransfirieron para teNirse 

con anticuerpo. 

c>Isoel.c:troenfoque analitico CIEF>: Se 1.1tiliz6 para conocer el 

punto isoeléctrico de la prolactina. Se sigui6 el protocolo 

recomendado por Bio-Rad qLte se describe en el .apéndice 5. Se 

aplicaron 3 ug de protefna en 1.1n volumen de 15 ul y con 0.2 1.11 de 

anfolinas. Se inició la corrida a 5 W <potencia constante> y se fué 

incrementando gradualmente hasta que, después de Ltnas 2.5 hrs. se 

llegó a 12 W, y as:I permaneció durante 1.5 hrs. La temperatura fue 

mantenida todo el tiempo a 4°C. Al terminar la corrida el gel fue 

electrotransferido y teNido con anticuerpo. 

d)Dot-blot: Con esta técnica se pudo identificar a la prolactina 

en las distintas fracc·iones cromatograficas que se iban originando a 

lo largo de la purificación. Se sigui6 la técnica descrita por Bio

Rad, misma que se describe en el apéndice 7. 

e>Electrotransferwncia: se utilizo para transferir proteínas de 

los geles a membranas de nitrocelulosa y teNir con anticuerpo 

especifico para asi determinar cLtales bandas correspond:lan a la 

hormona. La técnica seguida es la descrita por Towbin y cols 175>. 
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Los detall es se encuentran en el apéndice 8, Se dejó eq~li librando el 

gel durante 1 hr en al amortiguador de transferencia antes de 

transferir d~1rante 30 min a 20(1 mA. 



RESULTADOS 

Titulación del anticuerpo. 

Puesto que gran parte del segui mi ente de la prol act i na se har·i a , 

por medio de técnicas inmunológicas, lo primero que se hi:<:o fL1e 

titular al anticuerpo. Se probó primeramente en distintas diluciones 

con prolactina de pavo pura <donada por el Dr. John Proudman, USDA>, 

y posteriormente se repitió la titulación con la fracción BDE-4, que 

como se mencionó anteriormente, se sabia que estaba enriqLtecida en 

PRL. En la figura 3 se muestran los resL1ltados de esta última 

titulación. Se hicieron varios dot-blots poniendo dos muestras de 

BDE-4 en cada tir"': una de 100 ng y otra de 500 ng, y se probaron 

varias diluciones del anticue1-po: 1:200, 1:2C>OC>, 1:10,0C>C> y 1:20,C>C>O. 

Como el anticuerpo utilizado ya estaba dil~ido 1:40, las diluciones • 

reales que se usaron fLteron: 1:8,000, 1:80,000, 11400,000 y 

1:800,000. Se puede ver que en todos los casos hubo una reacción 

positiva fácilmente visible, pero para asegLtrar resultados se decidió 

utilizar la dilución 1:80,0C>C> para todos los e>:perimentos. 

Con el anticuerpo titulado, se verificó que fuera especifico 

para prolactina y que no cruzara con cGH. Esto t•mbién se hizo Ltsando 

la técnica de dot-blot. En distintas tiras se pusieron muestras de 

distintas fracciones que se originan al purificar cGH, y tilmbién de 

cGH pura en distintas cantidades. Unicamente hubo resultados 

positivos en las fracciones que se presumía que tenian prolactina, y 

cGH dió Lma reacción muy tenue solamente cuando se puso en cantidades 

excesivas (5 ugl. 

'! 1 



fft. 
.. 3, Titu1Ki611 1111 •ticm .. c111tn tr•IKti11 111 IM!llo utilif.M 
r dlllH lllE-4. Cl•a tira ti.., ~ 11h Ki-'-11a 111 100 o a 111 

., Kh fr iOll. L11 •· * •tic_,. 1 h al, 
h ,Slo C.>( l1fO~ Id y 11i&~1. lara •t•w f:"f .Uuc:2f:. rtil 
~ar ... •I i'hcar , .. .-, "" 11 •ti~Ull'to "tl dil1 e 1:40 11 PIS 
call t1111ro 1or11I • CllllJD at n y •th1ollt1 0.1 • 

Q.3 

i E llE-1 ~ ~ 60 
e 

~ 
G r.l. • • l 40 

ci .l! 
c:i 

1 20 

40 60 

No. fracción 

~ 4, Cr-1maflt r. llOE-ctlllDA Rl 11tnct11 ~¡· fl1iari11 
lcl•JS• 11._ o. 11/•i•l trr,c,11111t1 • 111 •I s1111n, 3,,5 1 
e11 ••v wn1 , c•11111 .1., alu fltl'H lea. 

·--··' _,.,, 

i 
1 



,; 

Cromatograf:las de intercambio iónico. 

Al cromatografiar el extracto de hipófisis de pollo por una 

columna de DEAE-cel ul osa se el Llyen dos f racci enes, denominadas BDE-1 

y BDE-2, con el amortiguador inicial (figura 4); la fracción llamada 

BDE-3 eluye con ~l gradiente, y la fracción conocida como BDE-4 eluye 

con el amortiguador de alta fuerza iónica. La fracción BDE-1 

corresponde a cGH purificada, mientras que la BDE-4, como ya se ha 

dicho, es rica en cPRL. 

La fracción BDE-4 se cromatografió después en Ltna columna de 

DEAE-celulosa bajo diferentes condiciones <ver material y métodos>. 

En la figura 5 se muestra un cromatograma tipico de este paso. 

Aparecen varios picos <cincel, algunos de ellos sobrelapados, que se 

denominaron, segi:in el orden de elución, BDE-4. 1, BDE-4 • .2, BDE-4.3, 

BDE-4.4 y BOE-4.5. <Se escogió Llna nomenclatura tal que el nombre 

mismo de las fracciones permita conocer su procedencia. As!, la 

fracción BDE-4.4.4 sería el cuarto pico resultante de la 

cromatografia de la fracción BDE-4.4, que a su ve:: seria el cuarto 

pico de la cromatografia de la fracción BDE-4, etc.>. De estos, los 

principales son los 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 BDE-4.4 se sobrelapa con otro pico en su 

parte ascendente, formándose un hombro qL1e se trató de manera 

f~ separada y se denominó BDE-4.3. El primer pico que se observa, BDE-

4. 1, corresponde a la fracción rica en cGH, y su tamaNo varia segun 
~' jM 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 cromatográfico <fracción BDE-1>, es 

normal que su tamal'lo sea LISLlal mente pequef'lo, RegLll armente se 

obtuvieron otros picos de menor importancia, siendo el más constante 

el denominado BDE-4.2, que delimitaba la frontera entre las 

fracciones retenidas y las no retenidas. 

Todas las fracciones sel'laladas en el cromatograma se juntaron 

para someterlas a diálisis y liofilización, y se analizaron con al 

menos dos de los sistemas anallticos que se mencionan en la sección 

de material y métodos. En la figura 6 se presenta 1.ma 

electrotransferenci a tel'li da con anti CL1erpo de Ltna electroforesis de 

SOS en condiciones reductoras. Los carriles que están tel'lidos 

corresponden a la fracción BDE-4 y a las fracciones BDE-4.4 BDE-4.5. 

Los demás carriles no muestran ningllna reacción con el anticL1erpo. 

Las 3 bandas principales que se aprecian corresponden a pesos 

moleculares de aproximadamente 29,500, 27000, y 12,500 d. La figura 7 

muestra una electrotransferencia similar a la de la figllra 6, pero 

originada de una electroforesis en condiciones nativas <ND-PAGE>. 

Nuevamente los carriles qL1e muestran algún tipo de reacción son los 

correspondientes a BDE-4, BDE-4.4 y BDE-4.5. La banda principal 

detectada tiene un R~ de 0.71. 

Como siguiente paso se procedió a cromatografiar por la misma 

columna de DEAE-celulosa a varias fracciones BDE-4.4 juntas. Se 

presenta un cromatograma tlpico en la figura e. Se encuentran 

elementos semejantes a los del primer cromatograma. La fracción no 

retenida corresponde a restos de cGH <BDE-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 qL1e no alcanzan a 

resolverse, aún cuando el gradiente utilizado es más e>: tendido. De 

manera similar a la primera cromatografia, los hombros se tratan como 

material aparte y se denominan BDE-4.4.3 al ascendente, y BDE-4.4.5 

al descendente. El pico principal es la fracción BDE-4.4.4 y eluye en 

una molaridad de NaCl algo menor que en la primera cromatografia <280 

mM>. 

Se presentan en las figuras 9 y 10 los resultados de las 

inmunoelectrotransferencias de geles de SDS-PAGE <f ig. 9> y de Tris

PAGE <fig 10>. En la primera de ellas se ve reacción en dos carriles, 

correspondientes a las fracciones BDE-4.4.4 y BDE-4.4.5, y se alcanza 

a apreciar muy tenue algo de actividad en el carril correspondiente a 

la fracción BDE-4.4.3. El patrón de bandas es básicamente el mismo 

que el presentado para el paso anterior: tres bandas i nmunorreacti vas 

con pesos moleculares de 29,5(1(1, 27,0CIO y 12,500 d. En la 

transferencia proveniente del gel de Tris se ve nL1evamente reacción 

en el carril correspondiente a la fracción BDE-4.4.4, y levemente en 

el de la fracción BDE-4. 4.·5. También corresponde el R., con el 

presentado en el primer paso de purificación: o. 71. 

En este paso la fracción rica en prolactina todavia mostraba Llna 

gran cantidad de contaminantes. Para intentar limpiar un poco mas se 

hizo una prueba con una cromatografia en CM-celulosa. El cromatograma 

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

aprecia una fracción no retenida muy grande <CM 1> y dos pequel"los 

I~ picos eluidos con el gradiente <CM 2 y CM 3). Al analizar el 

li contenido de las fracciones obtenidas por medio de un gel de SDS-PAGE 

transferido y tel"lido con anticuerpo, se vió que toda la actividad 
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estaba concentrada en la fracción no retenida, tal como se aprecia en 

la figura 12. 

Cromatografias de filtración en gel. 

Se procedió ento~ce~ a crcmatografiar a la fracción BDE-4.4.4 

por una columna de filtración en gel utilizando Sephadex G-100 en un 

amortiguador de NH.HCO~ 50 mM, tal come está reportado en la 

literatura. 

La columna fué previamente calibrada con azul de>:trán y NaCl, y 

también con una combinación de albúmina, hemoglobina y azul de 

bromofenol. Se mL1estra el resultado en la figura 13, en donde se 

marcan las fracciones correspondientes a los volúmenes vacio y de 

sal. 

Ya con la co1L1mna calibrada se cromatograf i ó la fracción antes 

mencionada. La resolución que se obtuve no fué la esperada. Se 

presenta en la figura 14 el cromatograma de este paso en el que es 

notoria esta situación. La prclactina, según está reportado, deberia 

esperarse en la zona con Ve/Ve cercano a 2. El pico principal que se 

ve corresponde prácticamente con el volL1men vacio, y como se mencionó 

antes, no hay una separación completa de las distintas frraccicnes. 

La separación que se hizo de el las se basó, además del cromatograma, 

en el resultado de un rastree por dct-blot de todas las fracciones 

recogidas de la columna. Se muestra en la figura 15 Ltna 

electrotransferencia tel'lida con anticL1erpo de un SDS-PAGE de las 

fracciones resultantes de esta crcmatograffa. A diferencia de los 

otros pases, la actividad está distribufda por tedas las fracciones, 

. '41 
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aunque no en la misma proporción. La mayor parte de ella se concentra 

en la fracción BDE-4.4.4.SE. , misma en la qL1e ya no es detectable 

la banda de menor peso molecular, aunque si las de 29,500 y 27,000. 

Ninguna de las fracciones presentó un patrón 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 pasándola por otra columna de filtraciOn 

en gel pero esta vez con un amortiguador ácido. Aunque se pL1ede 

apreciar un pico en la región esperada <Ve/Vo = 2> en el cromatograma 

correspondiente a la figura 16, la mayor parte de la muestra no se 

mantiene en solución en este amortiguador, y consecL1entemente la 

mayor parte de la inmunoactividad está concentrada en la fracción 

precipitada, tal y como se puede apreciar en la figura 17, que 

muestra una electrotransferencia tel'!ida con anticuerpo de un gel de 

SDS-PAGE de las fracciones originadas por la cromatografía y de la 

fracción que precipita. 

Cromatografías de inmunoafinidad. 

Dado que con este sistema no se resol ver i a el problema, se 

decidió intentar una separación por inmunoafinidad. Esto no se habia 

intentado con anterioridad debido a las cantidades limitadas de 

anticuerpo con que se contaba. Para no desperdiciarlo, se hizo 

V primero una prueba con materiales semejantes de los que en el 

laboratorio hay mayor cantidad. Se utilizó suero de conejo dirigido 

'1! contra cGH, mismo que se di l uy6 1: 40 para simular las condi cienes del 

anticuerpo contra prolactina, y se hizo reaccionar con una fracción 
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rica en cGH, denominada BDE-1, qlle se origina durante la purificación 

de cGH <Ver material y métodos>. Para optimizar el sistema, se 

hicieron dos pruebas part1lelas en tubos diferentes para ver en cual 

de ellos las restricciones físicas eran menores, y se simularon al 

máximo las condiciones que se utilizarían para intentar purificar a 
'· 

la prolactina, es decir, se utilizaron 4,3 mg de Sepharosa 48, a los 

qui! se acoplaron 50 ul del anticuerpo contra cGH, y se hicieron 

reaccionar con 0.5 mg de fracción BDE-1. E~ resultado de la 

cromatograHa se muestra en la figura 18. En el gel de SDS-PAGE se 

corrieron la fracción retenida, la fracción no retenida, y los 

amortiguadores, tanto de aplicación como de elución. Se pLtede 

apreciar que los carriles que corresponden a los amortigLtadores están 

1 impíos, el correspondiente a la fracción no retenida muestra una 

banda muy intensa correspondiente a cGH, y en la fracción retenida 

se ve únicamente una sola banda qlle corresponde a cGH en peso 

molecular, aunqlle de menor intensidad que la de la fracción no 

retenida, que tenia Ltn e>:ceso de proteína, y que en una transferencia 

teflida con anticL1erpo dió una reacción positiva. 

Con estos antecedentes se procedió a realizar la cromatografía 

con anticuerpo contra prolactína de pollo acoplado a Sepharosa 48, de 

la misma manera qLte se describe arriba y con el sistema que dió 

mejores resultados. Se hizo reaccionar a la resina con la fracción 

BDE-4.4.4.S E. , disuelta en 200 ul de buffer de aplicación. La 

fracción no retenida se volvió a aplicar a la resina varias veces <5 

en total>, hasta que no se obtuvo lectura de la fracción retenida en 

el espectrofot6metro • En la figura 19 se muestra un gel de SDS-PAGE 

en el que se ve en un carril la fracción no retenida, en el cual se 
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pueden apreciar varias bandas, y en el carril correspondiente a la 

fracción retenida se observa Ltna sola banda. En la figura 20 se 

mLtestra la inmunotinci6n de la electrotransferencia de Ltn gel 

idéntico, y se ve una banda mLty intensa en el carril correspondiente 

a la fracción retenida, y una banda tenue en la posición equivalente 

del carril correspondiente a la fraéción no retenida. 

Isoelectroenfogue. 

Ya purificada al menos una banda de prolactina, se le hi~o un 

isoelectroenfoqLte anal !tico para determinar SLl punto isoeléctrico, El 

gel f ué el ectrotransfer ido y tel'li do con anti cuerpo, y el resLtl tado se 

aprecia en la figura 21, en la que se ve que hay dos bandas que 

migran hacia el polo positivo y cL1yos puntos isoeléctricos 

corresponden a 5.5 y 5.65, como se muestra en la gráfica de la figura 

22, que corresponde al gradiente que se formó medido con un electrodo 

d• superficie inmediatamente después de terminada la corrida, en el 

cual están marcados los pLmtos correspondientes a las bandas de 

prol acti na. 
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DISCU§ION 

Los métodos cromatográficos tradicionales han probado ser una 

buena herramienta para purificar prolactinas de diversas especies 

<16,23,26,27,42,43,45,52,59-62,65-67,76,77,79), El esquema 

seleccionado originalmente es el mismo con el que se purific~rdn las 

prolactinas de pavo y avestruz (63,64) 1 y muy semejante al utilizado 

por Scanes para purificar prolactina de pollo <62>. 

Resulta importante, desde el punto de vista del laboratorio, 

haber demostrado que las fracciones BDE-4 que se suponfa que tenlan 

prolactina efectivamente son fracciones ricas en esta hormona. De 

esta manera podrán ser lltilizadas rutinariamente una vez que se 

establezca un método eficiente para su purificaci6n, de manera 

similar a lo que se hace con la fracción BDE-1 para purificar cGH 

(52-54). 

El hecho de contar con un anticuerpo muy especifico para la 

prolactina de pollo permiti6 una identificaci6n rapida y confiable de 

la molecula a lo largo de la purificación, sin tener que recurrir al 

montaje y optimización de los bioensayos para detectar actividad 

prolactinoide. 

Con las preparaciones utilizadas en el laboratorio la 

cromatografía de intercambio i6nico en DEAE-celulosa resl1lta menos 

eficiente de lo reportado por otros estudios (23,62>, pues hay muchos 

contaminantes que no se lograron quitar aún después de la tercera 

cromatograffa. Como primer paso de purificaci6n parece haber sido una 

buena selecci6n, pues permite separar perfectamente la prolactina de 

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

. 1 
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problema principal quizá sea el hecho de que no se haya logrado una 

completa resolución de todos los picos de la crcmatografia, p1.1es al 

estar sobrelapadcs lo que se consigue es reducir la cantidad de 

contaminantes al excluir a los hombros, pero no eliminarlos del todo. 

Aún utilizando un gradiente más extendido el problema persistió y 

nunca se consiguió la óptima resoluéióh de los picos que se esperaba. 

Por otra parte, el mdtcdo parece ser bastante confiable, pues la 

reproducibilidad de los datos en las tres cromatografias es altisima 

<Por ejemplo, el pico BDE-4.4 comenzó a eluir casi invariablemente 

cuando habian pasado 42 ml 114 fracciones> de gradiente de NaCl por 

la columna. Las molaridades de elución de las fracciones BDE-4.4 y 

BDE-4.5, 360 ~ 30 mM y 570 .:!:. 32 mM, para 13 cromatografias, son 

bastante constantes>. 

Muchos de los contaminantes que persistieron a lo largo de los 

pasos de purificación eran glucoproteínas, según se vió en 1.in gel 

transferido a nitrocelulosa y que se tiNó con Concanavalina A 

acoplada a peroxidasa !No se muestran los datos>. Para intentar 

limpiar al menos parcialmente la fracción 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 catiónicas, aunque hay que mencionar que éstas han sido 

realizasas con extractos hipofisiarios provenientes de teleósteos 

<23,24). En realidad no se esperaba que la prclactina de pollo, dada 

su naturaleza acfdica (62>, se adsorbiera a la resina, pero se 

esperaba que algunos contaminantes al cambiar de amortiguador si lo 

hicieran. Como no resultó así, el resto de la fracción enriquecida 

con prolactina no se pasó por esta columna, pues la ganancia era 



demasiado poca comparada con la pérdida de material que acarrearia 

semejante paso, pues los rendimientos nunca son del 100% • 

De las cromatografias de filtración en gel se puede decir que no 

funcionaron como se esperaba y esto se convirtió en un problema, pues 

los rendimientos de las columnas fueron bajos <apenas cerca del 30%> 

y tras hab"er 'pasado los extractos por el Sephadex se recuperó muy 

poca muestra. Hay que tener en cuenta que la resina es bastante m~s 

reactiva de lo que anuncian los fabricantes, pero esto no explica 

completamente la pérdida de material. Para prevenir la reactividad 

de los extractos con la resina se tuvo la precaución de correr 

previamente alguna otra proteina, albúmina o hemoglobina, antes de 

pasar cualquier extracto hipofisiario por la columna. Sin embargo, y 

pese a esta medida, como ya se mencionó, 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 purificación el que se podria considerar como clave en la 

separación de esta hormona si uno se basa en la 1 iteratura, pL1es hay 

varios grupos que han logrado purificar diferentes prolactinas 

después de pasar sus extractos por columnas de fi ltraci6n en gel, 

generalmente Sephadex G-100 <22,6C>,67,79l. El cromatograma induce a 

pensar que 1 as protei nas se agregaron, pues una buena parte sal i 6 en 

el denominado volumen vacio, y prácticamente todas salieron en una 

zona que corresponde a proteinas de un peso molecular más 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 consenso en cuanto a 
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que es una prote!ne1 "mal'losa", de dificil manejo para su purificación 

(16,38,42,43,65). 

f'ara contender con el preblema de la agregación se mont6 la 

columna de Sephadex G-100 con un amortiguadwr ácido, de manera que se·

disociaran las moléculas que hab1an interaccionado entre si. Segün 

los resultados obtenidos el rendimiento fué mayor <aproximadamente 

60%> que el de la columna con la misma resina pero con amortiguador 

alcalino <aproximadamente 30%). Como se dijo en la secci6n de 

resultados, el problema con este esquema fué el hecho de que la mayor 

parte de las prote!nas <95 %) se precipitaran por las condiciones tan 

ácidas. Si bien en la fracción que quedó en solución se alce1nzó a 

detectar inmunoactividad de prolactina por dot-blot, la mayor parte 

qued6 concentrada en le1 fracción que se precipitó. 

En la literatura se reporta que prolactina eluye en forma 

altamente pura en Ltn pico con un Ve/Vo al rededor de 2 

<24,26,42,45,59 0 61,63,64,67,76-79>. En esta colL1mna se obtL1vo un pico 

de elución en esta zona con cierta inmunoactividad. A~n en el caso de 

que este pico correspondiera efectivamente a prolactina pura, visto 

en función de 1 a implementación de L\n método para obtener esta 

hormona rutinariamente no 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 nL1estro 

objetivo de purificar la hormona. Se buscó entonces Lma alternativa 

diferente. Se sabe que la cromatograffa por inmunoafinidad es un 

método altamente selectivo y especifico, que permite en un solo paso 

la purificación y concentración de una proteina (80,81). En el 
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laboratorio se contaba con todos los elementos para intentar montar 

este sistema. La Onica limitante era que se disponia de una cantidad 

muy limitada de anticuerpo contra prolactina de pollo, Es por esto 

que se decidió efectuar una prueba piloto con materiales que son 

relativamente abundantes en el laboratorio, Ya se ha mencionado 

varias veces que el anticuerpo contra prolactina era el reactivo 

limitante, Para aprovecharlo al má>:imo se utilizó dos veces cada 

allcuota tomada para las tinciones de las electrotranferencias y los 

dot-blots. Para decidirse a utilizar los 50 Lll de anticuer-po que se 

reqL1irieron se nec:esitaba probar que el sistema era viable. La 

principal preocupacióri era determinar si las condiciones fisicas que 

se dan al manejar volúmenes tan peque~os, donde factores como la 

capilaridad y la viscosidad juegan papeles muy impor-tantes que, en 

gr-andes vol 1.'.1menes, en muchas oca si enes no es necesario tomar en 

cuenta, no serian un impedimento al desarrollo de la qL1imica del 

sistema, y hubo qL1e implementar solLtciones a problemas "tr-iviales" 

como leer 20(1 Ltl en el espectrofotómetr-o y lavar la resina. Por- eso 

fué qLte se decidió qLte la mejor alternativa era utilizar el sistema 

en "batch". 

Los resultados de la prL1eba piloto fueron suficientemente claros 

como par-a permitir que se montara la técnica con el anticuerpo contra 

prolactina de pollo, a la vez que permitió la familiar-izaci6n con el 

método sin arriesgarse a perder materiales escasos. Con este 

anticuerpo acoplado a la resina <Sepharosa 4B> se logró pL1r-ificar- una 

pequel'la cantidad de prolactina de pollo, suficiente para hacer un 

isoelectroenfoque, además del gel de SOS. 

~o 
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De las tres bandas que originalmente se ven en los geles de SDS

PAGE, únicamente se aisl6 la banda correspondiente a 27,00(1 d. Esto 

puede deberse a qL1e las proteínas hayan perdido capacidad de ser 

reconocidas por el anticuerpo después de los diversos tratamientos a 

que han sido sometidas durante la purificación, pues ya en la 

electrotransferencia de las fracciones resultantes de la filtración 

en gel <fig. 15> se ve una disminución en la reactividad de la banda 

de menor peso molecular, aunque en este caso pL1ede deberse a la 

agregaci6n de las moléculas qL1e impida la exposición de los epitopes 

correspondientes. Otra alternativa seria justamente lo contrario, es 

decir, que la afinidad del anticuerpo por estas variantes sea tan 

alta qL1e con las condiciones Lttilizadas no eluyen. La figL1ra 3 

muestra que el anticuerpo es altamente afín por la prolactina de 

pollo, pues se ve reacción con 100 ng de fracción BDE-4 y el 

anticuerpo diluido 800,000 veces. 

Paralelamente a los intentos de purificaci6n se hizo una 

caracterización inicial de la hormona. Como se aprecia en la sección 

de resultados la hormona presenta algunas variantes tanto de carga 

como de masa. Por los geles de SDS-PAGE se determino que la 

prolactina de pollo presenta 3 variantes principales reconocidas por 

el anti cuerpo, con pesos moleculares correspondí entes a 29, 500, 

H 27,000 y 12,500 d. También se alcanzaron a detectar algLmas otrC\s 

... ,, 
bandas, aunque de manera esporádica, 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 que e>:iste un 

componente principal cuyo R., es de 0.71, y se detectaron bandas con 

R., de 0.67 y o.e pero no en todos los geles que se hicieron. 



Finalmente, la banda de 27,000 presentó, 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 pavo (43,631, y de 19,000 para la de avestruz 

(641; un R. de 0.83-0.85 para la prolactina de pavo <631, y un pi de 

5.6 para la prolactina de pollo <621. 

Es interesante qLte 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 qLte se hicieron a lo largo del estudio 

fueron inmunoqu!micas. De cualquier forma, y en base a resultados 

obtenidos tanto en el laboratorio como por otros grupos con GHs y con 

prolactinas <38,39,50,51-571, 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, quizá la banda correspondiente a un peso de 

29,500 sea una forma de prolactina glucosilada <54,581, 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 qLte 

muestra caracteristicas funcionales particulares (411. Las variantes 

de carga pudieran deberse a la adquisición de distintos grupos 

funcionales, o a la ausencia de ellos <formas desamidadas, por 

ejemplo>. 

Debido a la linea de investigación que se sigue en el 

laboratorio, encontrar un método eficiente para purificar prolactina 



es un problema prioritario que resolver. Ya se ha mencionado en 

múltiples 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 acción, as:C como su desarrollo 

evolL1tivo, sobre todo si se dispone de una colección amplia de estas 

hormonas procedentes de diversas especies. Si bien en el presente 

trabajo se llegó a la obtención de prolactina de pollo purificada, es 

evidente que aún 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 

purificación de cGH. Hay reportes que indican qL1e el contenido de 

prolactina de los extractos puede ser aumentado grandemente según el 

tratamiento que se siga para obtenerlos <82). Habr:Ca que estL1diar si 

estos tratamientos son resistidos por la cGH, y en caso afirmativo 

quizá se podría aumentar el rendimiento del método. Otra cosa qL1e 

quizá podr:Ca resultar es la cromatografia en condiciones ácidas, 

suavizando las condiciones para que permanezcan más proteinas 

solubles. Quizá también se podr:Ca intentar incorporar métodos que 

permiten mayor resolución, como es la HF'LC. Lo ideal seria montar un 

método rápido y sencillo, que involucre el menor número de pasos para 

llegar al aislamiento de la prote:Cna, y este método podria ser la 

~ inmunoadsorción. Si bien es cierto que se trabajó 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 producción 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 ve;: qL1e se tenga un 

método optimizado, la cantidad de estudios que se pL1eden emprender es 

enorme. Primeramente habr-ía qL1e c:aracteri::ar de una manera mL1cho más 

completa a la hormona, y depL1és se podrían hacer estlldios de 

estrLlctura-funcíón. Por Lln lado aislar a las variantes y 

'correlacionarlas con fL1nciones particlllares; por otro, intentar hac:er 

lo mismo con dominios restringidos. Podrían hacerse comparaciones 

bastante precisas entre las estructuras de la prolactína y la cGH que 

qLtízá arrojen más luz acerca del or-igen c:omún qL1e se sL1pone tuvieron 

estas dos prote!nas. 

1 



CONCLUSIONES 

1- Se desarrolló un método qLle permite la pL1rificaci6n tanto de 

cGH como de prolactina a partir de glándulas hip~f~siarias de pollo. 

2- La prolactina de pollo es susceptible de agregarse bajo las 

condiciones normales de purificación de proteinas, lo que puede 

dificultar su aislamiento. 

3- Se desarrol 16 una microtécnica que permite la purificación de 

protei nas por i nmunoadsorci ón con cantidad es mL1y peqL1el"las de 

anticuerpo. 

4- Se hizo una caracterización parcial inicial de la prolactina 

de pollo, de la que resultó: 

a> En geles de SOS en condiciones reductoras, la prolactina 

de pollo di6 tres bandas principales cuyos pesos molecL1lares 

corresponden apro>: i madamente a 29, 5(10, 27, 000 y 12, 500 d. 

b) En geles de Tris en placa, en condiciones nativas, la 

hormona di6 una banda principal con un R~ de 0.71 

c> La banda correspondiente a 27,1)00 d se descompone, por 

isoelectroenfoque, en dos bandas con pL1ntos isoeléctricos de 5,5 y 

5.65. 

d> Existen otros componentes menos abundantes, tanto de 

peso molecular como de carga. 

5- Se demostró la heterogeneidad de la prolactina de pollo. 



APENDICE 1 

Determinación de la concentración de protefna. 

Se sigL1i6 el método de Lowry y cols. <71l modificado por 
Waterborg y Mattheus <72l. 

Soluciones: 
A. Albúmina sérica bovina CBSA> 0.5 ug/ul para la curva patrón. 
B. NaOH 1 N. 
C. Na2CO~ al 2'l. • 
D. Tartrato de sodio y potasio al 2% • 
E. CLISO., al 1 'l. 
F. Mezclar 9.8 ml de solución C con 0.1 ml de solución D y 0.1 ml de 
so1Ltci6n E. 
G. Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1:1 con agua. 

Método: 
- Se colocan 1 as mLtestras (1-30 Llg l en tubos de ensayo en un 

volLtmen no mayor a 100 Lll. 
Aforar todas las muestras a 100 ul con agua. 

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

Tubo BSA<ugl Sol. A Cul l Agua(ull Sol. B (L1l) Sol. F<ull Sol. G(ull 

A 
B 
e 
D 

(1 

3 
6 
9 

o 
6 

12 
18 

100 
94 
88 
82 

1 ºº 100 
100 
100 

900 
'90(1 
900 
900 

1 (1(1 

1(11) 

100 
10(1 

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

- Agregar 900 ul de la solución F a cada tubo y agitar. 
- ANadir 100 ul de la solLtción G a cada tubo agitando 

inmediatamente. Dejar los tubos incubando durante 30 min a 
temperatLtra ambiente. 

- Leer los tubos en el espectrofotómetro a 750 nm. 
- Interpolar los valores de 1as muestras en la cLtrva patrón. 



APENDICE 2 

Métodos cromatogr4f icos. 

DEAE-cel ul osa. 
- Se pesa la resina y se suspende en 15 volúmenes de HCl (J,5 N 

durante 30 min agitando ocasionalmente con una varilla de vidrio. 
- Se 1 ava con agua en Ltn Bllchner hasta qLle el filtrado tenga pH 

4.(1. 
- Se SLtsperide la resina en 15 vol Limenes de NaOH O. 5 N por 3(1 mi n 

con agitación ocasional Lttilizando para ello una varilla de vidrio. 
- Se decanta el sobrenadante y se repite la operación. 
- Se 1 ava con agua en un Btlchner hasta que el filtrado tenga pH 

a. o. 
- Se suspende la resina en el amortiguador que se vaya a 

utilizar y se quitan los "finos" aspirando el sobrenadante con una 
pipeta Pasteur conectada a una bomba de vacio. 

- Se monta la columna vertiendo la resina por las paredes para 
evitar que se formen bL1rbL1jas y aplicando presión con nitrógeno hasta 
que esté bien empacada. 

- Se conecta la bomba peristáltica y se regula el flujo, 

CM-celulosa 
- Se procede de la misma manera que con la resina de DEAE

celulosa, pero invirtiendo los lavados, es decir, se lava primero con 
NaOH y después dos veces con HCl. 

Sephade>: G-1 (l(l 
- Se pesa la resina y se resLtspende di rectamente en el 

amortiguador a emplear con agitación ocasional Ltsando Ltna varilla de 
vidrio. 

- Se qLtitan los "finos" exhaustivamente. CVer DEAE-celulosa), 
- Se monta la colLtmna agregando toda la resina de una vez para 

qLte no haya discontinLtidades. Para esto se prolonga la columna con Lln 
matraz de Mariotte y se tapa la salida. 

- Una vez asentada la resina se agrega amortiguador a la parte 
superior y se deja fluir. Como la presión pLtede deformar los gránulos 
de resina, la salida de la columna se pone a una altLlra tal que la 
presi 6n hi drostáti ca no sea Ltn factor a considerar. 

- Al terminar de empacarse la resina se qLlita el matraz de 
Mariotte y se conecta la columna a Llna bomba peristáltica. Se regLtla 
el flujo,_ 

1 
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APENDICE 3 

Electroforesis en geles de poliacrilamida <SDS-PAGE>. 

Se sigui 6 el método de Laemml i (73> en gel es al 12. 5% de 
poliacrilamida, 

Sol Ltci ones: 
A. Acrilamida 30% y metilén-bis-acrilamida O.S'l. • 
B. Tris 1.5 M y SOS 0.4%, pH S.S. 
C. Tris 0.5 M y SOS 0.4%, pH 6.S. 
D. Amortiguador de corrida. Tris 0.025 M y glicina 0.19 M, pH 8.6. 
E. Amortiguador de muestra. 1.25 ml de solución C se mezclan con 100 
ul de SOS 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 al'ladir mercaptoetanol de tal manera que SL\ 
concentración final sea del 5% 
F. Persulfato de amonio al 10% • Hay que prepararlo fresco cada vez. 

Para hacer los geles se mezclan las siguientes cantidades: 

Resolvedor Sol. A 2.5 ml Concentrador Sol. A 0.66 ml 
(12.5%) Sol. B 1. 5 ml (4%) Sol. e 1.26 ml 

Agua 2.0 ml Agua 3.10 ml 
TEMED 5 ul TEMED 5 Ltl 
Sol. F 20 Ltl Sol. F 25 L\l 

Método: 
- Para hac·er el gel resol vedor se mezcl ?.n Sol. A + Sol. B + Agua 

y se desgasifican con agitación y vacio. 
- Se al'laden los catalizadores <TEMED y Sol. F> y se vierte la 

mezcla al molde. 
- Se adiciona una capa de agua sobre el gel para lograr una 

superficie homogénea. Se deja polimerizando unos 15-20 min. 
- Para hacer el gel concentrador se mezclan Sol. A+ Sol. C + 

Agua y se desgasifican con agitación y vacio. 
- Se qui ta 1 a capa de agua del gel resol vedor y se col oca Ltn 

peine sobre este. 
- Se al'laden los catalizadores a la mezcla y se vierte sobre el 

molde. Se deja polimerizar Ltnos 15-2(1 min. 
- Las muestras se diluyen 1:1 (vol/vol> en el amortiguador de 

muestra y se hierven durante S minutos si se Lttilizan condiciones 
redLtctoras. Luego se colocan en los carriles. 

- Se corre el gel a 100 V en la zona concentradora y a 20(> V en 
la zona resolvedora. 

- Al terminar la corrida los geles se ti1'1en con an1l de 
Coomassie, plata, o se transfieren a una membrana de nitrocelulosa 
para tel'1i rse con anti cuerpo. 



APENDICE 4 

Electroforesis en condiciones nativas <Tris-PAGEi. 

Se realizaron geles en placa siguiendo el sistema de Nicoll y 
Licht <74>. 

Soluciones: 
Al. Disolver 18.15 g de Tris con 24 ml de HCl 1 N, 115 L\l de TEMED y 
aforar a 100 mi con agua ajustando previamente el pH a 9.4. 
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 0.45 um. 
A3. Disolver 14(1 mg de persulfato de amonio en 100 ml de agua. 
81. Disolver 6 g de Tris con 48 ml de HCl 1 N y 460 ul de TEMED. 
Aforar a 100 ml con agua ajustando previamente el pH a 7. 2. 
82. Disolver 10 g de acrilamida y 2.5 de bis-acrilamida en 100 ml de 
agua y filtrarlos por una membrana de Millipore con poro de 0.45 um, 
83. Disolver 12(1 L\g de riboflavina en 3 ml de agL1a y proteger la 
solución de la luz. 
Amortiguador superior. Tris (3 gil>, glicina <14.5 g/ll y azL1l de 
bromofenol (0.005%1, pH 8.35. 
Amortiguador inferior. IgL1al al SL\perior pero sin azul de bromofenol. 

Método: 
- Se mezclan las sigL1ientes proporciones de reactivos para hacer 

los geles: 

Resolvedor: Sol. Al - 1 
Sol. A2 - 1 
Sol. A3 - 2 

Concentrador: Sol. Bl - 1 
Sol. B2 - 2 
Sol. B3 -

- Para hacer el gel resolvedor se mezclan Al + A2 y se 
desgasifican. Se al'lade 1L1ego A3 y se vierte la mezcla al molde. Se 
aNade una capa de agua para homogeneizar la superficie y se deja 
polimerizando 15-20 min. 

- Para hacer el gel concentrador se mezclan B1 + B2 y se 
desgasifican. Se quita la capa de agua del gel resolvedor y se coloca 
un peine, Se al'!ade B3 a la mezcla y se vierte esta al molde. La 
solución que sobra se protege de la 1L1z, y el molde se coloca bajo 
luz blanca durante 15-20 min para que polimerice. 

- Las mL1estras se disL1elven 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 50 V en la región concentradora y a 100 V en 
la resolvedora. Al terminar los geles se tif'len con azul de Coomassie, 
plata, o se electrotransfieren para tef'lirse con anticuerpo, 
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APENDICE 5 

Isoelectroenfaque analítico <IEF) 

Soluciones: 
1. Acrilamida 24.25X Cp/v) y metilén-bis-acrilamida 0.75X Cp/v). 
Disolver las cantidades apropiadas de cada una en 100 ml de agL1a y 
filtrar por una membrana de Millipore con poro de (1,45 Llm. Refrigerar 
y proteger de la luz. 
2. 5'-fosfato de riboflavina al O.IX lp/vl en agua, Refrigerar y 
proteger de 1 a luz. 
3. F'ersulfato de amonio al 10X en agL1a. Prepararlo fresco. 
4. Glicerol al 25% <vlv> 
Allortiguador del cAtodo: eti lendiamina 2 M, l isina 2(1 mM y arginina 
2Cl mM. 
AlllOl"'tiguador del .\nodo: Acido glL1támico 20 mM y ácido aspártico 20 
mM. 
También se requieren TEMED y anfolinas del intervalo de pH qLte se 
deseen. 

Método: 
- Se ponen tiras de Dymo <110 x 8 mml en los carriles laterales 

del molde y se sujetan con cinta adhesiva transparente. Se pegan 
tiras pequel'!as 110 x 8 mm> sobre el molde, Estos cortes forman 
pequel'!os pozos sobre el gel, y en ellos se aplica la mLtestra. 

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

- Se preparan 1 a solución de monómeros y la catalizadora: 

Monómeros: Agua 8.5 ml Catalizadora: Sol. 2 75.C> 
Sol. 1 3. f) ml Sol. 3 22.5 
Sol. 4 3.0 ml TEMED 4.5 
Anfolitos 0.75 ml 

- Se desgasifica la solución de monómeros al menos 5 min con 
agitación y vacio. 

Lll 
ul 
Lll 

- Se al'!ade la solución catalizadora a la solución de monómeros y 
se agita ligeramente. Con una pipeta se aplica la mezcla entre la 
placa de vidrio y el molde. Primero se eliminan las burbL1jas de aire 
de la punta de la pipeta, entonces se deja fluir la solución formando 
un frente a lo ancho de la placa. 

- Se coloca el molde bajo Llna lámpara de lLtz blanca y se irradia 
por 1 hora. 

- Con ayLtda de L\na espát1.1l a se levanta y se vol tea 1 a placa de 
vidrio y se irradia otra vez durante 15 min para qL1e pol imeric:e bien 
la cara del gel que estuvo en contacto con el acri 1 i co. 

- Se remueven las esquinas del gel con cortes diagonales y 
cualquier otra parte del gel que alcance los bordes de la placa de 
vidrio. 

- Se coloca la placa en la cámara sobre la plataforma de 
cerámica que previamente se ha enfriado a 4"'C y mojado con glicerol 
5X, procurando que no haya burbujas entre el vidrio y la cerámica. 

r 



- Se mojan 2 tiras de papel secante de tama~o ligeramente menor 
-que •l gel, cada una con alguno de los amortiguadores, el del ánodo o 
el del cátodo, y se les q1.1ita el exceso d• l1qt.1ido. LLlego se colocan 
de manera que hagan contacto con el gel y se ajustan los electrodos 
para que 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 anfolínas al 2i . 

- Se inicia la corrida primeramente a 5 W <potencia constante>. 
Luego se incrementa grad1.1almente la potencia hasta llegar a 12 W y un 
total de aproximadamente 4(1(1(1 V >: h. La temperatura se mantiene a 4°C 
en una atmósfera saturada de nitrógeno. 

- 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. Desp1.1és se electrotransfiere como se indica en el 
apéndice 8. 

~I 
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APENDICE 6 

Tinciones para geles. 

Azul de Caamassie 

Normalmente los geles, tanto de Tris-PAGE como de SDS-PAGE, se 
tit'leran con la siguiente solución de azul de Coomassie: 

Metano! 40i. 
Acido acético lOX 

Azul de Coamassie R-250 O.li. 

Para destet'lirlos se utilizaran indistintamente Llna solL1ci6n de 
metanol 40i. - ácido acético lOi., o, si el proceso se 11 evaba a cabo 
en el desteftidar de geles, metano! 10% - ácido acético 7.5% • 

Tinci6n de plata 

Para aL1mentar la sensibilidad de detección se Lltilizó en 
ocasiones una tinci6n de plata segón el siguiente protocolo de 
incL1baciones, basado en el método descrito por Bio-Rad: 

Metanol 40% - ácido acético 10% 
Etanol 10'l. - ácido acético 5 X (2 veces) 
Sol. oxidante <K2Cr207), 1:10 (vol/voll 
AgL1a (2 veces) 
Reactivo de plata CAgN03), 1:10 <vol/ vol> 
Agua 
Sol. reveladora (Na2C03 y paraformaldehido, 32 g/ll 

(Revelar hasta que la solución se torne color 
Sol. reveladora <2 veces) 
Acido acético 5% 
AgLla 

hL1mol 

3(> 
15 

5 
5 

2C> 
1 

3(> 

5 
5 

min. 
min. 
min. 
min. 
min. 
min. 
seg. 

min. 
min. 

Estos tiempos de incubación son aproximados, sobre todo los del 
revelado, que varian segón como se vaya viendo el.gel. 



APENDICE 7 

Dot-blot. 

Esta técnica se utilizó siguiendo el protocolo recomendado por 
Bio-Rad, 

Soluciones: 
PBS: Fosfatos 15 mM y NaCl 0.151., pH 7.6 
TPBS: F'BS + Tween-20 0,051. • 
Sol. bloqueadora: f'BS + Gelatina 31. • 
Alllarti9uador de anticuer-po: Tf'BS + Gelatina 11. • 
l. anticuerpo: di 1L1irlo al titulo requerido con amortiguador de 
anti cuerpo. 
2. anticuerpo: diluirlo 1:3(1(1(1 con el amortiguador de anticuerpo. 
Sol. reveladora: disolver 6(1 mg de cloronaftol (4'-cloro-1-naftoll en 
20 ml de metanol frie, protegido de la luz. Inmediatamente antes de 
usarse se al'faden 60 Lll de H.,O., al 301., fria, a 1(1(1 ml de PBS y se 
mezclan con la solución de cloronaftol-metanol. 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 solución bloquedora por lo menos 

durante 30 min. 
- Transcurrido el tiempo se dan 2 lavados con TPBS, de 5 min. 

cada uno. 
- Se incuban las tiras con el primer anticuerpo durante al menos 

1.5 hrs, con agitación continua. 
- Se hacen 2 l avades con TPBS. 

Se incuban las tiras con el segundo anticuerpo durante 45-6(1 
min., con agitación. 

- Se dan 2 lavados con TPBS y otro con f'BS. 
"< Se revelan las tiras dur-ante unos 3<) min y después se detiene 

1 ,, 
' ,,. 

la r-eacción con agua. 

Si la cantidad de dot-blots a realizarse era grande se utilizaba 
un apar-ato Bio-Dot, de Bio-Rad, aplicando en cada pozo hasta 3<)(1 ul 
de mLlestra. Se satura Ltna membrana de nitrocelulosa con f'BS y se 
coloca en el apar-ato. Se aplican las muestr-as y se dejan filtr-ar- por
gravedad. Después se dan 2 lavados con TPBS y se retira la membrana 
del aparato para meterla a la solución bloqL1eadora y prosegL1ir con el 
método, 

DONADO POR D.G. B ... B. C. 



APENDICE B 

Electrotransfer9ncia. 

Se utilizó esta técnica para transferir proteinas de los geles a 
membranas de nitrocelulosa para después tel'lir con anticuerpo según la 
técnica seguida por Towbin y cols 175), 

Soluciones: 
AIKlrtiguador de transferencia: Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 
20Y., pH 8.3. Es importante no ajustar el pH, sino dejarlo como quede 
al hacer la solución. 
Para revelar se utilizan las mismas soluciones que para dot-blot 
<Apéndice 7). 

Método: 
- Terminada la electroforesis o el isoelectroenfoque se deja el 

gel equilibrándose durante 30-45 min. en la solución de 
transferencia. 

- Se prepara el cassette de transferencia de la siguiente 
manera: En una palangana llena con amortiguador de transferencia se 
abre el cassette con la hoja negra <lado catódico> en el fondo. Sobre 
ésta se col oca una esponja empapada de solución. -t.uego se col oca 
papel filtro y sobre éste el gel. Sobre el gel se pone la membrana de 
nitrocelulosa, previamente empapada en la solución de tranferencia, y 
nuevamente papel filtro. Se pasa entonces un tubo de ensayo a modo de 
rodillo para e>:ch1ir cual quier burbuja, Luego se coloca otra esponja 
empapada encima de todo esto y se cierra el cassette. 

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

- Se transfiere durante 30 min. a 200 mA. 

.1 



APENDICE 9 

In11unoadsorción 

Se utilizó esta téc:nic:a para efec:tuar una purific:ac:i6n altamente 
selec:tiva. Se hizo una adaptac:ión para manejar volúmenes pequel"los 
bas4ndose en el protoc:olo de Berghman !70). 

Sol uc:i enes: 
Amortiguador de acoplamiento: Fosfatos 50 mM y NaCl 0.5 M, pH 7.8. 
Amortiguador de aplicac:ión: Fosfatos 50 mM y NaCl 0.9%, pH 7.ó. 
Amortiguador de eluc:ión: Glic:ina-HCl 50 mM, NaCl 0.9%, pH 3.0. 
HCl 1 mM, pH 3.0 
Etanolamina 1 M, pH e.o. 

Método: 
- Se pesa la resina CSepharosa 4B activada c:on CNBr> 

c:onsiderando que 1 g de resina al hinc:harse ocupa un volumen de 3.5 
ml. 

- Se suspende por 15 min en HCl lmM con agitac:ión • 
- Se lava c:on la misma solución de HCl 1 mM, utilizando unos 200 

ml de soluc:ión/g de resina. 
Se hace un lavado* c:on amortiguador de acoplamiento. 

- Se suspende el antic:uerpo en amortiguador de acoplamiento y se 
lee su densidad óptic:a a 280 nm. Después se mezc:la con la resina y se 
deja agitando unas 4 hrs. a temperatura ambiente. 

- Transcurrido el tiempo se lee nL1evamente la densidad 6ptic:a y 
se obtiene la efic:iencia de acoplamiento. Si esta es baja se puede 
prolongar el tiempo de agitac:ión. 

- Se bloquean los sitios de ac:oplamiento sobrantes con la 
etanolamina 1 M durante toda la noc:he a temperatura ambiente y c:on 
agitac:ión • 

- Se lava la resina con 3 voll'.1menes de amortiguador de 
aplic:ac:ión y otro tanto de amortiguador de eluc:ión antes de pasar la 
primera muestra. 

- La muestra se disuelve en un volumen adec:uado de amortiguador 
de aplic:ac:ión C20C1 ull, y se deja reaccionando c:on la resina dL1rante 
al menos 30 min con agitac:ión. Antes de ponerla a reaccionar se lee 
sL1 densidad óptica. 

- Para recoger la frac:c:ión no reactiva, se c:entrifuga el tubo y 
se toma el sobrenadante, al cual se le lee la densidad óptica. 

- La frac:ción reac:tiva se eluye aplic:ando un volumen adecuado 
(200 ul> de amortiguador de eluc:ión a la resina y dejándolos 
reac:cionar al menos 30 min. con agitac:ión. Pasado el tiempo se 
c:entrifuga y se toma el sobrenadante, al cual se le lee su densidad 
óptica. Se neutraliza con 20 ul de Tris-HCl o,s N, pH e.o y se 
almacena en el c:ongelador. 

- Para c:romatografiar otra muestra se debe lavar la resina antes 
con al menos 200 ul de amortiguador de aplic:ación. 

- La resina se almacena a 4°C. 



•~: t 

• Para hacer los l avades, dado el pequel'lo volumen que se us6 (unos 15 
ul> se centrifugó la resina en la microfuga y se extrajo el 
sobrenadante con una pipeta Pasteur alargada en la flama. Luego se 
resuspendi6 en 200 ul de la solución correspondiente. 
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