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Resumen

El surfactante pulmonar es un complejo multimolecular de fosfolipidos y
" proteinas especificas, que contribuye por sus propiedades tensoactivas a la
estabilidad alveolar y a la prevencién del colapso durante la espiracion. La
importancia funcional del surfactante se hace patente en nifios prematuros, que al
no tener un surfactante adecuado y suficiente por falta de maduracion de los
pulmones, desarrollan un sindrome de estrés respiratorio o enfermedad de
membranas hialinas. Se sabe que la administracion de glucocorticoides (GC) en la
hembra prefiada, acelera la maduracién pulmonar de los fetos, y que el tratamiento
conjunto de GC con la hormona liberadora de tirotropina (TRH) tiene un efecto
sinérgico sobre la maduracién pulmonar (Liggins, 1969; Rooney ¢t al., 1978).
Aunque se ha estudiado y reportado ampliamente el efecto de estas hormonas en
la cantidad de fosfolfpidos del surfactante, poco se sabe sobre su efecto sobre las
proteinas especfficas. La proteina A del surfactante (SP-A) es la mas abundante de
las proteinas especificas, y participa de manera importante en la expresion de las
propiedades del surfactante y en la regulacion de su metabolismo. El objetivo del
presente trabajo fue analizar el efecto de un tratamiento con GC y TRH sobre la
expresion del gen de la SP-A del surfactante pulmonar en una edad temprana del
desarrollo pulmonar. Con ese propésito se traté a ratas gestantes con GC (s.c.
0.2mg/kg en los dias 14, 15 y 16 de la gestacion), TRH (s.c. 0.05mg/kg 15, 16), T3 (i.v.
0.5mg/kg en los dias 15, 16) GC+TRH (s.c. en los dfas 14, 15, 16 GC, y 15, 16 TRH) y
GC+T3 (en los dias 14, 15, 16 GC y 15, 16 T3), utilizando como control negativo la
administracion i.v. de solucién salina. Al dfa 17 de la gestacion se analizé la
cantidad de la proteina y del ARNm de la SP-A en los pulmones fetales. Se
encontré6 un efecto sinérgico sobre la cantidad de proteina del tratamiento
hormonal de GC con TRH. El! efecto de la TRH sobre la SP-A no estd mediado via
la liberacién de hormonas tiroideas, puesto que el tratamiento con T3, sola o con
GC, no tuvo ningiin efecto. No se observé ningin efecto sobre la cantidad de
transcritos de SP-A para ninguno de los tratamientos. El efecto de las hormonas en
la regulacién de la sintesis de la SP-A en este perfiodo es postranscripcional. Hasta
donde sabemos, este es el primer reporte que analiza la regulacién de la sintesis de
la SP-A por TRH.



Introduccion

I Fisiologia del pulmén

El sistema respiratorio es el responsable del intercambio de oxigeno y biéxido
de carbono del cuerpo. Los 6rganos donde se lleva a cabo el intercambio gaseoso
son los pulmones. Ademds del intercambio gaseoso los pulmones desempefian
multiples funciones, contribuyendo al equilibrio 4cido-base, al metabolismo de
compuestos vasoactivos y a la defensa contra infecciones. A continuacién sélo se
revisan algunos aspectos que se refieren a la respiracion, y a aspectos estructurales
que influyen en la mecénica de los pulmones (para revisiones sobre fisiologia del
pulmoén véase Anderson, 1993 y Rodriguez, 1993).

El pulmén consiste en una serie de ramificaciones que tienen como objeto el
transporte del aire y la generacién de una gran superficie en la cual se realiza el
intercambio gaseoso. La porcién de intercambio estd constituido por bronquiolos,
conductos alveolares y alvéolos, que estidn rodeados por capilares, denominada
barrera alvéolo-capilar.

La superficie interna de los alvéolos estd revestida por una capa de liquido,
expuesta al aire proveniente de la respiracion. Las moléculas del agua en contacto
con el aire ejercen una atraccion fuerte entre sf, y en consecuencia, la superficie del
agua tiende a contraerse (esto se hace evidente en el menisco en una pipeta, por
ejemplo). Esta contraccién en la superficie de los alvéolos tiende a expulsar el aire
hacia los bronquios, lo cual hace que los alvéolos (y otros espacios aéreos de los
pulmones) tiendan al colapso. Dado que estos mecanismos suceden en todos los
espacios aéreos de los pulmones, el efecto neto de los mismos es producir una
fuerza elastica contractil en la totalidad del pulmén. La tensién superficial
constituye aproximadamente 2/3 partes de las fuerzas contractiles del pulmén (el
otro tercio estd constituido por la elasticidad del tejido pulmonar que al aumentar
el volumen durante la inspiracién desarrolla una fuerza de retraccién). Para poder
llevar a cabo el "trabajo respiratorio”, es decir, inspirar/espirar, se deben de vencer
estas fuerzas contrictiles.



Segtin la ley de Laplace, la presion en un espacio esférico de aire (que se
puede aplicar a un alvéolo), se puede calcular de la siguiente forma:

presiébn=2x tensién superficjal

radio

De la férmula anterior se deduce que la presién del colapso generada en los
alvéolos es inversamente proporcional al radio de los mismos, es decir, cuanto
menor el alvéolo, mayor serd la presion del colapso. Los alvéolos menores
tenderian a colapsarse, expandiendo los alvéolos mayores, de esta forma
teSricamente, colapsaria la totalidad de los alvéolos. Este fendmeno se conoce
como inestabilidad de los alvéolos. Sin embargo, nada de esto sucede, ya que en la
interfase aire/agua se intercala un material tensoactivo que reduce la tension
superficial, llamado surfactante pulmonar.

IL. Surfactante pulmonar

El surfactante pulmonar es un complejo lipo-protéico que recubre la pared
de los bronquiolos respiratorios y los alvéolos desempefiando muiitiples papeles
fundamentales para la funcion respiratoria, como son el mantenimiento del
equilibrio alveolar, la reduccién del "trabajo respiratorio”, el efecto anti-edema, la
impermeabilizacién de la pared alveolar contra proteinas séricas, la accion
antioxidante y la defensa contra agentes infecciosos (Van Golde et al., 1988). El
surfactante es producido y secretado a los alvéolos por el pneumocito de tipo 1I
(PNII), una célula altamente diferenciada del epitelio pulmonar (Askin y Kuhn,
1971). El surfactante intracelular es aimacenado en el PNII en unas estructuras
llamadas inclusiones lamelares antes de ser secretado.

La importancia funcional del surfactante pulmonar se pone en evidencia en
la patologia de membranas hialinas (EMH), una de las principales causas de
mortalidad de los nifios prematuros. Este grave sindrome de estrés respiratorio,
resulta de la inmadurez del sistema productor del surfactante que se traduce en un
déficit cuantitativo y en una composicion inadecuada del mismo (Zupan y Lacaze-
Masmonteil, 1993).



II1. Composicién del surfactante

El surfactante de todos los vertebrados pulmonados estudiados hasta ahora
comparte ciertas caracteristicas generales, lo que resalta la importancia de los
componentes principales (Bourbon, 1991a). El surfactante estd constituido en un
90% por lipidos y el 10% restante son proteinas. La mayoria de los lipidos, -de 80 a
90%-, son fosfolipidos. Sin embargo, las proporciones de las especies moleculares
difieren claramente de la composicion lipidica de las membranas biolégicas. La
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) representa méas de un 60% y el fosfatidilinositol
(PI), ausente en las membranas, hasta un 10%, el resto son lipidos en menor
cantidad. El colesterol es el lipido neutro mas abundante (Possmayer et al., 1992).
Desde un punto de vista funcional, el DPPC es e! lipido mds importante pues
gracias a su naturaleza anfifilica se intercala en la interfase aire/agua
disminuyendo la tensién superficial, logrando asi la estabilidad alveolar. Sin
embargo, los lipidos solos no poseen todas las caracteristicas biofisicas del
surfactante natural, sobre todo en lo que se refiere a la cinética de adsorcion y la
estabilidad después de varios ciclos de compresion/descompresién durante la
inspiracién/espiracién. Esto sugiere un papel importante para las protefnas
especificas del surfactante (Keough, 1992). '

Las proteinas especificas s6lo representan un 2% del material del surfactante.
Hasta ahora se han caracterizado cuatro y se les denominé SP-A, SP-B, SP-C y SP-D
(SP por Surfactant Protein). (Possmayer, 1988). La SP-B y la SP-C son dos protefnas
hidrof6bicas de bajo peso molecular. La SP-A y la SP-D son glicoproteinas,
hidrofilicas. Las proteinas forman junto con los lipidos una estructura molecular
que permite la transicién de la forma de almacenamiento intracelular poco
hidratada y compacta (las inclusiones lamelares) a la pelicula activa en la interfase
aire/agua. Ademds, facilitan la distribucién rdpida de los fosfolipidos en la
superficie de los alvéolos (Keough, 1992).



IV. Ciclo del surfactante

Ademds de la forma en monocapa que disminuye la tension superficial en la
interfase agua/aire del espacio alveolar, el surfactante se encuentra en una serie de
configuraciones diferentes a lo largo del ciclo funcional (ver fig. 1). Las inclusiones
lamelares al ser secretadas a la hipofase acuosa, se desenrollan y forman una
estructura de transicion altamente organizada en forma de malla, llamada mielina
tubular (5en la fig. 1). Esta parece ser fundamental para la adsorcion eficaz de los
fosfolipidos en el espacio aéreo y para su estructuracion en monocapa funcional (6).
El surfactante ya utilizado se encuentra en forma de vesiculas uni o
multilamelares (7) de diferentes tamarios, que se internalizan por endocitosis para
ser recicladas (8, 9).

Pneumocito de tipo 11

Espacio alveolar

Macrofago alveolar

Figura 1. Representacién de un alvéolo y el ciclo del surfactante.
1. Espacio intersticial 2. Pneumocito de tipo Il 3. Vesiculas provenientes del Golgi 4. Inclusiones
lamelares 5. Formacion de la mielina tubular en la hipofase 6. Monocapa de fosfolipidos en la
interfase aire/agua 7. Intemalizacién del surfactante "usado” 8y 9. Vesiculas de reciclaje (tomada de
Hawgood y Clements, 1990)



La secreciéon del surfactante al espacio alveolar es llevada a cabo por
exocitosis, mediante la activacién del citoesqueleto, en particular de los filamentos
de actina. La secrecion estd regida por la proteina cinasa dependiente de AMPc y de
la proteina cinasa C. La primera, responde a los estimulos neuro-humorales (a
través de los receptores B-adrenérgicos), y la segunda, al estimulo de factores locales
(prostaglandinas, leucotrienos) generado por la distension mecdnica de las células.
La cantidad de surfactante presente en el alvéolo es regulada por la proteina SP-A
que ejerce un efecto negativo sobre la secrecién y estimula su recaptura (Bourbon,
1991b). Existen evidencias de que la SP-A es secretada ademds por otra via,
probablemente por vesiculas secretorias ademds de su secrecién via inclusiones
lamelares junto con todos los componentes del surfactante (Froh et al., 1991).

V. Maduracién bioquimica del pulmén y su control

Durante la génesis del pulmén se distinguen diferentes etapas morfolégicas
conocidas como glandular, canalicular y sacular (ver tabla 1). Una vez que se
establece la ramificacion de los bronquios durante el desarrollo embrionario, la
maduracién pulmonar procede por dos vias: la maduracién morfolégica, que
corresponde a la subdivision de los acinos y al establecimiento de la barrera
alvéolo-capilar (4rea de intercambio gaseoso), y la maduracién bioquimica que
corresponde a la adquisicion de la capacidad de los PNII o sus precursores de
sintetizar y secretar surfactante funcional. Ambas proceden simultineamente, pero
el factor limitante, o la causa inmediata del sindrome de estrés respiratorio en los
nifios prematuros, es la maduracién bioquimica (Bourbon y Fraslon, 1991).



ESTADIOS DEL PULMON FETAL EN RATA

Dias Caracteristicas morfolégicas

Duracién de gestacion 22

Periodo glandular hasta 18 Desarrollo conductos aéreos.
Aparicion cel. epiteliales?

Perfodo canalicular 19-20 Desarrollo acinos

Perfodo sacular 21-neo Des. porcion respiratoria.

Barrera alvéolo-capilar. Dif. PN II
Incl. lamelares 19

Tabla 1. Estadios del pulmén fetal de rata de rata. Utilizando un anticuerpo que reconoce
células pulmonares epiteliales adultas, probablemente a través del reconocimiento de las proteinas
del surfactante, detect6 desde el dia 16 de gestacion PNII o sus precursores en rata. (Tabla modificada
de Cockshut y Possmayer, 1992 con los datos de Ten Have Opbroek, 1981). (2 Tomado de Otto-Verberne
y Ten Have Opbroek, 1987).

Durante el periodo glandular del pulmon fetal (dias 14-18 en rata), las células
columnares indiferenciadas del epitelio empiezan su diferenciacién en lo que ser4
epitelio bronquial y epitelio alveolar (conformado de PNII y posteriormente PNI).
Aungque los PNII estdn comprometidos en la via de diferenciacién desde un estadio
precoz, sintetizan relativamente tarde el surfactante. Se ha demostrado que células
epiteliales embrionarias de rata de 15 dias de gestacién, desarrollan en cultivo
inclusiones lamelares, mientras que in vivo aparecen hasta el dia 19 (Williams,
1977). Esta maduracién acelerada se produce aan en medio de cultivo desprovisto
de suero y de hormonas (Gross et al., 1989). Trabajos recientes indican que un factor
parecido al factor B de crecimiento de tumores (TGF-B) producido por el
mesénquima pulmonar, inhibe la maduracién en estadios precoces (Torday y
Kourembanas, 1990). Parece también haber una coordinacién reciproca entre
crecimiento y diferenciacién en el pulmén fetal, ya que los mecanismos que
desencadenan la maduracién bioquimica inhiben el crecimiento (Fraslon et al.,
1993).



La maduracion bioquimica de los pneumocitos estd regulada y mediada
por varias hormonas y citocinas. Los glucocorticoides (cortisol) fetales juegan un
papel central en el control de la maduracion bioquimica. Su aparicion durante el
desarrollo coincide con la ontogenia de los componentes del surfactante (Smith,
1978). Por otro lado, se sabe que la administracion de glucocorticoides o de ACTH
tanto al feto como a la madre, aceleran la maduracién y la produccién del
surfactante (Possmayer et al., 1977). La importancia de los corticoides endégenos se
ha demostrado ademés en experimentos donde la administracién a la rata gestante
del inhibidor de esteroides RU-486, retard6 sensiblemente la maduracién tanto
estructural como bioquimica (Guettari et al., 1989).

Se sabe que el efecto de los glucocorticoides sobre los pneumocitos II es
a través del mesénquima pulmonar, al menos en lo que respecta a la sintesis de los
fosfolfpidos. Los fibroblastos estimulados por glucocorticoides producen un
mediador peptidico llamado factor pneumocito de fibroblasto o FPF, que estimula
los pneumocitos de forma par4crina. El intercambio de sefiales parece pasar via
uniones comunicantes en la membrana basal, pues se ha encontrado una
correlacion entre el niimero de éstas y el estado de multiplicacién y diferenciacion
de las células epiteliales (Post y Smith, 1984). Se han encontrado receptores a GC
tanto en fibroblastos como en los PNIL. Estos aparecen normalmente en los
fibroblastos desde el dia 19, y en los PNII desde el dia 20 de la gestacioén, y los GC
pueden acelerar su aparicién, lo que implica que los PNII pueden estar
directamente influenciados por esta hormona (Sweezey et al., 1990).

El papel de los esteroides sexuales se pone en evidencia por el hecho de que
los fetos de sexo femenino presentan una maduracién precoz. Esta accién se debe al
efecto inhibidor de los andrégenos, mis que a un efecto estimulante de los
estrogenos (Ballard, 1989). Los andrégenos actuian sobre los fibroblastos e inhiben la
produccién del FPF. La hormona antimiilleriana, que tiene una gran similitud con
el TGF-B y que es la responsable de la regresion de los canales de Miiller en los
machos, podria estar implicado en el retraso de la maduracion epitelial (Bourbon y
Fraslon, 1991).

Las hormonas tiroideas end6genas también estdn involucradas en la
maduraciéon pulmonar, como lo indican las siguientes observaciones. La
administracién de T4 a fetos de conejos, resulta en la maduracién acelerada de los
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pulmones con un incremento en el nimero de inclusiones lamelares (Wu et al.,
1973). El aumento en hormonas tiroideas coincide con el surgimiento del
surfactante, y la tiroidectomifa retrasa la maduracién pulmonar (Hitchcock et al.,
1980). Ademds, se han encontrado niveles bajos de T3 Y T4 circulantes en recién
nacidos con inmadurez pulmonar, y una correlacion entre la frecuencia de EMH e
hipotiroidismo (Cuestas et al., 1976). Se han demostrado receptores a hormonas
tiroideas en el pulmoén fetal (Gonzalez y Ballard, 1982).

Otros mediadores e interacciones locales también estdn implicados en el
control del crecimiento y la maduracion del epitelio pulmonar. Péptidos como el
factor de crecimiento epitelial (EGF) (King et al., 1989), el péptido liberador de
gastrina (GRP), y mediadores lipidicos como las prostaglandinas, ejercen efectos
complejos atin poco entendidos (Post y Smith, 1992; Bourbon y Fraslon, 1991). En
cuanto a la insulina, se sabe que es necesaria a concentraciones fisiologicas para el
buen funcionamiento de los pneumocitos II. Sin embargo, un exceso como sucede
en ciertos embarazos diabéticos, disminuye la produccién del surfactante (Ballard,
1989).

En conclusién, la maduracién del pulmén fetal estd controlada por una
interaccién compleja entre un gran nimero de estimulos. Varios autores (Post y
Smith, 1992; Bourbon y Fraslon, 1991; Cockshut y Possmayer, 1992) sugieren que las
hormonas endégenas probablemente no tienen un papel inductor sobre la
diferenciacién del PNII que ya estd comprometida desde etapas tempranas de la
embriogénesis, sino que principalmente modulan la produccién del surfactante
por los pneumocitos de tipo II

VI Mis sobre las SP's, en especial sobre la SP-A
a. Estructura y funciones

Las protefnas especificas del surfaactante contribuyen de manera importante
a la expresion de las propiedades de los fosfolipidos y por lo tanto al
funcionamiento adecuado del surfactante.

La SP-B y la SP-C son proteinas hidrofébicas que aceleran la adsorcién de los
fosfolipidos y protegen al surfactante del efecto inhibidor de ciertas proteinas
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séricas (Whitsett y Baatz, 1992). Experimentos in vitro sugieren que SP-C es mds
efectivo en acelerar la adsorcién de los fosfolipidos, mientras que SP-B facilita la
reduccion de la tension superficial (Yu y Possmayer, 1990).

La SP-A, es la proteina méds abundante y la mejor estudiada de las proteinas
especificas del surfactante. Es una glicoproteina hidrofilica con un peso molecular
de 26-38 kDa cuando se analiza en condiciones reductoras. El producto de la
traduccion del ARNm, que en el humano es de 248 aa., sufre una maduracién
postraduccional importante: establecimiento de puentes disulfuro intra y
extracatenarios, glicosilacion y sializacién (Hawgood, 1992). El andlisis de la
secuencia revela la presencia de tres regiones estructurales definidas; este arreglo es
el resultado de un largo proceso evolutivo que, por medio de duplicacién génica,
favorecié la recombinacion exénica dando lugar a una secuencia polipeptidica de
dominios funcionales de diferente origen (Zupan y Lacaze-Masmonteil, 1993) (ver
figura 2). La parte NH2 terminal del producto de traduccién es un dominio que
presenta homologia con la familia de las coldgenas. La parte COOH terminal es un
dominio hidrofflico importante que contiene un sitio consenso de glicosilacion y
un sitio de unién a carbohidratos (CRD), lo que hace de la SP-A una lectina
(Drickamer et al., 1986). Estos dominios estin separados por una hélice alfa
anfifflica. La estructura cuaternaria funcional de la proteina es un octadecdAmero de
600 kDa, conformada por seis trimeros unidos de forma no covalente (Hawgood,
1992).

El ADNc de SP-A de varias especies ha sido aislado, incluyendo el del
humano (White et al., 1985; Floros et al., 1986) de la rata (Sano et al., 1987) y del
conejo (Boggaram et al., 1988). En el humano se clonaron dos ADN
complementarios que difieren ligeramente en su secuencia. Estos dos transcritos
son el producto de la transcripcion de dos genes localizados en el cromosoma 10.
En la rata, el andlisis por Southern Blot, revela la presencia de un solo gen. El gen
consiste de 5 exones, pero s6lo los cuatro tltimos exones codifican para la proteina
(Hawgood, 1992).
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Figura 2. Representacién de la estructura del gen y la proteina SP-A.
Se muestra la correspondencia entre la organizacion de los exones y los diferentes dominios funcionales
de la proteina. CRD=dominio de reconocimiento de carbohidratos. También se representan las
modificaciones posttraduccionales, glicosilacion (s), y puentes disulfuro (). (Tomado de Hawgood,
1992)

La proteina SP-A desempeita varias funciones. Esta se une en presencia de
calcio a los fosfolipidos a través del dominio anfipético y el sitio que presenta
homologia con la coligena agregando los lipidos (Keough, 1992). Esta interacci6n
con los lipidos tiene consecuencias importantes: contribuye junto con la SP-B a la
formacioén de la mielina tubular (Suzuki et al., 1989). Junto con la SP-B y la SP-C
acelera la velocidad de adsorcién y distribucién de los fosfolipidos en la pared del
alvéolo (Whitsett y Baatz, 1992). La SP-A participa adem4s en el reciclaje del
surfactante; al unirse a un receptor especifico localizado en la superficie del PNII,
inhibe la secrecién del material tensoactivo por el PNII, y estimula la recaptura e
internalizacién del mismo (Wright et al., 1989).
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El pulmén es un importante recepticulo de particulas y microorganismos
provenientes del aire. En este sentido, el surfactante contribuye de manera
importante a los mecanismos de defensa no especificos del pulmén. Se ha
demostrado que los macréfagos alveolares embebidos en él presentan una
actividad mayor de fagocitosis y eliminacién de bacterias. En especifico, se ha visto
que la SP-A estimula la actividad de los macroéfagos alveolares gracias a su dominio
de unién a carbohidratos, homélogo al factor del complemento C1q (Van Iwaarden
et al., 1990 y Van Iwaarden et al., 1991). Esta capacidad de opsonizacién también la
comparte la SP-D ya que puede fijar lipopolisacaridos (Kuan et al., 1992).

b. Ontogenia y regulacién hormonal

En todas las especies estudiadas, la expresion de las protefnas asociadas al
surfactante estd regulada durante el desarrollo. Estas al igual que los fosfolipidos
son sintetizadas en el PNII, no por los prePNII, pero ademds las SP-A y SP-B pero
nc la SP-C, son producidas por las células de Clara, células del epitelio bronquial
(Wohlford-Lenane y Snyder, 1992 y Auten et al.,, 1990). Las protefnas asociadas al
surfactante aparecen en el iltimo tercio del embarazo (en humanos, en ratas el
ultimo 20%) aumentando de forma significativa al final de la gestacion (Weaver y
Whitsett, 1991). El aumento en las proteinas durante el desarrollo se da de forma
paralela al aumento en los fosfolipidos, y estd asociado a la capacidad de reducir la
tensién superficial del surfactante. Farrell et al. midieron las propiedades del
surfactante aislado a los dias 19, 20 y 21 de la gestacion en la rata y encontraron una
correlacion entre la actividad biofisica y la aparicion de las protefinas en las
fracciones lamelares (Farrell et al., 1990).

En la rata, los transcritos de SP-A se pueden detectar a partir del dia 16 de
gestacion utilizando técnicas de hibridacion con una sonda complementaria muy
sensibles, como mapeo por S1. La acumulacién en mensajeros se debe, al menos en
parte, al aumento en la tasa de transcripcién. La protefna sigue la cinética de los
transcritos pero de forma desfasada. Se le detecta a partir del dfa 18 de gestaciéon y se
observa un aumento a medida que avanza el desarrollo (Gross et al., 1989). En ratas
recién nacidas (dia 1) la cantidad de SP-A es dos veces mayor que en fetos de 21 dias
de gestacion, mientras que la cantidad de SP-A en ratas adultas es tres veces mayor
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que al primer dia de nacimiento. Las apoproteinas se pueden detectar en el liquido
amniotico de ratas desde el dia 19 registrando un incremento del doble o triple
durante los dias 20 y 21 de la gestacién. (Van Golde et al., 1988). En este momento el
pulmoén esta listo para la vida extrauterina.

Durante el desarrollo fetal tanto la expresion del gen de la SP-A como la
sintesis de la proteina estin moduladas por varias hormonas. Explantes de tejido
pulmonar fetal de conejo expuestos a un andlogo del AMPc, aumentan la tasa de
transcripcion, la cantidad de mensajeros y de la proteina SP-A por un factor de 5.
Sobre los glucocorticoides los resultados son muy contradictorios. Se ha localizado
en el promotor del gen de la SP-A un elemento de regulaciéon por glucocorticoides
(GRE) putativo (Lacaze-Masmonteil et al., 1992). Su efecto sobre la expresion del
gen de SP-A en tejido fetal puede ser estimulatorio o inhibitorio segun la especie,
las concentraciones utilizadas y la duracién del tratamiento (Post y Smith, 1992).
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Planteamiento e hipoétesis de trabajo

Se sabe que la administracion de glucocorticoides (GC), como la
dexametasona, en la hembra preftada acelera la maduracién pulmonar de los fetos.
El mismo tratamiento administrado a la mujer embarazada en riesgo de parto
prematuro, permite reducir la frecuencia de la enfermedad de membranas hialinas
(EMH) en alrededor un 50% (Ballard y Ballard, 1992). Recientemente se demostr6
que un tratamiento conjunto de GC con hormona liberadora de tirotropina (TRH),
no soélo reduce la frecuencia de la EMH, sino que a su vez reduce la incidencia de
una enfermedad secundaria y crénica llamada displasia broncopulmonar (Ballard
et al., 1992).

Se conoce, ademds, que la administracién de glucocorticoides aumenta la
maduracién pulmonar y la sintesis de surfactante y que el tratamiento que asocia
GC con TRH tiene un efecto sinérgico tanto en la maduracién morfolégica como
funcional. Como ya se analizé en la introduccién de esta tesis, la maduracion
funcional del pulmoén requiere de la sintesis y secrecion de un surfactante
adecuado tanto en cantidad como en composicién. Dado que la sintesis de la SP-A
parece ser un factor determinante en esta maduracion, la hip6tesis propuesta es
que los GC y el TRH participan en la regulacion de la aparicién y sintesis de la SP-
A. '

Por todo lo anterior y con el fin de corroborar la hip6tesis los objetivos de la
tesis fueron:

1) Analizar la aparicién y curso temporal de la SP-A durante el desarrollo, para
poder

2) Analizar si la administracién de CG y TRH en una etapa precoz del desarrollo
pulmonar puede inducir un aumento en la sintesis de la proteina SP-A

3) Evaluar si el efecto observado con TRH, podria estar mediado por su accién de
liberacién de hormonas tiroideas

4) Analizar de manera més especifica, si la regulacion es a nivel transcripcional

o postranscripcional
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Material y Métodos

Como modelo experimental escogimos la rata pues disponiamos tanto de las
sondas de ADNc y oligonucléotidos especificos para el andlisis de la expresion del gen,
como de anticuerpos contra la proteina para la cuantificacion de la sintesis de SP-A.

1. Material Bioldgico

Se utilizaron ratas Wistar gestantes, y se extrajeron los pulmones fetales
de ambos sexos de 14 a 21 dias de gestacion. Asimismo, como controles se
utilizaron pulmén, duodeno e higado de ratas adultas. Para cada edad y
tratamiento se extrajeron las protefnas totales y los ARN totales.

IL. Protocolo experimental
a. Ontogenia

Para determinar la ontogenia de la SP-A normal durante el desarrollo
fetal se sacrificaron ratas a los dias 17, 18, 19, 20 Y 21 dfas de gestacién. Se
extrajeron los pulmones fetales de ambos sexos de dos camadas por dia, y se
analiz6 la cantidad de proteina por Western Blot. No consideramos hacer una
andlisis separado de la respuesta por machos o hembras. Ademds, se ha
demostrado que la respuesta de la sintesis de las proteinas especificas del
surfactante al tratamiento con dexametasona es igual en ambos sexos
(Schellhase et al., 1991).

b. Tratamientos hormonales de los animales

Con el propésito de analizar el efecto de los glucocorticoides, TRH y T3
en la regulacién precoz de la SP-A en fetos, se trataron ratas gestantes con las
respectivas hormonas a partir del dia 14 de gestacién. Para analizar el efecto de
los glucocorticoides se utiliz6 la dexametasona (Dex), un esteroide sintético que
se sabe resiste la oxidacién de la placenta, a diferencia del cortisol que es un
glucocorticoide enddgeno. Las ratas se sacrificaron el dia 17, y se extrajeron los
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pulmones de los fetos de dos camadas en conjunto para extraer los ARN totales
y las proteinas. El andlisis que se hizo fue cualitativo, en el sentido que nos
interesé hacer una comparacion, entre los diferentes tratamientos, de los
niveles tanto de proteina SP-A como de su mensajero, mas que una
cuantificacion exacta de las cantidades presentes.

Se trataron seis pares de ratas gestantes con las siguientes hormonas:
1. solucion salina isotonica i.v. dias 14, 15 y 16 (grupo control).
2. dexametasona (0,2 mg/kg s.c.) dias 14, 15 y 16.
3. TRH (0.05 mg/kg s.c.) dfas 15 y 16, suero fisiolégico i.v. dia 14.
4. dexametasona (0.2 mg/kg s.c.) dfas 14, 15y 16, TRH (0.05 mg/kg s.c.) dias 15 y 16.
5. T3 (0.5 mg/kg i.v.) dfas 15 y 16, suero fisiolégico i.v. dia 14.
6. dexametasona (0.2 mg/kg s.c.) dias 14, 15y 16 , T3 (0.5 mg/kgi.v.) dfas 15y 16

Las hormonas y la solucién salina se administraron en un volumen de
250 pl. La cantidad de proteina se analizé6 por Western Blot. La cantidad de
ARNm de SP-A se analiz6 por medio de RT-PCR cuantitativa (transcripcion
inversa de los ARNm en ADNc seguida de una amplificacién por PCR).

IIl. Andlisis de la proteina SP-A (segiin método de Laemmli y Favre, 1973). -
a. Preparaci6n de la protefna

El tejido pulmonar fetal se pesé y se homogeneiz6 en el Polytron en 20
voltimenes de solucién de Tris-HCl 125mM pH 6.8, glicerol 15%, SDS 4% y 8-
mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol. De esta manera las diferentes
muestras de proteina quedan diluidas a la misma concentracién y no es
necesario hacer una determinacién por Lowry o Bradford. Después se pasé por
una jeringa para romper el ADN. Se incub6 durante 5 min. en agua hirviendo.
10 pul de muestra se depositaron en un gel de acrilamida de 15% para el anélisis
ontogenético, y de 12% para el andlisis de los experimentos con las hormonas,
para mejorar la resolucion.
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b. Western Blot

Para separar las proteinas segtin su peso molecular se llevé a cabo una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, en un gel de acrilamida de 15%
0 12% segun el experimento (ver pérrafo anterior), SDS 0.1%, Tris-HC! 0.4 M
pH 8.8, persulfato de amonio 0.1% y Temed 0.04%. Sobre el gel de migracion se
prepar6é un segundo gel, para concentrar las proteinas en el limite de ambos
geles, antes de comenzar su separacion. Este gel de concentracion es de
acrilamida 4%, SDS 0.1%, Tris-HCl 0.04 M pH 6.8, persulfato de amonio 0.08% y
Temed 0.08%. La migracion se ilevé a cabo a una intensidad constante de 15
mA, en una solucién de glicina 1.1%, SDS 0.1% y Tris 0.6%. El frente de la
migracion se sigui6 con el azul de bromofenol. Después de la electroforesis, las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher and
Schuell, 0.1um) en una cAmara de transferencia semi-seca (Pharmacia), en un
artiguador de transferencia (glicina 14.4%, Tris 0.3% y SDS 0.05%) a una
corriente de 90 mA durante aprox. una hora.

Una vez hecha la transferencia, se incub6 la membrana durante una
hora en TBS-A (5% albimina bovina (BSA), Tris-HCl 100 mM a pH 8.0, NaCl
1.5 M, Tween 20 0.5% y leche descremada 5%) para saturar todos los sitios
libres, y asf evitar que los anticuerpos se fijaran de manera no especifica.
Después se incub6 la membrana a 4°C durante toda la noche con el anticuerpo
" especifico. Para ésto se utilizé6 un anticuerpo policlonal especifico contra SP-A
(dil. 1:1000) hecho en cobayo y donado por el grupo de J.M. Whitsett (Childrens
Hospital Research Foundation, Cincinnati, USA). Después se incub6 la
membrana con un segundo anticuerpo anti-cobayo acoplado a la peroxidasa
(dil. 1:1000), durante 45 min. La unién se revel6 mediante una reaccién
quimioluminiscente con un estuche ECL (Enhanced Luminescence,
Amersham). La membrana se lavé entre cada incubaciénan en TBS-T (Tris-
HCI 100 mM a pH 8.0, NaCl 1.5 M, Tween 20 0.5%) para quitar el excedente de
anticuerpo. La especificidad del marcaje se realizé tilizando como primer
anticuerpo un suero de cobayo preinmune.

Como control de que los cambios observados en las cantidades de SP-A
no se debfan a un cambio en la cantidad de la proteina presente en las
muestras, siempre se hicieron dos geles, y uno de ellos se tifié con azul de
coomasie para poder hacer una comparacién de concentraciones.
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IV. Andlisis de la expresién
a. Preparacion y purificacion de los ARN totales
(segun método de Chomczynski y Sacchi, 1987)

Se homogeneiza el tejido pulmonar fetal en el Polytron en una solucién
de tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM pH 7, 0,5% sarcosil, 0.1
M 2-B mercaptoetanol. Se le agregé un volumen de fenol saturado en agua y
1/5 de volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1). Se centrifugé a 13 000
r.p.m. a 4°C durante una hora. Se recuperé el ARN que se encuentra en la fase
acuosa, (el ADN se encuentra en la interfase). Se precipité con isopropanol, se
resuspendio en la solucién de thiocianato y se vuelvié a precipitar. El paquete
se lavé con etanol al 75%, se secé y se resuspendi6 en agua esterilizada. Los
ARN purificados se guardaron a -80°C.

b. Cuantificacién de los transcritos de SP-A por RT-PCR
(Reverse transcription- polymerase chain reaction segin Noonan, 1988))

Se realizén la transcripciéon reversa de 2 ug ARN totales a ADNc
utilizando como cebadores para la polimerasa reversa aislada del virus murino
de Moloney (Gibco, BRL), 200 pmoles de hexanucledtidos aleatorios
(Amersham). Posteriormente se amplificé el ADNc de SP-A especificamente
por PCR. Para ésto se utilizaron un par de oligonucléotidos de SP-A localizados
en exones diferentes (ver figura 3) lo que permitié distinguir la amplificacién
del ADNc del posible ADN gendémico contaminante. Para poder hacer una
comparacién cuantitativa entre los tratamientos, se utiliz6 como control
interno la amplificacién simultdnea de los transcritos de la B-actina, que se
sabe, no cambian con los tratamientos hormonales. Los oligonuclétidos
especificos para la amplificacién de la B-actina (B5'y f3') de rata se fabricaron
segln la secuencia publicada por Nudel et al. en 1983. La secuencia de pB5'
localizado en el primer ex6n es 5 CGTGGGCCGCCCTAGGCACCA 3' y la
secuencia de p3' localizada en el segundo exén es 5
CCCCCCTGAACCCTAAGGCCAA 3.
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ADN genémico
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Figura 3. Localizacién de los oligonucléotidos utilizados para la RT-PCR. La figura
muestra un esquema del gen SP-A de rata, y la posicion de los oligonucléotidos 30 (5'
GGAAGCCCTGGGATCCCTGG 3') y 31 (5" CAGTCAACTTTGATACAATA 3') que se utilizaron
como cebadores para los ciclos de amplificacion. Para confirmar la especificidad de la
amplificacion se utilizé el oligo 34 ( 5 CCTGGTGCACCTGGAGAA 3') radiomarcado. La
secuencia de la SP-A de rata se tomo de Sano et al., 1987).

Después de desnaturalizar el ADNc durante 5 minutos a 94°C, se inici6
la amplificaciéon. Cada ciclo consté de una fase de desnaturalizacién (94°C, 30
segundos), una fase de hibridacién tomando en cuenta la Tm de los
oligonucléotidos utilizados (56°C, 30 segundos) y una fase de elongacién (72°C,
1 minuto). Partiendo de un volumen total de 100 pl, se inici6 la amplificacién y
se tomaron alicuotas de 10 ul a 17, 20, 23 y 25 ciclos, para asegurar estar en la
fase exponencial de la curva de amplificacién. _

Los productos de la amplificacion se depositaron en un gel de agarosa
NuSieve al 3% y se sometieron a una electroforesis en un amortiguador de
TBE 1x. Después se transfirieron por capilaridad a una membrana de nylon en
condiciones desnaturalizantes (NaOH 0.4 M). Para revelar el resultado y estar
seguros de la especificidad de la amplificacion, se realizé6 una hibridacién con
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un oligonucleétido interno (ver fig. 3 para SP-A) radiomarcado con y32P ATP
(3000 Ci/mmol (Amersham)) en el extremo 5' con la polinuclétido cinasa T4,
durante 8 horas a 42°C, en una solucidon 5x SSC- 5x Denhart- 0.5% SDS,
utilizando como competidor no especifico ARN de E. Coli. A falta de un oligo
interno para la B-actina se utiliz6 el oligo B3 radiomarcado para revelar la
especificidad. La membrana se lavé posteriormente en condiciones
astringentes crecientes (SDS 0.1% SSC 2x hasta SDS 0.1% SSC 0.5x) a 42°C,
durante 15 min. Después de cada lavado, se monitoreé la limpieza de la
membrana por medio del contador Geiger.
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Resultados

1. Anilisis de la proteina SP-A por Western Blot
a. Ontogenia

El Western Blot de la figura 4 muestra la presencia de la SP-A en pulmones
fetales de rata en un estudio ontogenético que incluyé los dias 17, 18, 19, 20 y 21 de la
gestacién. La proteina se detecta claramente a partir del dfa 20, y al ultimo dia de la
gestacion (dia 21), hay un incremento considerable. Se registran las tres bandas
caracteristicas de las diferentes formas de glicosilacién de los monémeros de la SP-A,
es decir, de 26, 32 y 36 kDa respectivamente. Es interesante notar que en el dia 20 de la
gestacion, se ve principalmente la banda de 32 kDa, y que para el dfa 21 de gestacion se
detecta el mismo perfil de glicosilacién que en el adulto.

St 17 18 19 20 21 D P H

Figura 4. Ontogenia de la proteina SP-A en rata,
La figura muestra un Western Blot (gel de 15%) revelado con un anticuerpo especifico contra la SP-A. Los
carriles sucesivos contienen 10 ul de homogeneizado de los pulmones fetales de rata a los 17, 18,19, 20y 21
dias de gestacién. Los controles negativos son duodeno (D) e higado (H) adultos. El control positivo es
pulmén adulto (P). (St) es el estdndar de corrimiento, Las bandas de 26, 32 y 36 kDa. concuerdan con otros
reportes (Whitsett et al., 1985a, Floros et al., 1986)
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b. Regulacién hormonal

En la figura 5 se muestran los resultados del anélisis cualitativo de los
tratamientos con glucocorticoides (GC) y la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
sobre la cantidad de la SP-A en los pulmones fetales. Observamos un efecto sinérgico
de la TRH con glucocorticoides en la acumulacién de SP-A, mientras que el efecto de
cada hormona por separado resulta en un pequefio aumento respecto al control. La
forma de SP-A revelada por el anticuerpo corresponde a una forma dimérica de
alrededor de 66 kDa. y no se ven las tres bandas caracteristicas monoméricas detectadas
durante el estudio ontogenético. El control de que se trata de una forma de SP-A se
hizo por medio de un Western Blot de dos dimensiones (resultados no publicados
obtenidos por Sandrine Rubio en Paris 7).
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.Figura 8. Efecto de GC y TRH sobre 1a cantidad de SP-A. Este Western Blot (gel de 12%) muestra la
comparacion de cantidad de SP-A en pulmones fetales de rata de 17 dias de gestacion (10 ul de
homogeneizado por carril), en respuesta al tratamiento de las madres con GC y/0 TRH durante los dias 14,
15 y 16 de gestacion. El grupo control corresponde al tratamiento de las ratas gestantes durante el mismo
periodo con solucién salina. Como control positivo se utilizé pulmén de rata adulta en el que se distiguen
las tres fomas monomeéricas. La forma dimérica ha sido reportada en rata (Weaver et al., 1985).
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Otro grupo de experimentos fue realizado para analizar si el efecto de la TRH en
la cantidad de SP-A era a través de un aumento en la triiodotironina (T3). Los
resultados de la comparacién de la cantidad de SP-A presente en los pulmones fatales
después de los distintos tratamientos hormonales, se muestran en la figura 6. Se
observa apenas un sinergismo cuando de asocian los glucocorticoides con la TRH
comparado al efecto de cada uno por separado. El efecto fue mucho menor que en el
experimento anterior. Los pulmones fetales provenientes de madres tratadas con la
TRH o con los GC por separado, muestran un incremento en la proteina SP-A con
respecto al control. El tratamiento con T3, en cambio, parece no tener ningiin efecto.
Cuando se asocian los glucocorticoides y la T3 hay un incremento en la cantidad de SP-
A parecido al efecto de los glucocorticoides solos. Una vez mas, observamos la banda
dimérica de 66 kDa, y no las formas monoméricas con diferentes grados de
glicosilacién.

Figura 6. Efecto de GC, TRH y T3 sobre la cantidad de SP-A. Este Western Blot (gel 12%) muestra
la cantidad de SP-A en pulmones fetales de rata de 17 dias de gestacién (10 pul de homogeneizado por
carril), en respuesta al tratamiento de las madres con GC, TRH, T3, GC+TRH y GC+T3 durante los dias 14,
15 y 16 de gestacion. El grupo control corresponde al tratamiento de las ratas gestantes con solucion salina.
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1L Anilisis de los transcritos de SP-A por RT-PCR

Con el fin de analizar el efecto de los tratamientos hormonales en la expresion
del gen SP-A y evaluar si el aumento en la proteina SP-A se debia a un aumento en la
cantidad de los mensajeros, se cuantificaron los transcritos de SP-A por RT-PCR
(transcripcion inversa de los ARNm en ADNc seguida de una amplificacién por PCR).
En experimentos preliminares observamos que los mensajeros de SP-A en esta edad
son indetectables por métodos directos como el Northern Blot de ARNm totales. Por
esta razon se utilizé6 para este estudio la RT-PCR. Como control interno y para poder
hacer una comparacién entre un tratamiento y otro, se utilizé la coamplificacion de la
B-actina, que se sabe, no cambia con los tratamientos hormonales. Los resultados del
andlisis de las distintas combinaciones hormonales se muestran en las figuras 7 y 8 en
las que se ve que la cantidad de transcritos de SP-A en los pulmones fetales de 17 dias
no varfa después de haber recibido los diferentes tratamientos hormonales.

Control
+GC
+TRH
+TRH +GC
Control
+GC
+TRH
+TRH +GC
Control
+GC
+TRH
+TRH +GC

P-A — . ._...-...3-&"'
B-actinga —8 ' .
. -
17 ciclos 20ciclos 23ciclos

Figura 7. Anilisis de la cantidad de transcritos de SP-A en pulmones fetales de 17 dfas por RT-
PCR. Cuantificacion de los transcritos de SP-A después del tratamiento hormonal de las madres a los dfas
14, 15 y 16 de gestacién. Como control interno se coamplific6 la B-actina. En el grupo control se
reemplazaron las hormonas por solucitn salina. Este Southern muestra la comparacion de los productos de
amplificacion de los diferentes tratamientos a 17, 20 y 23 ciclos de PCR.
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La comparacién de la intensidad de las bandas de los mensajeros de SP-A
respecto a los de la B-actina indica que la cantidad de ARNm de SP-A al dfa 17 no varia
ni de un tratamiento a otro, ni con respecto al control. El incremento proporcional de
producto al incremento en niimero de ciclos nos indica que la PCR a 17 ciclos no
estaba saturada y por lo tanto los datos son confiables (fig. 7). El resultado de las
autoradiograffas se corroboré a través de la cuantificacién de una de las imagenes por
medio del Phosphoimager (fig. 8).

800 B B-actina
O sp-A

C GC TRH TRH+ C GC TRH TRH+ C GC TRH TRH+
GC GC GC

17 ciclos PCR 20ciclos PCR 23ciclos PCR
Figura 8. Cuantificacién y correlacién entre los transcritos de SP-A y -actina en pulmones fetales
de 17 dfas por Phosphoimager. El phosphoimager cuantifica la radiacién del 32P del YATP de los
oligonucléotidos marcados que se utilizaron para revelar el Southern de los productos de amplificacion. La
radiacién es proporcional a la cantidad de mensajeros. Las unidades son arbitrarias.
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Discusion

El andlisis por Western Blot de la proteina SP-A en pulmones fetales de rata
durante el desarrollo, revela claramente la presencia de ésta a partir del dia 20 de la
gestacién, con un marcado incremento al dia 21. Sin embargo, la proteina SP-A ha
sido detectada por ELISA desde el dia 18 de la gestacion (Schellhase et al., 1989). El
aumento marcado que observamos en la concentracién de la proteina durante los
dfas 20 y 21 de la gestacidn, coinciden con el patron normal de ontogenia de la SP-A.
Este ‘incremento marcado al final de la gestacion es comin a todas las especies
estudiadas (conejo (Boggaram et al ., 1988); humano (Ballard et al ., 1986)), y coincide
con un aumento en los glucocorticoides endégenos (Cockshut y Possmayer, 1992).

En el andlisis por Western Blot se detectaron las tres diferentes formas de
monémeros de SP-A consideradas tipicas en rata (26, 32 y 36 kDa) reportadas
anteriormente (Whitsett et al., 1985b y Floros et al., 1986). Se ha demostrado que las
bandas de 32 y 36 kDa reconocidas por el anticuerpo contra SP-A, corresponden a
diferentes formas de glicosilacién del producto primario de la traduccién que es de
26 kDa (Whitsett et al., 1985b). Las diferentes formas de glicosilacién del monémero
de SP-A han sido también reportadas en otras especies (conejo (NG et al., 1983)
humano (Floros et al., 1985)). En acuerdo con nuestras observaciones, se ha descrito
que el patrén de glicosilacion cambia durante el desarrollo, favoreciendo las especies
moleculares més grandes hacia finales de la gestacion (Whitsett et al., 1985a). Este
aumento en las formas glicosiladas de la SP-A al final de la gestacion sugiere que no
s6lo la sintesis de la protefna estd regulada durante el desarrollo, sino que también
su maduracién lo estd, a través de las modificaciones postraduccionales (Snyder y
Mendelson, 1987). En este sentido es importante notar que estos autores siempre
encontraron el patrén maduro de la proteina cuando analizaron la SP-A en las
inclusiones lamelares, mientras que el andlisis de homogeneizados de pulmén fetal
a diferentes edades revelé cambios en las proporciones moleculares, como ya se
describio.
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En el andlisis de la respuesta a los tratamientos hormonales en el dia 17 de la
gestacion, encontramos una forma dimérica de la SP-A y no las tres bandas
caracteristicas reportadas generalmente y que observamos durante el anilisis
ontogenético. Esta forma molecular de la SP-A ha sido reportada con anterioridad en
los articulos de caracterizacion de SP-A durante el desarrollo fetal (Snyder y
Mendelson, 1987; Weaver et al., 1985), pero no se le ha tomado en cuenta puesto que
las formas con el patrén adulto de glicosilacién, que son mucho mds abundantes hacia
finales de la gestacion, son las que se han considerado como relevantes. Cabe la
posibilidad que en esta etapa del desarrollo atin no esté maduro el aparato de
glicosilacion de los PNH, y por lo tanto se trate de SP-A no glicosilada. Esto podria
explicar que se agregue en dimeros, como se ha observado para otras proteinas
(Gesundheit y Weintraub, 1993). Una manera de probar si la proteina esta glicosilada
serfa mediante el uso de lectinas, proteinas que se unen de manera especifica a los
carbohidratos. Curiosamente, la forma dimérica de la SP-A también ha sido detectada
abundantemente en una patologfa llamada proteinosis alveolar (Ross et al., 1987), una
enfermedad caracterizada por la acumulacion de un material parecido al surfactante,
cuya etiologfa se desconoce. Se ha visto que los dimeros estdn estabilizados por
unijones covalentes tanto sulfidrilo-dependientes como independientes (Weaver,
1988). El hecho de que esa forma dimérica no haya aparecido durante el anélisis
ontogenético se puede deber a que el tiempo de exposicién del revelado fue mucho
menor en el andlisis ontogenético que el que se utilizé6 en los experimentos
posteriores. Ademds, se buscaba revelar la presencia de los monémeros, y no se repitié
el estudio después de que encontramos la forma dimérica.

Los resultados del efecto de los tratamiento hormonales en ratas a los dfas 14,
15 y 16 de gestacién, indican un aumento en la cantidad de SP-A presente en el
pulmén fetal a los 17 dias de la gestacion con glucocorticoides (0.2 mg/kg), y que la
administracion conjunta de GC + TRH (0.05 mg/kg) tiene un efecto sinérgico sobre
la cantidad de proteina. En contraste, el tratamiento con T3 (0.5 mg/kg), sola o en
conjuncién con GC, no tiene ningtin efecto sobre la cantidad de SP-A. La diferencia
en la magnitud de la respuesta al tratamiento conjunto de GC y TRH, se puede deber
a varios factores. Aunque en ambos casos se inyectaron los animales a la misma
hora y estaban sometidos a la misma alimentacién y ciclos de luz, puede habe otros
factores ambientales que hayan causado un estado diferente en los animales. Se sabe
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que en respuesta al stress se liberan glucocorticoides y esto podria reflejarse en la
respuesta. En ambos casos los sacrificios de los animales se empezaban 24 h después
del ultimo tratamiento, entre los primeros animales hasta los ultimos habian
transcurido varias horas y no se cuid6 el orden del sacrificio.

Observaciones hechas en animales adrenalectomizados e hipofisectomizados
y experimentos de restitucién muestran que la maduracién pulmonar requiere de la
accién en conjunto de varias hormonas y no sélo del cortisol (Liggins et al., 1981;
1985). El hecho de que el tratamiento de TRH con GC tenga un efecto sinérgico sobre
la cantidad de la SP-A, confirma esta idea. El TRH es un tripéptido que cruza la
placenta y estimula la produccién de TSH por la pituitaria fetal, quien a su vez
estimula la produccién de T3 fetal endégena. El TRH a su vez estimula la
produccién de prolactina (PRL) tanto en fetos como en recién nacidos (Ballard y
Ballard, 1992). Nuestros resultados muestran que el efecto del TRH sobre la SP-A no
estd mediado por T3 puesto que al administrar a las ratas gestantes T3 solo, no
vemos ningun efecto sobre la cantidad de SP-A. Nuestros resultados concuerdan
con otros reportes que indican que T3 no tiene ningan efecto en la maduracién
bioquimica del pulmén (sintesis de proteinas asociadas al surfactante), méis si sobre
la maduracién morfolégica (Post y Smith, 1992; Nichols et al., 1990). Se ha observado
un efecto permisivo y sinérgico de GC en este respecto, por lo que nuestros
resultados no excluyen que las hormonas tiroideas liberadas por el tratamiento con
TRH contribuyan al mejoramiento de la enfermedad de membranas hialinas
(EMH), pero su efecto no es a través de la estimulacion de las protefnas del
surfactante.

El efecto de la TRH que nosotros observamos podria estar mediado por la
TRH directamente, o por el efecto que esta hormona tiene sobre la PRL. Sin
embargo, hasta ahora no se ha estudiado el efecto de la TRH sobre la expresion de las
protefnas asociadas al surfactate ni in vivo ni in vitro. En lo que concierne la PRL,
tampoco se ha estudiado su efecto sobre las proteinas del surfactante, pero se sabe
que la PRL tiene un efecto permisivo para la accién de los GC, en etapas donde el
pulmén no responde a un tratamiento con éstos (p. ej. ovejas (Schellenberg et al.,
1988)). El hecho de que haya un efecto sinérgico o un efecto permisivo, apoya la
hipotesis que el estado fisiolégico especifico determina la respuesta a un tratamiento
hormonal (Schellenberg ot al., 1988).
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En cuanto al nivel de regulacién de la expresion de la SP-A, nuestros
resultados no mostraron cambios en los niveles de los ARNm de SP-A bajo
ninguno de los tratamientos hormonales, por lo que no se puede establecer una
correspondencia entre los niveles de la proteina SP-A y el nivel de transcripcion de
sus mensajeros. Puesto que el método utilizado es muy sensible, estas observaciones
no obedecen a razones técnicas. Esto sugiere que el efecto del tratamiento hormonal
observado, es a nivel postranscripcional. Estos resultados muestran ciertas
incongruencias respecto a otros autores, pues Schellhase y Shannon han observado
que el tratamiento de ratas gestantes con dexametasona (Dex) (1 mg/kg) durante el
mismo periodo (dias 14,15 y 16 de la gestacion) resulta en aumento precoz tanto de
proteina como la aparicion del ARNm en los pulmones fetales, sugiriendo un
efecto a nivel transcripcional (Schellhase y Shannon, 1991), mientras que Phelps ¢t
al. no reportaron ningun efecto ni en la cantidad de proteina ni en la cantidad de
ARNm, al administrar a ratas antes de 19 dias de gestacién una dosis de Dex (0.2
mg/kg) 24h antes del sacrificio (Phelps et al., 1987), mientras que el mismo
tratamiento al dfa 19 resulta en un aumento tanto de la proteina, como del ARNm.
Por lo tanto, estos resultados en conjunto hacen pensar que la sensibilidad a un
tratamiento con GC, y el tipo de regulacién ejercido por éstos sobre la expresién de la
SP-A, estd sujeto a la dosis, duracién del tratamiento, y a la edad. Es importante
recalcar que el perfodo fetal no es un estado estable, sino una sucesion de perfodos,
durante los cuales las respuestas a los estimulos varian notablemente. Se han
reportado varios efectos de los GC sobre la regulacién de la SP-A in vivo. Se sabe que
los GC estimulan la transcripcién del gen de SP-A (conejo (Boggaram et al., 1988),
rata (Phelps et al., 1987)), a un nivel postranscripcional, se ha visto que a altas dosis
los GC causan un decremento en la estabilidad de los ARNm y también pueden
influenciar su traducibilidad (conejo (Boggaram et al, 1989)) y a nivel
postraduccional, se ha reportado un decremento en la proteina sin cambios en los
mensajeros en animales adultos adrenalectomizados (rata (Fisher et al., 1991)).
Pudiera ser que cada una de estas formas de regulacién contribuya a la regulacion
global de la SP-A en diferentes condiciones fisiolégicas, y asf se logre una plasticidad
de respuesta a diferentes estimulos a los que puede estar sujeto el pulmén.
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El aumento de la proteina sin un cambio en la cantidad de ARNm que
observamos se puede deber a un aumento en la eficiencia de traduccién de los
mensajeros, 0 a cambios postraduccionales en el procesamiento o degradacion de la
SP-A (Shellhase y Shannon, 1991). Mendelson et al., encontraron que los GC
aumentan la traduccién de los ARNm de SP-A en conejo. Este efecto de los GC en la
regulacién de la traducciéon de mensajeros especificos, ha sido descrito para varias
proteinas ((glutamina sintetasa (Sarantos et al., 1994), apopolipoproteina (Strobl
etal., 1992) ).

Otra posibilidad para explicar la acumulacion de la protefna SP-A es que haya
un cambio en la tasa de degradacion de la proteina. Esto se puede deber a un cambio
en la localizacién de la SP-A, mediado por las hormonas. Como ya se dijo antes, la
SP-A se encuentra en diferentes pozas (vesiculas, inclusiones lamelares, mielina
tubular y espacio alveolar). Se ha descrito que el TRH y el cortisol aumentan la
cantidad de fosfolipidos en las formas intracelulares (Oulton et al., 1989), y se puede
pensar un efecto similar para la SP-A. Hasta ahora no se ha estudiado la posibilidad
de que el tratamiento hormonal favorezca modificaciones postraduccionales en la
SP-A que la hagan mds estable y que aumente su vida media. Este tipo de regulacién
también ha sido descrito en otros sistemas (Malbon et al., 1990; Receptor a GC
(McIntyre y Samuels, 1984)).

Se ha propuesto que el efecto de los glucocorticoides sobre la produccién del
surfactante es a través del Fibroblast Pneumocyte Factor (FPF) liberado por los
fibroblastos estimulados (Post y Smith, 1984 y Post y Smith, 1992). Sin embargo,
existen varias evidencias en apoyo a un efecto directo de los GC sobre la sintesis de
las protefnas asociadas al surfactante (O'Reillyet al., 1988, O'Reillyet al., 1989 y
Fisheret al., 1991). Estos trabajos establecen que la sintesis de proteinas del
surfactante y su regulacién no necesitan de otro tipo celular. Ademds el promotor de
. SP-A contiene un elemento de respuesta a GC (GRE), aunque no se ha demostrado
su funcionalidad. Asimismo, SP-B y SP-C contienen un GRE en sus promotores. El
efecto de la TRH podria estar mediado por un incremento o la estimulacién de los
receptores a GC.
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No podemos excluir la posibilidad de que la SP-A que observamos sea
producida por las células bronquiales de Clara (Auten et al.,, 1990), puesto que
nuestras mediciones se hicieron en homogeneizados de pulmén y no podemos
distinguir la procedencia de la SP-A. En este tipo celular se ha detectado la presencia
de SP-B y SP-A y sus precursores desde estapas muy tempranas del desarrollo fetal
(Khooret al., 1991 y Otto-Verbene y Ten Have Opbroek, 1990). No se sabe si la SP-A
es procesada de manera igual que en los pneumocitos, pero se han encontrado
vesiculas secretorias con SP-A y SP-B (Walker et al.., 1986). Se ha visto que la
secrecion de estas vesfculas estd regulada de manera especifica (Massaro et al., 1981) y
que los GC pueden modular la produccién de las proteinas en este tipo celular
(Phelps y Floros, 1991 y O'Reilly et al., 1988).

Es importante mencionar que un tratamiento hormonal en esta etapa del
desarrollo no permite estimular de manera significativa la cantidad de SP-A, ya que
las cantidades que encontramos aiin después del tratamiento hormonal, es muy
inferior a la cantidad detectada por Western Blot al final de la gestacién. Como ya se
discutié antes, la etapa del desarrollo determina la respuesta a un tratamiento
hormonal. Por este motivo seria conveniente repetir los exprimentos a una edad
posterior para poder analizar de manera 6ptima la accién de la regulacién hormonal
en la expresion de la proteina SP-A.

En conjunto nuestros datos indican que la estimulacién hormonal en la etapa
glandular, no induce la sintesis de la protefna SPA, pero permiten sugerir que
independientemente del tipo celular que produzca la SP-A (PNII o Células de Clara),
los glucocorticoides y el TRH participan en la regulacién de la sintesis de la SP-A. El
nivel de la regulacion de la proteina esti determinado por la edad a la que se
administra el tratamiento, y existen varios niveles de regulacién de las hormonas
sobre la sintesis de la SP-A.
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Conclusiones

1) Ontogenia. Detectamos los tres mondémeros caracteristicos de SP-A,
correspondientes a diferentes grados de glicosilacion, a partir del dfa 20 de la
gestacién y un aumento al dia 21 de la gestacion. Las proporciones de los diferentes
monémeros glicosilados cambian durante el desarrollo.

2) La proteina detectada durante el dia 17 de la gestacién después de los tratamientos
hormonales, corresponde a un dimero de la SP-A. El tratamiento hormonal no
favoreci6 la produccion del patrén de SP-A maduro.

3) El tratamiento hormonal de ratas gestantes con GC (0.2 mg/kg) y TRH
(0.05mg/kg) durante los dias 14,15 y 16 de la gestacion, revelaron un efecto sinérgico
sobre la cantidad de SP-A presente en los pulmones fetales. Este es el primer reporte
sobre el efecto de la TRH sobre la proteina SP-A. El tratamiento de T3 (0.5mg/kg) no
tuvo ningiin efecto cuando se administré sélo o en conjuncién con CG.

4) Los cambios observados en la cantidad de SP-A no corresponden a un cambio en
la cantidad de ARNm de SP-A, lo que sugiere que las hormonas ejercen su efecto a
nivel postranscripcional de la SP-A en esta edad.

5) Finalmente, la cantidad de SP-A que observamos en esta etapa es mucho menor
que la que se necesita para un efecto fisilogico, puesto que los niveles observados
son muy inferiores a los detectados en el Western Blot de ontogenia al dfa 21 de la
gestacion. La edad del tratamiento es un factor determinante para obtener una
respuesta 6ptima al tratamiento hormonal.
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Apéndice- protocolos

Western Blot

Antes de empezar la preparacion de las muestras es recomendable preparar los geles de
acrilamida (ver soluciones).

Preparacién del gel

Empezar con el gel de separacién. La solucién de acrilamida se vierte en los cristales
evitando las burbujas. El uso de una jeringa grande puede facilitar el depésito de la
acrilamida. No comenzar la preparacién del gel de concentracién hasta que haya
polimerizado el gel de separacién. Es recomendable preparar dos geles a la vez, uno para
la inmunodeteccién y otro para la tincién con azul de coomaste.

Preparacién de las proteinas

- Al momento de la extraccién del tejido animal congelar el tejido en nitrégeno liquido
para evitar degradacidn.

- Pesar el tejido y agregar 10 o 20 vol. del peso de amortiguador para la homogeneizacién.
De esta forma todas las muestras de n tejdo quedan a la misma dilucién. Primero intentar
con 10 vol. y si durante la homogeneizacién con el politron la muestra estd4 demasiado
viscosa (cantidad de ADN seguin el 6rgano que se esté tratando), agregar a 20 vol.
También se puede homogeneizar y posteriormente cuantificar por Lowry o Bradford para
hacer las diluciones de las muestras.

- Politronar 3 x 15 segundos a temperatura ambiente

- Dejar reposar a temperatura ambiente hasta que desaparezca la espuma

- Aspirar y sacar la muestra varias veces con una jeringa con el propésito de romper el
ADN (para ésto se requiere que la muestra no sea demasiado viscosa), al mismo tiempo
que se pasa la muestra a un Eppendorf de 1 ml

- Incubar la muestra de 3-5 min. en agua hirviendo

- Centrifugar 5 min. a 10 000 rpm

- Recuperar el sobrenadante y cargar el gel con 10-20 pl (el resto de la muestra se conserva
a-20°C)



-Migracién a 15 mA/gel (migrar hasta que el frente de migracién llegue al final del gel.
Desmontar los geles.) Durante este tiempo preparar las membranas para la transferencia
de los geles para la inmunodeteccion.

Electotransferencia

- Cortar la nitrocelulosa al tamafio del gel (5.5 x 8.5 cm)

- Recortar el papel filtro (4 Whatman 3M y 1 Whatman 1M) 10 cm x 8cm.

- Remojar la membrana de nitrocelulosa, los papeles filtro y las esponjas en el
amortiguador de transferencia)

- Incubar el gel durante 30 min en el amortiguador de transferencia

- Colocar una esponja y 3 papeles Whatman 3M en el lado oscuro del cassette de
transferencia, y con una jeringa o pipeta ponerle un poco de amortiguador (evita las
burbujas)

- Colocar el gel cuidando no dejar burbujas

-Poner un poco de amortiguador sobre el gel y colocar la membrana de nitrocelulosa

- Quitar las burbujas y poner dos filtros Whatman 3M

-Volver a quitar las burbujas y cerrar el cassette y colocar en la cAmara de transferencia y
llenarlo con el amortiguador de transferencia

-Aplicar una corriente constante a 90 mA al menos durante una hora

- Después de al transferencia, lavar la membrana con agua destilada durante 3 min y se
deja secar a temperatura ambiente

Inmunodeteccién

- Incubar el filtro en TBSA durante una hora

- Lavar una vez en TBST

- Incubar con el primer anticuerpo diluido en TBSA durante 1-2 horas

- Lavar en TBST

- Lavar tres veces durante 15 min en TBST

- Incubar en el segundo anticuerpo acoplado a la peroxidasa (diluido en TBSA) durante
45 min en la obscuridad

- Lavar en TBST

- Lavar al menos tres veces durante 15 min en TBST (entre mds se lave, mejor)

-Se revela por medio del estuche ECL



Soluciones

1. Acrilamida/Bis (30% T, 2.6% C)

Acrilamida 292¢g
Bis 08g
H20 Aforara 100 ml

Filtrar y conservar a 4°C

2. Tris-HC1 0.5M pH 6.8
Tris Base 60g
H20 50 ml

ajustar el pH con HCl y luego aforar con agua a 100 mi

3. Persulfato de amonio 10% (preparar al momento) y Temed (ya viene listo)

4. Amortiguador de transferencia 5x (Tris 3%, Glicina 14.4%, SDS 0.05%)

Tris Base g

Glicina l4¢g

SDS 15g

H20 Aforar a 1000 ml

5. Amortiguador de muestra (Tris-HCl 75 mM pH 6.8 , Glicerol 15%, SDS 15%,
B-mercaptoetanol 5%, Azul de Bromofenol)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 75ml

Glicerol 10 ml
SDS 25% 30ml
B-mercaptoetanol 25ml
Azul de Bromofenol un poco

6. TBST 10x "Amortiguador Tris salina Tween" (Tris-HC] 100 mM pH 8.0, NaCl 1.5

M, Tween 20 0.5%)
Tris 12g
NaCl Neg
Tween 5ml
HCL ajustar a pH 8

H20 : aforar a 1000 ml



7. TBSA (BSA 5% (bovine serum albumin)/ TBST) preparar en el momento

Leche descremada 5 g (reemplaza la BSA)
TBST aforar a 100 mi

8. Solucién de revelado estuche ECL (Amersham)

Preparacién de los geles a partir de la solucién Stock de acrilamida a 30%;

Gel de separacion (Tris 0.375 M, pH 8.8)

18% 12% 10% 8%
Acrilamida/Bis (30%) 24.00 ml 16.00 ml 13.33 ml 10.66 ml
Agua destilada 5.80 ml 8.50 ml 11.20 ml
Glicerol 5.80 ml 8.00 mi 8.00 ml 8.00 ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 10.00 ml 10.00 ml 10.00 ml 10.00 ml

Geld i60 (Tris 0,125 M. pH 6.8) 4%

Acrilamida/Bis (30%)
Agua destilada
0.5 M Tris-HCl pH 6.8

4.00 ml
18.20 ml
7.50 ml



Extraccién del ARN total por RNAzol

- Los tejidos animales se extraen y se ponen en un Eppendorf y se congelan
inmediatamente en nitrégeno liquido. Asi congelados se guardan a -80 °C hasta su uso.
CUIDAR QUE NUNCA SE DESCONGELE EL TEJIDO. Agregar el RNAzol cuando ain
congelado.

- También se pueden extraer y poner en la solucién de RNAzol si se van a procesar
inmediatamente después. SIEMPRE UTILIZAR GUANTES, EVITAR EL CONTACTO DE
LAS PUNTAS CON LA MESA, UTILIZAR SOLUCIONES ESTERILIZADAS. DE
PREFERENCIA TENER MATERIAL DIFERENTE PARA ARN QUE PARA ADN.
MANIPULAR SIEMPRE EN HIELO.

- Homogeneizar el tejido en 2 ml de RNAzol en un tubo de 10 mi

- Verter en un Eppendorf de 2 ml y agregar 1/10 vol (200 ul) Cloroformo: alcohol
isoamilico (14:1)

- Vortex

- Dejar en hielo o 4 °C durante 15 min.

- Centrifugar a 13 000 g durante 20 min a +4 °C

- Recuperar y transferir a otro Eppendorf la fase acuosa

El ARN se queda en la fase acuosa. ADN y proteinas se quedan en la fase fenélica e
interfase. NO TOCARLAS CON LA PUNTA, mejor dejar un poco de la fase acuosa. ,

- Agregar un vol. de cloroformo-alcohol isoamilico (14:1)

- Centrifugar a 13 000 g durante 20 - 30 min a +4°C.

- Recuperar la fase acuosa, transferir a otro Eppendorf y afiadir un vol de isopropanol

- Precipitar 1 h a -80°C 0 2 h a -20°C

- Centrifugar 13 000 durante 35 min a 4°C

- Tirar el sobrenadante o retirarlo con un pipeta. (Utilizar para cada tubo una punta
nueva)

- Resuspender el paquete en 200 pl de agua destilada, esterilizada

- Precipitar con 1/12 vol Acetato de Sodio 3M pH 5 (1.7 ul) + 0.5 -1 ml Etanol frio
(conservado en el congelador) durante 1 h a -80°C o 2 h a -20°C (asi se pueden guardar
los ARN indefinidamente a -80°C)

- Centrifugar 13 000 g 15 min a 4°C, retirar sobrenadante

- Agregar alcohol 70% frio y centrifugar 13 000 g 15 min a 4°C, retirar sobrenadante

- Repetir la operacién alcohol 75 % para estar seguro que se removieron todas las sales



- Resuspender el paquete en 20 ul agua destilada y esterilizada. (Asi se pueden
almacenar o utilizar para RT-PCR. Si se van a utilizar los ARN para Northerns
resuspender en sol A (EDTA 25mM, SDS 0.1%)

Para cuantificar la concentracion de los ARN, se toman 4 pl y se diluyen en 1 ml de agua
(sol A si se van a utilizar para Northern Blot). La lectura a 260 nm x 10 indica la
cantidad en pg/pul. Como blanco de lectura se utiliza agua o sol A, segiin como se hayan
resuspendido. Se hacen ademds lecturas a 280 nm y 230 nm. La tasa de 280/260 debe de
ser mayor a 1.75 hasta max. 2 valor de mayor pureza.

Soluciones:
Sol. A Tris HCI IMpH 7.5 1ml
EDTA 0.25 pH 7.5 0.4ml
SDS 10% 5ml
Agua destilada 93.5ml
Autoclave y almacenamiento a temperatura ambiente
Acetato de Sodio 3M pH S Acetato de Sodio 123 g

Agua destilada 300 m!

Ajustar pH con dcido acético a pH 5 y aforar con
agua a 500 ml. Autoclave y almacenamiento a
temperatura ambiente.



Transcripcién inversa de ARNm a ADNc¢

Para facilitar la transcripcién inversa, se recomienda guardar una parte de los ARN a una
concentracién de 1 pg/pl. Si la lectura en el espectrofotémetro a 260 nm indica 0.245, se
toman 10 ul de ARN y se le agregan 14.5 pl de agua; es decir, se toman 10 ul de ARN y se
agrega agua de tal forma que 10 + el agua den el total de la lectura x 100.

Se toman 2 pl de ARN (2 pg) para la retrotranscripcién por medio de la transcriptasa
reversa aislada del virus murino de Moloney. (Volumen final de la reaccién 40 pl)

ARN 2ul
Hexanucléotidos aleatorios 1x 2ul
Amortiguador 5x 8ul
dNTP (25mM) 2ul
H20 23 ul

- Incubacién durante 10 min a 75 °C.

- Inmediatamente después colocar en hielo y dejar enfriar durante 5 min.

- Agregar 1 ul de RNAsin (evitar la degradacion de los ARN), y 2 ul de la Reverso
Transcriptasa (RT).

- Incubacién durante 45 min a 1 hr a 42 °C,

El ADNCc est4 listo. Guardar a - 20 °C.

PCR (Volumen final de la reaccién 50 pl)

En un Eppendorf de 1 ml preparar el amortiguador de la reaccién con las siguientes
cantidades por cada muestra:

MgCl 4ul
Amortiguador 10 x Sul

dNTP (25mM) 1ul

oligos especificos (250 ng/ul) Tulc/u
(los oligos deben de ser de un minimo de 18 pb.)
H20 (q.s.p. 40) 28 ul

- Vortex

- Repartir 35 pl en cada tubo de PCR (guardar el sobrante y agregar ahi 0.5 ul de Taq
polimerasa por tubo)



- Agregar a cada tubo 10 pl ADNc CON PUNTAS DIFERENTES

- Agregar una o dos gotas de aceite PCR

- Empezar 5 min de denaturacién en la mdquina de PCR a 94 °C

- Abrir los tubos de PCR y agregar 5 pul de la mezcla que contiene la Taq sin volver a
aspirar con la pipeta, pero removiendo un poco con la punta) CAMBIAR DE PUNTA A
CADA MUESTRA.

- Empezar los ciclos. (94 °C 30' Denaturacién; 59° C 1' (paso intermedio para que la
mdquina no baje a menos de la temperatura de hibridacién de los cebadores, lo que ayuda
a la especificidad); 55°C 30' hibridacién (la temperatura de hibridacién puede variar
segun los cebadores utilizados, su tamaio y su contenido de GC), 72°C 1" elongacién
(hasta aprox. 1000 pb, para fragmentos mds largos aumentar el tiempo de elongacién).

- Hasta 32 ciclos se trata de una amplificacién legitima. Se pueden realizar menos ciclos
si aparecen varias bandas que no corresponden al fragmento esperado. También tratar de
elevar uno o dos grados la temperatura de la hibridacién. No olvidar siempre poner un
control positivo como ADNc clonado, o amplificar una muestra independiente con
cebadores para f-actina que se expresa en todos los tejidos. Para poder distinguir la
amplificacién del ADNc proveniente del ARN de posible ADN contaminante, se
recomienda escoger un par de cebadores (oligos) que se encuentren separados por un
intrén.

- Cuando se trata de un ARN que se expresa en pequenas cantidades, se puede realizar
una segunda amplificacién de otros 15 a 20 ciclos utilizando un par de oligos que se
encuentren localizados en el interior del fragmento de amplificacién. De esta manera se
asegura la especificidad.

PCR semicuantitativa

Para realizar una PCR semicuantitativa cuando se utiliza el mismo tejido, pero que se
tengan diferentes muestras que hayan recibido un tratamiento hormonal p.ej., se agrega al
momento de la amplificacién oligos de B-actina (secuencia en material y métodos). Tomar
alicuotas a diferentes ciclos para estar en la fase exponencial y no en saturacién.
CUIDADO: cuando se realiza una coamplificacién a veces unos cebadores tienen
preferencia de amplificacién y pueden intervenir en la amplificacién de la otra secuencia.
Probar diferentes concentraciones de cebadores.



Electroforésis y transferencia a una membrana de nitrocelulosa

- Para analizar la amplificacién se migra en un gel de agarosa tefiido con BET para ver los
fragmentos a luz ultravioleta. La concentracién dependiente del tamano del fragmento
amplificado. No olvidar el peso molecular para verificar que las bandas correspondan al
tamaio de amplificacién deseado.

- Se corta una membrana Hybond "N" Amersham del tamaiio del gel. Evitar tocar con los
dedos, usar guantes, y dos papeles filtro uno del mismo tamaio y otro del mismo ancho
pero mds largo para que se bafie en la solucién

-La transferencia se realiza por capilaridad en una solucién de 0.4 N NaOH. Orden:
Filtro largo sobre el soporte que toque por ambos lados la solucién NaOH. Importante:
evitar burbujas. Siempre humedecer los filtros y membranas en la solucién y agregar sobre
cada capa mds solucién. Colocar el gel, membrana, filtro. Colocar varias capas de papel
que hagan la capilaridad. Cuidado: Asegurarse que el papel no toque el papel filtro largo
porque entonces ya no funciona. Para mayor seguridad poner parafilm en los bordes del
gel. Cambiar los papeles si ya estdn hiimedos. Tiempo de transferencia durante 4h. El
ADN se fija a la membrana por irradiacién UV durante 5-10 min. Se puede utilizar
membrana Hybond Plus que no requiere de este tltimo paso.

Marcaje radioactivo de un oligonucléotido

Para revelar la especificidad de los fragmentos de amplificacién se hibrida la membrana
con un oligo especifico interno al producto de amplificacién. Se recomienda utilizar un
oligo interno y no alguno de los que se utilizaron para la amplificacién. Esto se realiza por
medio de la fosforilacién del oligo en su extremo 5' con 32P con la polinucléotido cinasa
(PNK). (Vol. final de la reaccién 15 pl.)

32p ATP (3000 Ci/mmole) 254l
Amortiguador ( Tris-HC1 300 mM pH 7.8, 3pul

MgCi2 50 mM, ATP 1.65 mM, B-merc. 75 mM)

Oligos 250 ng 2ul

PNK 10 unidades 1ul

Agua acompletar a 15 ul

Incubacién durante una hora a 37°C. El producto se pasa por una columna de G59. El
primer pico de radioctividad que se eluye es el del oligo marcado (seguir con el Geiger). Se
toma 1 pl y se pone en un ml de liquido de centelleo, y se cuenta. Se necesita por ml de
amortiguador dé hibridacién 1000 000 de cuentas.



Prehibridacion e hibridacién

La membrana se prehibrida en un vol. que cubra la membrana durante 2 hrs. a42°C en un
amortiguador de hibridacién.
La sol. stock del amortiguador contiene:

- SSC 20x 25 ml |
- Denhardt 50x 2mi

- Buffer Fosfatos 1M pH 6.5 2ml

- Dextran 10g

- Agua filtrada aforara 30 ml i

- Agregar 150 pl/ml de DNA de esperma dé salmén a la hora de realizar la
prehibridacién y el un vol de formamida.

Se hibrida durante un noche a 42°C. Para la hibridacién se utilizan por cada 10 mi

Sol. Stock 3ml
Formamida 5ml
Esperma de salmén (50mg/ml) 100 pl
Sonda (2ml) 10 000 000 cpm
Lavados:

2 lavados con SSC 2x, SDS 0.1% durante 15 min a 42°C

1 lavado con SSC 1x, SDS 0.1% durante 15 min 42°C

1 lavado con SSC 0.5, SDS 0.1% durante 15 min 42°C

Checar con el Geiger, continuar los lavados hasta que la membrana quede limpia
(radioactividad localizada) con SSC 0.1x, SDS 0.1% durante 15 min 42°C

Exposicién para revelar.
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