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I RESUMEN. 
La. investigación del mecanismo de acción intracelular del E, 

ha involucrado paulatinamente primero la participación de calcio 
iónico y posteriormente la de la CaM. El presente trabajo evaluó 
en ratas macho Sprague-Dawley la acción de la TFP, el W7 y la MTC 
sobre los niveles basales de RNAm de PRL y sobre los inducidos 
por el Ej . Dos de los fármacos tienen acción inhibidora de CaM: 
la TFP y el W7- y dos tienen acción antidopaminérgica: la TFP y la 
MTC. La hipótesis de trabajo afirmó que la administración farma-
cológica de la TFP y el W7 bloquearían el efecto del Se ensa-
yaron 5 dosis de TFP, 5 de W7 y una de MTC. Se purificó el RNA de 
las adenohipófisis de las ratas y el RNAm de la PRL se evaluó por 
las técnicas de transferencia en mancha, en línea y tipo Northern 
utilizando como rastreador molecular a "P-pPrl-1. Los resultados 
fueron los siguientes: El grupo de ratas tratadas con aceite y 
con solución salina presentaron niveles similares de RNAm de PRL 
y el tratado con Ej incrementados marcadamente. La TFP estimuló 
los niveles basales conforme aumentó la dosis y el W7 no los 
modificó. La MTC también estimuló los niveles basales de RNAm de 
la PRL. El incremento ocasionado por la TFP y la MTC a los nive-
les basales no fué superior al promovido por el Ea . La TFP y el ty 
bloquearon la a-cción del E2 . La potencia de la TFP disminuyó 
conforme aumentó la dosis. El efecto antiestrogénico del W?- fué 
total con todas las dosis. La MTC potenció el efecto del Ea . 
Conscientes de las limitaciones del modelo, consideramos no 
obstante. que en el bloqueo a la acción estimuladora del Ea 
contribuyó la actividad inhibidora de CaM que tienen la TFP y el 
W7 y proponemos su ensayo en el modelo del tumor prolactinémico 
inducido por tratamiento crónico con E, en las ratas Fisher. 



II. INTRODUCCION 
Por medio de las hormonas, el sistema endócrino es capaz de 

determinar y/o modificar el metabolismo celular y con ello el del 
organismo. Para este efecto las hormonas una vez que son produci-
das y secretadas por las glándulas endócrinas correspondientes, 
"viajan" por via sanguínea hasta el órgano efector cuyas células 
contienen los receptores específicos para ellos (20). Unida la 
hormona al receptor, se desencadena urja serie de reacciones 
intracelulares en respuesta a la señal dictada por la hormona. 
Este mecanismo de acción intracelular es mediado por moléculas 
que han recibido el nombre de "segundos mensajeros", de los 
cuales se han identificado: el AMP cíclico, el diacilglicerol, el 
inositoltrifosfato y el calcio (20). Este último generalmente 
actúa uniéndose a la calmodulina (CaM) para activarla (54). La 
respuesta celular a la acción de las hormonas es dosis dependien-
te, por lo cual para el funcionamiento óptimo de un organismo es 
crítica la regulación de su secreción. Los nive 1 es séricos de las 
hormonas están determinados por diversos factores, como la 
interacción estimulación-inhibición entre ellas, los niveles 
plasmáticos de algunos metabolitos y compuestos sanguíneos, y en 
algunos casos por neurotrasmisores del sistema nervioso central 
(20) . 

En la actualidad existe interés en detallar el mecanismo de 
acción intracelular de los factores que inducen o inhiben la 
producción de PRL. La investigación en esta área, además de 
contribuir para comprender mejor la fisiología de ios lactotro-
pos, puede ser de gran utilidad para estudios donde se busque 
aclarar la etiología de la hiperprolactinemia, asi como de 
alernativas en su tratamiento. 

En el presente trabajo exploramos el mecanismo de acción de 
los estrógenos en la inducción de la secreción de PRL y en el 
cual algunos antecedentes realizados en cultivo de células nos 
sugerían la participación de la CaM (32). En un modelo con ratas 
macho Sprague -Dawley evaluamos el efecto de la trifluoperazina 
(TFP) y del N-6(6 aminohexyl)-5-Cloro-napftalenosulfonamida (W, ) 
sobre la producción del RNAm de PRL. La TFP es un fármaco que 
tiene acciones de antagonista dopaminérgico (19) e inhibidor de 
CaM (56). La acción del W7 sobre la producción de PRL no se ha 
aún informado, pero se le ha encontrado capacidad para inhibir 
CaM (18). El efecto farmacológico lo estudiamos tanto en 
condiciones basales de síntesis de PRL, como en condiciones de 
niveles incrementados de PRL por efecto del 17 i3- estradiol (Ea ) . 
Igualmente evaluamos el efecto de la metoclopramida (MTC), cuya 
acción farmacológica es antidopaminérgica (19), mas no 
inhibidora de CaM (22). 



II.a. ANTECEDENTES GENERALES 
En el hombre, la hipófisis está localizada en la silla turca 

siendo sus dimensiones aproximadas de 10 mm X 13 mm X 6 mm y 0.5 
g su peso. Anatómicamente está dividida en dos regiones: la 
neurohipófisis y la adenohipófisis. La neurohipófisis es la 
terminación de un grupo de axones de neuronas localizadas en el 
hipotélamo; los axones en su trayecto del hipotálamo a la hipófi-
sis forman un tallo denominado tallo hipotálamo-hipofisario. La 
neurohipófisis secreta las hormonas peptídicas oxitocina y vaso-
presina. La adenohipófisis está constituida por un conjunto de 
células especializadas que sintetizan y secretan hormonas proteí-
nicas más complejas, como son las hormonas luteinizante, folicu-
loestimulante, de crecimiento, PRL, corticotropina y tirotropina. 
Además existe un sistema sanguíneo portal entre el hipotélamo y 
la hipófisis que irriga a las células adenohipofisarias (23). 

La PRL es una hormona secretada por un grupo de células 
adenohipof isarias especial izadas denominadas 1actotropos, consta 
de 191 aminoácidos y tiene un peso de aproximadamente 20 000 
daltones(23). En la especie humana, su gen está localizado en el 
brazo corto del cromosoma 6 (43). La función de la PRL se mani-
fiesta en la mujer durante el embarazo preparando a la glándula 
mamaria para la lactancia (48). En el posparto inmediato, esta 
hormona induce la secreción de leche (24), y durante la lactancia 
los niveles elevados de PRL inhiben la secreción de gonadotropi-
n s hipofisarias produciendo <unenorrea (37). Fuera del embarazo, 
puerperio temprano y del período neonatal, la secreción de PRL 
se encuentra estrictamente regulada y sus niveles basales se 
encuentran por debajo de 25 ng/ml(5). En las antedichas etapas 
fisiológicas la concentración sérica de PRL puede alcanzar cifras 
mayores a los 100 ng/ml (48). 

La síntesis y secreción de PRL está regulada por el hipotá-
lamo y es la hormona sobre la cual hay mayores evidencias experi-
mentales de que se ejerce sobre ella un control inhibitorio (23). 
El mecanismo de regulación de las hormonas hipofisarias se ejerce 
para cada una de ellas a través de una hormona hipotalámica 
inhibidora y otra 1iberadora, de su síntesis y/o secreción (23). 
La acción inhibidora de la secreción de PRL está directamente 
relacionada con la DA, de tal forma que los agonistas dopami-
nérgicos inhiben su secreción en condiciones fisiológicas y pato-
lógicas (1). Con relación a la hormona hipotalámica liberadora de 
PRL se han propuesto varios posibles factores. Uno es la succión 
del pezón que induce la secreción de PRL a través de una vía 
neuronal(29). Otro factor lo constituye la hormona liberadora de 
tirotropina (TRH) que cuando es administrada induce la secreción 
de PRL (29). Además, bajo condiciones experimentales se ha 
observado que una serie de hormonas y neurotrasmisores son 
capaces de influir sobre la producción de PRL» a través de la 
modulación del tono dopaminérgico que regula su secreción (23). 



La producción de PRL es también estimulada por los estrógenos, 
que tiendo producidos por los ovarios y/o placenta actúan 
directamente sobre la adenohipófisis, induciendo hiperplasia de 
los lactotropos y un incremento de la concentración intracelular 
de la PRL y de su secreción basal (32, 47). 

II.b. ANTECEDENTES PARTICULARES 
El efecto de los estrógenos a nivel de la hipófisis está 

apoyado por las siguientes evidencias: 1) En ratas hipofisecto-
mizadas a las que se les ha injertado una o varias hipófisis en 
la cápsula renal se presenta una producción de PRL libre de 
influencia hipotalámica, misma que se eleva significativamente 
después de administrar estrógenos (1) y 2) En cultivos primarios 
de células adenohipofisarias de rata se incrementa la secreción 
de PRL después de afiadir Es al medio (32). 

En el animal intacto y en la mujer, la acción de los 
estrógenos sobre la hipófisis, se manifiesta en un incremento en 
su tamaño y una elevación de los niveles séricos de S'RL (47). Lo 
anterior sugiere que los estrógenos incrementan tanto la activi-
dad mitótica del lactotropo asi como la síntesis de PRL. Ensayos 
con hemipituitarias, con cultivos .primarios de células dq^.adeno-
hipófisis de rata y con lineas celulares,, donde específicamente 
se evaluaron los parámetros de actividad mitótica y de síntesis 
de PRL, confirmad ambos efectos (23, 32). Más aún, 1©B estrógenos 
inducen la formación de prolactinomas en ratas Fishfer (11). La 
potencia biológica de los estrógenos naturales de mujer tales 
como, estrona„ estrioly Ea es diferente y de e 1 l̂fcrSél Ej es e 1 
más potente (20). -

Los estrógenos actúan uniéndose a su receptor en el citosol 
de la célula. El receptor libre se localiza predominantemente en 
el núcleo, pero ante la presencia intracelular de la hormona, 
migra al citosol donde debe activarse antes de unirse a la 
hormona (62). Esta activación se logra con la fosforilación de 
los residuos de tirosina (40). La hormona se une al receptor fos-
fora 1 ado y el complejo hormona—receptor, se introduce al núc1eo, 
interactua con el genoma y modifica su expresión (60). 

El proceso de síntesis de PRL puede evaluarse a diversos 
niveles: por la magnitud de la transcripción del gen, por los 
niveles de transcritos nucleares y citoplasmáticos, por la 
concentración de la proteína intracelular; y por la magnitud de 
secreción de la hormona al medio extracelular (28). 

En el. modelo experimental en cultivo primario de células de 
adenihipófisis de rata, así como en los modelos experimentales en 
el animal intacto se ha demostrado que el E2 incrementa la trans-
cripción del gen y los niveles de RNAm nucleares y del RNA 



citoplasmático de PRL (36, 42). Asi mismo, por la acción del Ea 
se aumenta la concentración de PRL intra y extracelular (32). 

En el mecanismo de acción propuesto para la inducción de la 
síntesis de PRL se involucra la participación del calcio y la 
C-aM. Uno de los datos experimentales en que se apoya la partici-
pación de calcio se derivó de los resultados obtenidos con la 
linea celular GHg . donde después de estar la células un minuto en 
contacto con el E, . se detectó una entrada del calcio del-medio 
extracelular al intracelular (12). Otro dato experimental lo 
proporcionó el ensayo con ratas hembras, donde la administración 
de veraparni 1, un bloqueador de los canales de calcio, disminuyó 
los niveles basales de PRL en ratas intactas y no en ratas 
ovariectomizadas (33). Algunos trabajos realizados con otros 
órganos blanco de los estrógenos han aportado las evidencias de 
que en el mecanismo de acción intracelular Ej también esté, parti-
c i pando 1 a CaM. En ensayos rea 1 i zados con prote1ñas puri f i cadas 
de útero, se obsevó que la activación del receptor fué mediada 
por una proteina-cinasa dependiente de calcio-CaM (40). Así 
también, en las células embrionarias de 1 hígado de pollo, la 
cantidad de CaM activa en la matriz nuclear fué mayor cuando las 
células estuvieron bajo la acción del Ej (51). Por otra parte, 
en la línea de células GHg de hipófisis de rata, la transcrip-
ción basal del gen de la PRL requirió de calcio y CaM (58. 59). 
Finalmente. otro estudio más directo y real izado en cultivo 
primario de células adenohipofisarias de rata, informó que la 
inhibición de la CaM disminuyó la síntesis y secreción de la 
PRL basal, asi como el efecto estimulador del , detectándose un 
decremento dosis—dependiente en la concentración de la PRL intra 
y extracelular (32). 

Una forma de evaluar la participación de la CaM en al-
gún evento celular es por medio del empleo de fármacos que blo-
quean su actividad, como lo son pimozide, TFP, W7 y calmida-
zolium (3^, 40 y 50). En el presente trabajo empleamos a la TFP y 
al W7 ambos inhibidores de CaM. La TFP además de bloquear a la 
CaM, impidiendo que el calcio se una a ella y la active (56), es 
un antagonista dopaminérgico (19). Ensayamos también la MTC, cuya 
acción farmacológica es antidopaminérgica y no inhibidora de CaM. 
(19, 22) . 



III. OBJETIVO 
Determinar si fármacos con acción inhibidora de CaM son 

capaces de disminuir los niveles de RNAm de PRL que se incremen-
tan por acción del Ej . 

IV. HIPOTEISIS 
La administración farmacológica de la TFP y el W7i ambos con 

la propiedad de inhibir CaM, disminuyen los niveles del RNAm de 
PRL que se incrementan por efecto del Ê  . 



V. MATERIALES Y METODOS 
V. a. ORIGEN DE LOS REACTIVOS 
El Ej y el ty se obtuvieron de Sigma Chemical Company, la TFP 

de Laboratorios Smith Klein and French y la MTC de Laboratorios 
Lepetit de México. Las enzimas de restricción y sus amortiguado-
res se adquirieron de New England Biolab. Las sales y los reacti-
vos ya preparados fueron adquiridos de Sigma Chemical Company y 
de Merck de México, La resina AG 501-X8(D) de Biorad y el Sepha-
dex G-50 (médium) de Pharmacia Company. El 3aP-dCTP y el equipo 
Multiprime se adquirió a Amersham International. 

V.b. MATERIALES BIOLOGICOS 
Se emplearon ratas macho Sprague-Dawley con un peso entre 

180 a 220 g ó entre 200 a 250 g. 

V.c. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

V.c.l. Producción de pPrl-1 
El plásmido para detectar al RNAm de la PRL fué pPrl-1. el 

cual contiene el DNAc de la PRL de rata inserto en pBR322. pPrl-1 
porta un gen de resistencia a la tetraciclina (16). El DNAc 
contiene los nucleótidos que van desde el codón para el aminoáci-
do 16 del péptido señal hasta 90 nucleótidos después del codón de 
terminación. Con la secuencia del inserto (16). con la de pBR322 
y con el programa computacional Puste 11, se obtuvo el 1istado de 
enzimas de restricción que no cortan a pPrl-1 y e 1 de aque11 as 
que lo cortan 1 y 2 veces. De este listado se escogió a EcoRl. 
Bq1II, BamHI y PstI para corroborrar que el plásmido efectivamen-
te correspondía a pPr1-1. Los cortes enzimáticos se corroboraron 
por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en buffer 
TE (técnica 3.1). Para el crecimiento a gran escala se escogió 
como cepa huésped de pPrl-1 a Escherichia coli cepa HB101. Las 
bacterias se hi c ieron Cas* competentes (técnica 3.2) y su ef i cien— 
eia para la transformación se valoró primero en un ensayo (técni-
ca 3.2) con pBR322 y posteriormente con pPrl-1. A partir de 
varias colonias transformadas con pPrl—1 se obtuvo el plásmido 
por la técnica de obtención de DNA a pequeña escala (técnica 3.3) 
y se reconfirmó su identidad. Una de estas colonias se usó para 
la producción de pPrl-1 a gran escala (técnica 3.4) (figura 1). 

V.c.2. Tratamiento de los Animales 
Los experimentos se realizaron empleando ratas macho Spra-

gue-Dawley con un peso entre 180-220 g ó 200-250 g las cuales 
fueron proporcionadas por la Unidad de Investigaciones Biomédicas 
del Noreste, IMSS. Los animales se mantuvieron en condiciones de 
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12 horas luz y recibieron alimento purina y agua ad Ubitum. Se 
formaron grupos de 5, 8 6 10 animales en cada experimento. 

Los tratamientos farmacológicos se aplicaron a las ratas por 
4 días. La frecuencia de administración del aceite, la solución 
salina y el E2 fué de una dosis cada 24 horas; la dosis de la 
TFP, del W7 y de la MTC se fracc ionó en 3 al i cuotas y.se admi nis-
traron cada 8 horas. La via de administración de los vehículos y 
la de los fármacos fué intraperitoneal. Las ratas se sacrificaron 
por dislocación cervical dentro de un perlódo no mayor de 4 
horas, después de la última aplicación farmacológica. Las hipófi-
sis se extrajeron y las adenohipófisis se conservaron a -70"C 
hasta su procesamiento (técnica 1.1) 

En el experimento I se evaluó el efecto de 21 jug de TFP 
diarios (tabla 1). En el experimento lia y Ilb se evaluó el 
efecto de 4 dosis de TFP en un rango de 12 a 96 ug diarios (tabla 
2). En el experimento III se evaluó el efecto de 4 dosis de W7 en 
un rango de 9.4 a 37.5 ug diarios (tabla 3). En el experimento IV 
se evaluó el efecto de la dosis de 99 /jg de MTC (tabla 4) 

La dosis de 21 yg de TFP de 1 experimento I correspondió, en 
el peso promedio de las ratas (200 g) al doble de la dosis 
máxima (3-4 mg/día) (15) recomendada para el humano con un peso 
de 70 Kg. Las dosis de TFP de 12, 24, 38 y 96 yg diarios se 
ensayaron con el objeto de amp1iar e intentar definir 1 as dosis a 
la que la TFP presenta su efecto inhibidor. Este experimento se 
repitió-una vez más con fines corroborativos, teniendo como única 
variante el empleo de 8 en lugar de 10 animales por grupo. Las 
dosis de W7 ensayadas en el experimento III correspondieron a las 
mismas concentraciones molares de TFP del experimento II. Final-
mente la dosis de MTC de 99 ug diarios correspondió eri el peso 
promedio de las ratas (200g), a la máxima recomendada para el 
hombre (35 mg/día) con un peso de 70 kg (7). 

V.c.3. Aislamiento y caracterización del RNA hipofisario 
Las adenohipófisis de las ratas tratadas de manera similar 

se procesaron en conjunto para su extracción del RNA total. La 
técnica de extración fué la del isotiocianato de guanidina y 
cloruro de litio (técnica 1.2). 

La medición de la cantidad de RNA total se realizó por 
espectrofotométricamente registrando su absorbancia a 260 nm 
(técnicas 1.3). El grado de contaminación con proteínas se 
infirió por el valor del cociente de absorbancia a 260/280 nm 
(técnica 1.3). La integridad de los RNAs se constató por medio de 
su resoluc ión y visua1ización en gel de agarosa-urea-ácido 
(técnica 1.4) (Figura 2). 



T A B L A 1 . E S Q U E M A D E T R A T A M I E N T O P A R A 
E V A L U A D E L E F E C T O D E U N A D O S I S D E T F T R 
S O B R E L O S N I V E L E S L E R N A m D E P R L . 

Grupos Tratamiento n Dosis (yg)/Dia 
E2 TFP 

1 Aceite 10 

2 E, 10 2 0 

3 TFP 10 21 

4 E, + TFP 10 20 21 

* Se formaron grupos (n) de 10 animales con un peso promedio de 220 g. El 
aceite y el 17 Ji-estradiol (Ej) se administraron cada 24 horas. La dosis de la 
trifluoperazina (TFP) se fraccionó en 3 alícuotas y cada una se aplicó cada 8 
horas. El aceite y el Ej se administraron por via subcutánea y la TFP por vía 
intraperitoneal. El tratamiento duró 4 días. 



T A B L A 2 . E S Q U E M A D E T R A T A M I E N T O P 7 V R A 
E V A L U A R -FTT. E F E C T O D E D I F E R E N T E S D O S I S 
D E T F P S O B R E D O S N I V E L E S D E R N A m D E 
P R L . 

Grupos Tratamiento n Dosis (jug)/Día 
Ej TFP 

1 aceite 10 — — 

2 solución salina 10 - -

3 E* 10 20 -

4 TFP 10 - 12 
5 TFP 10 - 48 

6 TFP 6 - 96 

7 Ea + TFP 10 20 12 
8 E, + TFP 10 20 24 

9 Ej + TFP 10 20 36 
10 Ej + TFP 10 20 48 

* Se formaron grupos (n) de 10 animales con un peso promedio de 200 g. Los 
vehículos de los fármacos y el 17 ft-estradiol (Ê ), se administraron cada 24 
horas. La dosis de la trifluoperazina (TFP) se fraccionó en 3 alícuotas y cada 
una se aplicó cada 8 horas. Los fármacos y sus vehículos se administraron por 
4 días por vía intraperitoneal. 



T A B L A 3 . E S Q U E M A D E T _ T R A T A M I E N T O P A R A 
E V A L U A R E L E F E C T O D E D I F E R E N T E S D O S I S 
D E Viy S O B R E L O S N I V E L E S D E R N A m D E P R L . 

Grupo Tratamiento n Dosis (¿ug)/Di a 
E, W 

1 aceite 5 — — 

2 solución salina 5 - -

3 E, 5 20 -

4 w7 5 - 9.4 
5 % 5 - 37.5 
6 % 5 - 75.0 

7 E, + w 5 20 9.4 
8 E, + w 5 20 18.7 

9 E* + w 5 20 28.1 
10 E, + w 5 20 37. 5 

*Se formaron grupos (n) de 5 animales con un peso promedio de 200 g. Los 
vehículos de los fármacos y el 17 ̂ -estradiol (Ej) se administraron cada 24 
horas. La dosis del W7 se fraccionó en 3 alícuotas y cada una se aplicó cada 8 
horas. Los fármacos y sus vehículos se administraron por 4 días por vía 
intraperitoneal. 



T A B L A 4 . E S Q U E M A D E T R A T A N I E N T O R A R A 
E V A L U A R E L E F E C T O D E T J N A D O S I S D E M T C 
S O B R E L O S N I V E L E S D E R N A m D E P R L . 

Grupo Tratamiento n Dosis (jug) /Di-a 
Ej MTC 

1 aceite 8 - -
2 solución salina 8 - -

3 EJ 8 20 — 

4 MTC 8 - 99 

5 E j + MTC 8 20 99 

* Se formaron grupos (n) de 8 animales con un peso promedio de 200 g. La solu-
ción salina y el 17 É-estradiol se administraron cada 24 horas La dosis de la 
metoclopramida (MTC) se fraccionó en 3 alícuotas y se cada una se aplicó cada 
8 horas. Los fármacos y sus vehículos se administraron por 4 días por via 
intraperitoneal. 



V.c.4. Detección del RMAra de la PRL de rata 
La fijación del RNA total a filtros de nitrocelulosa se 

realizó por la técnica de transferencia en mancha en su modalidad 
manual (técnica 2.1) y con ayuda del sistema "Vacusystem" (técni-
ca 2.2). Para la fijación de RNA por la técnica de transferencia 
tipo Northern -(técnica 2.5) las muestras se desnaturalizaron con 
formamida/formaldehido (técnica 2.3) o con glioxal (técnica 2.4). 
El rastreador molecular: pPrl—1, se marcó radiactivamente con aaP-
dCTP por la técnica de Mareaje de DNA con 01igonueleótidos al 
Azar (técnica 3.5). La prehibridación, la hibridación y los 
1avados (técnica 3.6) se 1 levaron a cabo en condiciones de alta 
rigurosidad de apareamiento de bases. Para las autorradiografías 
se emplearon películas de Rayos X y se expusieron a los filtros 
de nitrocelulosa radiactivos en presencia de pantallas amplifica-
doras (técnica 3.7) (figura 2) 

V.c.5. Evaluación de los resultados 
Los niveles de RNAm de PRL se valoraron por apreciación 

visual de los a,utor radiogramas (figura 2) y por la determinación 
de la radiactividad unida a los filtros de nitrocelulosa conte-
niendo RNA fijado en mancha (técnica 4). Las pruebas estadísticas 
uti 1 izadas fueron e1 analisis de varianza y la comparación 
múltiple de medias de Tukey (técnica V.d.5). 
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V.d. TECNICAS. 

V.d.l. Obtención y caracterización del RNA de las 
adenohipófisis. 

X.1. Obtención de las adenohipófisis. 
Inmediatamente después de sacrificar al animal por 

dislocación cervical, se extrajo la hipófisis y se enjuagó en 
solución SSC IX enfriada en hielo. Se separó la neurohipófisis de 
la adenohipófisis. y la adenohipófisis se colocó dentro de un 
tubo Eppendorf que enseguida se pasó a hielo seco. En un mismo 
Eppendorf se juntaron de 5-7 adenohipófisis de ratas tratadas de 
manera similar. Las adenohipófisis se almacenaron a -70BC. 

1.2. Extracción del RNA. 
Técnica descrita por Chomzynski y Sacchi en 1986 (10). 
1.- En un tubo homogenizador tipo Potter—Elvehjem se 

agregaron 500 ¿¿1 de solución D y en ella se homogenizaron las 
adenohipófisis con un mínimo de 10 golpes. 

2.- El homogenizado se pasó a un tubo Eppendorf de 1.5 mi de 
capacidad y se agregaron los siguientes reactivos: 

a) Acetato de sodio 2 M, 50 u1 y se agitó por inversión. 
b) Fenol saturado con HaO-DEP, 500 ül y se agitó por 
inversión. 
c) Reactivo de Sevag. 500 til y se agitó vigorosamente en un 
agitador tipo vortex por 10 seg. 
3.- La mezcla se dejó reposar por 10 minutos a 4°C y se 

centrifugó a 10 000 X g por 20 minutos a 4"C. (Centrifuga 
refrigerada Sorvall IEC, rotor de ángulo fijo 872). Habiéndose 
separado la mezcla en la fase fenólica y la fase acuosa, se pasó 
la fase acuosa a otro tubo Eppendorf y se le agregaron 2 
volúmenes de etanol al 96%. 

4.— La solución se dejó reposar por un tiempo mínimo de 1 
hora a -20"C. se centrifugó a 10 000 X g por 20 minutos a 4'C y 
descartando el sobrenadante se le agregó al precipitado 7 ül de 
solución D y 2 volúmenes de etanol al 96%. 

5.- Nuevamente la solución se dejó en reposo por un mínimo 
de una hora a -20"C y se centrifugó a 10 000 X g por 20 minutos a 
4*C. El sobrenadante se descartó y a la pastilla después de 
resuspenderse en 100 jul de Hg 0-DEP se le agregó 100 jli 1 de LiCl 
4M. 

,6.— La solución se dejó un mínimo de 4 horas a -20°C y se 
centrifugó a 10 000 X g por 20 minutos a 4°C. El precipitado se 
lavó 3 veces con etanol al 75% y se dejó secar a 4°C. Finalmente 
la pastilla se resuspendió en 50 til .de Ha O-DEP o solución de 
solubi1ización. 

7.- Una alícuota de 5 u1 se separó para evaluar la cantidad 
de RNA, su integridad y pureza. El resto se almacenó a -70°C. 



1.3. Cuantificación del RNA y determinación de su grado de 
contaminación proteinica. 

Técnica descrita en Maniatis y cois, en 1982 (30). 

1.- En una celdilla de 1 cm de paso de luz se mezc-ló 1 mi de 
H20-DEP con 5 ul de la solución de RNA. Se midió la absorbancia 
a 230, 260 y 280 nm. 

2.- La concentración de RNA se obtuvo aplicando la fórmula: 
(Absorbancia a 260 nm)(40)(201)- mg/ml 

Donde: 
40= cantidad de RNA en mg/ml que da una 

absorbancia de 1. 
201= factor de dilución de la solución de RNA. 

3.- El grado de contaminación proteinica se determinó por 
medio de la relación: 

Absorbancia a 260 - A 
Absorbanc i a a 280 

donde un valor de A entre 1.8 a 2.0 indica un grado 
aceptable de pureza de RNA. 

1.4. Evaluación de la integridad del RNA y contaminación con 
DNA 

Para constatar la integridad de las moléculas de RNA asi 
como 1 a ausencia de DNA contaminante se sometió e1 producto de la 
extracción a una electroforesis en un gel de agarosa-urea—ácido. 
Por lo que concierne a la integridad del RNA se observó en el gel 
una relación de fluorescencia de las bandas ribosomales 28 S y 18 
S de 2:1 y nítida la banda 5 S. Además se constató la ausencia de 
fluorescencia difusa al fondo del gel, lugar donde viajan los 
RNAs muy pequeños, productos de degradación. Referente a la 
contaminación con DNA tampoco se detectó fluorescencia arriba de 
la banda ribosomal 18 S. 

Electroforesis de RNA en condiciones desnaturalizantes en 
ge 1 de agarosa-urea-ácido. 
Técnica descrita por Rosen y cois, en 1975 (49). 

1.- A 1.5 g de agarosa, se le añadieron 60 mi de urea 10 M 
y 30 mi de Ha0—DEP, se calentó la mezcla en baño maría hasta 
disolver la agarosa y se dejó enfriar aproximadamente hasta 60 
*C. Se añadieron enseguida 10 mi de buffer de citratos 0.25 M pH 
3.5 y se homogenizó la mezcla. 

2.- La solución se vació en el molde para el gel (preferen-
temente en ensamble de cortina) y se mantuvo a 4"C hasta que 
solidificó (3-4 horas mínimo). 



3. Las muestras se prepararon de la siguiente manera: 
RNA a lug/u\ 10 ül 
HS 0- DEP 10 ül 
Urea 10 M 30 jul 
Azul de bromofenol al 0.05% 5 u 1 

4.- Las muestras se calentaron por 10 minutos a 608C y se 
pasaron inmediatamente a hielo por 10 minutos. 

5.- La electroforesis se llevó a cabo primeramente a 40 
volts, mientras entraron las muestras de las casillas al gel. 
Posteriormente la corriente se subió a 80 volts y se mantuvo 
hasta que el azul de bromofenol migró 3/4 partes la longitud del 
gel. El gel se sumergió en una solución de bromuro de etidio (1 
ug/m.l en tris HC1 50 mM pH 7.6 y los RNAs se visualizaron por 
iluminación con luz ultravioleta. 

V.d.2. Fijación de RNA total a papel de nitrocelulosa 

2.1. Fijación en mancha. Técnica manual. 
Técnica descrita por Amorese en 1986 (3) en Maniatis y cois, 

en 1982 (30). 
1.— La cantidad de RNA total a fijar se determinó según el 

experimento y se diluyó en SSC 4 X a un volumen que generalmente 
fue de 5 ul. Las muestras se calentaron por 10 minutos, a 60 °C y 
se pasaron inmediatamente a hielo por 10 minutos. 

2.- Por otra parte, el papel de nitrocelulosa previamente 
cuadriculado (1.0 X 1.0 cm) se sumergió por 5 minutos, primero 
en H s0 bidestilada estéril y después en SSC 20 X. Finalmente se 
dejó secar entre 2 filtros Whatman. 

3.- La aplicación de los 5 u1 de las soluciones de RNA se 
rea 1 izó gota a gota conforme se iban secando. Este proceso se 
aceleró colocando por debajo del papel una fuente luminosa y con 
la ayuda de una secadora para pelo. 

4.- Terminada la aplicación y una vez seco el papel de 
nitrocelulosa se introdujo por 2 horas en un h o m o a 80 "C y bajo 
vacio. 

2.2. Fijación en mancha. Empleando el " V&cusystem" (ABN). 
1.-Se realizó el punto 1 de la técnica de aplicación manual. 
2.- Los filtros de respaldo y el papel de nitrocelulosa se 

mojaron por 5 minutos primero en HjO bidestilada estéril y luego 
en SSC -20 X. No se dejaron secar. 

3.— Se montó el aparato según las indicaciones de la casa 
comercial (ABN) y se procedió a fijar el RNA. 

4.- Se realizó el punto 4 de la técnica de aplicación 
manual. 



2.3. Electroforesis de RNA en gel de agarosa-formamida-
formaldehido. 

Técnica descrita en Maniatis y cois, en 1982 (30). 
1.- Se preparó un gel de agarosa al 1.5% de la siguiente 

manera: 
a) Tres g de agarosa se disolvieron en 100 mi de agua 

bidestilada estéril y se mantuvieron en un bafío de agua a 60 *C. 
b) Por otra parte se preparó una solución de formaldehido 

4.4 M y buffer de fosfatos 2X (apéndice i 6.2). 
Las soluciones a) y b) se mezclaron y mantuvieron a 60"C 

Fina 1mente se vaciaron en un molde para electroforesis en gel 
horizontal, 

2.- Las muestras de RNA se desnaturalizaron de la siguiente 
manera: 

Forrnamida al 50% 2.22 volúmenes 
Formaldehido 37% 0.77 volúmenes 
Buffer de fosfatos 10 X 0.44 volúmenes 
RNA (5 ug) 1.00 volumen 
Se incubaron 5 minutos a 60 °C y se pasaron inmediatamente 

a hielo por 10 minutos. 
3.— Al momento de realizar la electroforesis se adicionaron 

4 jul de colorante (apéndice i 1.1) 
4.— En cada ensayo se incluyó además de las muestras del 

experimento, una muestra de RNA de hígado de rata como testigo 
negat ivo en la Yiibr i dación. Di st ante 1 ó 2 carri 1 es de 1 as 
muestras por transferir se colocó otra muestra de hígado de rata 
que sirvió para registrar la movilidad electroforética de los 
transcritos. 

5.— La electroforesis se realizó en buffer de fosfato IX y a 
un voltaje de 3-4 volts/cm del gel. l/na vez que las muestras 
entraron de las casillas al gel se puso a reci ciar el buffer. 

6.- La electroforesis se detuvo cuando el colorante migró 
3/4 partes la longitud del gel. La muestra de RNA colocada 
distante de las muestras por transferir se tifio siguiendo los 
siguientes pasos. 

a) Cinco lavados de 30 minutos en H¡0 bidestilada estéril 
b) Dos lavados de 30 minutos en acetato de amonio 0.1 M 

y £-mercaptoetanol al 0.01 %. 
c) Una hora en bromuro de etidio. 
d) Cuarenta y cinco minutos en solución de acetato de amonio 

0.1 M y B-mercaptoetanol al 0.01 %. 
7.- El gel se visualizó en luz UV y se registró la 

separación de las bandas 28S, 18S y 5S del RNA ribosomal. 
8.- La otra parte del gel se lavó 5 minutos en H2 O 

bidestilada estéri1 y 1 hora en SSC 20 X y se procedió con la 
transferencia tipo Northern. 

2.4. Electroforesis de RNA en gel de Glioxal. 
Técnica descrita por Mi 11er en 1987 (41). 



1.- Se preparó un gel de agarosa al 1.5 % en buffer de 
fosfato de sodio 10 mM para una cámara horizontal y se dejó 
reposar 1 hora. 

2.~ Se añadió a un tubo Eppendorf, 5 ¿ug de RNA contenidos en 
3 yl de Hj0-DEP o buffer de solubi1izacion y 7 ul del reactivo de 
glioxal/DMSO. Las muestras se calentaron 1 hora a 50*C y se 
pasaron inmediatamente a hielo. Justo antes de someterla a la 
electroforesis, se añadió 1 ¿ti de colorante. 

3.- En cada ensayo se incluyó además de las muestras del 
experimento, las de hígado de rata referidas en el punto 4 del 
inciso 2.3. 

4.- La electroforesis se realizó en buffer de fosfatos 0.01 
M a un voltaje de 3-4 volts/cm del gel. Una vez que las muestras 
entraron de las casillas al gel se puso a reci^,clar el buffer. La 
electroforesis se detuvo cuando el colorante corrió 3/4 partes la 
longitud del gel. 

5.- El fragmento del gel conteniendo el RNA destinado para 
regi strar 1 a movi 1 i dad e 1 ectrof orét i ca de los transcritos se tifió 
en bromuro de etidio (apéndice i: 7.6) y se visualizó bajo luz 
UV. 

6.- Con la otra parte del gel se procedió a realizar la 
transferencia tipo Northern. 

2.5. Transferencia tipo Northern. 
Modificación a la técnica descrita por Thomas en 1980 (55). 
1.- Con la ayuda de 2 varillas se sostuvo un rectángulo de 

vidrio en la parte superior de un recipiente que contenia SSC 20 
X. Se estableció un puente salino dejando reposar sobre el 
rectángulo un pape 1 Whatman 3MM cuyos extremos se sumergieron en 
el SSC 20 X. El puente estuvo completamente humedecido y libre de 
burbujas. 

2.— El gel se colocó sobre el papel Whatman 3MM y sobre él 
una membrana de nitrocelulosa del mismo tamaño del gel, previa y 
brevemente humedecida en HjO bidestilada estéril y SSC 20 X. 
Las burbujas entre el gel y el papel filtro de nitrocelulosa 
fueron eliminadas cuidadosamente. 

3.- El extremo de la parte superior izquierda tanto del gel 
como del filtro de nitrocelulosa se cortaron y fueron punto de 
referencia para la posición de la primera muestra. 

4.— Tres tiras de papel Whatman del mismo tamaño del gel 
humedecidas en H a0 bidestilada estéril y SSC 20 X se colocaron 
sobre el papel filtro de nitrocelulosa; se continuó sobreponiendo 
100 servilletas, una placa de vidrio y finalmente un peso de 0.5 
Kg 

5.- La transferencia se llevó a cabo generalmente por 20 
horas y a • temperatura ambiente. Durante ese tiempo las toallas 
absorbentes humedecidas se cambiaron periódicamente por toallas 
nuevas y secas. 

6.- La membrana de nitrocelulosa se retiró y se colocó 



entre 2 tiras de pape 1 Whatman a temperatura ambiente hasta que 
se secó. Finalmente la membrana se introdujo por 2 horas a un 
horno a BO'C y con vacio. 

V.d.3. Detección del RNAm de la PRL. 

3.1. Rastreador molecular: pPrl-1. 
El plásmido pPrl-1 conteniendo el DNA complementario (DNAc) 

de la PRL de rata fué donado al Dr. Hugo Barrera por el Dr. 
Richard Maurer del Departamento de Fisiología y Biofísica de la 
Universidad de Iowa, USA. 

El plásmido se caracterizó por medio de cortes con enzimas 
de restricción. Las reaciones enzimáticas se realizaron en un 
volumen de 10 u1 donde se digerian generalmente 250 ng de DNA. 
Las reacciones se prepararon añadiendo en el siguiente orden a) 
una alícuota de H20 previamente calculada a fin de que el volúmen 
de la reacción fuera de 10 u1, b) la alícuota de buffer para que 
su concentración final fuera IX, c) el DNA y d) de 1 a 2 Unidades 
de enzima/ug de DNA. 

Las enzimas con las cuales se realizó la caracterización 
pPrl-1 fueron EcoRI, BamHI. Bg_lll, PstI (apéndice ii) . Para 
registrar la movilidad electroforética del plásmido 
superenrrol1ado se preparó una mezc1 a de DNA sin ninguna enzima y 
como marcador de peso molecular se cortó pBR322 con AluI. Las 
reacciones se detuvieron añadiendo a la mezcla de la reacción 1/5 
de su volumen de amortiguador tipo III 6X. Los productos de los 
tratamientos se sometieron a electroforesis de agarosa al 1.2 % 
en buffer TAE IX. El gel se tifió con bromuro de etidio (apéndice 
i 9.6) y se observó en el transiluminador de luz UV. 

Habiéndose corroborado la identidad del plásmido, al 
concondar los cortes enzimáticos con lo informado por Gubbins en 
1980 (16), se procedió a preparar a pPrl-1 a gran escala, 
transformando con él a Escherichia coli cepa HB101. 

3.2. Transformación de £. coli cepa HB101 con pPrl-1. 
Modificación a la técnica descrita en Maniatis y cois en 

1982. (30). 

Producción de bacterias calcio competentes. 
1.- De un cultivo madre de E. coli HB101 se sembró una caja 

de petri con agar Luria Bertoni (L-B) con tetraciclina (15 ug/ml) 
y se incubó a 37 eC toda la noche. 

2.- Al día siguiente se tomó una colonia de la caja y con 
ella se inocularon 20 mi de caldo L-B. El cultivo se dejó crecer 
a 37 eC con agitación continua toda la noche. 

3.- Con 4 mi de este cultivo se inocularon 200 mi de caldo 
L-B con tetraciclina (15 ug/ml). Inmeditamente se extrajeron 4 mi 
y se emplearon para ajustar el espectrofótometro a cero de 



absorbancia en una longitud de 550 nm. 
4.- El cultivo se dejó crecer a 37°C con agitación vigorosa 

(230 rpm) y cuando alcanzó una absorbancia de 0.3 (celdilla de 1 
cm de paso de luz)se detuvo su crecimiento pasándolo a "hielo. De 
aqui en adelante el procedimiento se realizó a 4°C. 

5.- Posteriormente el cultivo se centrifugó pasándolo a 500 
X g por 10 minutos a 4 BC (centrifuga refrigerada Sor.vall IEC. 
rotor de ángulo fijo No 872). El sobrenadante se descartó y las 
bacterias resuspendidas en 80 mi de CaCl2 0.1M. se dejaron en 
reposo por 30 minutos. 

6.- La suspensión bacteriana se centrifugó nuevamente, se 
descartó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 4 mi de 
CaCl2 . 

7.- Una alícuota de 100 ul de la suspensión bacteriana se 
apartó, manteniéndola en hielo. 

8.- El resto de las bacterias se incubaron 24 horas a 4°C. 
Al día siguiente se les anadió 1 mi de glicerol este'ri 1 al 100%. 
La suspensión se fraccionó en tubos Eppendorf en alícuotas de 100 
ul, se congelaron en un baño de C02 sólido y etanol y 
finalmente se almacenaron a -70eC. 

9.- Con la alícuota del inciso 7 y con pBR322 se realizó una 
transformación. 

10.- Habiendo confirmado la capacidad de competencia de las 
bacterias para la transíormación, inmeaiatámente después de su 
preparación y después de su congelamiento, se procedió a realizar 
su transformación con pPrl—1. 

Transformación de E. col i 
1.- Doce de las alícuotas de E. col i HB 101 preparadas por 

tratamiento con CaCla se dejaron descongelar en hielo. Por otra 
parte se diluyeron los plásmidos pPrl-1 y pBR322 a 1 yg/ml. 

2.- En tubos Eppendorf por separado se mezclaron 10 ¿ul del 
plásmido conteniendo 0.1, 1 y 10 ng de pPrl-1 con 20 ul de la 
suspensión bacteriana. Se dejaron reposando 1 hora en hielo, 
debiendo entre tanto agitarlos suavemente cada 10 minutos. Se 
incluyeron en paralelo transíormaciones con el vector pBR322 y 
con el buffer TE sin DNA. 

3.- Al final de la incubación 1 os tubos se pasaron a un baño 
de agua a 37aC (choque térmico) por 1 minuto y se les agregó 200 
ul de L-B sin antibiótico. Se incubaron a 37"C por 30 minutos y 
se sembraron en cajas de petri con tetraciclina (15 ug/ml). Las 
cajas se incubaron invertidas a 37°C por 12 horas. 

4.- La eficiencia de la transformación se calculó contando 
el número de colonias para cada una de las cantidades de DNA. 

3.3. Obtención de DNA plasmídico a pequeña escala. 
Modificación a la técnica descrita por Birnboin and Doly en 

1979 (6). 
1.- Cuatro de las colonias obtenidas por transformación con 

pPrl—1 se inocularon cada una en tubos de ensaye conteniendo 4 mi 



de caldo L-B con tetraciclina (15 ug/ml) y se incubaron por 18 
horas a 378C con agitación continua. 

2.- Las bacterias de tres mi de cultivo se empasti 1laron en 
un tubo Eppendorf de 1.5 mi mediante 2 centrifugaciones sucesivas 
a 16 000 X g por un minuto. El sobrenadante se descartó y las 
pastillas se conservaron. Al resto del cultivo, después de 
adicionarle glicerol esteril a una concentración final- de 40 %. 
se alamacenó -20"C. 

3.- Las pastillas se congelaron por 30 minutos a -20 'C. se 
descongelaron a temperatura ambiente y se pasaron a hielo. 

4.- A cada pastilla bacteriana se le agregó: 
a) Solución I, 100 ul. Se resuspendió inmediatamente y 

se dejó reposar por 30 minutos a 0°C. 
b) Solución II, 200 ul. Se agitó suave e inmediatamente 

y se dejó reposar por 5 minutos a 0BC. 
c) Solución III. 150 ul. Se mezcló suave e 

inmediatamente por inversión durante unos segundos y se dejó 
reposar 1 hora a 0°C. 

5.- Los tubos se centrifugaron por 5 minutos. El 
sobrenadante se pasó a otro tubo y se le agregó: 

a) Fenol saturado con Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, 200 ¿¿1. Se 
agitó suavemente en un agitador tipo vortex. 

b) Reactivo de sevag, 200 ul. Se volvió a agitar en el 
vortex. 

6.- Los tubos se centrifugaron nuevamente por 5 minutos. Se 
recuperaron los sobrenadantes en otro tubo Eppendorf, y 
agregándoseles 2 1/2 volúmenes de etanol al 96%. se dejaron 
reposar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. 

7.— Los tubos se centrifugaron por 2 minutos y se decantó el 
etanol. Las pastillas después de resuspenderse en 100 ul de 
solución IV, se reprecipitaron añadiendo 2 volúmenes de etanol al 
96%. 

8.- Cada precipitado se compactó por centrifugación, se lavó 
con etanol al 70% y se secó por centrifugación al vacío 
(evaporador centrifuga Savant). 

9.- Cada pastilla se disolvió en 48 ul de TE IX y 2 ul de 
RNAasa (10 mg/ml). Las soluciónes se incubaron a 37SC por 30 
minutos y se guardaron a 4*C. 

10.- Posteriormente, se confirmó la identidad del plásmido 
por medio de cortes con enzimas de restricción y electroforesis 
en gel de agarosa. 

3.4. Obtención de DNA plasmidico a gran escala. 
Técnica descrita en Maniatis y cois, en 1982 (30). 

Crecimiento de bacterias. 
1.- Con una sola colonia portando el plásmido pPrl-1 se 

inocularon 20 mi de medio L-B con tetraciclina (15 ug/mi). El 
cultivo se dejó crecer toda la noche a 37eC con agitación 
continua. 



2.- Los 20 mi del cultivo se transfirieron a 1 litro de 
medio M-9 con tetraciclina (15 ¿ig/ml) y se tomaron inmediatamente 
5 mi del medio para con ella ajustar el espectrofotómetro a cero 
de absorbancia a una longitud de 550 nm (celdilla de 1 cm de paso 
de luz). 

3.- El medio M9 se incubó a 37°C con agitación (230 rpm), 
se registró su absorbancia a la 1, 1.5 y 2 horas hasta que el 
cultivo alcanzó una densidad óptica entre 0.3 y 0.4 (celdilla de 
1 cm de paso de luz). En ese momento se agregaron 250 mg de 
cloranfenicol y se continuó la incubación de la misma manera por 
12 horas más. 

4.— El crecimiento bacteriano se detuvo pasando el matraz a 
un baño de hielo. Las bacterias se colectaron por centrifugación 
a 7 500 X g (Centrifuga refrigerada IEC-B 20 A, rotor IEC No 872 
de ángulo fijo) por 10 minutos, las cuales después de decantado 
el sobrenadante, se congelaron a -20°C. 

Preparación de un lisado claro. 
1.- La pastilla bacteriana se descongeló a temperatura 

ambiente y co1 ocada en hielo se le añadió: 
a) Solución de sacarosa al 25% en Tris-HCl pH 8, 6.25 mi. 

La pastilla se resuspendió perfectamente con la ayuda de una 
pipeta de 10 mi. 

b) Solución de lisozima (2 mg/ml), 1.5 mi. El frasco se 
agitó por rotación continua por 5 minutos. 

c) EDTA 0.5M, 1.25 mi. El frasco, se agitó por rotación 
continua por 2 minutos. 

d) Solución de Tritón X-100, 10 mi y mientras se añadió 
se agitó el frasco por rotación. Se continuó con el mezclando por 
15 minutos más. En esta étapa la solución se tornó de lechosa a 
tras lúcida. 

2.- El lisado bacteriano se sometió a ultracentrifugación a 
94 000 X g por 30 minutos a temperatura ambiente (Ultracentrifuga 
Bekman L5-50E a 30 000 rpm en un rotor 60 Ti). El sobrenadante 
se transfirió a un tubo cónico Falcon de plástico de 50 mi con 
tapón de rosca. Se tuvo cuidado de no transferir DNA cromosomal 
el cual se apreció como una porción gelatinosa de la pastilla. 

Aislamiento de DNA plasmidico 
1.- Al sobrenadante del lisado bacteriano se le agregó: 

a).-El suficiente TE IX para completar 20 mi. 
b)~ CsCl2, 0.95 g por mililitro de lisado y se disolvió 

con agitación suave. De aquí en adelante se trabajó en oscuridad 
parcial y el tubo Fa1 con se protegió de la luz envo1viéndolo con 
papel aluminio. 

2.— El sobrenadante se transfirió a un tubo de sellado 
rápido para el rotor VTI 50 de Beckman. Lo anterior se realizó 
con la ayuda de una pipeta Pasteur. Al tubo se le agrgó 1 mi de 
bromuro de etidio (10 mg/ml en TE) y se llenó el tubo con aceite 
mineral. Finalmente el tubo se selló con el aparato Beckman. El 
tubo se ba1anceó con el de otro plásmido preparado para 1e1mente. 

3.— Los tubos balanceados se colocaron en el rotor VTi 50. y 



se centrifugaron a 230 000 X g (U1tracentrifuga Beckman L-5 50 E 
a 4t 000 rpm) por 18 horas a 25°C. 

4.- Ai término de la centrifugación los tubos se observaron 
con una lámpara de luz UV de onda larga a fin de detectar la 
banda de DNA tanto del plásmido como la del cromosoma. El tubo se 
puncionó en su parte superior y se procedió a colectar el DNA del 
plásmido (banda inferior) con una aguja ancha (18 G) insertada en 
una jeringa de 5 mi 

5.- La solución extraída se colocó en un tubo graduado de 15 
mi cubierto con pape 1 aluminio. El bromuro de etidio se removió 
añadiendo un volumen igual de alcohol isoamílico, agitando 
vigorosamente y centrifugando a 3 000 rpm a fin de separar ambas 
fases. Las extracciones se repitieron hasta que se eliminó en el 
alcohol isoamílico, el color que delata la presencia del bromuro 
de etidio. 

6.- La solución se dializó por 2 horas contra 2 litros de TE 
IX, se trató con RNAasa (20 jug/ml) por 30 minutos a 37°C y con 
proteinasa K (100 yg/ml) en presencia de SDS al 0.2% por 1 hora a 
37 * C. 

7.- El DNA se sometió a extracciones sucesivas con fenol-
sevag y luego sevag solo. Posteriormente se propició la 
precipitación del DNA añadiendo a la fase acuosa NaCl a una 
concentración final de 0.2 M y 2.5 volúmenes de etanol al 96 % 
frío. El tubo se guardó por un mínimo de 2 horas a -20'C. 

8.- El DNA se colectó por centrifugación y se lavó con 
etanol al 70 %. Las trazas de etanol se removieron por 
descecación mediante centrifugación al vacío (evaporador-
centrífuga Savant). 

9.- El DNA se resuspendió en 1 mi de buffer TE y su 
concentración se determinó espectrofotométricamente, registrando 
la absorbancia a 260 nm de una alícuota de 10 u\ de DNA diluida 
en 1 mi de TE. La concentración se calculó con la fórmula: 

Concentración de DNA= (D.O. a 260 nm) (50)(101)- A (mg/ml) 
donde: 

50= cantidad de DNA que da una absorbancia de 1.0 a 260 nm 
con un celdilla de 1 cm de paso de luz. 

101= la dilución que se acostumbra realizar en la celdilla 
de 1 espectrofotómetro a una alícuota de la solucción de 
DNA cuya concentración se desea conocer. 

3.5. Mareaje radiactivo. 
Técnica descrita por Feinberg en 1984 (13). 
El . plásmido se marcó radiactivamente por la técnica de 

"Mareaje de DNA por Oligonucleotidos al Azar", empleando un 
equipo comercial (Amersham) cuyo instructivo indicó el siguiente 
procedimiento; 



Linearizacion del plásmido 
1.- Un ug de pPrl-1 se sometió a la acción de las 

endonucleasas de restricción de EcoRI o BamHI. Se tomaron 200 ng 
de la mezcla y se corroboró la )inearización del plásmido. El 
resto del DNA (800 ng) se precipitó agregando 1/2 volumen de 
acetato de amonio 7.5 M y 2 "volúmenes de etanol al 96%.- El DNA se 
dejó precipitar toda la noche a -20'C y se empastilló por 
centrifugación por 10 minutos en la microcentrifuga Eppendorf. 

2.- La pastilla se secó por centrifugación al vacío y se 
resuspendió en 320 ¿¿1 de TE con la final i dad de obtener una 
concentración final de DNA de 2.5 ng/yl. 

Mareaje radiactivo del plásmido. 
1.— El DNA linearizado se desnaturalizó calentándolo por 2 

minutos en baño de agua en ebullición; posteriormente se pasó 
inmediatamente a hielo. La mezcla de la reacción se preparó de 
la siguiente manera: 

Solución de DNA lineal (2.5 ng/ul) 10 ul 
Solución buffer 10 ul 
Primer 5 ul 
HjO ultrapura (la apropiada pa-) 
ra un volumen final de 50 ul). 
33P—dCTP (3 000 Ci/mmol) 5 ul 
Fragmento Klenow de la 
DNA polimerasa 2 til 
La reacción se incubó por 30 minutos a 37eC o toda la noche 

a temperatura ambiente y se detuvo agregando 5 ul de EDTA 0.2M 

Separaci ón de la sonda radiact iva de el 32P-dCTP no 
incorporado. 

1.- Dos g de Sephadex G-50 (médium) se hidrataron en 150 mi 
de TE 24 horas antes de realizar el mercaje. 

2.- En el fondo de una jeringa de 1 mi se colocó un tapón de 
fibra de vidrio tratada con silicón y en ella se empacó una 
columna con el Sephadex. 

3.- La columna se cargó con la muestra y se recolectó en 
tubos Eppendorf 5 fracciones de 100. 250, 100, 100 y 100 ul cada 
una. 

4.~ De cada una de las fracciones de elución se tomaron 5 ul 
y se fijaron en un pedazo de papel fitro de nitrocelulosa o de 
fibra de vidrio. Cada pedazo de papel se introdujo en un vial de 
1íquido de centelleo y se 1 levaron a un contador de centelleo 
1iquido. 

5.— El plásmido eluyó en los tubos 2 y 3. Se reunieron ambas 



alícuotas y se calcularon las cuentas totales. 
Cálculo de la actividad especifica del DNA marcado 
1.- Un u1 de la muestra de la reacción se pasó a un tubo 

Eppendorf conteniendo 9 ul de TE IX. 
2.- De este tubo se tomaron 5 ul y se fijaron en un disco de 

fibra de vidr i o. Las cuentas aguí f i jadas correspondí e-ron a las 
cuentas tota 1 es. 

3. A los otros 5 ul se les agregó: 
a) DNA acarreador, 50 ul 
b) TCA al 10% frío: 2 mi 
Se agitó en un agitador tipo vortex y se dejó enfriar por 10 

a 15 minutos en hielo. 
4.- El DNA precipitado se recuperó por filtración en un 

disco de fibra de vidrio, el cual se lavó 3 veces con TCA al 
10%. 2 veces con etanol al 70% y 1 vez con etanol al 96%. 

5.- El filtro se dejó secar y se introdujo a un vial con 
1íquído de centelleo que se 1 levó a un contador de centelleo 
liquido. Las cuentas aqui fijadas correspondieron a las 
incorporadas al plásmido. 

6.- Se calcularon los siguientes parámetros: 

I) Porcentaje de incorporación 
Cuentas incorporadas (paso 5)X 100 = 
Cuentas totales (paso 2) 

II) Cantidad total de DNA sintetizado en ng = (A) = 
# total de uCi añadidos X 13.2 X % de incorporación + 25* 
# de tipos de dNTPs añadidos X promedio de la acti-

vidad especifica de los 
dNTPs añadidos. 

asumiendo en la nueva cadena de DNA sintetizada un 25% de 
contenido para cada uno de los dNTP 
*ng de DNA colocados para la reacción 
III) Cantidad de radiactividad incorporada= (B) = 

Total de uCi añadidos X 2.2 X 104 X % de incorporación 

IV) Actividad específica del DNA= 
=BX 103 dpm/ug 
A 



3.6. Hibridación. 
Técnica descrita por Whal y cois, en 1976 (57). 
Prehibridac ión 
1.— El papel f i 1 tro de nitrocelulosa con RNA f i jado y 

horneado se colocó dentro de una bolsa de plástico sel-lada por 3 
de sus lados. 

2.- En la bolsa se añadió la solución de prehibridación. El 
volumen añadido estuvo determinado por el tamaño del papel de 
nitrocelulosa. Para un tamaño de filtro de 8.5 X 11 generalmente 
empleamos de 5-6 mi. 

3.- El cuarto lado de la bolsa se selló teniendo especial 
cuidado en eliminar las burbujas. 

.4.- Las bolsas se dejaron por un mínimo de 4 horas, 
generalmente toda la noche, en un baño de agua a 42°C con 
agitación continua. 

Hibridación. 
1,- Una alícuota del plásmido radiactivo (de 10 a 20 X 106 

cpm) se calentó en un baño de agua hirviendo por 2 minutos e 
inmediatamente se pasó a hielo. 

2.~ La bolsa se abrió por una esquina y se retiró la 
solución de prehibridación. La sonda se mezcló con la solución de 
hibridación y se introdujo a la bolsa. El volumen de la solución 
de hibridación para un tamaño de filtro de nitrocelulosa de 8.5 X 
11 cm fué de 3-4 mi. 

Lavados 
1.- Terminado el tiempo de hibridación se eliminó la 

solución de la bolsa, y reunidos los filtros de nitrocelulosa en 
una banaeja de plástico se 1 avarón de la siguiente manera: 

2.- Dos lavados rápidos a temperatura ambiente con 300 mi de 
una solución de SSC 2X y SDS 0.1% 

3.- Dos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente con 300 
mi de una solución de SSC 2X y SDS 0.1%. 

4.- Cuatro 1 avados de 30 mi ñutos a 50 ° C con 300 mi de una 
solución de SSC 0.1X y SDS 0.1% 

5.- Los filtros de nitrocelulosa se dejaron secar a 
temperatura ambiente entre 2 pape les Whatman. 

3.7. Autorradiografia. 
Una vez secos 1 os fi 1 tros de ni trocelu1 osa se expusi eron a 

una pe 1ícu1 a virgen de rayos X con panta1 la amp1 ificadora. El 
tiempo de exposición dependió da la vida media del 32P. 

V.d.4. Cuantificación del RNAm de la PRL 
El RNAm de la PRL se cuantificó midiendo la radiactividad 

fijada en el filtro de nitrocelulosa por la técnica de' mancha. 



Para ello las áreas de filtro donde se había fijado el RNA se 
recortaron y se introdujeron a un vial que contenía 5 mi de 
líquido de centelleo. Finalmente, los viales se llevaron a un 
contador de centelleo líquido. 

V.d.5. Evaluación de los resultados. 
1.- Los autorradiogramas que se obtuvieron de las 

transferencias tipo Northern, la fijación-de RNA en mancha y la 
fijación en línea los evaluamos por apreciación visual. 

2.- Las cifras de radiactividad retenidas en los diferentes 
fi 1 tros se sometieron a las pruebas estadísticas de análisis de 
varianza y comparación múltiple de medias de Tukey (62). Las cpm 
se normalizaron asignando en cada experimento el valor de 1 a uno 
de los valores del grupo testigo tratado con . aceite y 
calculando sobre esta base al resto de las cpm su correspondiente 
valor. Asi para cada grupo informamos la media (X) de su 
incremento de RNAm de PRL y su desviación estándar (D.E.). 



VI. RESULTADOS 
VI.a. PREPARACION DEL RASTRADOR MOLECULAR. 
El perfil electroforético de las digestiones de pPrl-1 con 

algunas endonucleasas de restricción confirmó su identidad: 

1} BqlII linearizó el plásmido cortando una vez en el 
inserto mas no el vector. 

2) EcoRI 1 inearizó e1 plásmido cortando una vez en el vector 
mas no en el inserto. 

3) BamHl 1 inearizó e1 plásmido cortando una vez en el vector 
mas no al inserto. 

4) PstI liberó un fragmento de aproximadamente 800 pb que 
migró en el gel entre los marcadores de peso molecular de 650 y 
910. PstI libera el inserto que se sabe es de 735 pb. 

5) BalII + EcoRI liberó un fragmento entre 900 pb y 1500 pb. 
Esta combinación de enzimas libera un fragmento que dependiendo 
de la orientación del vector debe ser de 1004 pb o 1220 pb. 

La eficiencia de la transformación de E. coli cepa HB 101 
con pBR322 fué de 1.6 X 104 colonias/ug de DNA y con pPrl-1 fue 
de 1.06 X 10* colonias/ug de DNA. Ambas eficiencias de transfor-
mación se consideraron bajas ya que generalmente con esta cepa 
bacteriana y con pBR322 se obtienen eficiencias de 2 X 10* colo-
nias/ug de DNA (30) . De una colonia transformada con pPrl-1 se 
realizó el procedimiento de producción de DNA plasmídico a gran 
escala. Con este procedimiento y cultivando 1 1 de medio se 
obtuvieron 540 ug de DNA plasmídico que con amortiguador TE se 
ajustaron a una concentración final de 0.5 ug/ul (Figura 1). 

VI.b. EXPERIMENTO I. EFECTO DE UNA DOSIS DE TFP. 

De la extracción de RNA de 1 grupo de ratas tratadas con E2 
se purificaron 166 ug, del que recibió TFP se obtuvieron 181 ug y 
del que recibió + TFP se recuperaron 91 ug. El RNA aislado a 
partir del grupo testigo que recibió aceite mostró indicios de 
degradación (tabla 5). La relación de la absorbancia 260/280 fué 
de 1.7, lo cual indicó un grado aceptable de pureza del RNA 
(tabla 5). La integridad de los preparados de RNA se corroboró al 
apreciar en el ge 1 de agarosa-urea—ácido las bandas correspon-
dientes a RNA ribosomal 28 S y 18 S con una intensidad de fluo-
rescencia de 2:1. La ausencia de DNA se constató por la ausencia 
de fluorescencia arriba de la banda 28 S. (Figura 3). . 

i Para la detección del RNAm de la PRL por la técnica de 
fijación en mancha en su modalidad "manual" se analizaron 8, 6, 4 
y 2 ug de cada uno de los preparados de RNA. Se incluyó además 



TABLA 5 . EVALUACION DE LOS RNAs PURIFI-
CADOS A PARTIR DE LAS ADENOHIPOFISIS DE 
LAS RATAS DEL EXPERIMENTO I . 

Grupo Tratamiento Dosis/Día* Producciórt Pureza6 Integridad 
Ug (TFP) ug 

1 Aceite - - - -
2 E, - 166 1.7 + 

3 TFP 21 181 _ 1.7 + 
- 4 Ej + TFP 21 91 1.7 + 

la dosis por día del grupo tratado con E¡ fué de 20 ug 
b. en ug de RNA recuperado 

valorada por la relación de absorbancia 260/280 nm. 
<+> indica integridad y <—> indica degradación de los transcritos. 
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^ a f a Ejemplo del perfil electroforético de RNAs recupe-
rados de las adenohipófisis de las ratas del experimento I. Los 
RNAs se extrajeron por la técnica de isotiocianato de guani-
dina/cloruro de litio, se separaron en gel de agarosa-urea-ácido 
se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron por ilumina-
ción con luz U.V. Las imágenes corresponden a los RNAs de lo=? 
animales tratados con 17 fi-estradiol (1) y trifluoperazina (2). 



como te. tigo negativo de hibridación a RNA de hígado de rata. En 
el autorradiograma se observó que conforme disminuyó la cantidad 
de RNA fijado fué menor la seña 1 autorradiográf ica en la pe 1 icula 
de rayos X. La comparación de los tres tratamientos en cada una 
de las alícuotas reve 1 ó que el E2 indujó 1 os nive 1 es de RNAm de 
PRL más altos y la TFP los niveles más bajos. Cuando 1 a TFP se 
administró conjuntamente con el E2 los niveles de RNAm de PRL 
fueron intermedios a los grupos antedichos. El RNA de hígado no 
dió señal (figura 4). 

El análisis de los transcritos por la técnica de "Northern" 
se realizó desnaturalizando las muestras con glioxal y separándo-
las por electroforésis en gel tipo cortina vertical. Se procesa-
ron 7.5 ug de RNA de los grupos de ratas tratadas con Ej , TFP y 
+ TFP y se incluyó como testigo negativo de hibridación a RNA del 
hígado de rata. El autorradiograma reve 1ó que los niveles de RNAm 
de PRL fueron mayores en el grupo de ratas tratadas con E2 , en 
segundo término el de las ratas tratadas con E2 + TFP y por 
último. el de aquellos tratadas con TFP. El RNA de hígado de 
rata, no dió señal de hibridación. (Figura 5), 

VI.c. EXPERIMENTO H a . EFECTO DE CINCO DOSIS DE TFP. 
De las adenohipófisis de los 10 grupos de ratas del experi-

mento lía se obtuvo RNA en suficiente cantidad, adecuada pureza e 
integridad. De 9 de ellos se purificaron más de 120 ug y en uno 
71 ug. La relación de la absorbancia 260/280 nm varió entre 1.5 y 
1.6 (Tabla 6). Este valor es cercano al óptimo e indica un grado 
aceptable de la pureza del RNA. Con el énalisis de las muestras 
en gel de agarosa-urea-ácido se constató la integridad y ausencia 
de DNA (figura 6). 

La evaluación del contenido del RNAm de PRL se llevó a 
cabo por las técnicas de fijación en mancha y transferencia tipo 
Northern. La primera de ellas se realizó una vez en su modalidad 
"manua1" y dos con la ayuda del aparato comerc i a 1 (Vacusystem, 
ABN). En los tres ensayos se fijaron por duplicado 5 ug de RNA de 
cada uno de los grupos y del testigo negativo de hibridación (RNA 
de hígado de rata). En los autorradiogramas se observó que los 
grupos de ratas tratadas con aceite y solución salina presentaron 
un nivel similar de RNAm de PRL. El grupo tratado con Ea dió los 
niveles más altos de RNAm de PRL. Finalmente los grupos que 
recibieron dosis de TFP sola y conjunta con el E2 dieron niveles 
similares a los grupos tratados con solución salina y aceite. Una 
vez más, con el RNA de hígado de rata no se obtuvo señal (Figura 
7 ) . 

El conteo de la radiactividad unida a cada una1de las áreas 
donde se fijó RNA por la técnica en mancha concordó con la 
apreciación visua1 de 1 os autorradiogramas, El análisis estadís-
tico de la X - DE (Tabla 7) del incremento de RNAm de PRL con 
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T A B L A <S. E V A L U A C I O N IDE L O S R N A s P U R I F I -
C A D O S A P A R 1 1 R D E L A S A D E N O H I P O P I S I S D E 
L A S R A T A S D E L E X P E R I M E N T O l i a . 

Grupo Tratamiento Dosis/día" Producción Pureza' Integridad 
ug (TFP) uq 

1 ace i te - 124 1.5 + 

2 solución 
sal ina 

- 189 1.5 + 

3 - 163 1.5 
4 TFP 12 125 1.5 + 

5 TFP 48 114 1.4 + 

6 TFP 96 71 1.3 + 

7 Ê  + TFP 12 200 1.5 + 

8 E2 + TFP 24 183 1.6 + 

9 Ea + TFP 36 153 1.5 + 

10 Ej + TFP 48 170 1.4 + 

*. la dosis/día del grupo tratado con ~E¡ fué de 20 pg. 
h. en ug de RNA recuperado. 

valorada por la relación de absorbencia 260/280 nm. 



1 2 3 4 5 

Figura 6. Ejemplo del perfil electroforético de RNAs recupe-
rados de las adenohipófisis de las ratas del experimento lia. Los 
RNAs se extrajeron por la técnica de isotiocianato de guanidina-
/cloruro de litio, se separaron en gel de agarosa-urea-ácido, se 
tiñeron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. Las 
imágenes corresponden a 1 os animales tratados con aceite (1), las 
dosis de tri f luoperazina (TFP) de 12, 48 y 96 /ug/día (2, 3 y 4) y 
17 fl-estradiol + TFP de 48 ug/día (5). 
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Figura 7. Autorradiograma de la hibridación en mancha entre 
los RNAs de adenohipófisis del experimento lia y 93P-pPrl-l. Se 
muestra el autorradiograma resultante del experimento lia que 
incluyó a ratas sometidas a 1 os tratamientos con aceite (1), 
solución salina (2), 17 /3-estradiol (E, ) (3), las dosis de § + 
las 4 dosis de trifluoperazina (TFP) de 12, 24, 36 y 48 ug/día 
(4, 5, 6 y 7) y las 3 dosis de TFP de 12, 48 y 96 vq /día (8, 9 y 
10). Se incluyó también RNA de hígado de rata (11). Cinco ug de 
RNA total se fijaron a papel de nitrocelulosa y se hibridaron con 
pPrl-1 marcado radiactivamente con 32P-dCTP. 



T A B L A -7 . V A L O R E S C U 7 V N T I T A T I V O S D H H 
C R E M E N T O D E L R N A m IDE P R L D E R A T A 
E X P E R I M E N T O H a 

I N -
D E L 

Grupo Tratami ento Dos is/Dia® Incrementé n 
ug (TFP) X DE 

1 ace i te 
— 

1. 01 0. 026 3 
2 solución 

salina 0.93 0.15 3 
3 2.10 0.18 3 

4 + TFP 12 0.98 0.17 3 

5 + TFP 24 1. 12 2 

6 + TFP 36 1.58 2 
7 + TFP 48 0.97 0.12 3 

8 TFP 12 0. 93 0.18 3 

9 TFP 48 0.97 0.18 3 

10 TFP 96 0.61 1 

a. Valores calculados a partir de las cpm detectadas en los filtros de 
nitrocelulosa con RNA fijado en mancha y en donde se tomó como base de 1 a una 
de las cpm del grupo tratado con aceite. 



cada una de las dosis indicó una diferencia significativa entre 
el valor de la X del grupo tratado con E2 y el del resto de los 
grupos (p<0.01) (Figura 8). 

La transferencia tipo Northern se realizó por duplicado 
(figura 9 y 10). En una, las muestras se desnaturalizaron por la 
técnica de formamida—formaldehido y en la otra por la "técnica de 
gli oxa1. 

En la transíerene i a donde se desnatura 1 izaron 1 as muestras 
con formamida/formaldehido se tomaron 5.0 ug de RNA de cada uno 
de los grupos y de hígado de rata. La resolución electroforética 
se rea 1 izó en ge 1 hori zontal.En el autorradiograma se aprec i ó 
que 1 os niveles de RNAm de PRL fueron similares en 1 as ratas 
tratadas con solución salina y aceite y superiores en las trata-
das con E2 . Los RNAs de los grupos de ratas tratados con TFP más 
E2 presentaron niveles de RNAm de PRL similares a los grupos 
tratados con solución salina, mientras que los animales tratados 
únicamente con TFP mostraron niveles ligeramente inferiores a 
éstos últimos (Figura 9). 

Para la transferencia tipo Northern donde las muestras se 
desnaturalizaron con glioxal, se procesaron 5.0 ug de RNA de cada 
grupo, excepto para las dosis de TFP de 24 y 96 ug/día (estos 
RNAs se habían ya agotado), y se separaron en un gel de agarosa 
en posición horizontal. En general los niveles de RNAm de PRL 
detectados fueron similares a los del experimento donde el RNA se 
desnaturalizó con formamida—formaldeíiido (Figura 10). 

EXPERIMENTO Ilb. EFECTO DE CINCO DOSIS DE TFP. 

La extracción de RNA total de las 8 adenohipófisis de ratas 
de cada uno de 1 os grupos de 1 experimento IIb rindió entre 120 y 
200 ug. La pureza se consideró ópt ima a 1 obtener va lores de 
relación de absorbancia mayores de 1.8 (Tabla 8). También se 
consideró aceptable su integridad al visualizar en el gel de 
agarosa urea-ácido, 1 as bandas de RNA ribosoma1 28 S y 18 S, 
nítidas y en la proporción adecuada. 

El efecto de TFP sobre los niveles de RNAm de PRL obtenidos 
por medio de la técnica de "transferencia tipo Northern reveló que 
los grupos de ratas tratadas con aceite y solución salina presen-
taron niveles similares de RNAm de PRL, La TFP ocasionó un 
incremento de ellos conforme se aumentó la dosis. Para la dosis 
de TFP de 12 ug/dla los niveles fueron similares a los basales; 
para la dosis de 96 ug/dla fueron intermedios entre los basales y 
los del grupo que recibió Ej . Los transcritos para PRL de las 
ratas que recibieron E2 más una de las cuatro dosi>s de TFP (12. 
24, 36, y 48 wg/día) también se incrementaron con la dosis. Para 
las dosis de TFP de 12 y 24 ug/día los niveles detectables de 
RNAm de PRL fueron similares a los basales, para la dosis de 36 
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Figura 8. Gráfica de la cuantificación del RNAm de PRL de 
rata del experimento lia mediante espectrofotometría en centelleo 
liquido. Incremento de los RNAm de PRL en ratas macho Sprague-
Dawl ey sometidas a los tratamientos del experimento lia con 
aceite, solución salina (2), 17 £-estradiol O), las 3 dosis de 
trif luoperazina (TFP) de 12, 48 y 96 jug/día (4, 5 y 6) . y E2 + 
Las 4 -dosis de TFP de 12. 24, 36 y 48 ug/día (7. 8, 9 y 10). El 
incremento se calculó a partir de las cpm de 5.0 ug de RNA 
fijados en mancha, hibrídados con 33P-pPrl-l y llevados a un 
contador de centelleo liquido. Se tomó como base de 1 a una de 
las cpm del grupo tratado con aceite. 
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Figura 9. Autorradiogr&ma de la hibridación tipo Northern 
del experimento lia y "P-pPrl-l. Se muestra el autorradiograma 
resultante del experimento lia que incluyó a ratas sometidas a 
los tratamientos con aceite (1), solución salina (2), 17 
estradiol (3), Ea + 4 dosis de trifluoperazina (TFP) de 12. 24. 
36 y 48 ug/día (4, 5, 6 y 7) y las 3 dosis de TFP de 12, 48 y 96 
ug/día (8, 9 y 10). Se incluyó también RNA de hígado de rata 
(11). En cada carril se resolvieron 5.0 jug de los RNA que se 
desnaturalizaron con formamida/ formaldehido. La electroforesis 
fué horizontal, -la transferencia a filtro de nitrocelulosa y la 
hibridación con pPrl-1 marcado radiactivamente con MP-dCTP. 
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Figura 10. Autorradiograma d© la hibridación tipo Northern 
del experimento H a M P - p P r l - l . Se muestra el autorradiograma 
resuiante del experimento lia que incluyó a ratas sometidas a los 
tratamientos con aceite (1), solución salina (2), 17 fi-estradiol 
(Ej ) (3). la dosis de § + 4 dosis de trifluoperazina (TFP) de 12, 
24, 36 y 48 ¿tg/dia (4, 5 , 6 y 7) y la dosis de TFP de 48 ug/día 
(8). Se incluyó también RNA de hígado de rata (9). En cada carril 
se resolvieron 5.0 yg de RNA total que se desnaturalizaron con 
glioxal. La electroforesis fué horizontal. la transferencia a 
filtro de nitrocelulosa y la hibridación con pPrl-1 marcado con 
"P-dCTP. 



T7\B3LA 8 . E V A L U A C I O N D E L O S R N A s P U R I — 
E I C A I D O S A P A R T I R D E L A S A D E N O H I P O F I S I S 
D E L A S R A T A S D E L , E X P E R I M E N T O I l b 

Grupo Tratamiento Dosis/Dia" Producciórt ' Pureza6 Integridad 
ug (TFP) ug 

1 aceite - 192 1.9 + 

2 solución 
salina 

- 130 1.8 + 

3 - 184 1.9 + 

4 TFP 12 107 1.8 + 

5 TFP 48 179 1.9 + 

6 TFP 96 128 1.9 + 

7 Ej + TFP 12 156 1.8 + 

8 Ea + TFP 24 172 1.9 + 

9 + TFP 36 156 1.9 + 

10 E2 + TFP 48 128 1.9 + 

la dosis/dia de los grupos tratados con E8 fué de 20 ug. b, en ug de RNA recuperado. 
c. valorada por la relación de absorbancia 260/280 nm. 



ug/día intermedios a los basales y los observados con el E3 ; no 
asi para la dosis de TFP de 48 ,ug/día, en la que se observaron 
similares a los del Ea (figura 11). 

VI.d. EXPERIMENTO III. EFECTO DE CINCO DOSIS DE W7 . 
La extracción de RNA total de las 5 adenohipófisis de ratas 

de cada uno de 1 os grupos experimenta les fué de alrededor de 100 
ug (tabla 9). La pureza de los transcritos se consideró óptima al 
obtenerse val ores de relación de absorbanci a de 260/280 entre 
1.8 y 2.0. Su buena integridad quedó manifiesta al observar los 
transcritos nitidos y en la proporción adecuada en el gel de 
agarosa—urea-ác ido. 

El efecto de diferentes dosis de W7 se ana 1 izó por la técni-
ca de transferencia tipo Northern y reveló que los grupos trata-
dos con aceite y solución salina no presentaron diferencia en los 
niveles de RNAm de PRL y que el Ej los incrementó notablemente. 
Las diferentes dosis de W7 (9.4, 37.5 y 75 ug/día) causaron en 
1 as ratas un nive 1 de transcritos similar al de 1 os grupos 
tratados con aceite y solución salina. Finalmente, la administra-
ción conjunta del E2 y de cada una de las dosis de ^ (9.4, 18.7, 
28.1 y 37.5 ug/día) causaron en las ratas niveles comparativa-
vamente iguales al de los grupos tratados con aceite y solución 
salina (figura 12). 

VI.e. EXPERIMENTO IV. EFECTO DE UNA DOSIS DE MTC. 
El RNA que se extrajo de cada uno de los conjuntos de 

adenohipófi sis de las ratas del experimento IV, reunió 1 os 
requisitos para el análisis del RNAm de PRL. La extracción de RNA 
total de cada grupo rindió entre 150 y 250 ug. La pureza se 
consideró aceptable al obtenerse va 1 ores de la re 1ación de 
absorbancia de 260/280 nm de 1.7 (Tabla 10). Los transcritos se 
visualizaron íntegros y en 1 a proporción adecuada en el gel de 
agarosa-urea-ácido. 

Los RNAs se fijaron a filtros de nitrocelulosa con ayuda 
del aparato "vacusystem", tanto en su forma en mancha como en su 
forma en línea-. 5 ug de RNA se fijaron por la primera técnica y 3 
ug por la segunda. También se analizó el RNA por la técnica de 
transferencia tipo "Northern". En ella 5 ug de cada uno de los 
grupos se desnaturalizaron por la técnica de glioxal y se separa-
ron en gel de agarosa horizontal. En los autorradiogramas 
obtenidos por las 3 técnicas (Figura 13, 14 y 15) sf observó que 
el Ej y la MTC incrementaron los niveles basales de RNAm de PRL 
Sin embargo, el efecto de la MTC fué menor al del E2 . El más la 
MTC administradas conjuntamente incrementaron los niveles de RNAm 
de PRL más de lo que causó el Ej . 
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Figura 11. Autorradiograma de la hibridación tipo Northern 
del experimento Ilb y 32P-pPrl-l. Se muestra el autorradiograma 
resultante del experimento Ilb que incluyó a las ratas sometidas 
a los tratamientos con aceite (1), solución salina (2), 17 B-
estradiol (Ea ) (3), las 3 dosis de trifluoperazina (TFP) 12, 48 y 
96 yg/día (4, 5 y 6) y E, + 4 dosis de TFP 12, 24, 36 y 48 ug/dia 
(7, 8, 9 y 10). Se incluyó también RNA de hígado de rata (11). En 
cada carril se resolvieron 5.0 ug de RNA total que se desnatura-
lizaron con glioxal. La electroforesis fué horizontal, la trans-
ferencia a filtro de nitrocelulosa y la hibridación con pPrl-1 
marcado radiactivamente con P-dCTP. 



T A B L A 9 . E V A L U A C I O N D E L O S R N A s P U R I F I -
C A D O S A P A R T I R D E L A S A D E N O H I P O F I S I S D E 
L A S R A T A S D E L E X P E R I M E N T O I I I . 

Grupo Tratamiento Dosis/Día* Producción Pureza15 Integridad 
ug (W7 ) ug 

1 aceite — 192 1.9 + 

2 solución 
sa1ina 

- 130 1.8 + 

3 __ 184 1 . 9 + 

4 % 9.8 107 1.9 + 

5 W7 37.5 116 1.9 + 

6 % 75 . 0 96 1 . 8 + 

7 E, + W 9.8 140 1.9 + 

8 E2 + W 18. 7 134 1. 9 + 

9 E2 + W 28. 1 144 1.9 + 

10 E2 + W 37.5 94 2.0 + 

4. la dosis/dia de los grupos tratados con E2 fué de 20 ¡jg. b. en ag de RNA recuperado. 
e. valorada por la relación de absorvancia 260/280 nm. 

\ 
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Figura 12. Autorradiograma de la hibridación tipo Northern 
del experimento III y MP-pPrl-l. Se muestra el autorradiograma 
resultante del experimento III que incluyó a las ratas sometidas 
a los tratamientos con aceite (1). solución salina (2), 17 B-
estradio 1 (Ej ) (3), las 3 dosis de ty de 9.8, 37.5 y 75 /ug/día (4, 
5 y 6) y £¡ + las 4 dosis de W <*e 9.8. 18.7. 28.1 y 37.5 yg/día 
(7, 8. 9 y 10) . Se incluyó también hígado de rata (11) . En cada 
carril se resolvieron 5 ug de RNA total que se desnaturalizaron 
con glioxal. La electroforesis fué horizontal, la transferencia a 
filtro de nitrocelulosa y la hibridación con pPrl-1 marcado 
radiactivamente con 38P-dCTP, 



T-A~RT A Í O . E V A L U A C I O N D E L O S R N A s P U R I -
F I C A D O S A P A R T I R D E L A S A D E N O H I P O F I S I S 
D E L A S R A T A S D E L E X P E R I M E N T O I V . 

Gi~upo Tratamiento Dosis/di a8 Produce iórí Pureza0 Integridad 
jug (MTC) jjg 

1 solución 
sa1 ina 

- 154 1.7 + 

2 E2 _ 252 1.7 + 

3 MTC 99 142 1 . 7 + 

4 Ej + MTC 99 204 1.7 + 

*. la dosis/día de los grupos tratados con E2 fué de 20 pg. b. en ug de RNA recuperado. 
c. valorada por la relación de absorbancia a 260/280 nm. 



Figura 13. Autorradiograma de la hibridación en mancha entre 
los RNAs de las adenohipófisis de ratas del experimento IV y P-
pPrl-1. Se muestra el autorradiograma resultante del experimento 
IV que incluyó a ratas sometidas a los tratamientos con solución 
salina (1), 17 6-estradiol (Ej) (2), metoc1opramida (MTC) (3) y S 
+ MTC (4). Cinco yg de RNA total/alícuota se fijaron a filtro de 
nitrocelulosa y se hibridaron con pPrl-1 marcado radiactivamente 
con "P-dCTP. 

\ 



Figura 14. Autorradiograma de la hibridación en linea entre 
los RNAs de las adenohipófisis de ratas del experimento IV y 32P-
pPrl-1. Se muestra el autorradiograma resultante del experimento 
IV que incluyó a ratas sometidas a los tratamientos con solución 
salina (1), 17 fí-estradiol (Ej} (2), metoclopramida (MTC) (3) y J? 
+ MTC (4)- Tres ug de RNA total se fijaron a filtro de nitrocelu-
losa y se hibridaron con pPrl-1 marcado radiactivamente con 32P-
dCTP. 
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Figura 15. Autorradiograma d© la hibridación tipo Northern 
del experimento IV y 32P-pPrl-l. Se muestra el autorradiograma 
resultante del experimento IV que incluyó a ratas sometidas a los 
tratamientos con solución salina (1). 17 i3-estradiol (Ej ) (2), 
metoclopramida (MTC) (3) y + MTC (4). Se incluyó también RNA 
de hígado de rata. En cada carril se resolvieron 5.0 ug de RNA 
total que se desnaturalizaron con glioxal. La electroforesis fué 
horizontal, la transferencia a filtro de nitrocelulosa y la 
hibridación con pPrl-1 marcado radiactivamente con 32P-dCTP. 



RNAmdf1 p £ * 1 í ? ^ « ° S í ? ? í - t H - V e l 3 - X : D E d e l i n c ^ n t o de K^Ajnde PRL (tabla 11) indicó un incremento significativo ai ocasionado tanto por el E, como por el 5 más la MTC (p< 0 01) y 
™ J l g ? l f l C a t í V C \ a I i n d u c i d o la MTC. Este mismo estudio estadístico indicó un incremento significativo al promovido por 
! ; < T s y , l 8 u K " t a d e l + 1 3 p° r ? 



T A B L A I X . V A L O E S C U A N T I T A T I V O S D E L I N -
C R E M E N T O D E R N A m D E P R L D E R A T A D E L 
E X P E R I M E N T O I V . 

Grupo Tratamiento Dosis/día* Incrementé n 
jug (TFP) X DE 

so 1uc ión 
sali na 

1 . 0 0. 23 

MTC 99 1.53 0.30 

4.07 0.97 

E, + MTC 99 6.28 0.46 

*. la dosis/dia de los grupos tratados con E3 fué de 20 ug. b. valores calculados a partir de las cpm detectadas en los filtros de 
nitrocelulosa con RNA fijado en mancha y en donde se tomó como base de 1 a una 
de las cpm del grupo tratado con solución salina. 
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Figura 16. Gráfica de la cuantificación del RNAni de la PRL 
de rata del experimento IV mediante espectrofotometría en cente-
lleo líquido. Incremento del RNAm de la PRL en ratas m^cho 
Sprague—Dawley sometidas a los tratamientos con solución salina 
(1), 17 B-estradiol (Ej ) (2), metoclopramida (MTC) (3). y 5 + MTC 
(4). El incremento se calculó a partir de las cpm de 5.0 jug de 
RNA fijados en mancha e hibridados con pPrl-1 marcado radiactiva-
mente con 32P-dCTP. Se tomó como base de 1 a una de las cpm del 
grupo tratado con solución salina 



VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES 
En los experimentos I. lía y IV evaluamos el RNAm de la PRL 

las 3 técnicas de fijación de RNA: tipo Northern, en 'linea y en 
mancha y corroboramos que las tres dan resultados similares. 

En el experimento lia realizamos una transferencia tipo 
Northern por la técnica de desnaturalización de RNA con formami-
da/formaldehido y otra por la técnica de glioxal y ambos procedi-
mientos dieron resultados simi lares. Las 1í neas observables en la 
parte superior de 1 autorradiograma resultante de la hibridación 
tipo Northern por la- técnica con formamida/formaldehido 
corresponden a transcritos nucleares, y con ello se corroboró la 
mayor eficiencia de esta técnica (8). Siendo nuestro interés la 
detección de los transcritos maduros de la PRL y habiendo 
proporci onado ambas técnicas resultados simi1aes para este 
parámetro se emp 1eó en lo sucesivo la técnica con glioxal. Esta 
técni ca es menos 1aboriosa y no requ i ere forma 1dehído (reactivo 
tóxico e irritante) (8). 

En ei experimento lia y IV real izamos un análisis cuanti ta— 
tivo mediante la medición de la radiactividad unida al RNA 
fijado en mancha. De esta va 1 oración fué importante confirmar que 
entre los valores de los grupos testigos negativos (ratas trata-
das con aceite y solución salina) no hubo diferencia significati-
va y si entre éstos y el grupo testigo positivo (ratas tratadas 
con Ej). La importancia radicó en que ellos fueron puntos de 
referencia en la valoración del efecto de la TFP, W, y MTC. 

El experimento lia se repitió a fin de corroborar y comple-
tar los resultados. Los resu1tados de ambos experimentos si bien 
no concordaron totalmente. no fueron contradictorios. En ambos, 
el grupo de ratas tratadas con aceite y solución salina presenta-
ron similares los niveles de RNAm de PRL y el grupo tratado con 
E^ marcadamente más e1evados. Igua1mente, en ambos experimentos, 
la TFP no fué capaz de disminuir los niveles basales de RNAm de 
PRL, aunque en el segundo experimento se detectó un efecto 
inductor al aumentar la dos i s. La TFP bloqueó la acción del Ea en 
ambos experimentos: sin embargo en el lia el bloqueo fué con 
todas 1 as dosis y en el Ilb disminuyó al e11 as aumentar, 
llegando a ser nulo a la última. Dado que hubo menos problemas 
técnicos al repetir este estudio, consideramos más confiables 1 os 
resultados de 1 experimento Ilb y sobre e1 los basamos nuestras 
conclusiones. 

Los grupos de ratas tratadas con aceite y solución salina 
presentaron similares los niveles de RNAm de PRL. De ninguna de 
estas sustancias hay informes de efecto sobre la producción de 
PRL, por lo que a éstos niveles los consideramos los basales. 



E) nivel de transcritos para PRL que presentó el grupo de 
ratas tratadas con E2 fué notoriamente más alto que el basal. En 
el animal intacto y en cultivo de células adenohipofisarias, está 
demostrado que el E¿ incrementa la producción de la PRL 
promoviendo la duplicación del lactotropo (2) y la transcripción 
del gen (36, 42). Las ratas hembras son más suceptibles al E, , 
sin embargo, en ambos sexos se aumenta de 3 a 5 veces la síntesis 
de la PRL, después de 3 a 4 dias de tratramiento (50). Decidimos 
emplear ratas macho Sprague-Dawley, con el objeto de eliminar 
cualquier posibilidad de influencia estrogénica. El incremento de 
RNAm de PRL asi inducido en las ratas macho fué similar al 
informado en las ratas hembras Sprague-Dawley ovariectomizadas 
(36) . 

Ninguna de las dosis de W7 modificaron los niveles basales 
de RNAm de PRL y el efecto del E2 fué bloqueado totalmente por 
e1 las. En e1 animal intacto, no hay datos sobre 1 a acción de 1 W7 
a nivel de la producción de PRL. No obstante. el efecto 
antiestrogénico del W7 pudiera deberse a su propiedad de inhibir 
1 a CaM. Este efecto de 1 W7 recuerda al de 1 tamoxifen (fármaco 
anti estrogéni co i n vivo e in vi tro) el cua1. además de actuar 
compitiendo por el receptor estrogénico (44), posee la capacidad 
de inhibir CaM (26). 

Las mismas concentraciones molares de W7 se ensayaron con la 
TFP. Con este fármaco se aumentaron los niveles basales de RNAm 
de PRL a un nivel no superior a los inducidos por el E2 . La TFP 
es un fármaco antidopaminérgico (19) asi como inhibidor de CaM 
(56). La DA es capaz de inhibir la transcripción del gen de la 
PRL (34, 35), por lo cual, fué lógico que este fármaco 
antidopaminérgi co promoviera e1 aumento de 1 os transcri tos para 
PRL. Quedó fuera de nuestro alcance determinar si la propiedad de 
la TFP de inhibir CaM influyó en la magnitud del incremento de 
los transcritos. La TFP a las dosis de 12 y 24 ug bloqueó 
totalmente el efecto del Ej , a la dosis de 36 ug, parcialmente y 
no tuvo efecto a la dosis de 48 ug. El mecanismo de acción del E2 
para estimular la producción de PRL no está aún detallado, sin 
embargo, se postula que además de actuar en el lactotropo (14. 
36) interviene y modifica el sistema dopaminérgico. Asi pues, se 
informa que bajo la influencia del Ej los receptores dopami-
nérgicos en la adenohipófisis están disminuidos (25). Bajo estas 
circunstancias, en e1 sistema portal. los niveles de DA en el 
sistema porta 1 están disminuidos y aumentados 1 os de la TRH (14, 
21). Un dato más, es que las células lactotrópicas son más 
sensibles a la TRH cuando la acción de la DA es bloqueada (33). 
Sobre el mecanismo de acción intracelular del Ej , se sugiere la 
participación de CaM . Las evidencias provienen partir de células 
adenohipofisarias y de otros tipos de células blanco para los 
estrógenos (45, 51) y en donde de la inhibición de CaM ha 
redundado en un efecto antiestrogénico. Nosotros asumimos que en 
1 os resultados del presente traba jo la TFP bloqueó la acción del 



E, , por su interacción con CaM, y que esta propiedad influyó en 
la menor manifestación de su propiedad antidopaminérgica. Los 
resultados con MTC, fármaco antidopaminérgico y no inhibiodor de 
CaM, apoyan nuestra suposición. Una dosis molar de MTC menor a 
las de la TFP estimuló los niveles basales de PRL y potenció los 
inducidos por el Ê  . 

El W7 y la TFP no solo actúan inhibiendo a fosfodiesterasas 
de AMPc dependientes de CaM y a otras, fosfatasas y cinasas 
nucleares y citoplasmáticas dependientes de CaM (4, 38, 59), 
sino también presentan acciones a nivel de membrana que modifican 
el nivel de calcio intracelular (18, 52, 53). Ambos fármacos son 
similares en su potencia para inhibir CaM, pero el W7 es más 
específico por tener menor solubilidad lipídica (18). Asi pues, 
consideramos que en la diferencia del efecto de estos fármacos 
sobre los niveles de RNAm de PRL basales y los inducidos por el 
E2i no solo contribuyó la reconocida acción antidopaminérgica de 
1 a TFP, si no tambi én la diferencia de especificidad de acción 
intracelular. 

En cultivo primario de células adenohipofisarias de rata, el 
W7 y la TFP disminuyeron los niveles basales de PRL y bloquearon 
el efecto inductor del E, (32). En este modelo experimental, 
resulta más factible involucrar a la CaM en el mecanismo de 
acción intracelular del Ej . En el animal intacto, la inflüencia 
hipotalámica dificulta determinar la magnitud con que la 
inhibición de la CaM en el lactotropo contribuyó en los 
resultados y la magnitud del efecto de estos fármacos sobre otras 
células con influencia directa o indirecta ya en la fisiología 
del lactotropo o en los mecanismos de regulación de su produc-
ción. 

No obstante, pese a estas 1 imitaciones que nos impiden ser 
conclusivos es claro el efecto antiestrogénico del W, y la TFP 
sobre los niveles de RNAm de PRL. 



VIII. PERSPECTIVAS. 
El hacer evidente un evento molecular en un modelo in vivo, 

como lo es en ratas, tiene especial relevancia por la proyección 
que a la fisiologia del mamífero o del hombre pudiera hacerse. El 
hecho de que inhibidores de CaM hayan bloqueado el efecto estimu-
lador del Ej en la producción de transcritos para PRL está acorde 
con la hi pótesis de que la CaM está part i cipando en el mecanismo 
de acción intracelular del E2 . Si bien; la demostración de está 
hipótesis requiere aún de ensayos en mode los donde se contro 1 en 
mejor las condiciones experimenta 1 es, 1 os resultados que aporta-
mos justifican la realización de experimentos que den en este 
modelo, mayor certeza a la participación de CaM. Opciones que 
sugerimos: son i) Emplear fármacos aún más específicos para 
inhibir CaM. ii) Hacer estudios en núcleos aislados de células 
adenohipofisarias provenientes de ratas tratadas de una manera 
similar o igual a la nuestra. tal como ensayar si la adisión de 
CaM revierte el efecto inhibidor de estos fármacos, 
ili) Para lelamente se podría detectar por medio de electroforesis 
en 2 dimensiones el grado de fosforilación del receptor 
estrogéni co. 

Esté establecido que el estimula la producción de PRL 
actuando directamente en el lactotropo y modificando por vía 
hipotalámica el si stema dopaminérgico y laiiberación de 1 a TRH 
(14. 21). Lograr constatar, en un modelo in vivo, el mecanismo de 
acción intracelular del E, y de los genes que, además de la PRL 
son por él afectados, ayudariá en la determinación de la magnitud 
con que cada una de las diversas vías de acción del E2 aumentan 
la producción de la PRL. 

De entre las a 11eraciones de 1 as hormonas hipofisarias 1 a 
hiperpro1actinemia es la más frecuente. Las etiologías hasta 
ahora determinadas se han ident i f i cado en el si stema 
dopaminérgi co (19). Sin embargo, pers iste aún 1 a 
hiperprolactinemia idiopàtica y se ignora lo que determina el 
establecimiento de un prolactinoma (21). La respuesta y solución 
a estos problemas se dará con el estudio de la regulación de la 
síntesis y secreción de la PRL y con la detección de las 
alteraciones en los estados patológicos. Como modelo de 
investigación de esta patología se ha tomado a 1íneas celulares 
de origen tumoral (11) y al tumor inducido en ratas Fisher. por 
medio de la administración crónica de Ej . 

La CaM siendo una proteína ampliamente distribuida entre los 
organismos eucarióticos en sus diferentes tipos celulares, se ha 
involuerado en una divers idad de funciones celulares. Su 
participación es indispensable en el proceso del ciclo celular 
(17, 54) . Los i nformes en diversas líneas tumora les sobre 



alteraciones cualitativas y/o cuantitativas de la CaM son pocos y 
algunos contradictorios (9, 17). No obstante. algunos estudios 
preclínicos se han realizado empleándo fármacos con la propiedad 
de inhibir CaM y se han obtenido resultados prometedores (17). 

Asi pues., el claro efecto bloqueador de la TFP y el W, a la 
acción estimuladora del Ê  sobre los niveles de RNAm de PRL 
motiva a hacer ensayos, en el modelo del tumor hipofisario, 
inducido en ratas Fisher, empleando éstos u otros fármacos con la 
propiedad de inhibir CaM. Obtener resultados positivos en este 
modelo involucrarían a mensajeros intracelulares (CaM) en la 
fisiopatologia del prolactinoma. El pronóstico de esta patología 
se podría modificar con la utilización de dichos fármacos. 

\ 
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APENDICE i 
PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES 

1. Tratamiento de las ratas 
1.1. Aceite vegetal 
1.2. 17-lo estradiol . 

Solución madre: 5 rng/ml . Se disolvieron 5 mg de 17 íi— 
estradiol en 10 mi de etanol al 96 %, se alicuotaron en 
tubos Eppendorf y se almacenaron a 40 C. 
Solución de trabajo. 0.13 mg/mi. Se tomaron 1.3 mi de la 
solución madre y se aforaron a 50 mi con aceite vegetal. 

1.3. Trifluoperazina. Para 1 as di ferentes dosis de TFP se 
emplearon los preparados comerciales de Steiazine (Lab Smith 
Klein and French) de ampolletas de 1 mi a l mg/ml y de 
árnpulas de 10 mi de 2 mg/ml. A partir de las ampolletas de 1 
mi se preparó la dilución de 0.028 ug/ul y del vial de 10 mi 
las diluciones de 0.016. 0.032, 0.048 y 0.128 ug/ul. El 
diluyente fué solución salina, las diluciones se realizaron 
al momento de iniciar el tratamiento de los anímales y se 
guardaron en frascos oscuros a 4°C. 

1.4. W7 . Se disolvieron 10 mg de ty en 6 mi de etanol y se aforó 
con solución salina a 100 mi. De esta solución se prerararon 
las dilucones de 0.0125, 0.025, 0.037, 0.05 y 1.0 ¿jg/ül 
utlilizando como diluyente solución salina. 

1.5. Metoclopramida. Del preparado comercial de metoclopramida 
de 5 mg/ml (Lab Lepetit de México) se preparó la dilución 
de 0.13 ug/ul con solución salina. La dilución se realizó 
al momento de iniciar el tratamiento con los animales y se 
guardó en frasco oscuro a temperatura ambiente. 

2. Obtención de las adenohipófisis. 
2.1. SSC IX pH 7.0 tratada con DEP. NaCl 0.87% y citrato de 

sodio 0.44 %. 

3. Extracción de RNA. 
En la extracción de RNA tota 1 todo el material de' vidrio se 
horneó por 4 horas a 250 'C. El H 20 y todas l&s soluciones a 
excepción de las que contenían tris se trataron con DEP a 1 
0.1%. El émbolo del homogenizador tipo Potter se esterilizó 
en autoclave a 15 lb/pul2 - Siempre se emplearon tubos Eppen-
dorf y puntillas nuevas autoclaveadas. 



3.1. Solución D. Contiene: Isotiocianato de guanid ina 4M. 
citrato de s o c j o 0.25 mM d H 7. sarkosyl 0.5 % y i3-mercapto-
etanol al 0.72 %. 

3.2. H2C-DEP. A 1000 mi de agua bidestilada estéril se le 
agregaron 1 mi de DEP, se incubó toda la noche y se 
inactivó el DEP en autocle a 15 lb/pug* por 15 minutos, 

3.3. Acetato de sodic 2 M tratado con DEP. 
3.4. Sevag. Se disolvieron 49 mi de el oroformo y 1 mi de alcoho1 

i soamí1 i co. 
3.5. Etanol absoluto. 
3.6. Etanol al 75 %. diluido con agua-DEP 
3-6. LiC1 4 M. iratado con DEP. 
3.7. Buffer de sol ubi 1 ización. Consistió de SDS 0.1 %, EDTA 1 mM 

y Tris-HCl 10 mM. 
3.8. SDS al -1%. 
3.9. Tris-HCl 0.5M pH 7. 

4. Electroforesis de agarosa-urea-ácido. 
4.1. Urea 10 M: Se disolvieron 300 g de urea en un volumen final 

de 500 mi de Hj 0-DEP, se trataron por 30 minutos con carbón 
activado y se pasó por un filtro Whòtman No. 2. 

4.2. Citrato de sodio 0.25 mM pH 7.0. Se disolvieron 48.03 g de 
ácido cítrico. 6 g de NaOH en 1 1 de H, 0 bidestilada este-
ri 1. El pH se ajustó con NaOH 10 N. 

4.3. Bromuro de etídío a 1 ug/mì en tris-HCl. Se di 1uyeron 20 u1 
de bromuro de etidio (10 mg/ml) en 200 mi de tris-HCl 50 MM 
pH 7.6. 

4.4. Azul de bromofenol al 0.05 %\ Contuvo 0.05 g de azul de 
bromofeno1, 30 mi de glicerol y HjO-DEP cbp 100 mi. 

4.5. Buffer de coi-rida: Citrato de sodio 0.0*25 rnM pH 7.0. Se 
preparó a partir de buffer de citrato 0.25 M pH 7. 

5. Fijación de RNA en mancha a filtro de nitrocelulosa. 
5.1. Hj0-DEP. 
5.2. SSC 20 X pH 7.0 tratado con DEP. Contuvo NaCl 17.53 , 

citrato de sodio 8.82 % en H 20 bidestilada. Se trató con 
DEP. 

6. Electroforesis en gel de formamida-formaldehido. 
6.1. Buffer de fosfato de sodio 10 X: Contuvo Na2HPQ 0.18 M. y 

NaH2PQ 0.002 M. 
6.2. Formaldehido 4.4 M y buffer de fosfatos 2 X. Se preparó 

mezclando 35.73 mi de formaldehido al 37 % (12.3. M), 20 mi 
de buffer de fosfatos 10 X y 44.27 mi de H 20 bidestilada 
esteri 1. 

6.3. Col orante: Contiene azul de bromof eno1 0.4 %. xilene-cianol 
0.4 %, glicerol al 50 % y EDTA 1 mM. 

6.4. Buffer de corrida. Formaldehido 2.2 M en amortiguador de 
fosfatos 1 X. Se disolvieron 268 mi de formaldehido al 37 fe. 



150 mi de buffer de fosfatos 10 X y 1081 mi de H 20 bidesti-
1 ada esteri 1. 

6.5. Acetato de amonio 0.1 M. Se diluyeron 33.3 mi de acetato de 
amonio 3 M con 96.6 mi de H2 0 bidestilada estéril. 

6.6. Solución de bromuro de etidio. Consistió de bromuro de 
etidio 0.5 ¿/g/ml . acetato de amonio 0.1 M y B-mercaptoetanol 
0.01 M diluidos en agua bidestilada estéril. 

E jemp1 o: 
bromuro de etidio 15 u1 
acetato de amonio 3 M .10 mi 
B-mercaptoetanol 14.4 M 22.5 u1 
H 20 bidestilada estéril 289.7 mi 

6.7. Solución de acetato de amonio 0.1 M y B-mercaptoetanol a 1 
0.01M diluidos en agua bidestilada estéril. 

Acetato de amonio.3 M 10.0 mi 
B-mercaptoetanol 14.4 M 22.5 u1 
K 20 bidestilada estéril 289.7 u 1 

7. Electroforesis en gel de agarosa—glioxal. 
7.1. Fosfato de sodio 1 M pH 7.0. Se disolvieron 39 mi de 

Na2 HPQ 1 M y 61 mi de NaHj PQ 1M. 
7.2. Glioxal deionizado. En jeringas de 3 mi se empacaron 

columnas de 2 cm de longitud con la resina Bi orad AG-501 X 8 
(D). A través de el las se pasó en forma consecutiva glioxal 
al 40 % y se recolectó la elución en tubos Eppendorf. Las 
alícuotas se almacenaron a -20 BC. 

7.3. Glioxal/DMSO. Se disolvieron 125 u1 de DMSO. 42 u1 de 
glioxal deionizado al 40 %, 3 u1 de buffer de fosfatos de 
sodio 1 M pH 7.0. 

7.4. Colorante. Se diso 1 vieron 5 mg de azul de bromofenol, 5 mg 
de xilene cianol, 10 ul de buffer de fosfato de sodio 1 M pH 
7.0 y 900 ül de H2 0-DEP. 

7.5. Buffer de electroforesis: Consistió de amortiguador de 
fosfato de sodio 0.01 M pH 7.0. el cual se preparó a partir 
del buffer de fosfato 1 M pH 7 y diluyéndolo con H 2O bides-
tilada esteri1. 

7.6. Bromuro de etidio a una concentración de 5 ug/m1 en H2 O 
bidest i 1ada. 

S. Transferncia tipo Northern. 
8.1. H20 bidestilada estéril 
8.2. SSC 20 X pH 7.0. Consistió de NaCl 17.53 %. citrato de 

sodio 8.82% disueltos en H 20 bidestilada estéril. Se esteri-
lizó en autoclave. 

9. Cortes con enzimas de restricción. 1 

9.1. H 20 ultrapura. Sistema de filtración MiliQ (Millipore). 
9.2. TAE 1 X. Contiene tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.002 M. Se 

preparó a partir de TAE 50 X. 



9.3. TAE 50 X. Se disolvieron 242 g de Tris-base, 57.1 mi de 
ácido acético glacial y 100 mi de EDTA 0.5 M pH 8. 

9.4. Azul de bromofenol tipo III 6X. Contuvo azul de bromofenol 
al 0.25 %, xilene cianol al 0.25 %, glicerol 30 %, SDS al 
0.6 % y EDTA 60 mM. en Ha 0-DEP. 

9.5. EDTA 0.5 M pH 8. Se mezclaron 186.1 g de EDTA en 800 mi de 
HsO bidestilada. El pH se ajustó con aproximadamente 20 g de 
NaOH (al ajustarse el pH se disuelvió el EDTA). Se aforó con 
HjO bidestilasa a 100 mi y se esterilizó en autoc1 ave. 

9.6 Bromuro de etidio. Consistió de una solución de 0.5 ¿ig/ul en 
TAE IX. 

10. Transformación bacteriana. 
10.1 Caldo Luria Bertoni (L-B). Contuvo bactotriptona al \%, 

estracto de levadura al 0.5 %, NaCl al 1 %. Ajustado a pH 
7.0 con NaOH 10 N y esterilizado a 15 lb/pulg2 por 15 minu-
tos. Se preparó disolviendo 10 g de bactotriptona, 5 g de 
extracto de levadura y 10 g de NaCl. 

10.2 Agar L-B. Contuvo lo mismo que el caldo más agar-agar al 
1.5 %. 

10.3 Agar y caldo L-B con tetraciclina. Después de esterilizar 
el medio se dejó enfriar aproximadamente a 50"C para poste-
riormente añadir tetraciclina a una concentración final de 
15 ug/ul. Las cajas se almacenaron en oscuridad. 

10.4 Solución madre de tetracic1 i na. Se disolvieron 12.5 mg de 
hidrocloruro de tetraciclina en una solución de metanol/H30 
(50% v/v). La solución se esterilizó por filtración y se 
almacenó en oscuridad a -20 *C. Se debe utilizar en medios 
sin Mg+a tal como el L—B. 

11. Técnica de obtención de DNA plasmídico a pequeña escala. 
11.1 Solución I. Contuvo lisozima 2 mg/ml, glucosa 50 mM. EDTA 

10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8. Se preparó inmediatamente antes 
de usarse y se conservó a 0"C. 

11.2 Solución II. Solución alcalina. Contiene SDS al 1% y NaOH 
0.2 N. Se aImacenó a temperatura ambiente. La solución es 
estable por una semana, 

11.3 Solución III. Solución de alta concentración de sales. 
Contiene acetato de potasio 3 M, ácido acético 2 M. 

11.4 Solución de acetato de sodio 0.1 M y tris HC1 50 mM pH 8. 
11.5 Etanol al 96 
11.6 Etanol al 70 
11.7 RNAasa libre de DNAasa; Consistió de RNAasa pancreatica de 

10 mg/ml en tris-HCl 10 mM pH 7.5 y NaCl 15 mM. Antes de su 
uso la solución se calentó a ebullición en bafío de agua por 
15 minutos, se dejó enfriar lentamente a temperatura ambien-
te. se alicuotó y se almacenó a -20°C. 

11.8 Fenol-saturado. Al fenol bidestilado se le agrgó 8-hidroxi-
quinoleina a una concentración final de 0.1%l(da un color 
amarillo a la solución). Se saturó varias veces con tris—HC1 



0.1 M pH 8 y J3-mercaptoetanol hasta que el pH de la fase 
acuosa fué mayor de 7.5. La solución es estable hasta 1 mes 
a 4*C. 

12. Técnica para obtener DNA plasmidico a gran escala. 
12.1 Tris-HCl 1 M pH 8. 
12.2 EDTA 0.5 H pH 8, El pH se ajustó con NaOH 10 N. 
12.3 NaCl 5 M esterilizado a 15 lb/pulga por 15 minutos. 
12.4 Acetato de sodio 0.3 M pH 5.2. Se disolvió la sal en H2 O 

bidestilada y se ajustó el pH con ácido acético glacial. La 
solución se esterilizó a 15 lb/pulg2 por 15 minutos 

12.5 SDS al 10%. 
12.6 Bromuro de etídio 10 mg/ml. Se di luyó 1 g de bromuro de 

etidio en 100 mi de agua bidestilada. solución se almacenó 
en un frasco oscuro. 

12.7 Amortiguador TE. Contuvo tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 
8. Se preparó diluyéndo 10 mi de HC1 1 M y 2 mi de EDTA 0.5 
M. 

12.8 Solución salina M9 10 X. Se disolvieron en el siguiente 
orden: 70 g de Na2 PQ 70g, 30 g de KH2 PQ, 5 g de NaCl, 10 g 
de NH« C1 y hjO destilada cbp 1000 mi. La solución se esteri-
1 izó a 15 1b/pulg por 15 mi ñutos. 

12.9 CaCl2 0.01 M. esteril. 
12.10 MgSO« 0.1 M esteril. 
12.11 Glucosa al 20 %. La solución se esteri1 izó por fi 1tración 

o en sutoclave. Se aImacenó a 4°C. 
12.12 Casaaminoácidos al 20 %. Se preparó Hj 0 destilada y se 

esterilizó en autoclave. 
12.13 Vitamina Bx (Tiamina) 2 mg/ml. La so 1ución se esteri1 izó 

por filtración y se almacenó a 4°C. 
12.14 Medio M9. Consistió de 840 mi de bidestilada y 100 mi 

• de solución salina M9-10X. La solución se esterilizó en 
autoclave y posteriormente se le agregó: 
10 mi de CaC12 0.01 M, 10 mi de MgSQ 0.1 M, 20 mi de glucosa 
al 20 %, 20 mi de casaaminoácidos 20 % y 0.2 mi de tiamina 
2 mg/ml. 

12.15 Solución de sacarosa al 25 %. La solución se almacenó por 
filtración y se almacenó a 4*C. 

12.16 Solución de lisozima (2 mg/ml). Se disolvieron 2 mg de 
lizocima por mi de sacarosa al 25% en tris-HCl 50 mM pH 8. 

13. Mareaje radiactivo. 
13.1 Sephadex G-50. Aproximadamente a 3 g de Sephadex G-50 

(medium) se le adicionó TE (tris-HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM 
pH 8) y se dejó en reposo toda la noche a temperatura 
ambiente. 

13.2 Tris-HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8. Se prepáró a partir de 
TE 1 M y EDTA 0.5 M 

13.3 Fibra de vidrio tratada con silicón. lavada con agua bides-
tilada y esterilizada a 15 lb/pulg2 por 15 minutos. 



13.4 TCS 50 %. Al frasco original con 500 g se le agregó directa-
menL3 454 rnl de agua bidestilada. La solución se aforó a 614 
mi y se almacenó a 4*0. 

13.5 TCA 10 %. Se preparó a partir de la solución de TCA al 50 % 
diluyéndola con H, 0 bidestilada. 

13.6 Líquido de centelleo: Se disolvieron 5 g de PPO. 0.3 g 
POPPOP g en 1 1 de tolueno. 

14. Reactivos para hibridación y prehibridación. 
14.1 Forir,amida áeionizada. A un litro de forrnamida se le agrgó 

40 g de amberlita MB-1. La mezcla se dejó agitando toda la 
noche a 4°C. posteriormente se filtó en papel Whatman 3 MM y 
se almacenó a - 20°C. 

14.2 SSC 20 X pH 7.0 estéril. (Sección 8.2) 
14.3 Denharts. Contuvo lg de Ficoll, lg de PVP, lg BSA y HjO 

deionizada cbp 100 mi. La solución se esterilizó por filtra-
ción o esterilización y se almacenó a -20'C. 

14.4 SDS al 10 %. 
14.5 Fosfato de sodio 1 M pH 8. 
14.6 Dextran sulfato. 

Los anteriores reactivos se mezc1aron de la siguiente manera 
para preparar 1 as so 1uciones de: 
PREHIBRIDACION: 5 mi de Formamida, 2.5 mi de SSC 20 X, 0.5 mi de 
Denharts 100 X, 100 ul de SDS. 0.5 mi de fosfato de sodio 1 M pH 
8 y 1.4 mi de agua destilada esteril. 

HIBRIDACION: 4 mi de formamida, 2 mi de SSC 20 X, 0.4 mi de 
Denharts 100 X. 0.4 mi fosfato de sodio 1 M pH 8, 80 jul de SDS al 
10%. 2ml de dextransulfato, H 2O bidestilada 1.12 mi y un mínimo 
de 15 a 20 millones de cpm del rastrador molecular. 

15. Lavados 
15.1 SSC 2X. SDS 0.1%. Se preparó a partir de las soluciones de 

SSC 20 X y SDS 10 %. diluyéndolas con Hs0 bidestilada este-
ril. 

15.2 SSC 0.1 X. SDS 0.1%. Se preparó a partir de las soluciones 
de SSC 20 X y SDS al 10 % diluyéndolas con HaO bidestilada 
esteri 1. 



APENDICE i i 

MAPA DE RESTRICCION DE pPrl-1 

EcoRI 

Figura 17. Mapa de restricción de pPrl-1. Se muestra en la 
figura de pPrl-1 el lugar de corte de las enzimas que se 
emplearon para su caracterización. Este plásmido está compuesto 
de pBR322 y el DNAc de la PRL de rata. El lugar de corte de Bgl 
II se marcó con linea punteada ya que no se deteminó la dirección 
del inserto. 



I. ENZIMAS QUE NO CORTAN A pPrl-1. 

AsuII 
BstEII 
MluI 
Ns i I 
SnaBI 
Xbal 
II. ENZIMAS QUE 

Bel 11 
Hpal 
Ncol 
Sf al 
SstI 
Xhol 

CORTAN 1 

BsshII 
Kpnl 
Notl 
Sroal 
SstII 
Xmal 

VEZ A pPRL-1*. 
a) Acción sobre pBR-322 
AatlI 
EcoRI 
NruI 
PvuII 
Sphl 

(4286) 
(4361) 
(972) 
(2066) 
(562) 

Aval (1425) 
EcoRV (185) 
PstI (3609) 
Salí (651) 

BamHI 
HindIII 
Pvul 
Seal 

(375) 
(29) 
(3846) 

b) Acc ión en el 
BstXI (593) 

inserto 
(507) Xhol I (532). 

III. ENZIMAS QUE CORTAN AL DNAc DE PRL DE RATA*. 
a) Con acción única. 
Accl (195) BanI 
Bspl286 (364) BstXI 
HgiAI (366) Hbal 
HincII (644) Hphl 
NlalV (618) Rsal 
XhoII (532) 

(606) BglII (532) 
(593) Fnu4HI (471) 
(625) HinPI (624) 
(5) MstI (625) 
(718) Stul (507) 

b) Con acción doble. 
BstNI (368, 502) 
Fokl (168, 545) 
Ncil (38, 144) 

c) Con acción triple. 
Dpnl (388, 534) 
HpalI (38, 144, 327) 
Mbol (336, 346) 
Sau3 

EcoRII (368. 504) 
HaelII (256, 507) 
SfaNI (416, 657) 

*.- se indica en paréntesis el lugar de acción, correspondiendo el cero 
al sitio de corte de EcoRI. 




