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I RESUMEN.

lLa investigacidén del mecanismo de accién intracelular del E,
ha involucrado paulatinamente primeroc la participacidén de calcio
iénico y posteriormente la de la CaM. El presente trabajo evalud
en ratas macho Sprague—-Dawley la accién de la TFP, el W, y la MIC
sobre los niveles basales de RNAm de PRL y sobre los inducidos
por el E,. Dos de los fdrmacos tienen accién inhibidora de CaM:
la TFP y el W, y dos tienen accidén antidopaminérgica: la TFP y la
MTC. La hipétesis de trabajo afirmé que la administracién Ffarma-—
colégica de la TFP y el W, bloquearian el efecto del E. Se ensa-
yaron 5 dosis de TFP, 5 de W, y una de MIC. Se purificé el RNA de
las adenohipéfisis de las ratas y el RNAm de la PRL se evalué por
las técnicas de transferencia en mancha, en linea y tipo Northern
utilizando como rastreador molecular a *P-pPrl-1. Los resultados
fuercn los siguientes: El grupo de ratas tratadas con aceite vy
con solucidén salina presentaron niveles similares de RNAm de PRL
y el +tratado con E, incrementados marcadamente. La TFP estimulé
los niveles basales conforme aumentdé la dosis y el W, no los
modificé. La MIC también estimuld 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 E,. La TFP y el ¥
" bloguearon la accién del E,. La potencia de 1la TFP disminuyo
conforme aumenté la dosis. El efecto antiestrogénico del W, fué
total con todas las dosis. La MTC potencid el efecto del E;.
Conscientes de las limitaciones del modelo, consideramos no
obstante, que en el bloqueo a la accién estimuladora del E;
contribuyé la actividad inhibidora de CaM que tienen la TFP y el
W, y proponemos sSu ensayo en el modelo del tumor prolactinémico
inducido por tratamiento crénico con E, en las ratas Fisher.



I1. INTRODUCCION

Por medio de las hormonas, el sistema endécrino 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 vy secretadas por las gldndulas enddécrinas correspondientes,
"viajan” por via sanguinea hasta el é6rgano efector cuyas células
contienen los receptores especificos para ellos (20). Unida la
hormona al receptor, se desencadena una serie de reacciones
intracelulares en respuesta a la sefial dictada por 1la hormona.
Este mecanismo de accidén intracelular es mediado por moléculas
que han recibide el nombre de 'segundos mensajeros'", de los
cuales se han identificado: el AMP ciclico, el diacilglicerol, el
inositoltrifosfato y el calcio {20). Este Ultimo generalmente
actua wuniéndose a la calmodulina (CaM) para activarla (34). la
respuesta celular a la accién de las hormonas es dosis dependien-—
te, por 1o cual para el funcionamiento é6ptimo de un organismo es
critica la regulacién de su secrecidédn. Los niveles séricos de las
hormonas estdn determinados por diversos factores, como la
interaccidén estimulacién—~inhibicién entre ellas, los niveles
plasmdticos de algunos metabolitos y compuestos sanguineos, y en
algunos casos por neurotrasmisores del sistema nervioso central
(20) .

En la actualidad existe interés en detallar el mecanismo de
accién intracelular de los factores gque inducen o inhiben la
produccién de PRIL.. lLa investigacién en esta drea, ademds de
contribuir para comprender mejor la fisiologia de los 1lactotro—
pos,. puede ser de gran utilidad para estudios donde se busque
aclarar la etiologia de la hiperprolactinemia, asi como de
alernativas en su tratamiento.

En el presente trabajo exploramos el mecanismo de accién de
los estrogenos en la induccién de 1a secrecidén de PRL y en el
cual algunos antecedentes realizados en cultivo de celulas nos
sugerian la participacién de la CaM (32). En un modelo con ratas
macho Sprague -Dawley evaluamos el efecto de 1a trifluoperazina
{TFP) vy del N-6(6 aminochexyl)-5-Cloro—napftalenosulfonamida (W, }
sobre la produccién del RNAm de PRL. La TFP es un farmaco gue
tiene acciones de antagonista dopaminérgico (19) e inhibidor de
CaM (56). La accién del W, sobre la produccién de PRL no se ha
aun informado, pero se¢ le ha encontrado capacidad para inhibir
CaM (18). El1 efecto farmacoldégico lo estudiamos tanto en
condiciones basales de sintesis de PRL, como en condiciones de
niveles incrementados de PRL por efecto del 17 B- estradiol (E;).
Igualmente evaluamos el efecto de la metociopramida (MTC), cuya
accidén farmacolégica es antidopaminérgica (19), mas no
inhibidora de CaM (22).



II.a. ANTECEDENTES GENERALES

En el hombre, la hip6fisis estd localizada en la silla turca
siendo sus dimensiones aproximadas de 10 mm X 13 mm X 6 mm y 0.5
g su peso. Anatdmicamente estd dividida en dos regiones: la
neurohipéfisis y 1la adenohipdfisis. La neurohipéfisis es la
terminacién de un grupo de axones de neuronas localizadas en el
hipotdlamo; los axones en su trayecto del hipotdlamo a la hipéfi-
sis forman un tallo denominado tallo hipotdlamo—-hipofisario. La
neurohipéfisis secreta las hormonas peptidicas oxitocina y vaso-
presina. La adenohipdéfisis estd constituida por un conjuntoc de
células especializadas que sintetizan y secretan hormonas protei-
nicas mé&s complejas, como son las hormonas luteinizante, folicu-
loestimulante, de crecimiento, PRL, corticotropina y tirotropina.
Ademas existe un sistema sanguineo portal entre el hipotdlamo y
la hipdéfisis que irriga a las células adenchipofisarias (23).

La PRL es una hormona secretada por un grupo de células
adenohipofisarias especializadas denominadas lactotropes, consta
de 191 aminocdcidos y tiene un peso de aproximadamente 20 000
daltones(23). En la especie humana, su gen estd localizado en el
brazo corto del cromosoma 6 (43). La funcién de la PRL se mani-
fiesta en la mujer durante el embarazo preparando a la gldandula
mamaria para la lactancia (48). En el posparto inmediatoc, esta
hormona induce la secrecién de leche (24), y durante la lactancia
los niveles elevados de PRL inhiben 1a secrecién de gonadotropi-
nas hipofisarias produciendo amenorrea (37). Fuera del embarazo.
puerperio tempranc vy del periocdo neonatal, la secrecién de PRL
se encuentra estrictamente regulada y sus niveles basales se
encuentran por debajo de 25 ng/ml(5). En las antedichas etapas
fisiolégicas la concentracién sérica de PRL puede alcanzar cifras
mayores a los 100 ng/ml (48).

La sintesis y secrecién de PRL estd regulada por €l hipotd-
lamo y es la hormona sobre la cual hay maycres evidencias experi-
mentales de gue se ejerce sobre ella un control inhibitorio (23).
El mecanismo de regulacién de las hormonas hipofisarias se eljerce
para cada una de ellas a través de una hormona hipotalamica
inhibidora y otra liberadora de su sintesis y/o secrecién (23).
La accién inhibidora de la secrecidén de PRL estd directamente
relacionada con la DA, de tal forma que los agonistas dopami-
nérgicos inhiben su secrecidn en condiciones fisiolégicas y pato—
légicas (1). Con relacién a la hormona hipotaldmica liberadora de
PRL se han propuesto varios posibles factores. Uno es la succidn
del pezén que induce la secrecién de PRL a través de una via
neuronal (29). Otro factor lo constituye 1la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) gue cuando es administrada induce la secreciodn
de PRL (29). RAdemds. Dbajo condiciones exXperimentales se ha
observado que una serie de hormonas Yy neurotrasmisores son
capaces de influjr sobre la produccién de PRL, a través de la
modulacién del tono dopaminérgico gue regula su secrecidn (23).
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La produccién de PRL es también estimulada por los estrégenos,
que :=iendo producidos por los ovarios y/o piacenta actuan
directamente sobre la adenohipéfisis, induciende hiperplasia de
losz lactotropos y un incremento de la concentracién intracelular
de la PRL y de su secrecién basal (32, 47).

II.b. ANTECEDENTES PARTICULARES

El efecto de los estrégenos a nivel de 1la hipéfisis estd
apoyada por las siguientes evidencias: 1) En ratas hipofisecto—
mizadas a las que se les ha injertado una o wvarias hip6fisis en
la capsula renal se presenta una produccion de PRL 1libre de
influencia hipotaldmica, misma que se eleva significativamente
después de administrar estrdégenocs (1) y 2) En cultivos primarios
de células adenohipofisarias de rata se incrementa 1a secrecidn
de PRL después de afiadir E, al medio (32).

En el animal intacto y en la mujer, la accién de 1los
estrégenos sobre la hipéfisis, se manifiesta en un ihcremento en
su tamafio y una elevacidén de los niveles séricos de PRL (47). Lo
anterior sugiere que los estrégenos incrementan tanto la activi-
dad mitdtica del lactotropo asi como la sintesis de PRL. Ensayos
con hemipituitarias, con cultivos primarios de células deg adeno—
hip6fisis de rata y con lineas celulares donde especificamente
se evaluaron los pardmetros de actividad mitética y de sintesis
de PRL, confirman ambos efectos (23, 32). Mas aun, l®s estrégenos
inducen la formacidén de prolactinomas en ratas Fisher (11). La
patencia bioldgica de los estrdégenos naturales de l& mujer tales
como, estrona, estriol vy E, es diferente y de elldsel E, es el
mads potente (20). 4 ? 2

Los estrdégenos actuan uniéndose a su receptor en el citosol
de la célula. El receptor libre se localiza predominantemente en
el nUcleo, pero ante la presencia intracelular de la hormona,
migra al citosol donde debe activarse antes de unirse a la
hormona (62). Esta activacidén se logra con la fosforilaciédn de
los residuos de tirosina (40). La hormona se une al receptor fos-—
forilado v el complejo hormona-receptor, se introduce al niucleo,
interactua con el genoma Yy modifica su expresién (60).

El proceso de sintesis de PRL puede evaluarse a diversos
niveles: por la magnitud de la transcripcién del gen, por los
niveles de transcritos nucleares y citoplasmdticos, por la
concentracién de la proteina intracelular:; y por la magnitud de
secrecidén de la hormona al medio extracelular (28).

En el modelo experimental en cultivo primario de células de
adenihipdéfisis de rata, asi como en los modelos experimentales en
el animal intacto se ha demostrado que el E, incrementa la trans-—
cripcién del geny 1los niveles de RNAm nucleares y del RNA
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citoplasmdtico de PRL (36, 42). Asi mismo, por 1la accién del E;
se aumenta la concentracién de PRL intra y extracelular (32).

En el mecanismo de accién propuesto para la induccién de la
sintesis de PRL se involucra 1la participacién del calcio y 1la
CaM. Uno de los datos experimentales en gue se apoya la partici-
pacién de calciec se derivé de los resultados obtenidos con 1la
linea celular GH, , donde después de estar la células un minuto éen
contacto con el E,, se detectd wuna entrada del calcio del medio
extracelular al intracelular (12). Otro dato experimental lo
proporcioné el ensayo con ratas hembras. donde la administracién
de verapamil., un blogueador de los canales de calcio, disminuyé
los niveles basales de PRL en ratas intactas y no en ratas
ovariectomizadas (33). Algunos trabajos rt1ealizados con otros
O6rganos blanco de 1los estrégenos han aportadc las evidencias de
gque en el mecanismo de accidén intracelular E, también estd parti-—~
cipando la CaM. En ensayos realizados con proteinas purificadas
de utero, se obsevé gque la activacion del receptor fué mediada
por una proteina—-cinasa dependiente de calcio-CaM (40). Asi{
también. en las células embrionarias del higado de pollo, 1la
cantidad de CaM activa en la matriz nuclear fué mayor cuando las
células estuvieron bajo 1la accidén del E, (31). Por otra parte,
en la linea de células GH, de hipéfisis de rata, la transcrip-
cién basal del gen de la PRL requirié de calcio y CaM (58, 59).
Finalmente, otro estudio mas directo y realizado en cultivo
primarico de células adenohipofisarias de rata, informé que la
inhibicién de la CaM disminuy¢6 la sintesis y secrecién de la
PRL basal. asi como €l efecto estimulador del E,. detectdndose un
decremento dosis—dependiente en la concentracién de la PRL intra
y extracelular (32).

Una forma de evaluar la participacién de la CaM en al-
gun evento celular es por medio del empleo de fé&rmacos que blo—
quean su actividad, como lo son pimozide, TFP., W, W, y calmida-—
zolium (32, 40 y 50). En el presente trabajo empleamos a la TFP y
al W, ambos inhibidores de CaM. La TFP ademds de bloguear a la
CaM, impidiendo gue el calcio se una a ella y la active (56), es
un antagonista dopaminérgico (19). Ensayamos también la MTC, cuya
accidén farmacolégica es antidopaminérgica y no inhibidora de CaM.
{19, 22).



III. OBJETIVO

Determinar si fdrmacos con accién inhibidora de CaM son
capaces de disminuir los niveles de RNAm de PRL que se incremen-—
tan por accién del E, .

IV. HIPOTEISIS

La administracién farmacoclégica de la TFP y el W, ambos con
la propiedad de inhibir CaM. disminuyen los niveles del RNAm de
PRL que se incrementan por efecto del E,.



V. MATERIALES Y METODOS

V.a. ORIGEN DE LOS REACTIVOS

El E, vy el Y se obtuvieron de Sigma Chemical Company, la TFP
de Laboratorios Smith Klein and French y la MIC de Laboratorios
Lepetit de México. Las enzimas de restriccién y sus amortiguado-
res se adgquirieron 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 301-XB(D) de Biorad y el Sepha—-
dex G-50 (medium) de Pharmacia Company. El *P-dCTP y el equipo
Multiprime se adquirié a Amersham International.

V.b. MATERIALES BIOLOGICOS
Se emplearon ratas macho Sprague—Dawley con un peso entre
180 a 220 g ¢ entre 200 a 250 g.

V.c. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

V.c.l, Produccién de pPri-1

El pléasmido 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 vresistencia a la tetraciclina (16;. E1 DNAc
contiene los nucledétidos que van desde el coddn para el aminodci-—
do 16 del péptido sefial hasta 90 nucleétidos después del codén de
terminacién. Con la secuencia del inserto (16), con la de pBR322
y con el programa computacional Pustell, se obtuvo el listado de
enzimas de restriccién gue no cortan a pPrl-1 y el de aguellas
gue lo cortan 1 y 2 veces. De este listado se escogié a EcoR1,
BglIl, BamHI y Pstl para corroborrar que el pldsmido efectivamen-—
te correspondia a pPrl-1. Los cortes enzimidticos se corroboraron
por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en buffer
TE (técnica 3.1). Para el crecimientc a gran escala se escogid
como cepa huésped de pPrl-1 a Escherichia coli cepa HB10l. Las
bacterias se hicieron Ca* competentes (técnica 3.2) y su eficien—
cia para la transformacidn se valoré primero en un ensayo (técni-
ca 3.2) con pBR322 y posteriormente con pPrl-1. A partir de
varias colonias transformadas con pPrli—-1 se obtuvo el plédsmido
por la técnica de obtencién de DNA a peqguefia escala (técnica 3.3)
Yy se reconfirmé su identidad. Una de estas colonias se usé para
la produccién 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 6 200-250 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 Zibitum. Se
formaron grupos de 5, 8 6 10 animales en cada experimento,

Los tratamientos farmacolégicos se aplicaron a las ratas por
4 dias. La frecuencia de administracién del aceite, la solucién
salina y el E, fué de una dosis cada 24 horas: la dosis de la
TFP, del W, y de la MIC se fracciondé en 3 alicuotas y.se adminis-
traron cada 8 horas. La via de administracién de los vehiculos y
la de los fdrmacos fué intraperitoneal. Las ratas se sacrificaron
por dislocacién cervical dentro de un periédo no mayor de 4
horas, después de la ultima aplicacion farmacolégica. Las hipéfi-
sis se extrajeron y las adenohipé6fisis se conservaron a -70°C
hasta su procesamiento (técnica 1.1)

En el experimento I se evalué el efecto de 21 ug de TFP
diarios (tabla 1). En el experimento IIa y IIb se evalud el
efecto de 4 dosis de TFP en un rango de 12 a 96 ug diarios (tabla
2). En el experimento II] se evelud el efecto de 4 dosis de W, en
un rango de 9.4 a 37.5 ug diarios (tabla 3). En el experimento IV
se evalué el efecto de la dosis de 99 ug de MIC (tabla 4)

La dosis de 21 ug de TFP del experimento I correspondié, en
el pesc promedic de las vratas (200 g) al doble de la dosis
médxima (3-4 mg/dia}) (15) recomendada para el humano con un peso
de 70 Kg. Las dosis de TFP de 12, 24, 38 y 96 ug diarios se
ensayaron con el objeto de ampliar e intentar definir las dosis a
la que la TFP presenta su efectc inhibidor. Este experimento se
repitié una vez més con fines corroborativos, teniendo como Unica
variante el empleo de 8 en lugar de 10 animales por grupo. las
dosis de W, ensayadas en el experimento III correspondieron a las
mismas concentraciones molares de TFP del experimento II. Final-
mente la dosis de MTC de 99 wug diarios correspondidé en el peso
promedio de las ratas (200g), a la ma&xima recomendada para el
hombre (35 mg/dia) con un peso de 70 kg (7).

V.c.3. Aislamiento y caracterizacidn del RNA hipofisario

Las adenohipéfisis de las ratas tratadas de manera similar
se procesarcn en conjunto para su eXtraccién del RNA total. La
técnica de extracién fué 1la del isotiocianato de guanidina Yy
cloruro de litio (técnica 1.2).

La medicién de la cantidad de RNA total se realizé por
espectrofotométricamente registrando su absorbancia a 260 nm
(técnicas 1.3). El1 grado de contaminacidén con proteinas se
infirié por el valor del cociente de absorbancia a 260/280 nm
{técnica 1.3). La integridad de los RNAs se constaté por medio de
su  resolucidén y visualizacidén en gel de agarosa—urea-dcide
(técnica 1.4) (Figura 2).



TABL.A 1. ESOUEMA DE TRATAMIENTO PARA
EVAIUAR EI. FFECTO DE UNA DOSIS DE TFP
SOBRE I1LOS NIVELES DE RNAmMm DE PRL..

Grupos Tratamiento n Dosis (ug)/Dia
E; TFP
3 Aceite i0 = =
2 E 10 20 -
3 TEP 10 = 21
4 E, + TFP i0 20 21

* Se formaron grupos (n) de 10 animales con un peso promedio de 220 g. El
aceite y el 17 B-estradicol (E;) se administraron cada 24 horas. la dosis de la
trifluoperazina (TFP) se fracciond en 3 alicucias y cada una se aplicé cada 8
horas. El aceite y el E, se administraron por via subcuténea y la TFP por via
intraperitoneal. El tratamiento durd 4 dias.
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TABL.A 2 EsSQUEMA DE TFTQZ¥IUPJQ:[I3BTI(D* PARA
EVAIL.UAIR EI. EFECICO DE DIFERENTES DOsSTS
DE TFP SORRE ILOS NIVELES DE RNAM DE
PRT.. .

Grupos Tratamiento n -’ Dosis (ug)/Dia
E, TFP
1 aceite 10 = =
2 solucién salina 10 - -
8 E, 10 20 S
4 THP 10 = 12
5 TFP 10 - 48
6 TFP 6 - 96 gacs
7 E\+/TFP 10 20 12
8 E, + IFP 10 20 24
9 E;. & TP 10 20 36
10 E, + TFP 10 20 48

¥ Se foarmaron grupos (n) de 10 animales con un peso promedio de 200 g. Los
vehiculos de los farmacos y el 17 Bestradiol (E,), se administraron cada 24
horas. La dosis de la trifluoperazina (TFP) se fracciondé en 3 alicuotas y cada
una se aplicd cada 8 horas. los féarmacos y sus vehiculos se administraron por
4 dias por via intraperitoneal.
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TABILA 3. ESOUEMA DEL. TRATAMTENTO PARA
EVALUAR FL EFFECTO DE DIFERENTES DOSIS
DE W, SOBRE LOS NIVELES DE RNAm DE PRL.

Grupo Tratamiento n Dosis(ug)/Dia
E, W
1 aceilte 5 = -
2 solucién salina S == -
3 E, 5 20 ~
4 W, 5 - 9.4
B W, 5 - 37.5 T
6 W, 5 - 788 0
v E, +y§ 5 20 9.4
8 E, +W 5 20 18.7
9 E, + Y 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
vehiculos de los férmacos y el 17 B-estradiol (E,) se administraron cada 24
horas. La dosis del W, se fraccioné en 3 alicuotas y cada una se aplicd cada 8

horas. los f&macos y sus vehiculos se administraron por 4 dias por via
intraperitoneal.

12



TABLA <. ESOQUEMA DE 'Iﬂ?ﬁﬁ:f?&PQJIEﬂﬁrI(D* PARA
EVATUAR EI. EFECTO DE UNA DOSITS DE MTIC
SOBRE 1L.OS NIVEILFES DE RNAm DE PRI..

Grupo Tratamiento n Dosis(ug}/Dia
E, MTC
1 aceite 8 = -
2 solucidn sélina 8 - =
3 E, 8 20 -
4 MTC 8 - 99
5 E, 4 NTC 8 20 99

* Se formaron grupos (n) de 8 animales con un pese promedic de 200 g. la solu-
cién salina y el 17 f-estradiol se administraron cada 24 horas La dosis de la
metoclopramida (MIC) se fraccioné en 3 alicuotas y se cada wuna se aplicéd cada
8 horas. Los farmacos y sus vehiculos se administraron por 4 dias por via
intraperitoneal.
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V.c.4. Deteccidn del RMAm de la PRL de rata

La fijacién del RNA total a filtros de nitrocelulosa se
realizé 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 fijacisén 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 marcé radiactivamente con ¥P-
dCTP por la técnica de Marcaje de DNA con ©Oligonucledtidos al
Azar (técnica 3.5). La prehibridacién, 1la hibridacién y los
lavados (técnica 3.6) se llevaron a cabo en condiciones de alta
rigurosidad de apareamiento de bases. Para las autorradiografias
se emplearon peliculas 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. Evaluacidén de los resultados

Los niveles de RNAm de PRL se valoraron por apreciacién
vigual de los autorradiogramas (figura 2) y por la determinacidn
de la radiactividad unida a los filtros de nitrocelulosa conte-
niendo RNA fijado en mancha (técnica 4). Las pruebas estadisticas
utilizadas fueron el andlisis de varianza y la comparacién
ralltiple de medias de Tukey (técnica V.d4d.5).

14
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V.d. TECNICAS.

V.d.1. Obtencién y caracterizacioén del RNA de las
adenohipéfimis. .

1.1. Obtencidn de las adenochipéfisis,

Inmediatamente después de sacrificar al animal por
dislocacién cervical, se extrajo la hipéfisis y se enjuagd en
solucidén SSC 1X enfriada en hielo. Se separd la neurohipéfisis de
la adenchipoéfisis, y la adenchipdéfisis se colocd dentro de un
tubo Eppendorf que enseguida se pasé a hielo seco. En un mismo
Eppendorf se juntaron de 5-7 adenochipéfisis de ratas tratadas de
manera similar. Las adenohipéfisis se almacenaron a —70°C.

1.2. Extraccidén del RNA.
Técnica descrita por Chomzynski y Sacchi en 1986 (10).

1.- En un tubo homogenizador tipo Potter—Elvehjem se
agregaron 500 ul1 de solucién D y en ella se homogenizaron las
adenohipoéfisis con un minimo de 10 golpes.

2.— El1 homogenizado se pasé a un tubo Eppendorf de 1.5 ml de
capacidad y se agregaron los siguientes reactivos:

a) Acetato de sodio 2 M, 50 ul y se agité por inversioén,

b) Fenol saturade con H,O0-DEP, 500 ul y se agité por

inversién.

¢) Reactivo de Sevag. 500 ul y se agitd vigorosamente en un

agitador tipo vortex por 10 seg.

3.— La mezcla se dejé reposar por 10 minutos a 4°C y se
centrifugé a 10 000 X g por 20 minutos a 4°C. (Centrifuga
refrigerada Sorvall IEC., rotor de dngulo fijo 872). Habiéndose
separado la mezcla en la fase fendélica vy la fase acuosa. se paséd
la fase acuosa &a otro tubo Eppendorf vy se le agregaron 2
volumenes de etanol al 96%.

4.— La solucidn se dejé reposar por un tiempo minimo de 1
hora a —20°C. se centrifugd a 10 000 X g por 20 minutos a 4°C y
descartando el sobrenadante se le agregé al precipitado 7 ul de
solucién D y 2 volumenes de etanol al 96%.

5.— Nuevamente la scolucién se dejoé en reposo por un minimo
de una hora a -20°C y se centrifugdé a 10 000 X g por 20 minutos a
4°C, El sobrenadante se descarté y a la pastilla después de
resuspenderse en 100 wul de H, O-DEP se le agregé 100 ul de LiCl
4M.

6.— La solucién se dejé un minimo de 4 horas a --20°C y se
centrifugé a 10 000 X g por 20 minutos a 4°C. El precipitado se
lavd 3 veces con etanol al 75% y se dejdé secar a 4°C. Finalmente
la pastilla se vresuspendidé en 50 pl .de H,O-DEP o solucidn de
solubilizacién.

7.— Una alicuota de 5 ul se separd para evaluar la cantidad
de RNA, su integridad y pureza. El resto se almacené a —-70°C.
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1.3. Cuantificacién del RNA ¥y determinacién de su grado de
contaminacion proteinica.
Técnica descrita en Maniatis y cols. en 1982 (30).

1.— En una celdilla de 1 c¢m de paso de luz se mezcldé 1 ml de
H, O-DEP con 5 ¢l de la solucién de RNA. Se midid la absorbancia
a 230, 260 y 280 nm.
2.— La concentracién de RNA se obtuvo aplicando la férmula:
(Absorbancia a 260 nm) (40) (201)= mg/ml
Donde:
40= cantidad de RNA en mg/ml gue da una
absorbancia de 1.
201= factor de dilucidén de la solucién de RNA.

3.— El grado de contaminacidén proteinica se determiné por
medio de la relacién:

Absorbancia a 260 = A
Absorbancia a 280

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

1.4. Evaluacién de la integridad del RNA y contaminacién con
DNA

Para constatar la integridad de las moléculas de RNA asi
como la ausencia de DNA contaminante se sometidé el producto de la
extraccidén a una electroforesis en un gel de agarocsa-urea—adcido.
Por lec que concierne a la integridad del RNA se observd en el gel
una relacidn de fluorescencia de las bandas ribosomales 28 S y 18
5 de 2:1 y nitida la banda 5 S. Ademds se constatd la ausencia de
fluorescencia difusa al fondo del gel, lugar donde viajan los
RNAs muy pequefios, productos de degradacién. Referente a la
contaminacién con DNA tampoco se detectd fluorescencia arriba de
la banda ribosomal 18 S.

Electroforesis de RNA en condiciones desnaturalizantes en
gel de agarosa—urea-acido.
Técnica descrita por Rosen y cols. en 1973 (49},

1.- A 1.5 g de agarosa, se le afiadieron 60 ml de urea 10 M
y 30 ml de H,O-DEP, se calentd 1a mezcla en bafio maria hasta
disolver la agarosa y se dejé enfriar aproximadamente hasta 60
*C. Se afiadieron enseguida 10 ml de buffer de citratos 0.25 M pH
3.5 y se homogenizdé la mezcla.

2.— La solucion se vacidé en el molde para el gel (preferen-—
temente en ensamble de cortina) y se mantuvo a 4°C hasta que
g0lidificd (3~4 horas minimo).
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3. Las muestras se prepararon de la siguiente manera:

RNA a lug/ul. ... i inann. 10 ul
HoO— DEP. .o cwimemswsmsma omswewswsmn 10 uwl
Urea 10 M.w.visiwrsaimswrossvinsase 30 ul
Azul de bromofenol al 0.05%....... 5 ul
4.- Las muestras se calentaron por 10 minutos a 60°C y se
pasaron inmediatamente a hielo por 10 minutos.
5.— La electroforesis se llevé a cabo primeramente a 40

volts, mientras entraron las muestras de las casillas al gel.
Posteriormente la corriente se subidé a 80 volts y se mantuvo
hasta que el azul de bromofenol migré 3/4 partes la longitud del
gel. El gel se sumergidé en una solucién de bromuro de etidio (1
ug/ml en tris HCI 50 oM pH 7.6 y 1os RNAs se wvisualizaron por
1luminacioén con luz ultravioleta.

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

2.1. Fijacién en mancha. Técnica manual.
Técnica descrita por Amorese en 1986 (3) en Maniatis y cols.
en 1982 (30),

1.— La cantidad de RNA total a fijar se determindé segin el
experimento y se diluyé en SSC 4 X a un volumen que generalmente
fue de S5 ul. Las muestras se calentaron por 10 minutos, a 60 *C vy
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 sumergié por 5 minutos., primero
en H,O bidestilada estéril y después en SSC 20 X. Finalmente se
dejé secar entre 2 filtros Whatman.

3.— La aplicacidén de los 5 ul de las scluciones de RNA se
realizé gota a gota conforme se iban secando. Este proceso se
acelerd colocando por debajo del papel una fuente luminosa y con
la ayuda de una secadora para pelo.

4.— Terminada la aplicacién Yy una vez seco el papel de
nitrocelulosa se introdujo por 2 horas en un horno a 80 °C y bajo
vacio.

2.2. Fijacién en mancha. Empleando el " Vacusystem" (ABN).

1.-Se realizd el punto 1 de la técnica de aplicacién manual.

2.— Los filtros de respaldo y el papel de nitrocelulosa se
mojaron por 5 minutos primero en H,O bidestilada estéril y luego
en SSC -20 X. No se dejaron secar.

3.— Se monté el aparato segun las indicaciones de la casa
comercial (ABN) y se procedié a fijar el RNA.

4.~ 8Se vrealizé el punto 4 de la técnica de aplicacién
manual .
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2.3, Electroforesis de RNA en gel de agarosa—formamida-
formaldehido.
Técnica descrita en Maniatis y cols. en 1982 (30).

1.— Se preparé un gel de agarosa al 1.5% de 1la siguiente
mahera: -

a) Tres g de agarosa se disolvieron en 100 ml de agua
bidestilada estéril y se mantuvieron en un bafio de agua a 60 °C.

b) Por otra parte se preparé una solucién de Tformaldehido
4.4 My buffer de fosfatos 2X (apéndice i 6.2).

Las soluciones a) ¥y b} se mezclaron y mantuvieron a 60°C
Finalmente se vaciaron en un molde para electroforesis en gel
horizontal.

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

Fobmamida adlly B0%. . v o v svcacsezms ais 2.22 volumenes
FormaldenNido 37%. . .o vveronsannnns 0.77 wvolumenes
Buffer de fosfatos 10 X............ 0.44 wvolumenes
RNBE ~HRGT s U NN wio v wsos 6 50 0 o a i ww s 1.00 volumen

Se incubaron 5 minutos a 60 "C y se pasaron inmediatamente
@ hielo por 10 minutos.

3.— Al momento de realizar la eleciroforesis se adicionaron
4 pul de colorante (apéndice 1 1.1)

4.— En cada ensayo se incluyé¢ ademds de las muestras del
experimento, una muestra de RNA de higado de rata como testigo
negativo en la hibridacidén. Distante 1 6 2 carriles de las
muestras por transferir se colocd otra muestra de higado de rata
gue si1rvid para registrar la movilidad electroforética de los
transcritos.

5.— La electroforesis se realizd en buffer de fosfato 1X y a
un vwvoltaje de 3-4 volts/cm del gel. Una vez que 1las muestras
entraron de las ¢asillas al gel se puso a reci c¢lar el buffer.

6.— La electroforesis se detuvo cuando €l colorante migré
3/4 partes 1la longitud del gel. La muestra de RNA colocada
distante de las muestras por transferir se tifio siguiendo 1los
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 f-mercaptoetanol al 0.01 %.

¢) Una hora en bromuro de etidio.

d) Cuarenta y c¢inco minutos en solucidn de acetato de amonio
0.1 M y B-mercaptoetanol al 0.01 %.

7.— El1 gel se wvisualizé en luz UV y se registré la
separacién de las bandas 2835, 18S y 55 del RNA ribosomal.
8.— La otra parte del gel se lavé 5 minutos en H,O

bidestilada estéril y 1 hora en SSC 20 X y se procedié con la
transferencia tipo Northern.

2.4, Electroforesis de RNA en gel de Glioxal.
Técnica descrita por Miller en 1887 (41).
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1.- Se preparé un gel de agarosa al 1.5 % en buffer de
fosfato de sodio 10 mM para wuna cdmara horizontal y se dejé
reposar 1 hora.

2.— Se afiadié a un tubo Eppendorf, 5 ug de RNA contenidos en
3 ul de H, O-DEP o buffer de solubilizacion y 7 ul del reactivo de
gliozal/DMS0O. Las muestras se calentaron 1 hora a 90°C y se
pasaron inmediatamente a hielo. Justo antes de someterla a la
clectroforesis, se afiadid 1 upl de colorante.

32.—- En cada ensayo se 1incluyé ademds de las muestras del
experimento, las de higado de rata referidas en el punto 4 del
inciso 2.3.

4.~ La electroforesis se realiz¢ 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 ¢l colorante corrié 3/4 partes la
longitud del gel.

5.— El fragmwento del gel conteniendo el RNA destinado para
registrar la movilidad electroforética de los transcritos se tifié
en Dbromuro de etidio (apéndice 1: 7.6) y se visualizé bajo luz
UVv.

6.— Con la otra parte del gel se procedidé a realizar la
transferencia tipo Northern.

2.5, Transferencia tip¢ Northern.
Modificacién a la técnica descrita por Thomas en 1980 (55).

1.— Con la ayuda de 2 varillas se sostuvo un rectdnguloc de
vidrio en la parte superior de un recipiente que contenia SSC 20
X. ©&Se establecié un puente salino dejando reposar sobre el
rectdngulo un papel Whatman 3MM cuyos extremos se sumergieron en
el SSC 20 X. El puente estuvo completamente humedecido y libre de
burbujas.

2.— El gel se colocd sobre el papel Whatman 3MM y sobre &l
una membrana de nitrocelulosa del mismo tamafio del gel, previa y
brevemente humedecida en H, 0 Dbidestilada estéril y SSC 20 X.
Las burbujas entre el gel y el papel filtro de nitrocelulosa
fueron eliminadas cuildadosamente.

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 posicidn de la primera muestra.

4.— Tres tiras de papel Whatman del mismo tamafio del gel
humedecidas en H, 0 bidestilada estéril vy S55C 20 X se colocaron
sobre el papel filtro de nitrocelulosa: se continudé sobreponiendo
100 servilletas., una placa de vidrio y finalmente un peso de 0.5
Kg

5.— La transferencia se 1llevd a cabo generalmente por 20
horas y a . temperatura ambiente. Durante ese tiempo las toallas
absorbentes humedecidas se cambiaron periddicamente por toallas
nuevas y secas.

6.— La membrana de nitrocelulosa se retiré y se colocd
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entre 2 tiras de papel Whatman a temperatura ambiente hasta que
se secé. Finalmente la membrana se introdujo por 2 horas a un
horno a B0O°C y con vacio.

V.d.3. Deteccién del RNAm de la PRL.

3.1. Rastreador molecular: pPrl-l.

El plésmido 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 Fisiologia y Biofisica de Ila
Universidad de Iowa, USA.

E] pldsmido se caracterizé por medio de cortes con enzimas
de restriccién. Las reaclones enzimdaticas se realizaron éen un
volumen de 10 y]l donde se digerian generalmente 250 ng de DNA.
Las reacciones se prepararon afiadiendo en el siguiente orden a)
una alicuota de H,0 previamente calculada a fin de que el volumen
de la reaccidén fuera de 10 ul, b) la alicuota de buffer para que
su concentracidn final fuera 1X, c) €l DNA y d) de 1 a 2 Unidades
de enzima/ug de DNA.

Las enzimas con las cuales se 1realizd la caracterizacién
pPr1-1 fueron EcoRI, BamHI, BgllI., Pstl (apéndice 1ii). Para
registrar la movilidad electroforética del pldsmido
superenrrol lado se prepardé una mezcla de DNA sin ninguna enzima y
como marcador de peso molecular se cortd pBR322 con Alul. las
reacciones se detuvieron afiadiendo & la mezcla de la reaccidn 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 1X. El gel se tifié con bromuroc de etidio (apéndice
i1 9.6) y se observé en el transiluminador de luz UV,

Habiéndose corroborado la identidad del pldsmido, al
concondar los cortes enzimdticos con lo informado por Gubbins en
1980 (16), se procedié a preparar a pPrl-1 a gran escala,
transformando con é1 a Escherichia coli cepa HB101.

3.2. Transformacidn de E. coli cepa HB10l1 con pPril-1.
Modificacién a la técnica descrita en Maniatis y cols en
1982. (30).

Produccion de bacterias calcio competentes.

1.— De un cultivo madre de F. coli HB1l0l se sembrdé una caja
de petri con agar Luria Bertoni (L-B) con tetraciclina (15 ug/ml)
Yy se incubdé a 37 °C toda la noche.

2.— Al dia siguiente se tomé una colonia de la caja Yy con
ella se inocularon 20 ml de caldo L-B. El cultivo se dejd crecer
a 37 °C con agitacién continua toda la noche.

3.— Con 4 ml de este cultivo se inocularon 200 ml de caldo
L-B con tetraciclina (15 upg/ml). Inmeditamente se extrajeron 4 ml
Y se emplearon para ajustar el espectrofdétometro a cero de

21



absorbancia en una longitud de 550 nm.

4.~ El cultivo se dejo crecer a 37°C con agitacidén vigorosa
(230 rpm) y cuando alcanzé una absorbancia de 0.3 (celdilla de 1
cm de paso de luz)se detuvoe su crecimiento pasédndolo a hielo. De
aqui en adelante el procedimiento se realizé a 4°C.

5.— Posteriormente el cultivo se centrifugé pasdndolo a 500
X g por 10 minutos a 4°C (centrifuga refrigerada Sorwvall IEC,
rotor de angulo fijo No 872). El sobrenadante se descartd y las
bacterias resuspendidas en 80 ml de CaCl, 0.1M. se dejaron en
reposo por 30 minutes.

6.—- La suspensidn bacteriana se centrifugé nuevamente, se
descarté el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 4 mi de
Cacll, .

7.— Una alicuota de 100 ul de la suspensién bacteriana se
aparté., manteniéndola en hielo.

8.~ EI] resto de las bacterias se incubaron 24 horas a 4°C.
Al dfa siguiente se les anadié 1 ml de glicerol esteril al 100%.
La suspension se fraccioné en tubos Eppesndorf en alicuotas de 100
ul, se congelaron en un bafioc de CO, sdélideo y etanol vy
finalmente se almacenaron a -70°C.

9.— Con la alicuota del inciso 7 y con pBR322 se realizdé una
transformacién.

10.~ Habiendo confirmado la capacidad de competencia de las
bacterias para la transformacidn, Inmediatamente después de su
preparacién y después de su congelamiento, se procedidé a realizar
su transformacién con pPril-1.

Transformacion de E. coli '

1.— Doce de las alicuotas de E. coli HB 101 preparadas por
tratamiento con CaCl, se dejaron descongelar en hielo. Por otra
parte se diluyeron los pldsmidos pPrl-1 y pBR322 a 1 ug/ml.

2.— En tubos Eppendorf por separado se mezclaron 10 pl del
pldsmido conteniendo 0.1, 1 y 10 ng de pPrl-1 con 20 ul de la
suspensién bacteriana. OSe dejaron reposando 1 hora en hielo,
debiendo entre tanto agitarlos suavemente cada 10 minutos. 8Se
incluyeron en paralelo transformaciones con el vector pBR322 vy
con el buffer TE sin DNA.

3.— Al final de la incubacidén los tubos se pasaron a un bafio
de agua a 37°C (chogue térmico) por 1 minuto y se les agregd 200
2l de L-B sin antibiético. 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 transformacién se calculé contando
el numero de colonias para cada una de las cantidades de DNA.

3.3. Obtencidn de DNA plasmidico a peguefia escala.
Modificacién a la técnica descrita por Birnboin and Doly en

1978 (6).

1l.- Cuatro de las colonias obtenidas por transformacién con
PPri-1 se inocularon cada una en tubos de ensaye conteniendo 4 ml
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de caldo L-B con tetraciclina (15 ug/ml) vy se ingubaron por 18
horas a 37°C con agitacién continua.

2.— Las bacterias de tres ml de cultivoc se empastillarcon en
un tubo Eppendorf de 1.5 ml mediante 2 centrifugaciones sucesivas
a 16 000 X g por un minuto. El sobrenadante s¢ descarté¢é y las
pastillas se conservaron. Al resto del cultivo, después de
adicionarle glicerol esteril a una concentracién final de 40 %,
se alamacend -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 agregd:

a) Solucioén I, 100 ul. Se resuspendié inmediatamente y
se dejé reposar por 30 minutos a 0°C.

b) Bolucisén II, 200 ul. Se agité suave e inmediatamente
y se dejd reposar por 5 minutos a 0°C. 5

c) Solucidn I1y, 150 wul. Se mezcld suave e
inmediatamente por inversidén durante unos segundos y se dejéd
reposar 1 hora a 0°C.

5.— Los tubos se centrifugaron por S5 minutes, El
scbrenadante se pasdé a otro tubo y se le agregbd:

a) Fenol saturado con Tris-HCl1 0.1 M pH 8.0, 200 ul. Se
agitd suavemente en un agitador tipo vortex.

b) Reactive de sevag, 200 ul. Se volvid a agitar en el
vortex.

6.— Los tubos se centrifugaron nuevamente por 3 minutos. Se
recuperaron los sobrenadantes en otro tubo Eppendorf, vy
agregdndoseles 2 172 volumenes de etanol al 96%. se dejaron
reposar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

7.— Los tubos se centrifugaron por 2 minuteos y se decantd el
etanol. Las pastillas después de resuspenderse en 100 wul de
solucion IV, se reprecipitaron afiadiende Z volumenes de etancl al
96%.

8.—- Cada precipitado se compactdé por centrifugacién, se lavé
con etanol al 70% y se secé por centrifugacién al wvacio
(evaporador centrifuga Savant).

9.— Cada pastilla se disolvié en 48 ul de TE 11X y 2 ul de
RNAasa (10 mg/ml). lLas sclucidnes se incubaron a 37°C por 30
minutos y se guardaron a 4°C.

10.— Posteriormente, gSe confirmé la identidad del plédsmido
por medio de cortes con enzimas de restriccién y electroforesis
en gel de agarosa.

3.4. Obtencién de DNA plasmidico a gran escala.
Técnica descrita enh Maniatis y cols. en 1982 (30).

Crecimiento de bacterias.

1.— Con wuna sola colonia portando el plasmido pPrl-1 se
inocularon 20 ml de medio L-B con tetraciclina (15 ug/ml). EIl
cultivo se deijdé crecer toda la noche a 37°C con agitacidén
continua.
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2.— Los 20 ml del cultivo se transfirieron a 1 litro de
medic M-9 con tetraciclina (15 ug/ml) y se tomaron inmediatamente
5 ml del medio para con ella ajustar el espectrofotémetro a cero
de absorbancia a una longitud de 550 nm (celdilla de 1 cm de paso
de 1luz).

3.— E! medio MY se incubd a 37°C con agitacién (230 rpm).
se registré su absorbancia a 1la 1, 1.5 y 2 horas hasta que el
cultivo alcanzdé una densidad oéptica 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 continudé la incubacidén de la misma manera por
12 horas mas. .

4.~ El crecimiento bacteriano se detuvo pasando el matraz a
un bafio de hielo. Las bacterias se colectaron por centrifugacién
a 7 3500 X g (Centrifuga refrigerada IEC-B 20 A, rotor IEC No 872
de d4ngulo fijo) por 10 minutos. las cuales después de decantado
el sobrenadante, 35e congelaron a —20°C.

Preparacién de un lisado claro.
1.— La pastilla bacteriana se descongeldé a temperatura
ambiente y colocada en hielo se le afiadio:

a) Solucién de sacarosa al 25% en Tris-HC1 pH 8, 6.25 ml.
La pastilla 5se resuspendié perfectamente con la ayuda de una
pipeta de 10 ml.

b) Solucidn de lisozima (2 mg/ml), 1.5 ml. El frasco se
agité por rotacién continua peor 5 minutos.

c) EDTA 0.5M, 1.25 ml. El frasco. se agité por rotacién
continua por 2 minutos.

d) Solucidén de Tritén ¥-100, 10 ml y mientras se afiadid
se agité el frasco por rotacidén. Se continud con €l mezclando por
15 minutos mds. En esta étapa l1a solucidén se tornéd de lechosa a
traslucida.

2.— El lisado bacteriano se sometié a ultracentrifugacién a
94 000 X g por 30 minutos a temperatura ambiente (Ultracentrifuga
Bekman L5-50E & 30 000 rpm en un rotor 60 Ti). EIl sobrenadante
se transfiridé a un tubo cénico Falcon de pldstico de 50 ml con
tapén de rosca. Se tuvo cuidado de no transferir DNA cromosomal
el cual se aprecidé como una porcidén gelatinosa de la pastilla.

Aislamiento de DNA plasmidico
1.— Al sobrenadante del lisado bacteriano se le agregé:
a).-E}l suficiente TE 1X para completar 20 ml.
b)~ CsCl, 0.95 g por mililitro de lisado y se disclvio
con agitacion suave. De aqui en adelante se trabaijdé en oscuridad
parcial y el tubo Falcon se protegié de la luz envolwviéndolo con
papel aluminio.

2.— El1 sobrenadante se transfirié a un tubo de sellado
rapido pare el rotor VTI 50 de Beckman. Lo anterilor se realizd
con la ayuda de una pipeta Pasteur. Al tubo se le agrgd 1 ml de
bromuro de etidic (10 mg/m]l en TE) ¥y se 1llend el tubo con aceite
mineral. Finalmente el tubo se selld con el aparato Beckman. El
tubo se balanceé con el de otro plasmido preparado paralelmente.

3.— Los tubos balanceados se colocaron en €1 rotor VIi 50. vy
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se centrifugaron a 230 000 X g (Ultracentrifuga Beckman L-3 50 E
a 4¢ 000 rpm) por 18 horas a 25°C.

4.— Rl término de la centrifugacién los tubos se observaron
con una ldmpara de luz UV de onda larga a fin de detectar la
banda de DNA tanto del pldsmido como la del cromosoma. El tubo se
punciond en su parte superior y se procedid a colectar el DNA del
pldsmido (banda inferior) con una aguja ancha (18 G) insertada en
una Jjeringa de 5 ml )

5.— La solucidn extraida se colocd en un tubo graduado de 15
ml cubierto con papel aluminio. El bromuro de etidio se removié
afiadiendo un volamen igual de alcohol discamilico, agitando
vigorosamente y centrifugando a 3 000 rpm a fin de separar ambas
fases, Las extracciones se repitieron hasta que se eliminé en el
alcohol iscamilico, el color que delata la presencia del bromuro
de etidio.

6.— La solucidén se dializd por 2 horas contra 2 litros de TE
1X, se traté con RNAasa (20 ug/ml) por 30 minutos a 37°C y con
proteinasa K (100 ug/ml) en presencia de SDS al 0.2% por 1 hora a
DAL

7.— E1l DNA se sometid a exiracciones sucesivas con fenol-
sevag ¥y luego sevag solo. Posteriormente se propicié la
precipitacién del DNA afiadiendo a la fase acuosa NaCl a una
concentracidén final de 0.2 My 2.5 wvolumenes de etanol al 96 %
frio. El tubo se guardé por un minimo de 2 horas a —-20°C.

8.~ El DNA se colecté por centrifugacidén y se lavd con
etanol al 70 %. las trazas de etanol se removieron poYr
descecacidn mediante centrifugacién al vacio (evaporador-—
centrifuga Savant).

9.— El DNA se resuspendid en 1 ml de buffer TE y su
concentracién se determiné espectrofotométricamente, registrando
la absorbancia a 260 nm de una alicuota de 10 ul de DNA diluida
en 1 ml de TE. La concentracidén se calculd con la férmula:

Concentracién de DNA= (D.O. a 260 nm) (50)(101)= 1A (mgiml)
donde:

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

101l= la dilucidén que se acostumbra realizar en la celdilla
del espectrofotdémetro a una alicuota de la soluccidén de
DNA cuya concentracidén se desea conocer.

3.5. Marcaje radiactivo.
Técnica descrita por Feinberg en 1984 (13).

El. plédsmido se marcé radiactivamente por la técnica de
"Marcaje de DNA por Oligonucleotidos al Azar"”. empleando un
eguipo comercial (Amersham) cuyo instructive indicd el siquiente
procedimiento:

25



Linearizacion del pldsmido

1. Un ug de pPrl-1 se sometié a la accién de las
endonucleasas de restriccioén de EcoRI o BamHI. Se tomaron 200 ng
de la mezcla y se corroboré la linearizacién del plédsmido. EI1
resto del DNA (800 ng) se precipité agregando 1/2 volumen de
acetato de amonio 7.5 M y 2 volumenes de etanol al 96%.. E1 DNA se
dejé precipitar toda la noche a -20°C y se empastillé por
centrifugacidén por 19 minuions en la microcentrifuga Eppendorf.

2.— La pastilla se secé por centrifugacién al vacio vy se
resuspendid en 320 wul de TE con 1a finalidad de obtener una
concentracién final de DNA de 2.5 ng/ul.

Marcaje radiactivo del pldsmido.

1.— El DNA linearizado se desnaturalizdé calentandolo por 2
minutos en bafio de agua en ebullicién; posteriormente se paséd
inmediatamente a hielo. La mezcla de la reaccién se prepart de
lJa siguiente manera:

Solucidén de DNA lineal (2.5 ng/uUl) . i i i it i i i an e 10 ul

S To N MU Lol 1o o BN o b b it =5 <l 10 ul
Primer™ . o} JilHidT e o B s Ba i o o B 55« s <[« + « [ ~ 5 ul

H, O ultrapura (la apropiada pa-)
ra un volumen final de 50 wl).

BP_dCTP (3 000 Ci/mmol) & .t i e e e e e et e e e 5 ul

Fragmento Klenow de la
DNA pebDimerasa /. ) UL\ JINGALYLLGY L0, IN ) LU Uk v 2 ul

La reaccidén se incub¢ por 30 minutos a 37°C o toda la noche
a temperatura ambiente y se detuvo agregando 5 ul de EDTA 0.2M

Separacién de la sonda radiactiva de el ¥P-dCTP no
incorporado.

1.— Dos g de Sephadex G-30 (medium) se hidrataron en 150 ml
de TE 24 horas antes de realizar el mercaje.

2.— En el fondo de una jeringa de 1 ml se colocé un tapén de
fibra de wvidrio tratada con silicén y en ella s5e empacd una
columna con el Sephadex.

3.— La columna se cargdé con la muestra y se recolectd en
tubos Eppendorf 5 fracciones de 100, 250, 100, 100 y 100 ul cada
una.

4_— De cada una de las fracciones de eluciodn se tomaron 5 ul
y se fijaron en un pedazo de papel fitro de nitrocelulosa o de
fibra de wvidrio. Cada pedazo de papel se introdujo en un vial de
liguido de centelleo Yy se 1llevaron a un contador de centelleo
l{iquigo.

5.— El pldsmido eluyd en los tubos 2 y 3. Se reunieron ambas
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~licuotas y se calcularon las cuentas totales.

Calculo de la actividad espscifica del DNA marcado

1:= Un ul de 1la muestra de la reaccidén se pasd a un tubo
Eppendorf conteniendo 9 wl de TE 1X.

2.~ De este tubo se tomaron 5 ul y se fijaron en un disco de
fibra de vidrio. Las cuentas aqui fijadas correspondieron a las
cueéntas totales.

3. A los otros 5 ul se les agregd:

a8) DNA acarreador, 50 ul

b} TCA al 10% frioc: 2 ml

Se agitd en un agitador tipo vortex y se dejé enfriar por 10
a2 15 minutos en hielo.

4.— El1 DNA precipitado se recuperéd por filtracién en un
disco de fibra de vidrio, el cual 35e lavd 3 veces con TCA al
10%. 2 veces con etanol al 70% y 1 vez con etanol al 96%.

S5.— El filtro se dejé secar y se introdujo a un vial con
Iiguido de centelleo que se llevé a un contador de centelleo
iiguido. Las cuentas aqui fijadas correspondieron a las
incorporadas al plasmido.

6.— Se calcularon los siguientes pardmetros:

1) Porcentsje de incerporacidn

Cuentas incorporadas (paso 5)X 100 =
Cuentas totales (paso 2)

I1) Cantidad total de DNA sintetizado en ng = (A)=

4 total de uCi afiadidos X 13.2 X % de incorporacién + 25

# de tipos de dNTPs affadidos X promedio de la acti-—
vidad especifica de los
dNTPs affadidos.

asumiendo en la nueva cadena de DNA sintetizada un 25% de
contenido para cada uno de los dNTP

*ng de DNA colocados para la reaccidn
I11) Cantidad de radiactividad incorporada= (B)=

Total de uCi afiadidos X 2.2 X 10° X % de incorporacidn

IV) Actividad especifica del DNA=

=BX 10° dpm/ug
A
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3.6. Hibridacidén.
Técnica descrita por Whal y cols. en 1976 (57).

Prehibridacién

1.— E1 papel filtro de nitrocelulosa c¢on RNA fijado Yy
horneado se colocé dentro de una bolsa de pldstico sellada por 3
de sus lados.

2.— En la bolsa se¢ afladi¢é la solucién de prehibridacion. El
volumen afiadide estuvo determinadoc por el tamafio del papel de
nitrocelulosa. Para un tamafio de filtro de 8.5 X 11 generalmente
empleamos de 5—6 ml.

3.- El cuarto lado de la bolsa se selld teniendo especial
cuidado en eliminar las burbujas. A
.4.— Las bolsas se dejaron por un minimo de 4 horas,

generalmente toda la noche, en un bafio de agua a 42°C con
agitacién continua.

Hibridacién.

1.— Una alicuota del plésmido radiactivo (de 10 a 20 X 10°
com) se calenté en un bafio de agua hirviendo por 2 minutos e
inmediatamente se pasé a hielo.

2.~ La bolsa se abrid por una esquina Yy se vretird la
solucidn de prehibridacidn. La sonda se mez¢cld con la solucidn de
hibridacidén y se introdujo a la bolsa. El volumen de la solucidn
de hibridacién para un tamafio de filtro de nitrocelulosa de 8.5 X
il cm fué de 3—4 ml.

Lavados

1.— Terminado el tiempo de hibridacién se e€liminé 1la
solucién de la bolsa. y reunideos log filtros de nitrocelulosa en
una bandeja de plédstico se lavaron de la sigulente manera:

2.— Dos lavados rédpidos a temperatura ambiente con 300 ml de
una solucidn de 85C 2X y SDS 0.1%

3.— Dos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente con 300
ml de una soluciodon de S5C 2X y 8SDS 0.1%.

4.- Cuatro lavados de 30 minutos a 50°C con 300 ml de una
solucidon de S5C 0.1X y 8DS 0.1%

5.~ Los filtros de nitrocelulosa se dejaron secar a
temperatura ambiente entre 2 papeles Whatman.

3.7. Autorradiografia.

Una vez secos los filtros de nitrocelulosa se expusieron a
una pelicula virgen de rayos X con pantalla amplificadora. EI
tiempo de exposicién dependié da la vida media del *P.

V.d.4. Cuantificacién del RNAm de la PRL
E]l RNAm de la PRL se cuantificédé midiendo 1la radiactividad
fijada en el filtro de nitrocelulosa por la técnica de mancha.

28



Para ello las 4reas de filtro donde se habia fijado el RNA se
recortaron y se introdujeron a un vial gue contenia 5 ml de
liguido de centelleo. Finalmente, 1los viales se llevaron a un
contador de centelleo liguido.

V.d.5. Evaluacidén de los resultados. g

3= Los autorradiogramas gque se obtuvieron de las
transferencias tipo Northern. la fijacion de RNA en mancha y la
fijacién en linea los evaluamos por apreciacion visual.

2.— Las cifras de radiactividad retenidas en los diferentes
filtros se sometieron a las pruebas estadisticas de andlisis de
varianza y comparacién multiple 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 vy
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 desviacioén estédndar (D.E.).
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VI. RESULTADOS
VI.a. PREPARACION DEL RASTRADOR MOLECULAR.

El perfil electroforético de las digestiones de pPrl-1 con
algunas endonucleasas de restriccidén confirmé su identidad:

1} Bglll lipearizé el pldsmido cortando una vez en el
inserto mas no el vector.

2) EcoRl linearizé el pldsmido cortando una vez en el vector
mas no &n el inserto.

3) BamHl linearizé el pldsmido cortando una vez en el vector
mas no al inserto.

4) Pstl 1liberd un fragmento de aproximadamente 800 pb que
migrd en el gel entre los marcadores de peso molecular de 650 y
910. Pstl libera el inserto que se sabe e3 de 735 pb.

5) BglII + EcoRI liberé un fragmento entre 800 pb y 1500 pb.
Esta combinacidén de enzimas libera un fragmento gue dependiendo
de la orientacidén del vector debe ser de 1004 pb o 1220 pb.

La eficiencia de la transformacién de £. ceoli cepa HB 101
con pBR322 fuée de 1.6 X 10° colonias/ug de DNA y con pPril-1 fue
de 1.06 X 10' colonias/ug de DNA. Ambas eficiencias de transfor-—
macién se consideraron bajas ya que generalmente con esta cepa
bacteriana y con pBR322 se obtienen eficiencias de 2 X 10° colo—
nias/ug de BNA (30). De una colonia transformada con pPrl-1 se
realizé el procedimiento de produccién de DNR plasmidico a gran
escala. Con este procedimiento y cultivande 1 | de medio se
obtuvieron 540 ug de DNA plasmidico que con amortiguador TE se
ajustaron a una concentracidén final de 0.5 pg/ul (Figura 1).

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

De la extraccidén de RNA del grupo de ratas tratadas con E,
se purificaron 166 ug, del gue vrecibié TFP se obtuvieron 181 ug y
del que recibié E, + TFP se recuperaron 91 ug. El RNA aislado a
partir del grupo testigo gque recibi¢ aceite mostré indicios de
degradacién (tabla 5). La relacién de la absorbancia 260/280 fué
de 1.7, lo cual indicé un grado aceptable de pureza del RNA
(tabla 5). La integridad de los preparados de RNA se corroboréd al
apreciar en el gel de agarosa—urea—dcido las bandas correspon—
dientes a RNA ribosomal 28 S y 18 5 con wuna intensidad de fluo—
rescencia de 2:1. La ausencia de DNA se constaté por la ausencia
de fluorescencia arriba de la banda 28 S. (Figura 3).

) 1
Para la deteccidén del RNAm de la PRL por 1la técnica de
fijacidén en mancha en su modalidad "manual'" se analizaron 8, 6, 4
Y 2 ug de cada uno de los preparados de RNA, Se incluyd ademids -
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TABLA S. EVALLUACION DE 1L.OS RNAs PURIFI—
CADOS A PARTIR DE 1.AS ADENOHIPOFISIS DHE
ILAS RATAS DEIL. EXPERIMENTO TI.

Grupo Tratamiento Dosis/Dia* Producciéf Pureza® Integridad

ug (TFP) ug
1 Aceite = = = =
2 E, - 166 1.7 ¥
3 TFP 21 181 _ 1.7 +
4 E, + TFP 21 91 1.7 +

la dosis por dia del grupo tratado con E, fué de 20 ug

. en g de RNA recuperado

valorada por la relacién de absorbancia 260/280 nm.

. €+> indica integridad y <—> indica degradacién de los transcritos.

s % v
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28 S

18 S

Figura 3. Ejemplo del perfil slectroforetico ds RNAs recupe—
rados de las adenchipéfisis 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—dcido,
Se tifieron con bromuro de etidio Y se visualizaron por ilumina-
cién con luz U.V. Las imdgenes corresponden a 1los RNAs de 1los
animales tratados con 17 B-estradiol (1) Y trifiuoperazina (2).
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como te. tigo negativo de hibridacién a RNA de higado de rata. En
el autorradiograma se observé gue conforme disminuyd la cantidad
de RNA fijado fué menor la sefial autorradiogréfica en la pelicula
de raycs X. La comparacidén de los tres tratamientos en cada una
de las alicuotas reveld que el E, indujé los niveles de RNAm de
PRL mas altos ¥y la TFP los niveles mds bajos. Cuando la TFP se
administré conjuntamente con el E, 105 niveles de RNAm de PRL
fueron intermedios e 1¢s grupos antedichos. El RNA de higado no
di¢ sefial (figura 4).

El andlisis de los transcriteos por la técnica de "Northern"
se realiz¢ desnaturalizando las muestras con giioxal y separdndo-—
las por electroforésis en gel tipo cortina vertical. 5e procesa—
ron 7.5 ug de RNA de los grupos de ratas tratadas con E,, TFP y §
+ TFP y se incluyd como testigo negativo de hibridacién a RNA del
higado de rata. El autorradiograma reveld gue los niveles de RNAm
de PRL fueron mayores en el grupo de ratas tratadas con E,. en
segundo término el de las ratas tratadas con E, + TFP y por
ultimo. el de aqguellos tratadas con TFP. E1 RNA de higado de
rata, no dié sefial de hibridacidén. (Figura 5).

Vi.c. EXPERIMENTO IIa. EFECTO DE CINCO DOSIS DE TFP.

De las adenohipéfisis de los 10 grupos de ratas del experi-—
mento IIa se obtuvo RNA en suficiente cantidad, adecuada pureza e
integridad. De 9 de ellos se purificarcn mas de 120 u4g y en uno
71 pug. La relacidén de la absorbancia 260/280 nm varié entre 1.5 y
1.6 (Tabla 6). Este valor es cercano al 6ptimo e indica un grado
aceptable de la pureza del RNA. Con el &dnalisis de las muestras
en gel de agarosa-urea-acido se constatd la integridad y ausencia
de DNA (figura 6).

La evaluacidn del contenido del RNAm de PRL se llevé a
cabo por las técnicas de fijacidén en mancha y transferencia tipo
Northern. La primera de ellas se realizdé una vez en su modalidad
“manual" y dos con la ayuda del aparato comercial (Vacusystem.
ABN). En los tres ensayos se fijaron por duplicado 5 ug de RNA de
cada uno de los grupos Yy del testigo negativo de hibridacién (RNA
de higado de reta). En los autorradiogramas se observé que los
grupos de ratas tratadas con aceite y solucién salina presentarcn
un nivel similar de RNAm de PRL. El grupo tratadeo con E, dio los
niveles mds altos de RNAm de PRL. Finalmente los dgrupos gue
recibieron dosis de TFP sola y conjunta con el E, dieron niveles
similares a los grupos tratados con solucién salina y aceite. Una
vez mas, con el RNA de higado de rata no se obtuvo sefial (Figura
2F 5

El conteo de la radiactividad unida a cada una'de las dreas
donde se fijé RNA por la técnica en mancha concorddé con la
apreciacién visual de los autorradiogramas. El andlisis estadis-—
tico de la X < DE (Tabla 7) del incrementoc de RNAm de PRL con
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TRATAMIENTO

Figura 4. Autorradiograma de la hibridacién en mancha de los
RNAs del experimento I y P-pPrl-1. Se muestra el autorradiograma
resultante del experimento I que incluyé a los RNAs de 1las
adenohipéfisis de ratas sometidas a los tratamientos con 17 B
estradiol (E;) (1), trifluoperazina (TFP) (2). Y E+ TFP (3). lLa
hibridacién se realizé usando comc rastreador molecular a pPril-1
marcado radiactivamente con ¥*P-dCTP.
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Figura 5. A grama de 1a hibridacién tipo Northern
del exPerimento 7T y 32P—pPrl—l. Se muestys el autorradioqrama
resul tante del eXperimento I 1 3 los RNAs de las
adenohipéfisis de lasg ratas sometidas a los tratamientos con 17
8-estradio] (E;) (1y, trifluoperazina (TFP) (2) vy E + TFp (3). se
incluys tambigén RNA  de hiigadc de rata (4). N cada carpi} Se
“eésolvieron 7 .8 Hg  de ios RNAs se desnaturalizaron con
Jlioxal. La electroforesis fusa vertical

‘ransferencia

€N gel de dgarosa, 14
2 papel de Nitroce]
I marcado radi

ulosa y i4 hibridacidn con pPri-
Activamente con ®p~dcTP .
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TABIL.A 6. EVATL.UACTON DE IOS RNAs PURIFTI—
CADOS A PARTIR DE @I.2AS ADENOHIPOFISIS DE
ILAS RATAS DEIL. EXPERIMENIO ITa.

Grupo Tratamiento Dosis/dia® Produccié® Pureza® Integridad

ug (TFP) ug
1 aceite = 124 1.5 +
2 salucién - 189 1.5 +
salina
3 E, - 163 1.5 +
4 TFP 12 125 1.5 #
5 TFP a8 114 1.4 +
6 TFP 96 71 1.3 +
7 E, -+ TFP 12 200 1.5 +
8 E, + TFP 24 183 1.6 +
9 E, + TEP 36 153 1.5 +
10 E, + TFP 48 170 1.4 +

*. la dosis/dia del grupo tratade con E, fué de 20 ug.
* en ug de RNA recuperado.
“. valorada por la relacién de absorbancia 260/280 nm.
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Figura 6. Ejemplo del perfil electroforético de RNAs recupe-
rados de las adenohipofisis de las ratas del experimento Ila. Los
RNAs se extrajeron por la técnica de isotiocianato de guanidina-
/cloruro de Iitio, se separaron en gel de agarosa—urea—acido, se
tifieron con bromuro de etidio y se wvisualizaron con luz UV. Las
imdgenes corresponden a los animales tratados con aceite (1), las
dosis de trifluoperazina (TFP) de 12, 48 y 96 ug/dia (2, 3 y 4) ¥
17 B—estradiol + TFP de 48 ug/dia (5).
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Figura 7. Autorradiograma de la hibridacién en mancha entre
los RNAs de adenochipéfisis del experimento IIa y *P-pPrl-i. Se
muestra el autorradiograma resultante del experimento IIa que
incluyé & ratas sometidas a los tratamientos con aceite (1),
solucién salina (2), 17 B-estradiol (E,) (3}, las dosis de j| +
lags 4 dosis de trifluoperazina (TFP) de 12, 24, 36 y 48 ug/dia
{4, 5, 6 vy 7) y las 3 dosis de TFP de 12, 48 y 96 ug /dia (B, 9y
10). Se incluyé también RNA de higado de rata (11). Cinco ug de
RNZ total se fijaron a papel de nitrocelulosa y se hibridaron con
pPr1-1 marcadeo radiactivamente con *P-dCTP.
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TABIL.A 7. VATORES CUANTITATIVOS DET. IN—

CREMENTC DET. RNAmMm DE PRI. DE RATA DEL,
EXPERIMENTO IIa

Grupo Tratamiento Dosis/Dia* Incrementd n
ug (TFP) X DE
1 aceite _ 1.01 0.026 3
2 solucidn '
salina _ 0.93 0.15 3
“ P _ 2,10 0.18 3
4 % o UFF 12 0.98 0.17 3
5 E, + TFP 24 1412 _ 2
6 &, A TEP 36 1.58 - 2
? AT TP 48 0.97 0.12 3
8 TEP 12 0.93 0.18 3
9 EP 48 0.97 0.18 3
10 TFP 96 0.61 . 1

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

39



cada una de las dosis indicé una diferencia significativa entre
el valor de la X del grupo tratado con E, y el del restoc de 1los
grupos (p< 0.01) (Figura &),

la transferencia tipo Northern se realizdé por duplicado
(figura 92 ¥y 10). En una, las muestras se desnaturalizaron por la
técnica de formamida—formaldehido y en la otra por la ‘técnica de
glioxal.

En la transferencia donde se desnaturalizaron las mnuestras
con formamida/formaldehido se tomaron 5.0 ug de RNA de cada uno
de los grupogs y de higado de rata. La resolucién electroforética
se realizé en gel horizontal. En el autorradiograma se aprecié
gue los niveles de RNAm de PRL fueron similares en las ratas
tratadas con sclucidén salina y aceite vy superiores en las trata-
das con E,. Los RNAs de los grupos de ratas tratados con TFP més
E, presentaron niveles de RNAm de PRL similares a los grupos
tratados con solucidn salina, mientras gque los animales tratados
unicamente con TFP mostraron niveles ligeramente inferiores a
éstos ultimos (Figura 9).

Para la transferencia tipo Northern donde las muestras se
desnaturalizaron con glioxal, se procesaron 5.0 ug de RNA de cada
grupoc, excepto para las dosis de TFP de 24 y 96 ug/dfia (estos
RNAs se habian ya agotado), y se separaron en un gel de agarosa
en posicidén horizontal. En general 1los niveles de RNAm de PRL
detectados fueron similares a los del experimento donde el RNA se
désnaturalizé con formamida—formaldehido (Figura 10).

EXPERIMENTO 1Ib. EFECTO DE CINCO DOSIS DE TFP.

La extraccién de RNA total de las 8 adenohipéfisis de ratas
de cada uno de los grupos del experimento IIb rindié entre 120 y
200 wug. La pureza se considerd 6ptima al obtener valores de
relacién de absorbancia mayores de 1.8 (Tabla 8). También se
considerd aceptable su iIintegridad al visualizar en el gel de
agarosa urea—dcido, las bandas de RNA ribosomal 28 S y 18 8§,
nitidas ¥ en la proporcidén adecuada.

El efecto de TFP sobre los niveles de RNAm de PRL obtenidos
por medioc de la técnica de transferencia tipo Northern reveld que
los grupos de ratas tratadas con aceite y solucidén salina presen-
taron niveles similares de RNAm de PRL, La TFP ocasiond un
incremento de ellos conforme se aumenté la dosis. Para la dosis
de TFP de 12 ug/dia los niveles fueron similares a los basales;
para la dosis de 96 ug/dia fueron intermedios entre los basales y
los del grupo que recibid E,. Los transcritos para PRL de las
ratas 4que recibieron E, mds una de las cuatro dosis de TFP (12,
24, 36, y 48 pg/dia) también se incrementaron con la dosig. Para
las dosis de TFP de 12 y 24 ug/dia los niveles detectables de
RNAm de PRL fueron similares a los basales. para la dosis de 36
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Figura 8. Grafica de la cuantificacién del RNAm de PRL de
rata del experimento IIa mediante espectrofotometria en centelleo
liquido. Incremento de los RNAm de PRL en ratas macho OSprague-
Dawley sometidas a los tratamientos del experimento Ila con
aceite, solucién salina (2), 17 B-estradiol (3), las 3 dosis de
trifluoperazina (TFP) de 12, 48 y 96 ug/dia (4, Sy 6). y E,
las 4 -dosis de TFP de 12. 24. 36 y 48 ug/dia (7, 8, 9 y 10). El
incremento se <calculé a partir de las cpm de 5.0 ug de RNA
fi jados en mancha, hibridados con »P-pPrl-1 vy llevados a un
contador de centelleo 1liquido. Se tomé como base de 1 a una de

las cpm del grupo tratado con aceite.

+
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Figura 9. Autorradiograma de 1la hibridacién tipo Northern
del experimento IIa y *P-pPrl-1. Se muestra el autorradiograma
resultante del experimento IIa gue incluydé a ratas sometidas a
los tratamientos con aceite (1), solucidén salina (2), 17 @~
estradiol (3), B, + 4 dosis de triflucoperazina (TFP) de 12, 24,
36 y 48 ug/dia (4, 5. 6 y 7) y las 3 dosis de TFP de 12, 48 y 96
ug/dia (8, 9 vy 10). Se incluyé también RNA de higado de rata
{(11). En cada carril se resolvieron 5.0 ug de los RNA que se
desnaturalizaron con formamida/ formaldehido. La electroforesis
fué horizontal, la transferencia a filtro de nitrocelulosa y la
hibridacién con pPrl-1 marcado radiactivamente con *P-dCTP.
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Figura 10. Autorradiograma de la hibridacién tipo Northern
del experimento Ila ”P-p?rl—l. Se muestra el autorradiograma
resulante del experimento Ila que incluyé a ratas sometidas a los
tratamientos con aceite (1), solucién salina (2), 17 B-estradiol
(E;) (3), la dosis de § + 4 dosis de trifluoperazina (TFP) de 12,
24, 36 y 48 ugs/dia (4. 5, 6 y 7) y la dosis de TFP de 48 ug/dia
(8). Se incluyé también RNA de higado de rata (9). En cada carril
se resolvieron 5.0 ug de RNA total gue se desnaturalizaron con
glioxal. La electroforesis fué horizontal, la transferencia a
filtro de nitrocelulosa y la hibridacién con pPri—-1 marcado con

2p_dCTP.
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TABILA B.

EVAILUACTON DE ILOS RNAS

PURI—

FICADOS A PARTIR DE 1.AS ADENOHIPOFISIS

DE I.AS RATAS DEI. EXPERIMENTO ITb

Grupo Tratamiento Dosis/Dia® Produccidéd *~ Pureza® Integridad
ug (TFP) Hg
1 aceite = 192 1.9 +
2 solucién - 130 1.8 *
salina
3 E, - 184 1.9 +
4 TFP 12 107 1.8 +
o) TFP 48 179 1.9 +
6 TFP 96 128 1.8 +
7 E, + TFP 12 156 1.8 +
8 E, + TFP 24 172 1.9 +
9 1 &Fh 36 156 1.9 +
10 E, + TFP 48 128 1.9 4

(4

‘. la dosis/dia de los grupos tratados con E, fué de 20 ug.
*. en ug de RNA recuperado.
. valorada por la relacién de absorbancia 260/280 nm.
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ug/dia intermedios a los basales y los observados con el E,: no
asi para la dosis de TFP de 48 ug/dia, en la que se observaron
eimilares a los del E, (figura 11).

VI.d. EXPERIMENTO III. EFECTO DE CINCO DOSIS DE W, .

La extraccidén de RNA total de 1las 5 adenohipdfisis de ratas
de cada uno de los grupos experimentales fué de alrededor de 100
ug {(tabla 9). La pureza de los transcritos se considerd Sptima al
obtenerse valores de relacién de absorbancia de 260/280 entre
1.8y 2.0. Su buena integridad queddé manifiesta al observar los
transcritos nitidos Yy en la proporcién adecuada en el gel de
agarosa—urea—-acido.

El efecto de diferentes dosis de W, se analizé por la técni-
ca de transferencia tipo Northern y reveld que los grupos trata-
dos con aceite y solucién salina no presentaron diferencia en los
niveles de RNAm de PRL y que el E, los incrementé notablemente.
Las diferentes dosis de W, (9.4, 37.5 y 75 ug/dia) causaron en
las ratas un nivel de transcritos similar al de los grupos
tratados con aceite y solucidén salina. Finalmente, la administra-
cién conjunta del E, y de cada una de las dosis de W (9.4, 18.7,
28.1 y 37.5 ug/dia) causaron en las ratas niveles comparatava-—
vamente iguales al de 1los grupos tratados con aceite Yy solucidn
salina (figura 12).

Vi.e. EXPERIMENTO IV. EFECTO DE UNA DOSIS DE MTC.

El RNA gque se extrajo de cada uno de los <conjuntos de
adenohipé6fisis de las vratas del experimento IV, reunid los
requisitos para el andlisis del RNAm de PRL. La extraccién de RNA
total de cada grupo rindidé entre 130 y 250 ug. La pureza se
consideré aceptable al obtenerse wvalores de la relacidn de
absorbancia de 260/280 nm de 1.7 (Tabla 10). Los transcritos se
visualizaron integros y en la proporcidén adecuada en el gel de
agarosa~urea—-acido.

Los RNAs se fijaron a filtros de nitrocelulosa con ayuda
del aparato "vacusystem", tante en su forma en mancha como en Su
forma en linea: 5 ug de RNA se fijaron por la primera técnica y 3
ug por la segunda. También se analizé 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-
ryon €n gel de agarosa horizontal. En los autorradiogramas
obtenidos por las 3 técnicas (Figura 13, 14 y 15) se observé que
el E, vy la MIC incrementaron los niveles basales de RNAm de PRL.
Sin embargo, el efecto de la MIC fué menor al del E,. El E mds la
MTC administradas conjuntamente incrementaron los niveles de RNAm
de PRL mds de lo que causé el E,.
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Figura 11. Autorradiograma de 1la hibridacién tipo Northern
del experimento IIb y *P-pPrl-1. Se muestra el autorradiograma
resultante del experimento IIb que incluyé a las ratas sometidas
a los tratamientos con aceite (1), solucién salina (2), 17 8-
estradiol (E,) (3), las 3 dosis de trifluoperazina (TFP) 12, 48 y
96 ug/dia (4, 5y 6) vy E;, + 4 dosis de TFP 12, 24, 36 y 48 ug/dia
(7, B8, 9 y 10). Se incluyé también RNA de higado de rata (1l1). En
cada carril se resolvieron 5.0 ug de RNA total que se desnatura-—
lizaron cen glioxal. La electroforesis fué horizontal, la trans-
ferencia a filtro de nitrocelulosa y 1la hibridacién con pPrl-1
marcado radiactivamente con **P—dCTP. :
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TABILA 9. EVAILUACION DE I.OS RNAs PURIFI—
CADGOGS A PARTIR DE ILAS 2DFENOHIPOFISIS DE
I.AS RATAS DEYI. EXFPERIMENIO IIT.

Grupo Tratamiento Dosis/Dfa* Producciédf Pureza® Integridad

ug (W, ) ug
1 aceite - 192 1.9 +
2 solucién - 130 1.8 +
salina
A B _ 184 1.9 +
4 W, 9.8 107 1.9 +
5 W, 37.5 116 1.9 i
6 W, 75.0 96 1.8 +
7 E, + W 9.8 140 1.9 +
8 E, +W 18.7 134 1.9 +
9 E, + VW 28.1 144 1.9 +
10 E, + VW 37.5 94 2.0 +

*. la dosis/dfa de los grupos tratados con E, fué de 20 ug.
" en ug de RNA recuperado.
®. wvalorada por la relacién de absorvancia 260/280 nm.
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Figura 12. Autorradlograma de 1ls hibridacién tipo Northern
del experimento III y *P-pPrl-1. Se muestra el autorradiograma
resultante del experimento III que incluyé a las ratas sometidas
a los tratamientos con aceite (1), solucién salina (2), 17 B~
estradiol (E,) (3), las 3 dosis de W de 9.8, 37.5 y 75 ug/dia (4,
Sy 6)y Ei + las 4 dosis de W de 9.8, 18.7. 28.1 y 37.5 ug/dia
(7, 8. 9y 10). Se incluy¢ también higado 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 vy la hibridacién con pPrl-1 marcado
radiactivamente con *P-dCTP.
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TADBI.A 10. EVALUACION DE 105 RNAs PURI—
FPICADOS A PARITIR DE I1.AZS ADENOHIPOFISIS
DE 1.AS RATAS DFEI. EXPERIMENTO IV.

Grupo Tratamiento Dosis/dia® Produccié® Pureza® Integridad

ug (MTC) ug
L solucién = 154 1.7 +
salina :
2 E _ 252 %, 7 +
3 MTC 89 142 1.7 +
4 B=MTC g9 204 .7 +

*. la dosis/difa de los grupos tratados con E, fué de 20 ug.

®. en ug de RNA recuperado.
®. valorada por la relacién de absorbancia a 260/280 nm.
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Figura 13. Autorradiograma de la hibridacion en mancha entre
los RNAs de las adenohipéfisis de ratas del experimento IV y “P-
pPrl-1. Se muestra el autorradiograma resultante del experimento
IV que incluyé a ratas sometidas a los tratamientos con solucién
salina (1). 17 B-estradicl (E;) (2), metoclopramida (MTC) (3) ¥ E
+ MTC (4). Cinco ug de RNA total/alicuota se fijaron a filtro de
nitrocelulosa y se hibridaron con pPrl-1 marcado radiactivamente

con *pP-dCTP.
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Figura 14. Autorradiograma de la hibridacién en linea entre
los RNAs de las adenohipéfisis de ratas del experimento IV y “P—
pPrl-1. Se muestra el autorradiograma resultante del experimento
IV que incluyé a ratas sometidas a los tratamientos con solucidn
salina (1), 17 B-estradiol (E,)} (2), metoclopramida (MIC) (3) v &
+ MTC (4). Tres ug de RNA total se fijaron a filtro de nitrocelu-—
losa y se hibridaron con pPrl-1 marcado radiactivamente con *P-

acTP.

1020091096 .
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Figura 15. Autorradiograma de 1la hibridacién tipo Northern
del experimento IV y *P-pPrl-1, Se muestra el autorradiograma
resultante del experimento IV gue incluyé a ratas sometidas a los
tratamientos con solucién salina (1), 17 B-estradiol (E,) (2),
metoclopramida (MTC) (3) y E, + MIC (4). Se incluyd también RNA
de higado de rata. En cada carril se resolvieron 5.0 ug de RNA
total gque se desnaturalizaron con glioxal. La electroforesis fué
horizontal, la transferencia a filtro de nitrocelulosa Yy la
hibridacién con pPrl-1 marcado radiactivamente con *P-dCTP.

Al
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El andlisis estadistico de la X ‘' DE del incremento de
RNAmde PRL (tabla 11) indicé un incremento significativo al

Gcasionado tanto por el E, como por el § mds la MIC (p< D.01) y
no significativo al inducido por la MTC. Este mismo estudio

estadistico indicé un ipncremsnto significativo al promovido por
la administracién conjunta del E, + la MIC sobre el dado por el E
(p<0.01) (figura 16).
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TABILA 11 . VATOES CUANTITATIVOS DET. ITN—
CREMENTO DE RNAM DE PRI. DE RATA DEL
EXPPERIMENTO IV,

Grupo Tratamiento Dosis/d1a"® Inﬁrement& n
ug (TFP) X DE
1 solucién - 1.0 0.23 3
salina
2 MTC 99 1.53 0.30 3
3 E, _ 4_07 0.97 3
4 E, + MIC 98 6.28 0.46 3

. la dosis/dia de los grupos tratados con E, fué de 20 ug.

valores calculados a partir de las cpm detectadas en los filtros de
niitrocelulosa con RNA fijado en mancha y en dorxie se tomé como base de 1 a uma
de las cpm del grupo tratado con solucién salina.
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INCREMENTO DE RNAm DE PRL

! rd 3 4
TRATAMIENTO

Figura 16. Grdfica de 1la cuantificacién del RNAm de 1la PRL
de rata del experimentc IV mediante espectrofotometria en cente-~
lleo 1l1iguido. Incremento del RNAm de 1la PRL en ratas miucho
Sprague-Dawley sometidas a los tratamientos con solucidn sa’ina
(1), 17 B-estradiol (E,) (2), metoclopramida (MTC) (3), y E + MIC
(4). El1 incremento se calculé a partir de 1las cpm de 5.0 ug de
RNA fijados en mancha e hibridados con pPrl-1 marcado radiactiva-
mente con “P-dCTP. Se tomé como base de 1 a una de las cpm del
grupo tratado con solucidén salina :
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VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En los experimentos 1., Ila y IV evaluamos el RNAm de 1la PRL
las 3 técnicas de fijacién de RNA: tipo Northern, en linea y en
mancha y corroboramos que las tres dan resultados similares.

En el experimento IIa realizemos una transferencia tipo
Northern por la técnica de desnaturalizacidén de RNA con formami-~
da/formaldehido y otra por la técnica de glioxal y ambos procedi-
mientos diercn resultados similares. Las lineas observables en la
parte superior del autorradiograma resultante de la hibridacién
tipo Northern por la® técnica con formamida/formaldehido
corresponden a transcritos nucleares, y con ello se corrobord la
mayor eficiencia de esta técnica (8). Siendo nuestro interés la
deteccién de los transcritos maduros de 1a PRL y habiendo
proporcionado ambas teécnicas resultados similaes para este
pardmetro se empled en lo sucesivo la técnica con glioxal. Esta
técnica es menos laboriosa y no requiere formaldehido {(reactivo
téxico e irritante} (8).

En el experimento Ila y IV realizamos un andlisis cuantita—
tive mediante la medicidén de la radiactividad unida al RNA
fijado en mancha. De esta valoracién fué importante confirmar que
entre los valores de los grupos testigos negativos (ratas trata-
das con aceite y solucidén salina) no hubo diferencia significati-
va y si entre éstos y el grupo testigo positivo (ratas tratadas
con E;}. La importancia radicé en gue ellos fueron puntos de
referencia en la valoracién del efecto de la TFP, W, y MIC.

El experimento 1Ia se repitidé a fin de corroborar y comple-
tar los resultados. Los resultados de ambos experimentos si bien
no concordaron totalmente. no fueron contradictorios. En ambos,
el grupo de ratas tratadas con aceite y solucién salina presenta-
ron similares los niveles de RNAm de PRL ¥ el grupo tratado con
E, marcadamente ma&s elevados. Igualmente, en ambos experimentos,
la TFP no fué capaz de disminuir los niveles basales de RNAm de
PRL, aungue en el segundo experimento se detectdé un efecto
inductor al aumentar la dosis. La TFP bloqueé la accién del E, en
ambos experimentos: sin embargo en el 1IIa el Dblogueo fué con
todas las dosis Yy en el IIb disminuyé al ellas aumentar,
llegando a ser nulo a la ultima. Dado que hubo menos problemas
técnicos al repetir este estudio, consideramos mds confiables los
resultados del experimento IIb vy sobre ellos basamos nuestras
conclusiones.

Los grupos de ratas tratadas con aceite y solucidén salina
presentaron similares los niveles de RNAm de PRL. De ninguna de
estas sustancias hay informes de efecto sobre la produccidn de
PRL, por lo gue a éstos niveles los consilderamos los basales.
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El nivel de transcritos para PRL que presentd el grupo de
ratas tratadas con E, fué notoriamente mdés alto que el basal. En
el animal intacto y en cultivo de células adenchipofisarias, estd
demostrade que el E, incrementa la produccidén de la PRL
promoviendo la duplicacidén del lactotropo (2) y la transcripcidn
del gen (36, 42). Las ratas hembras son mds suceptibles al E,.
sin embargo. en ambos sexos se aumenta de 3 a 5 veces la sintesis
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 W, modificaron 1los niveles basales
de RNAm de PRL y el efecto del E, fué blogueado totalmente por
ellas. En el animal intacto, no hay datos sobre la accidén del W,
a nivel de la produccién de PRL. No obstante, el efecto
antiestrogénico del W, pudiera deberse a su propiedad de inhibir
la CaM. Este efecto del W, recuerda al del tamoxifen (fdrmaco
antiestrogénico in vivo e in vitro) el cual. ademds de actuar
compitiendo por el receptor estrogénico (44), posee la capacidad
de inhibir CaM (26).

Las mismas concentraciones molares de W, se ensayaron con la
TFP. Con este fdrmaco se aumentaron los niveles basales de RNAm
de PRL a un nivel no superior a los inducidos por el E,. La TFP
es un fdarmaco antidopaminérgico (18) asi como inhibidor de CaM
(56). La DA es capaz de inhibir la transcripcién del gen de la
PRL (34, 35}, por 1lo cual, fué 1loégico gque este fdrmaco
antidopaminérgico promocviera el aumento de los transcritos para
PRL. Quedé fuera de nuestro alcance determinar si la propiedad de
la TFP de inhibir CaM influyd en la magnitud del incremento de
ios transcritos. La TFP a las dosis de 12 y 24 ug blogued
totalmente el efecto del E,, a la dosis de 36 ug, parcialmente vy
no tuvo efecto a la dosis de 48 ug. El mecanismo de accidén del E,
para estimular la produccién de PRL no estd aun detallado, sin
embargo, se postula gue ademds de actusr en el lactotropo (14,
36) interviene y modifica el sistema dopaminérgico. Asi pues, se
informa que bajo 1la influencia del E, los receptores dopami-
nérgicos en la adenohipdfisis estdn disminuidos (25). Bajo estas
circunstancias, en €l sistema portal. los niveles de DA en el
sistema portal estdn disminuidos y aumentades l1os de la TRH (14,
21). Un dato mas, es que 1las células lactotrépicas son mds
sensibles a la TRH cuando la accidén de la DA es blogueada (33).
Sobre el mecanismo de accidén intracelular del E,. se suglere la
participacién de CaM . Las evidencias provienen partir de células
adenchipofisarias y de otros tipos de células blanco para los
estrégenos (45, 51) y en donde de la inhibicién de CaM ha
redundado en un efecto antiestrogénico. Nosotros asumimos gque en
los resultados del presente trabajo la TFP blogued la accidén del
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E,., por su interaccidén con CaM, y que esta propiedad influyé en
la menor manifestacién de su propiedad antidopaminérgica. Los

resultados con MTC, fdrmaco antidopaminérgico ¥y no inhibiodor de

CaM, apoyan nuestra suposicién. Una dosis molar de MIC menor a

ias de la TFP estimulé los niveles basales de PRL y potencidé 1os

inducidos por el E, .

El W, y la TFP no solo actuan inhibliendo a fosfodiesterasas
de AMPc dependientes de CaM y a otras fosfatasas Yy cinasas
nucleares y citoplasmdticas 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 fdrmacos son
similares en su potencia para inhibir CaM, peroc el W, es méds
especifico por tener menor solubilidad lipidica {(18). Asi1 pues,
consideramos gque en la diferencia del efecto de estos fdrmacos
sobre los niveles de RNAm de PRL basales y los inducidos por el
E, no solo contribuydé la reconocida accién antidopaminérgica de
la TFP, sino también la diferencia de especificidad de accidn
intracelular.

En cultivo primario de células adenohipofisarias de rata, ¢l
W, y la TFP disminuyeron los niveles basales de PRL y bloquearon
el efecto 1inductor del E (32). En este modelo experimental.
resulta mds factible involucrar a la CaM en el mecanismo de
accién intracelular del E,. En el animal intacto, la infituencia
hipotaldmica dificulta determinar la magnitud con que la
inhibicién de la CaM en el lactotropo contribuyé en los
resultados y la magnitud del efecto de estos fdrmacos sobre otras
células con influencia directa © indirecta ya en la fisiologia
del lactotropo ¢ en los mecanismos de regulacién de su produc-
Ccion.

No obstante, pese a estas limitaciones gue nos impiden ser
conclusivos es claro el efecto antiestrogénico del W, y la TFP
sobre los niveles de RNAm de PRL.
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VIII. PERSPECTIVAS,

El hacer evidente un evento molecular en un modelc in vivo,
como lo es8 en ratas, tiene especial relevancia por la proyeccién
gque a la fisiologia del mamifero o del hombre pudiera hacerse. Xl
hecho de gue inhibidores de CaM hayan blogueado el efecto estimu-
lador del E, en la produccién de transcritos para PRL estd acorde
con la hips6tesis de gque la CaM estd participando en el mecanismo
de accién intracelular del E,. Si bien, la demostracién de estd
hipétesis requiere aun de ensayos en modelos donde se controlen
meior las condiciones experimentales, los resultados que aporta—
mos Jjustifican la realizacién de experimentos gque den en este
modelo, mayor certeza a la participacién de CaM. Opciones que
sugerimos: son 1) Emplear fdrmacos aun mds especificos para
inhibir CaM. ii) Hacer estudios en nucleos aislados de células
adenohipofisarias provenientes de ratas tratadas de una manera
similar o igual a la nuestra. tal como ensayar si la adisién de
CaM revierte el efecto inhibidor de estos fdrmacos.
1i1) Paralelamente se podria detectar por medio de electroforesis
en 2 dimensiocones el grado de fosforilacién del receptor
estrogénico.

Estda establecido que el E, estimula la produccién de PRL
actuando directamente en el lactotropo y modificando por via
hipotaldmica el sistema dopaminérgico y 1la liberacién de la TRH
(14, 21). Lograr constatar, en un modelo in vivo, el mecanismo de
accién intracelular del E, y de los genes gue, ademds de la PRL
son por é1 afectados, ayudarid en la determinacién de la magnitud
con gue cada una de las diversas vias de accién del E, aumentan
la produccién de la PRL.

De entre las alteraciones de las hormonas hipofisarias la
hiperprolactinemia es la md&s frecuente. Las eticlogias hasta
ahora determinadas se han identificado en el sistema
dopaminérgico {19) . Sin embargo. persiste aun la
hiperprolactinemia idiopdtica vy se ignora 1o que determina el
establecimiento de un prolactinoma (21). La respuesta y solucidn
a €8tos problemas se dard con el estudio de la regulacién de la
sintesis y secrecién de la PRL vy con la deteccién de las
alleraciones en los estados patoldégicos. Como modelo de
investigacién de esta patologia se ha tomado a lineas celulares
de origen tumoral {(11) y al tumor inducido en ratas Fisher. por
medic de la administracién crédénica de E, .

La CaM sijiendo una proteina ampliamente distribuida entre los
organismos eucaridticos en sus diferentes tipos celulares. se ha

involucrado en una diversidad de funciones gelulares. Su
participacién es indispensable en el proceso del ciclo celular
(17. 54). lLos informes en diversas lineas tumorales sobre
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alteraciones cualitativas y/o cuantitativas de la CaM son pocos y
algunos contradictorios (9, 17)}. No olstante. algunos estudios
preclinicos se han realizado empleando féarmacos con la propiedad
de inhibir CaM y se han obtenido resultados prometedores (17).

Asi pues. el claro efecto blogueador de 1la TFP y el W, a la
accién estimuladora del E, socbre 1los niveles de RNAm de PRL
motiva a hacer ensayos, en el modelo del tumor hipefisario,
inducido en ratas Fisher, empleando éstos u otros farmacos con la
propiedad de 1nhibir CaM. Obtener resultados positivos en este
modelo involucrarian a mensajeros intracelulares (CaM) en la
fisiopatologia del prolactinoma. El pronéstico de esta patologia
se podria modificar con la utilizacién de dichos fdrmacos.
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APENDICE i
PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

Tratamiento de las ratas
Bceite vegetal

17-6 estradiol.

Solucidn madre: 5 mg/ml. Se disolvieron 5 mg de 17 B—
esiradiol en 10 ml de etanol al 96 %, se alicuotaron en
tubos Eppendorf y se almacenaron a 4° C.

Scolucidn de trabaijo. 0.13 mg/mi. Se tomaron 1.3 m] de la
sclucidn madre y se aforaron a 50 ml con aceite vegetal.

Trifluoperazina. Para las diferentes dosis de TFP se
emplearon l1os preparados comerciales de Stelazine (Lab Smith
Klein and French} de ampolletas de 1 ml a 1 mg/ml y de
dumpulas de 10 ml de 2 mg/ml. A partir de las ampolletas de 1
ml se preparé la dilucidn de 0.028 ug/ul y del vial de 10 ml
las diluciones de 0.016, 0.032, 0.048 y 0.128 ug/nl. EIl
diluyente fué solucion salina, las diluciones se realizaron
al momento de diniciar el tratamiento de los animales y se
guardaron en frascos oscures a 4°C.

W, . Se disclvieron 10 mg de W en 6 ml de etanol y se aforé
con solucidn salina a 100 ml. De esta solucidn se prerararon
las dilucones de 0.0125, 0.025, 0.037, 0.05 y 1.0  wug/ul
utlilizando como diluyente solucidén salina.

Metoclopramida. Del preparado comercial de metoclopramida
de 5 mg/ml (lab Lepetit de México) se prepardé la diluciédn
de 0.13 ug/ul con solucién salina. La dilucidén  se realizéd
al momento de iniciar el tratamiento con los animales vy se
guard¢ en frasco oscurc a temperatura ambiente.

Obtencidn de las adenchipéfisis.
S5C 11X pH 7.0 tratada con DEP. NaCl 0.87% y citrato de
sodio 0.44 %.

Extraccién de RNA.

En la extraccién de RNA total todo el material de vidrio se
horned por 4 horas a 250 °C. El H,O0 y todas 1&s soluciones a
excepcidén de las que contenilian tris se trataron con DEP al
0.1%. El émbolo éel homogenizador tipo Potter se esterilizdé
en autoclave a 15 lb/pul®. Siempre se emplearon tubos Eppen—
dorf y puntillas nuevas autoclaveadas.
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Solucién D. Contizne: 1sotiocianato de guanidina 4M.
citrato de sodio C.25 mM pH 7. sarkosyl 0.5 % y £-mercapto-
etanol al 0.72 %.

H,C-DEP. A 1020 ml de agua bidestilada estéril se le
agregaron 1 ml de DEP, se 1incubd toda la noche vy se
inactivo el DEP en autocle a 15 1b/pug”® por 15 minutos.
Acetato de sodic Z M tratado con DEP. :

Sevag. Se disolvieron 49 ml de cloroformo y 1 ml de alcohol
isoamilico.

Etanol absoluto.

Etancl al 75 %, diluido con agua-DEP

LiCl 4 M. tratado con DEP.

Puffer de golukilizacidén. Consistidé de 5DS 0.1 %, EDTA 1 mM
y Tris-HCl1 10 mM.

SDS al 1%.

Tris-HCl 0.5M pH 7.

Electroforesis de agarosa-urea—acido.

Urea 10 M: Se disolvieron 300 g de urea en un volumen final
de 500 m}! de H, C-DEP, se trataron por 30 minutos con carbdén
activado y se pasé por un filtro Whatman No. 2.

Citrato de sodio 0.25 mM pH 7.0. Se disolvieron 48.03 g de
dcido citrico, € g de NaCOH en 1 1 de H,0O bidestileda este—
ril. El pH se aiusté con NaCH 10 N.

Bromuro de etidio a 1 ug/ml en tris-HCI. Se diluyeron 29 ul
de bromuro de etidio (10 mg/ml) en 200 ml de tris-HCl1 50 mM
pH 7.6.

Azul de bromofencl]l al 0.05 %: Contuvo 0.05 g de azul de
bromofenol, 30 ml de glicerol y H, O-DEP cbp 100 mil.

Buffer de corrida: Citrato de scdio 0.025 mM pH 7.0. Se
prepard a paritiv de buffer de citrato 0.29 M pH/7.

Fijacidén de RNA en mancha a filtro de nitrocelulosa.

H, O-DEP.

38C 20 X pH 7.0 tratado c¢on DEP. Contuvo NaCl 17.53 %,,
citrato de sodio 8.82 % en H,0 bidestilada. Se traté con
DEP.

Electroforesis en gel de formamida-formaldehido.

Buffer de fosfato de sodio 10 X; Contuvo Na,HPQG 0.18 M. vy
NaH, PQ 0.002 M.

Formaldehido 4.4 M vy buffer de fosfatos 2 X. Se preparéd
mezclando 35.73 ml de formaldehido al 37 % (12.3. M), 20 ml
de buffer de fosfatos 10 Xy 44.27 ml de H,0 bidestilada
esteril.

Colorante: Contiene azul de bromofencl 0.4 %. xilene—cianol
0.4 %, glicerol al 50 % y EDTA 1 mM.

Buffer de corrida. Formaldehido 2.2 M en amortiguador de
fosfatos 1 X. Se disolvieron 268 ml! de formaldehido al 37 %,
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150 ml de buffer de fosfatos 1C X y 1081 ml de H,0 bidesti-~
lada esteril.

Acetato de amonio 0.1 M. Se diluyeron 33.3 ml de acetato de
amonio 3 M con 96.6 ml de H,0 bidestilada estéril.

Solucién de Dbromuro de etidio. Consistié de bromuro de
etidio 0.5 ug/ml, acetato de amonio 0.1 M y R-mercaptoestanol
0.0 M diluidos en agua bidestilada estéril. '

Ejemplo:

bromuro de etidio ) ul
acetato de amonio 3 M 10 ml
f—-mercaptoetanol 14.4 M 22.5 ul
H, O bidestilada estéril 289.7 mil

Solucidén de acetato de amcnio 0.1 M y B-mercaptoetancl al
0.01M diluidos en agua bidestilada estéril.

Acetato de amonia.3 M 10.0 ml
P-mercaptoetancl! 14.4 M 22.5 ul
H, 0 bidestilada estéril 289.7 ul

Electroforesis en gel de agarosa—glioxal.

Fosfato de sodio 1 M pH 7.0, Se disolvieron 39 ml de
Na,HPQ 1 M yv 61 ml de NaH, PQ 1M,

Glioxal delonizado. En Jeringas de 3 ml se empacaron
columnas de 2 cm de longitud con la resina Biorad AG-501 X 8
(D). A través de ellas se pasd en forma consecutiva glioxal
al 40 % y se recolecté la elucidén en tubos Eppendorf. Las
alicuotas se almacenaron a —20 °C.

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

Colorante. Se disolvieron 5 mg de azul de bromofenol, 5 mg
de xilene cianol, 10 ul de buffer de fosfato de sodioc 1 M pH
7.0 y 900 ul de H, O-DEP.

Buffer de electroforesis: Consisti¢é de amortiguador de
fosfato de sodio 06.01 M pH 7.0. el cual se prepardé a partir
del buffer de fosriato 1 M pH 7 y diluyéndolo con H,0O bides-
tilada esteril.

Bromuro de etidio a una concentracién de 5 ug/ml en H, O
bidestilada.

Transferncia tipoe Northern.

H, O bidestilada estéril

€8C 20 X pH 7.0. Consistié de NaCl 17.53 %, citrato de
sodic B8.82% disueltos en H, O bidestilada estéril. Se esteri-
1lizé en autoclave.

Cortes con enzimas de restricciodn. . s

H, O ultrapura. Sistema de filtracidén MiliQ (Millipore).

TAE 1 X. Contiene tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.002 M. Se
preparé a partir de TAE 50 X.
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9.3. TAE 50 X. Se disolvieron 242 g de Tris-base, 57.1 ml de
dcido acético giacial .y 100 m! 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. sn H, O-DEP.

9.5. EDTA 0.5 M pH 8. Se mezclaron 186.1 g de EDTA en 800 ml de
H,0 Dbidestilada. El pH se ajusté6 con aproximadamente 20 g de
NaOH (al ajustarse el pH se disuelvid el EDTA). Se afordé con
H, O bidestilasa a 100 ml y se esterilizé en auntoclave.

9.6 Bromuro de etidio. Consistié de wna solucidédn de 0.5 ug/ul en
TAE 1X.

10. Transformacién bacteriana.

10.1 Caldo Luria Bertoni (L-B). Contuve Dbactotriptona al 1%,
estracto de levadura al 0.5 %, NaCl al 1 %. Ajustado a pH
7.0 con NaOH 10 N y esterilizado a 15 1b/pulg® por 15 minu-
tos. Se prepard disolviendo 10 g de bactotriptona, 5 g de
extracto de levadura y 10 g de NaCl.

10.2 Agar L-B. Contuvo lo mismo gque el caldo mas agar-agar al

1.5 %.

10.3 Agar y caldo L-B con tetraciclina. Después de esterilizar
el medio se dejé enfriar aproximadamente a 50°C para poste-—
riormente afiadir tetraciclina a una concentracidén final de
15 pg/ul. Las caljas se almacéenaron en oscuridad.

10.4 ©Solucién madre de tetraciclina. Se disolvieron 12.5 mg de
hidrocloruro de tetraciclina en una solucién de metanol/H,O
(50% v/v). La solucidn se esterilizé por filtracidén y se
almacend en oscuridad a ~-20 °*C. Se debe utilizar en medics
sin Mg*” tal como el L-B.

11. Técnica de obtencién de DNA plasmidico a pequefia escala.

11.1 Solucién I. Contuvo lisozima 2 mg/ml. glucosa 50 mM, EDTA
10 mM, Tris—-HCl 25 mM pH 8. Se prepardé inmediatamente antes
de usarse Yy se conservé a 0°C.

11.2 Solucién II. Solucién alcalina. Contiene SDS al 1% y NaOH
0.2 N. Se almacens a temperatura ambiente. La solucidén es
estable por una semana.

11.3 Solucién IXI. Solucién de alta concentracién de sales.
Contiene acetato de potasio 3 M, dcido acético 2 M.

11.4 Solucién de acetato de sodio 0.1 M y tris HCl] 50 mM pH 8.

11.5 Etanol al 96 %.

11.6 Etanol al 70 %.

11.7 RNAasa libre de DNAasa: Consistié de RNAasa pancreatica de
10 mg/m]l en tris-HC1 10 mM pH 7.5 y NaCl 15 mM. Antes de su
uso la solucisén se calentd a ebullicién en bafio de agua por
15 minutos, se dejdé enfriar lentamente a temperatura ambien—
te, se alicuotd y se almacend a —-20°C.

11.8 Fenol-saturado. Al fenol bidestilado se le agrgé 8-hidroxi—
quinoleina a wuna concentracidén final de 0.1%'{(da un color
amarillo a la solucién). Se saturd varias veces con tris—HC!
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.1 M pH 8 y B-mercaptoetanol hasta que el pH de la fase
cuosa fué mayor de 7.5. La solucidn es estable hasta 1 mes
4°C.

QJQ/O

Técnica para obtener DNA plasmidico a gran escala

Tris-HC! 1 M pH 8.

EDTA 0.5 M pH 8. El pH se ajusté cocn NaOH 10 N.

NaCl 5 M esterilizado a 15 lb/pulg’ por 15 minutos.

Acetato de z3odic 0.3 M pH 5.2. Se disolvio la sal en H,0O
bidestilada y se ajusté el pH con ac1do acetico glacial. La
solucién se esterilizé a 15 1lb/pulg’® por 15 minutos

ShS al 10%.

Bromuro de etidio 10 mg/ml, Se diluyé 1 g de Dbromuro de
etidioc en 100 ml de agua Dbidestilada. solucién se almacend
en un frasco oscuro.

7 Amortiguador TE. Contuvo tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH

8. Se prepard diluyéndo 10 ml] de HC1 1 My 2 ml de EDTA 0.5
M.

.bwl\.n—-

G U

.8 Solucidn salina M9 10 X. Se disclvieron en el siguiente

orden: 70 g de Na,PQ 70g. 30 g de KH,PQ. 5 g de NaCl, 10 g
de NH,Cl y HO destiiada cbp 1000 ml. La solucidn se esteri-
lizé a 15 lb/pulg por 15 minutos.

.9 CaCl, 0.01 M. esteril.
224

10 MgSC, 0.1 M esteril.

J1°1 Glucosa al 20 %. La solucidén se esterilizd por filtracidn

o en autoclave. Se almacend a 4°C.

ol 4 Casaaminodcidos al 20 %. Se preparé H, 0 destilada y se

esterilizé en autoclave.

13 Vitamina B, {Tiamina) 2 mg/ml. La solucién se esterilizd
por filtracidn y se almacend a 4°C.

14 Medio M9. Consistié de 840 ml de H, O bidestilada y 100 ml

- de solucidén salina M9-10X. La solucidédn se esterilizd en
autoclave y posteriormente se le agregd:
10 ml de CaCl, 0.01 M, 10 ml! de MgSQ 0.1 M, 20 ml de glucosa
al 20 %, 20 ml de casaaminodcidos 20 % y 0.2 ml de tiamina
2 mg/ml.

15 ©Solucién de sacarosa al 25 %. La solucidn se almacend por
filtracidon y se almacendé a 4°C.

16 Solucidén de lisozima (2 mg/ml). Se disolvieron 2 mg de
lizocima por ml de sacarosa al 25% en tris-HCI 50 mM pH 8.

Marcaje radiactivo.
1 Sephadex G-50. Aproximadamente a 3 g de Sephadex G-50
(medium) se le adicioné TE (tris-HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM
pH 8) vy se dejé en reposo toda la noche a temperaturs
ambiente. '
Tris-HCl 10 mM pH 8 yv EDTA 1 mM pH 8. Se prepdré a partir de
TE 1 M y EDTA 0.5 M
3 Fibra de vidrio tratada con silicén. lavada con agua bides-—
tilada y esterilizada a 15 1b/pulg’® por 15 minutos.

18]
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CA S0 %. Al frasco original con 500 g se le agregd directa-
ment2 454 ml de agua bidestilada. La solucidén se aford a 614
ml y se almacend a 4°C.

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

13.6 Liguido de <centelleo: Se disolvieron 3 g de PPO. 0.3 g
POPPCP g en 1 1 de tolueno. .

14, Rezctivos para hibridacién y prehibridacién,

14,1 Formamida cdelonizada. R un iitro de formamida se le agrgod
40 g de amberlita MB-1. La mezcla se dejoé agitando toda la
noche a 4°C, posteriormente se £11t6 en papel Whatman 3 MM vy
se almacend a — 20°C.

14.2 SSC 20 X pH 7.0 estéril. (Seccitén 8.2)

14.3 Denharts. Contuvo 1g de Ficoll, 1g de PVP, 1g BSA vy H,O
deionizada cbp 100 ml. La solucién se esterilizd por filtra-
ci16n o esterilizacidn y se almacend a —-20°C,

14.4 SDS al 10 %.

14.5 Foz=fato de sodio 1 M pH 8.

14.6 Dextrdn sulfato.

Los anteriores reactivos se mezclaron de la siguiente manera
para preparar las soluciones de:

PREHIBRIDACION: 5 ml de Formamida, 2.5 ml de SSC 20 X, 0.5 ml de
Denharts 100 X, 100 ul de SDS, 0.5 ml de fosfato de sodio 1 M pH
8 vy 1.4 ml de agua destilada esteril.

HIBRIDACION: 4 ml de formamida, 2 ml de SSC 20 X, 0.4 ml de
Denharts 100 ¥, 0.4 m]l fosfato de sodioc 1 M pH 8, 80 ul de SDS al
10%, 2ml de dextransulfato, H,0 bidestilada 1.12 ml y un minimo
de 15 a 20 millones de cpm del rastrador molecular.

15. Lavados

15.1 S5C 2X. SDS 0.1%. Se prepardé a partir de las soluciones de
SSC 20 X y SDS 10 %. diluyéndolas con H,0O bidestilada este-—
p g 1) 8

15.2 85C 0.1 X. 5SDS 0.1%. Se preparé a partir de las soluciones

de S5C 20 X y SDS5 al 10 % diluyéndolas con H,0 Dbidestilada
esteril.
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APENDICE ii

MAPA DE RESTRICCION DE pPrl-1

Figura 17. Mapa de restriccién de pPrl-1. Se muestra en la
figura de pPri-1 el lugar de corte de las enzimas que Se
emplearon para su caracterizacién. Este pldsmido estd compuesto
de pBR322 y el DNAc de la PRL de rata. El lugar de corte de Bgl
II se marcd con linea punteada ya que no se deteminé la direccién
del inserto.
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1. ENZIMAS QUE NO CCRTAN A pPrl-1.

Asull Beclll Bsshll
BstEII Hpal KpnI
Mlul Ncol NotT
Nsil Sfil Smal
SnaBl SstI Sstll
Xkal Xhol Amal

II. ENZIMAS QUE CORTAN 1 VEZ A pPRL-1*.

a) Accion sobre pBR-322

hatII (4286) Aval (14295) BamHI (379}
EcoRI (4361) EcoRV (1895) HindIII {29)
Nrul (872) PstI (3609) Pvul (3733)
PvulIl (2066) Sall (651) Scal (3846)
Sphl (862)

b) Acciodén en el inserto.

BstXI (5¢3) gtul (507) Xholl {532).
I117. ENZIMAS QUE CORTAN AL DNAc DE PRL DE RATAx.
a) Con accidn unica.

Accl {195) Banl (606) Bglll (532)
Bspl286 (3€64) BstXI (593) Fnu4HI (471)
HgiAI (366) Hhal (625) HinPI (624)
HincII (644) Hphl (5) MstI (625)
NlaIV (618) Rsal (718) Stul (507)
Xholl {(532)

b) Con accidén doble.

BstNI (368, 502) EcoRII (368, S$504)
FokIl (168, 545) Haelll (256, 507)
Necil (38, 144 SfaNI (416. 657)

c) Con accibdn triple.
Dpnl (388, 534)

Hpall (38, 144, 327)
Mbol (336, 346)

Sau3

* — ge irdica en paréntesis el lugar de accidn, correspordiendo el cero

al sitio de corte de EcoRI.
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