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RESUMEN 
La hormona de crecimiento (GH) es una proteína secretada por la hipófisis que participa en 
múltiples funciones biológicas. Si embargo la GH y su ARNm han sido detectados en varios 
tejidos extrahipofisiarios, como es el caso del cerebro en el cual se han establecido varias 
acciones de la GH (como crecimiento, neurogénesis, mielinización, etc). En este trabajo se 
determinó la expresión del gen de la hormona de crecimiento en el cerebelo de pollo. Se llevó a 
cabo la extracción de ARN total de cerebelos y cerebro completo de pollos de 1 semana de edad 
post eclosión; se obtuvo el ADN complementario a partir del ARN total extraído utilizando la 
técnica de retro-transcripción (RT-PCR), se utilizaron los oligonucleótidos específicos CRE1 5’-
3’y CRE2 3’-5’ en un PCR y GH1 y GH2 en un PCR anidado ya que delimitan la secuencia 
correspondiente al marco de lectura de la GH y se obtuvo la banda correspondiente a la GH. Con 
esto se puede señalar la presencia de GH en el cerebelo de pollo apoyando la propuesta de que la 
GH producida localmente pueda tener un efecto autócrino y/o parácrino. 
 
INTRODUCCIÓN 
La hormona de crecimiento (GH) es una hormona polipeptídica que pertenece a una familia de 
hormonas que son producidas principalmente en células especializadas llamadas somatotropos 
presentes en la hipófisis de todos los vertebrados, que además de los efectos sobre el crecimiento 
y desarrollo de los organismos, interviene en el metabolismo de proteínas, carbohidratos ácidos 
nucleicos y lípidos y tiene efectos importantes sobre la diferenciación y proliferación celular, así 
como sobre la estimulación enzimática, el transporte de aminoácidos, la estimulación de la 
eritropoyesis y la secreción de otros factores hormonales (Isaksson et al., 1985). 
GH extrahipofisiaria. En años recientes se ha descrito su presencia y la de su ARN mensajero 
en muchos tejidos extrahipofisiarios. Se ha determinado en: tejido neural (Yoshizato et al., 1998; 
Harvey et al., 2001a), en el sistema inmune (Recher et al., 2001), en el tejido intergumentario 
(Slominski et al., 2000), en el sistema esquelético (Harvey et al., 2001b), en el sistema 
respiratorio (Allen et al., 2000), en el sistema digestivo (Tresguerres et al., 1999) y en el sistema 
cardiovascular (Recher et al., 2001). En el pollo se ha identificado el ARNm de GH en cerebro 
(Render et al., 1995a), en el bazo, timo y bursa (Render et al., 1995b; Luna et al., 2005), y en ojo 
de embriones y adultos (Baudet et al., 2003) y la presencia de proteínas parecidas a GH y su 
ARNm en algunos tejidos del aparato reproductor de machos (Luna et al., 2004, Harvey et al.,  
2004). 
GH en el sistema nervioso central. En el sistema nervioso central, la GH promueve el 
crecimiento cerebral, la mielinización, arborización neuronal, diferenciación neuronal y las 
funciones cognitivas. Diversos estudios han mostrado la presencia de inmunorreactividad a GH 
(GH-IR) en varias áreas del sistema nervioso del humano y la rata (Hojvat et al., 1982; Gossard et 
al, 1987). En el cerebro de pollo adulto se ha determinado la presencia de GH-IR en hipotálamo, 
hipocampo, corteza cerebral y cerebelo, y se ha visto que la concentración de la misma cambia 
con la edad (Alba C., 2006).  
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HIPÓTESIS. 
La hormona de crecimiento (GH) se expresa de manera local en el cerebelo de pollos de una 
semana posteclosión. 
 
OBJETIVOS. 

1. Realizar la extracción de ARN total de cerebro completo y cerebelo de pollos de 1 
semana de edad posteclosión. 

2. Obtención del ADN complementario a partir del ARN total extraído utilizando la técnica 
de retro-transcripción (RT-CR). 

3. Utilización de oligonucleótidos específicos que delimitan la secuencia correspondiente al 
marco de lectura de la GH hipofisiaria para comparar la banda correspondiente al 
mismo. 

 
MATERIAL Y MÉTODOS: 
Extracción de ARN total. Los pollos de una semana post-eclosión fueron sacrificados por 
dislocación cervical y se les disectó el cerebro completo, cerebelo, e hipófisis. 100mg de tejido 
fueron homogenizados con 1ml de Trizol en un politrón. A cada muestra se le añadió 200µl de 
cloroformo, se mezcló manualmente por 30s y se incubó a temperatura ambiente por 3min. 
Posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm por 15min a 4°C, la fase acuosa se transfirió 
posteriormente a tubos libres de ARNasas y ADNasas y se le agregó 500µl de fenol-cloroformo, 
se agitó por 2 min en “vórtex”y se centrifugó a 12,000 rpm por 5min, 4 °C. La fase acuosa se 
transfirió a tubos Eppendorf y se les adicionó 500µl de isopropanol; se agitaron manualmente y 
se incubaron a temperatura ambiente por 10min, se centrifugó a  12,000 rpm por 10min a 4 °C; El 
precipitado se lavó 2 veces con etanol frío al 75 %, se dejó secar por 5 min a temperatura 
ambiente y se resuspendió en 100µl de agua estéril tratada con dietilpirocarbonato al 0.1 % (H2O 
– DEPC). Para determinar la pureza del ARN una alícuota de 5µl de ARN de cada muestra se 
adiciona a 995µl de H2O – DEPC. Se leyeron en un espectrofotómetro a una absorbencia de 
260nm y 280 nm para determinar su índice de pureza (260/280 nm) que deber ser lo más cercano 
a 2 indicando el grado de pureza de los ácidos nucleicos. La concentración del ARN se obtuvo 
aplicando la fórmula [ARN µg/µl] =Factor de dilución * 40µg/ µl*DO a 260nm, (Sambrook y 
Russell, 2001). Para analizar la integridad del ARN se hizo electroforesis con geles de agarosa al 
1.2% en TAE 1x, a voltaje constante de 80V en cámaras electroforéticas (Bio-Rad).  
Obtención del ADN complementario (ADNc). Se hizo una retrotranscripción reversa con 1 – 5 
µg de ARN total de cada muestra. Usamos a la hipófisis como control positivo para GH, cerebelo 
y cerebro completo. A la muestra se le agregó 1µl de oligo-dT (50µg/µl), 1µl de mezcla dNTP 
(deoxinucleótidos 1.25mM) y H2O DEPC 0.1% v/v en agua suficiente para un volumen total de 
12µl; esta solución se incubó por 5min a 65°C en el termociclador (Perkin Elmer) y se colocó en 
hielo. Se adicionó 7µl de mezcla de reacción (amortiguador de reacción 5X y DTT 0.1M, 
RNaseOUT) y se incubó por 2min a 42°C. Después se adicionó 1µl de enzima transcriptasa 
reversa (SuperscriptTM II reverse transcriptase, 200U/µl) y se incubaron durante 50min a 42°C y 
la reacción se inactivó a 70°C por 15min.  
Amplificación del ADNc para la GH (Reacción de PCR). 
Una alícuota de 5μl del ADNc obtenido por RT (de hipófisis, cerebelo y cerebro completo) se 
amplificó utilizando oligonucleótidos que flanquean el marco de lectura del gen de la GH 
hipofisiaria CRE1 y CRE2 y otro par más internos, GH1 y GH2 para un PCR anidado. La mezcla 
de reacción contenía 5µl de amortiguador PCR 5x, 8µl de dNTP’s 1.25 mM, 0.5 µl de 
oligonucleótidos 25 pM/µl y 0.5 µl de taq ADN polimerasa, 5U/µl (Render et al., 1995b). La 
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mezcla de reacción y el ADNc se incubó a 94 °C por 3 min, después se adicionó 3µl MgCl2 
50mM y los tubos se corrieron 35 ciclos de 94 °C por 1.5 min, 55°C 1 min, 72°C 1min., se paro 
la reacción 72°C 10 min y a 4°C 10 min. Los controles negativos se hicieron mezclando la 
muestra más la mezcla de reacción pero sin la Taq ADN polimerasa. 
 
Al término del PCR, el  producto se analizó por electroforesis a voltaje de 80V en geles de 
agarosa al 1.2% en TAE 1X (Invitrogen), en cámaras electroforéticas (Bio-rad). Las muestras se 
prepararon con alícuotas de 5µl del producto más 1µl de bromuro de etidio (Gibco BRL) 
0.5µg/µl más 1µl de amortiguador de muestra Blue Juice 5 X (Invitrogen).  El tamaño de la 
banda esperada es de 690pb. 
RESULTADOS: 
Para evaluar las condiciones del ARN total se verificó por dos métodos: uno corriendo un gel 
para observar el estado de purificación y la integridad del ARN extraído (Fig.1), en donde se 
muestra un gel representativo de una extracción y se pudo observar a las dos bandas 
correspondientes a los ARN ribosomales (18S y 5S) para los tejidos que señalan su integridad. 
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Figura 1. Composición de fotografías representativas de las bandas obtenidas de la purificación de ARN total. Puede 

observarse las fracciones de los ARN ribosomales. Abreviaturas: Cer, Cerebelo; Pit, Hipófisis; Cer Com, Cerebro 
completo. 

 
Otro método para corroborar la integridad de RNA fue hacer un PCR para amplificar un gen 
constitutivo de pollo, en este caso fue el gen de la glicerol fosfato deshidrogenada (GAPDH) el 
cual genera un ADNc de 500 pares de bases (Fig.2).  

 
Cer                 Cer Com 

 
500pb    

 
 
Figura 2. Fotografía representativa de las bandas obtenidas de la amplificación del gen de la GAPDH de pollo que 
corresponde a 500 pares de bases (pb). Abreviaturas: Cer, Cerebelo; Cer Com, Cerebro completo. 

 
Posteriormente se hizo la amplificación del gen de la GH utilizando los oligonucleótidos CRE1 y 
CRE2, que delimitan los extremos del marco de lectura de la GH, los resultados sólo fueron 
positivos en el caso de la hipófisis. Pit   +        Pit  -         
 
 690pb 

 
Figura 3. Fotografía representativa de la banda obtenida de la amplificación del gen de la GH de pollo (690pb). 
Abreviaturas: Pit, Hipófisis. 
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  Cer ComCer

615pb 

Para una mejor amplificación de las muestras de cerebelo y cerebro completo se procedió a la 
realización de un PCR anidado utilizando el producto obtenido del PCR con los oligonucleótidos 
CRE1/CRE2 y unos nuevos oligonucleótidos (GH1/GH2) que genera un ADN complementario 
más pequeño de 615 pb.( Fig.4). 
 
 
 
 
 
Figura 4. Fotografía representativa de la banda obtenida de la amplificación del gen de la GH de pollo utilizando 
PCR anidado, primero con los oligos CRE1/CRE2 y posteriormente con los oligos GH1/GH2 los cuales mostraron la 
presencia de una banda de 615pb. Abreviaturas: Cer, Cerebelo; Cer Com, Cerebro completo. 
 
CONCLUSIONES 
A pesar de que datos previos del laboratorio mostraron que la concentración de GH en el cerebro 
es 1000 veces menor que en la hipófisis en este trabajo se pudo mostrar la presencia del gen de 
GH  tanto en cerebro completo como en cerebelo de pollos de 1 semana.  Por el tamaño del 
fragmento cDNA  obtenido se puede señalar que puede ser igual al hipofisiario.  
Estos datos aunque preliminares y otros en los que se ha mostrado la presencia de RNAm para el 
receptor apoyan la propuesta de que la GH producida localmente, lleve a cabo sus efectos a nivel 
autócrino y/o parácrino en el sistema nervioso de pollo. 
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