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3. RESUMEN 
Las hormonas del crecimiento de mamíferos son polipéptidos de alrededor de 22 

Kilodaltones sintetizados en la hipófisis. Tienen la capacidad de promover el crecimiento 

postnatal ejerciendo su acción en una gran cantidad de tejidos e interviniendo en toda una 

serie de procesos metabólicos. Con la tecnología del DNA recombinante , se han logrado 

clonar los genes y DNAs complementarios a los RNA mensajeros que codifican para varias 

hormonas del crecimiento. Gracias a ello se han sobreproducido éstas en microorganismos 

reprogramados genéticamente y algunos de dichos productos recombinan tes se ofrecen ya en 

el mercado. La gran cantidad de aplicaciones de estas hormonas en el campo biomédico y 

pecuario han hecho de éstas uno de los principales productos derivados del desarrollo de la 

ingeniería genética. 

En este trabajo se expresó en Escherichia coli los DNAcs que codifican para las 

hormonas del crecimiento bovino y las hormonas del crecimiento humano de 20 y 22 kDa, en 

fusión con una proteína de orígen bacteriano: la proteína de unión a maltosa (MBP) de 

. Escherichia colí. Se derivaron. seis plásmidos a partir de la serie de vectores pMAL (los 

cuales llevan la información codificante para MBP); todos ellos expresaron una proteína de 

fusión que fué reconocida por anticuerpos anti-hormona del crecimineto, así corno por 

anticuerpos anti-MBP. Además,se liberaron las hormonas del crecimiento del péptido de 

fusión, empleando la enzima conocida como factorXa, cuya secuencia de reconocimiento se 

encuentra justo entre el final de MBP y el inicio de las hormonas del crecimiento en las 

proteínas de fusión generadas. Finaimente, se introdujo por mutagénesis dirigida, empleando 

la reacción de la polimerasa (PCR), un nuevo sitio de restricción en el plásmido pMALp con 

el cual se facilitó la subclonación en éste del DNAc de hGH de 22kDa y se trató de expresar 

la proteína HGH en fusión ya no con la proeína MBP completa, sino solo con su péptido 

señal 6 líder. Aunque no se obtuvo una proteína según el análisis por "Western blot'', si se 

logró localizar el RNAm en ensayos de transcripción. reversa con subsecuente amplificación 

por PCR. 
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4. INTRODUCCION 

En los últimos años y gracias a la aplicación de la tecnología del DNA 

recombinante, se ha logrado producir en bacterias, particularmente en E. 

coli, una gran variedad de proteínas de importancia biomédica. Los 

plásmidos de E. coli son utilizados en esta tecnología para la sobreproducción 

de dichas proteínas, ya que éstos, al ser modificados por ingeniería genética, 

portan la información necesaria para la codificación de una proteína y con las 

señales reguladoras óptimas para la expresión génica, facilitan la producción 

en cantidades abundantes de la proteína deseada (1). A la fecha se ofrecen 

en el mercado internacional toda una variedad de proteínas de origen 

recombinante, desde factores de crecimiento hasta anticoagulantes. La lista 

de estos productos se alarga día a día, lo que ha llegado a constituir toda una 

revolución en el mercado biofarmacéutico y a la vez ha impulsado la 

investigación en este campo (2). 

Por su baja disponibilidad, y alto consumo potencial, las hormonas del 

crecimiento (GHs) estuvieron entre las proteínas de mayor interés para 

clonar los DNAs complementarios (DNAcs) a los RNA mensajeros (RNAm) 

que les codifican, para así lograr su sobreproducción en bacterias. 

Aunque las técnicas de clonación estándar son hoy en día rutinarias y 

algunos sistemas de expresión están disponibles comercialmente, al momento 

de llevar la produccción a la práctica el investigador se encuentra con 

dificultades no previstas (3,4). 

Reconociendo el interés que reviste la aplicación de las hormonas del 

-crecimiento -de mamíferos, en nuestra Unidad de Laboratorios de Ingeniería y 

Ex_presión Genéticas del Departamento de Bioquímica de la Facultad de 

Medicina se ha logrado la clonación del DNAc de la hormona del crecimiento 
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bovino (bGH) (5) y los DNAc's de la hormona del crecimiento humano (hGH) 

para la isoforma de 22 Kilodaltones (kDa) así como para la de 20 kDa (6). 

Además se ha alcanzado ya la expresión de éstas en células eucarióticas en 

cultivo, tanto en sistemas de expresión transitoria (7,8) como estables (9 ). Sin 

embargo, la expresión en E. coli no se había alcanzado eficientemente, pues 

en el mejor de los casos se consiguió únicamente detectar la expresión a nivel 

deRNAm (3). 

En este trabajo se logró la expresión en E. coli de BGH y HGH 20 y 22 

kDa como proteínas de fusión con la proteína de unión a maltosa (MPB). 

Además, se purificaron éstas como cuerpos de inclusión y se demostró su 

inmunorreacción con anticuerpos específicos para hormonas del crecimiento; 

. también se logró liberar la hormona del crecimiento de la proteína fusión, 

mediante el corte con el factor proteolítico Xa. Finalmente realizamos 

mutaciones sitio-dirigidas mediadas por la reacción encadena de la 

polimerasa (PCR) para lograr construir un gen quimera entre el péptido 

señal de MBP y HGH y poducir ésta como proteína madura en el periplasma, 

sin embargo no iogramos detectar el producto proteico, aunque otros ensayos 

mostraron la presencia de un RNAm codificante para GH. 

4.1 Las hormonas del crecimiento 

A continuación se presenta la importancia que las hormonas del 

crecimiento tienen en el mercado biofarmacéutico, su Biología Molecular, así 

como los trabajos de Ingeniería Genética y Biotecnología animal que en ellas 

se han desarrollado. 
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4.2 Relevancia biotecnológica de las GHs de 
mamífero 

El empleo de HGH en pacientes con enanismo hipofisiario, se ha 

estado popularizando recientemente gracias a la disponibilidad de la 

hormona recombinante producida en microorganismos reprogramados por 

ingeniería genética. Esta ha sustituido a la hormona recuperada a partir de 

cadáveres que se venía utilizando hasta antes de la implementación de la 

producción de la forma recombinante, y que incluso estaba por prohibirse 

debido al fallecimiento de varios pacientes tratados, a causa de 

contaminación con virus lentos que afectan el sistema nervioso central 

(10,11). La importancia de HGH y su aplicación práctica en el área 

. biofarmacéutica se refleja en los usos que ha tenido esta hormona: remueve 

ácidos grasos y es empleada en el tratamiento de obesos, también mejora la 

vascularización en los ancianos y promueve la ganancia de masa muscular en 

éstos. Es usada en el tratamiento de úlceras y fracturas óseas, acelera la 

regeneración de tejidos dañados y en el tratamiento de insufuciencia renal 

(12). 

Por otra parte, BGH incrementa la producción de leche en el ganado 

vacuno hasta en un 25% , también la cantidad de grasa en ésta en un 22. 7% 

mayor al promedio (13). Estos resultados indican que la distribución de 

nutrientes en el animal puede ser alterado de tal modo que la síntesis de 

leche es estimulada y la ganancia de peso muscular es mejorada (14). El uso 

de BGH recombinante en ganado lechero no representa ningún riesgo para 

los . consumidores, lo que ha sido · demostrado por algunos estudios 

desarrollados por compañías biofarmacéuticas y por el Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos, los cuales concluyeron que BGH no es -
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biológicamente activa en el humano y por tanto su aplicación al ganado no 

sería restringida (15). 

4.3 Función y estructura 

Las hormonas del crecimiento representan una familia de proteínas, 

sintetizadas en la hipófisis anterior de los vertebrados, cuya función principal 

consiste en estimular el crecimiento longitudinal de los huesos. Estas son las 

hormonas más abundantes en dicha glándula. Consisten de una sola cadena 

polipeptídica con un peso molecular de alrededor de 22 kDa, compuesta de 

191 aminoácidos, aunque en algunas especies presenta algunas formas 

alternativas, como es el caso de la isoforma de 20 k.Da de HGH (Figura 1) 

. (8,16). Tienen dos puentes disulfuro y no presentan residuosde 

carbohidratos. Portan un péptido señal ó líder de alrededor de 26 

aminoácidos, el cual es utilizado para dirigir el transporte de la pre-hormona 

a través de la membrana del retículo endoplásmico hacia la cisterna, donde 

se remueve el péptido señal y la protefua madura funcional es secretada al 

torrente sangufueo (17,18). 

Entre los efectos que promueven las GHs están algunos cambios 

metabólicos como el incremento de la síntesis de DNA y RNA, efectos 

diabetogénicos y acciones lactogénicas y mamotróficas. También están 

involucradas en la ~egulación de lípidos, carbohidratos, proteínas, minerales 

y nitrógeno. A la vez, actúan sinérgicamente para reforzar los efectos de 

otras hormon~s. La función p~ncipal de las GHs es promover el crecimiento 

postnatal. Esto está asociado a una gran variedad de fenómenos fisiológicos, 

anatómicos y metabólicos. Las GHs pueden incrementar el uso de la glucosa 

en músculo y fejido adiposo, aumentar el transporte de aminoácidos a través 
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de las membranas de las células musculares, promover la oxidación del 

piruvato y la leucina y estimular la glucogénesis en el tejido adiposo (18). Los 

efectos de estas hormonas se llevan a cabo por acción directa mediante 

receptores de membrana para GH (19) e indirecta sobre varios tejidos. Los 

efectos indirectos son mediados por una serie de proteínas, como en el caso 

del factor de crecimento parecido a insulina (IGF-1) (20,21). 

GenhGH 

~ 

Promotor 1 1 11 111 IV 

Transcripción 

V 

pre-RNAm 

poliA 

AAAAAA 

"Splicing" alternativo 

Conservación de 45 nucleótidos 

o 

hGH 22 kDa hGH 20kDa 

Figura l. Remoción diferencial de intrones en el pre-RNAm de hGH. Los genes que 
codifican para algunas GHs incrementan su potencial codificador mediante el mecanismo de 
"splicing" alternativo. Al remover diferencialrnente del transcrito primario 45 nucleótidos del 
tercer exón, además del RNAm para la HGH de 22 kDa, tambien se genera un más pequefto, el 
cual al ser traducido genera una proteína de 20 kDa. Es~e RNAm representa el 10% mientras- que 
el que codifica para la proteína de 22 kDa comprende el 90% . 

RNAm 

AAA 
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Por su parte, la actividad biológica de la isofonna de 20 kDa de HGH 

conserva la actividad promotora del crecimiento, aunque ligeramente 

disminuída, no acelera la utilización de la glucosa y su actividad lipogénica e 

hiperglicemante es notablemente inferior a la de la isoforma de 22 kDa 

(9,22). 

Las GH's estan filogenéticamente relacionadas con otras hormonas 

como la lactogénica placentaria (PL) y la prolactina (Prl) (23). En el humano 

conforman una familia multigénica compuesta por cinco miembros: hGH-N 

(Normal), hGH-V (Variable), hPL-3, hPL-4 y hPL-1. De los anteriores, solo el 

primero se expresa en la hipófisis; mientras que el resto lo hace en la 

placenta. Recientemente se han encontrado otros miembros de esta familia 

_ génica en otras especies como es el caso de la somatolactina de salmón (24) . 

4.4 Clonación 
Los genes hGH-N (25) y bGH (26,27) fueron clonados y su secuencia 

nucleotídica determinada. Se encontró que ambos están constituidos por cinco 

exones y cuatro intrones, al igual que los otros miembros de la familia génica: 

lactógeno placentario (25) y Prolactina (28). Como ya se mencionó, HGH 

presenta una forma alternativa producto del mismo gen, que por remoción 

diferencial de uno de sus intrones ("splicing" alternativo) da lugar a un 

RNA.m menos abundante que se traduce en la HGH de 20 kDa (figura 1) (16). 

El gen bGH también presenta remoción de intrones diferencial de su pre­

RNAm, aunque no se ha encontrado el producto proteico esperado (29). Los 

DNAcs codificantes para las GHs humanas, in~luyendo la hGH-V , fueron 

clonados (16,30,31) al igual que el DNAc de bGH. Su secuencia nucleotídica 

también fue determinada (32,33). 

. Se reportó la clonación del DNAc de bGH siguiendo diferentes 
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estrategias, las cuales requirieron algunas manipulaciones con DNA sintético 

(33,34). Por una parte se utilizó como rastreador molecular el DNAc de la 

hormona del crecimiento de rata (rGH) con lo que se logró identificar, 

despues de tamizar un banco de DNAc de hipófisis bovinas, la secuencia 

codificante completa y las regiones no-traducibles hacia ambos extremos del 

DNAc. Se identificaron los 26 codones que cifran para el péptido señal y los 

restantes 190 residuos aminoacídicos concordaron casi completamente con la 

secuencia aminoacídica establecida previamente por Santome y Cols. (1973) 

(35). Siguiendo una estrategia alternativa por otra parte, se clonó el DNAc de 

bGH en el plásmido pBR322, aprovechando de éste el gen de la B-lactamasa 

para integrar en la fase de lectura correcta el DNAc de bGH, de tal manera 

que se logró la expresión de una proteína fusión entre bGH y la B-lactamasa 

(33,34). Algunos otros genes y DNAcs de GHs de cordados fueron clonados por 

diferentes grupos de investigadores. La tabla 1 muestra algunas de éstas. 

4.5 Producción de formas recombinantes 

El DNAc de bGH se empleó para alcanzar altos niveles (de hasta el 

15% de la proteína total) de expresión en E. coli siguiendo diversas 

estrategias. Se utilizó en fusión con la región codificante del gen de la B­

lactamasa y se encontró la proteína fusión únicamente en citoplasma (33). 

También se modificó con la ayuda de DNA sintético la región que codifica 

para la proteína madura, incrementando la tasa transcripcional del gen y la 

eficiencia de la traducción, encontrándose que hasta el 15% de la proteína 

total correspondía a bGH (34). Cuando se reemplazó la región 5' que codifica 

para la proteína madura (a partir del codón 27), por codones ricos en A y T, se 

mejoró sustancialmente los niveles de expresión, y se encontró un papel 



8 

especialmente importante del codón posterior al sitio de iniciación para la 

traducción eficiente del transcrito (35). 

Tabla l. Algunos genes y DNAcs de GHs clonados 

Peces: 
Cyprinus carpio (36) 
Ctenopharyngodon id.ella (GenBank X60419) 
Carpa plateada (Hipophthalmichthys mulitrix) (37) 
Carpa cabezona (Hipophthalmichthys nobilis) (38) 
Onchorhynchus kisutch (39) 
Onchorhynchus keta (40) 
Brema (Pagrus majar) (41) 
Trucha arcoiris (Salmo gairdneri) ( 42) 
Serio la quinqueradiata ( 43) 
Salmo salar ( 44) 
Atún (Thunnus thynnus) (45) 

Anfibios: 
Rana toro (Rana catesbeiana) (46) 

Aves: 
Pato (Anas platyrhichos) ( 4 7) 
Pollo (Gallus domesticus) (48) 
Pavo (M . gallapavo) (49) 

Mamíferos: 
Bovina (Bos taurus) (33,34) 
Caballo (Eqqus eqqus) (50,51) 
Caprina (Capra hircus) (52) 
Mink (Mustela vision) (53) 
Porcina (Sus scrofa) (54) 
Ovina (Ovis ovis) (55 
Rata (Rattus novergicus) (56) 
Perro (Canis familiaris ) (57) 

En otra serie de experimentos se utilizó un pequeño "marco de lectura 

abierto" corriente arriba del DNAc de bGH, lo que le confirió a éste una 

configuración de gen bicistrónico, lo cual facilitó la traducción de la hormona 

al impedir la formación de estructuras secundarias en el el extremo 5 ' del 

RNAm que pudieran interferir con laeficiencia de la traducción eficiente (58). 
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BGH activa se obtuvo al expresar el DNAc de ésta en tándem con el 

péptido señal del gen lamB con lo que BGH se secretó al periplasma y se 

encontró correctamente plegada. Su función biológica se analizó por su 

capacidad de unión a su receptor. Los niveles de producción de BGH fueron 

de 1 a 2 µg por ml de medio (59). Por otra parte se comprobó que plásmidos 

basados en el origen de replicación de pBR322 son poco útiles para la sobre­

expresión de BGH y que ciertas mutaciones en las regiones que controlan la 

replicación del este plásmido en conjunción con cambios en la secuencia 

nucleotídica del DNAc de bGH incrementaron la tasa de expresión (60). 

El DNAc de hGH se clonó y utilizó para expresarlo en E . coli como 

. proteína de fusión con el producto del gen trpD, del operón triptófano de E. 

coli, lo que resultó en un 3% de producción de proteína de fusión en relación a 

la proteína total (61). A la vez se reportó la modificación del extremo 5' del 

DNAc de hGH mediante el uso de DNA sintético, de tal manera que 

codificaba únicamente para la proteína madura bajo el control del promotor 

Lac, con lo que se produjo por vez primera en E. coli un polipéptido humano 

en su forma in.adura (62). 

Para obtener una proteína recombinate correctamente plegada y 

funcional, se recurrió a la producción de ésta de tal manera que la proteína 

madura se secretara hacia el espacio periplásmico de la bacteria, en donde el 

ambiente reductor de este compartimento celular permite la el plegamiento 
. . 

preciso de la proteína. La secreción de HGH al periplasma se logró siguiendo 

varias estrategias. Una de ellas consistió en utilizar el DNAc de hGH en 

fusión con la región que codifica para el péptido señal del gen de la fosfatasa 

alcalina de E-: coli, con lo cual.se logró la secreción de la proteína madura (63) 

y la producción se incrementó cuando se alteraron lo_s codones que codifican 
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para el péptido señal (64). Tambien se usó el péptido señal de la proteína de 

membrana externa (OMP) de E. coli para lograr producir una forma madura 

en periplasma, la proteína era correctamente procesada en el espacio 

periplásmico produciendo hasta 15 µg de HGH por ml de medio(65) . 

En otra estrategia, el DNAc de hGH se fusionó a la región que cifra 

para el péptido señal de la enterotoxina II termoestable de E. coli y, 

utilizando la inducción del promotor del gen de la fosfatasa alcalina de esta 

misma bacteria, el cual se encontraba regulando a la fusión enterotoxina-GH, 

las células sintetizaron de 15 a 25 µg de HGH por ml de medio, lo que 

representó de un 6 a 10% de la proteína total; de ésta el 90% era procesada y 

secretada al espacio periplásmico (66). 

Una alternativa potencial para la producción de proteínas 

recombinates, es la excreción de éstas hacia el medio de cult ivo durante la 

fermentación, ya que ésto permite que los procesos de purificación sean más 

rápidos y eficientes. El uso de la .proteína liberadora de la bactericina 

permitió que HGH, la cual era secretada al periplasma gracias a la presencia 

del péptido señal de OMP; fuera excretada hacia el medio de cultivo, con un 

rendimiento de hasta 69.6 µg de HGH por ml de medio de cultivo (67). Otra 

estrategia ingeniosa para excretar HGH involucró el uso del promotor y 

péptido señal del gen de la penicilinasa (kil) de Bacillus; el gen kil era poco 

activo en E. coli, cuando se introdujo un hibrido kil-hGH a E. coli produjo 

HGH madura correctamente en el medio de cultivo (68). 

Las GHs también fueron expresadas en células de mamífero en cultivo, 

bajo el control de las señ_ales reguladoras propias de la maquinaria de 

expresión génica eucariote. Un gen quimera entre el DNAc de hGH y su 

propio gen se produjo en células murinas en cultivo. Se aprovechó la 

capacidad de transformación del virus del Papiloma Bovino y la potencia del 
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promotor transcripcional del gen de la Metalotioneina (MT) para producir 

HGH en líneas estables (69, 70). Utilizando los sistemas del promotor­

potenciador del citomegalovirus (CMV) y del virus del sarcoma de Rous 

(RSV), aunado a la selección de sistemas de expresión estable, se obtuvieron 

líneas celulares de ratón que expresaban BGH (71,72). Los promotores del 

gen de MT murina y humana, se usaron para expresar transitoriamente 

BGH y HGH en células L murinas (73,74,75). 

Un vector basado en el modelo del virus del herpes modificado, el cual 

portaba el gen de bGH bajo la regulación transcripcional del promotor de los 

genes tardíos de SV40, produjo hasta 750 ng de hormona por ml de cultivo 

de células de riñón de mono aullador (76). También, se expresaron formas 

. truncadas de BGH en células murinas en cultivo bajo la regulación del 

promotor MT-I (77). El promotor MT en tandem con el potenciador del virus 

del simio tipo 40 (SV40) se utilizó para expresar HGH en células CHO (9,78). 

El DNAc de bGH y el de hGH bajo el control del potenciador del CMV 

expresaron su respectivo producto peptidico en células COS-7 (7,79). 

La producción de GHs principalmente se desarrolló en sistemas 

basados en E. coli, aunque otros han sido explotados. Por ejemplo, en 

Bacillus subtilis se logró la expresión de HGH en forma soluble integrando 

en el extremo 5' del DNAc de hGH una región que codificaba para algunos 

residuos aminoacídicos que permitieron la purificación fácil de la proteína a 

partir del extracto total, además portaban la señal de corte (Ile-Glu-Gly-Arg) 

para el factor proteolítico Xa, con lo que se liberó GH de la proteína madura. 

El rendimiento de GH fué del 5% de la proteína total (80). En Streptomyces 

lividans el promotor del gen aph, que codifica para la enzima aminoglicosido 

3' fosfotransferasa, fue empleado para regular la transcripción del DNAc de -

bGH. Con éste se produjo BGH en forma con13titutiva alcanzando niveles de 
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0.17% del total de la protema de S. lividans (81). HGH fue expresada en 

Saccharomyces cerevisiae empleando el promotor del gen de la fosfatasa ácida 

y con la adición de DNA sintético en la secuencia codificante de HGH, se 

logró la expresión de la forma inmadura de esta proteína incrementando los 

niveles de expresión (82). 

Otras GHs de diversas especies han sido expresadas en E. coli. Saito 

y Cols. (1988) clonaron y expresaron el DNAc de la hormona del crecimiento 

de anguila (Anguilla japonica), esto último bajo el control transcripcional del 

promotor pL del bactriófago lambda. En este sistema se tuvo que eliminar la 

secuencia que codifica para los tres primeros aminoácidos para alcanzar 

niveles de producción de hasta el 5% de la proteína total (83). Por otra parte 

los DNAcs de las GHs de la trucha arcoiris (Salmo gairdneri) fueron 

expresadas primero como proteínas lnbrida con la B-galactosidasa, 

empleando el plásmido pUC8 (84) y posteriormente, empleando el péptido 

señal de OmpA, se logró la producción de la forma madura de la protema , 

expresándola en el periplasma de E. coli (42). La hormona del crecimiento 

del salmón también fue expresada en E. coli empleando el promotor del 

operón Trp y DNA sintético, lo que permitió la producción de la forma 

madura, llegando a obtenerse hasta el 15% de la proteína total (40). La 

hormona del crecimiento ovino (oGH) fue expresada a muy bajos niveles con 

9-12 residuos aminoacídicos en el extremo amino terminal correspondientes a 

la B-galactosidasa (cuando se emplaba el promotor Lac) o donados por el 

operón del triptófano (al emplear el promotor Trp) ·(85). Los niveles de 

expresión se incrementaron· cuando se introdujeron mutaciones al azar en el 

extremo 5' del DNAc de oGH y además empleando el ge_n de la B­

galactosidasa del plásmido pUC 8 como fusión, se obtuvieron niveles de hasta 

el 20% de la proteína total (86). La hormona del crecimiento humano 
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variable (hGH-V), fue expresado en E. coli empleando el péptido señal 

OmpA; con éste se logró secretar hacia el periplasma la hormona madura 

(87). 

4.6 Sistemas de expresión en E. coli 

Los elementos que constituyen un plásmido de expresión procariótica y 

que son necesarios para alcanzar un buen nivel de expresión de una proteína 

heteróloga son entre otros: un origen de replicación para mantener la 

propagación y replicación del plásmido, un marcador de selección para 

asegurar su mantenimiento en la bacteria y las regiones reguladoras de la 

expresión; a saber: un promotor de la transcripción fuerte (como los 

promotores Tac, Trc o pL), un sitio de unión al ribosoma o región Shine­

Dalgarno (complementaria a la subunidad 16S del RNA ribosomal). En 

ocasiones, algunos plásmidos portan además su propio codón de iniciación 

para asegurar la traducción, e incluso sitios únicos de restricción que 

facilitan la inserción del DNAc en la fase de lectura apropiada. Otros 

plásmidos llevan la información que codifica para el extremo amino o 

carboxilo de un péptido, lo que produciría una proteína lnbrida o de fusión, la 

cual deberá ser modificada para liberar la proteína de interés (88). 

4.7 Expresión de proteínas de fusión 

Las proteínas de fusión fueron los primeros recursos usados para 

producir proteínas de mamífero en E . coli . Las razones para emplear 

proteínas de· fusión van desde el evitar la degradación proteolítica por la 

bacteria hasta facilitar estrategias de purificación sencillas, e incluso dirigir 

la proteína a ·diversos compartimentos celulares (89). 

Algunos de los sistemas de fusión génica permiten diferentes ventajas. 



14 

Entre éstos tenemos a la proteína de unión a fosfato (PhoS) (90), la glutatión 

S transferasa (91,92) y múltiples residuos de cisteína (93). A éstas se añade 

la proteína de unión a maltosa (MPB), la cual fue utilizada para este trabajo. 

Resistencia 

Gen 

terminador 

Figura 2. Plásmido típico de expresión procariótica. Estos plásmidos portan 
algunos elementos necesarios para su replicación ( orí), genes de resistencia ó selección 
(como la B-lactamasa), promotor de la transcripción (Tac, Trc etc.), terminador de la 
transcripción y el gen que se desea expresar. 

4.8 El modelo: proteína de fusión con MPB 

La proteína de unión a maltosa (MBP) de E. coli es una proteína 

periplásmica que facilita la difusión de la maltosa y maltodextrinas a través 

de la membrana externa, induce la respuesta quimiotáctica y permite la 
. . 

- translocación del . sustrato a través de la membrana citoplásmica. Tiene un 

p~ptido señal que permite la exportación de la proteína madura, el cual es 

cortado en el proceso de secreción (94). 
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Se ha aprovechado la MBP para construir vectores de expresión que 

poseen algunas ventajas para la sobreproducción de proteínas difíciles de 

expresar en E. coli, tales como el uso de regiones reguladoras de la expresión 

bastante potentes y propias del vector, señales para el corte proteolítico y 

subsecuente liberación de la proteína expresada en fusión (95,96,97). La serie 

de plásmidos pMAL portan elementos que permiten la expresión de genes en 

fusión con MBP. Tienen un fuerte promotor de la transcripción : Tac (98), y 

las señales de inicio de la traducción del gen malE, las cuales permiten una 

alta expresión del gen clonado. El gen clonado es integrado corriente abajo 

del gen malE, gracias a la presencia de un sitio de clonación múltiple. 

Originalmente, los plásmidos expresan una proteína fusión entre MBP y 

. LacZ . También permiten la opción de un plásmido que además del gen malE 

que incluye los codones del péptido señal de MBP (pMALp), lo cual permite 

la secreción de la proteína al periplasma ó uno carente de aquel (pMALc) y 

cuya expresión es citoplásmica. Los vectores portan el gen laclq que codifica 

para el represor Lac, el cual mantiene apagada la expresión del promotor 

Tac, debiéndose utilizar Isopropil B-tiogalactosido (IPTG), un análogo de la 

alolactosa, para desreprimir el promotor e iniciar la expresión. Estos vectores 

llevan la señal de reconocimiento para la proteasa factor Xa (fXa), localizada 

en la región 5' del sitio de clonación múltiple, lo que permite que MBP sea 

separada de la proteína de interés (figura 3). 

El rendimiento observado de expresión es bastante alto y los niveles de 

sobre-expresión pueden ser utilizados para purificar la proteína por métodos 

convencionales, como la purificación de cuerpos de inclusión (9-9). 



Amp 

pMALc 
5.9 Kb 

Hind III 
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Xbal 
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Secuencia 
Señal en 
pMALp 

mal E .... TCG AGC TCG GTA CCC GGC CGG GGA TCC ATC GAG GGT AGG CCT 
Il..E GLU GL Y ARG 

EcoRI BamHI Xbal Sall PstI 
GAA TIC AGT AAA ACC CTC GAT GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG OCA 

HindIII 
AGC TIG ..... Lac Z 

Figura 3. Mapa -de restricción del plásmido pMAL. Esta serie de plásmidos 
permite la sobreexpresión de proteínas en fusión con la proteína de unión a maltosa. El 
sitio múltiple de clonación facilita la inserción del gen de interés en la fase de lectura 

_ adecuada.Los aminoácidos ILE, GLU, GL Y y ARO codificados en la región donde se 
fusionan los genes malE y lacZ son reconicidos por el factor Xa, lo que permite la 
liberación de las proteínas producto de la fusión. 
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4.9 El problema: baja expresión de bGH y hGH en E. 

coli 

Los DNAc's de bGH y hGH de 20 y 22 kDa se expresaron 

eficientemente en células de mamífero en cultivo en nuestro laboratorio 

(Alvídrez-Quihui 1990, Rincón-Limas, 1993). Sin embargo, estos resultados 

no fueron logrados al tratar de expresar éstos en un sistema bacteriano. 

Se han seguido diferentes estrategias para lograr la expresión en E. 

coli de las GHs con el promotor Trc utilizando el plásmido pKK233-2 (100). 

En este sentido el trabajo desarrollado por Ramírez-Angulo (3) involucró: 1) 

expresión del DNAc nativo de bGH, 2) expresión del DNAc de bGH con 

modificaciones en el extremo 5' introducidas mediante la inserción de DNA 

. sintético, 8) expresión de bGH en fusión con el extremo 5' del DNAc de hPL, 

incluyendo el péptido señal, cuya expresión había sido probada en células de 

riñón de mono COS-7 en cultivo, 4) expresión de hGH en fusión con el 

extremo 5' del DNAc de hPL, incluyendo el péptido señal, y cuya expresión 

también había sido probada en células COS-7. Se trató de detectar la 

proteína mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y por "Western 

blot'\ sin embargo no se logró visualizar ésta. 

Por otra parte, se analizó la presencia de RNA transcrito a partir de 

estos DNAcs, mediante la técnica de "N orthern blot'' y en este caso sí se 

encontró la presencia del mismo en todas las bacterias inducidas, 

demostrándose que el problema es postranscripcional (3). 

Además, en diferentes experimentos realizados por diversos grupos de 

investigación se demostró que la región que rodea al codón de inicio de la 

trad~cción juega un papel vital para la expresión de GHs en E. coli. La 

modificación de ésta, es necesaria para una eficiente traducción. Este 

problema se resolvió principalmente de dos maneras: 1) al modificar el 
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extremo 5' de la región codificante de las GHs, así como la secuencia y 

distancia entre el codón de iniciación de la traducción y la secuencia Shine­

Dalgarno (58,60,101,102,103,104,105) y 2) al fusionar la GH con otro gen 

expresado eficientemente en E. coli o bién con el péptido señal de éste 

(40,42,59,62,64,65,67 ,83). 
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5. HIPOTESIS 
Los resultados mostrados por Ramírez-Angulo (3) sugieren que los 

niveles de transcripción alcanzados por los DNAcs bajo el control del 

promotor Trc son aceptables, por lo que el problema debe radicar más 

adelante en la vía de expresión del gen hacia la proteína. Postulamos que 

radica a nivel de la eficiencia de la traducción de los mensajeros de las GHs y 

para probarlo hemos planteado la siguiente hipótesis : 

" La expresión de una proteína de fusión que proporcione un extremo 

5' de acceso fácil a los complejos de traducción permitirá la expresión de las 

GH's." 
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6. OBJETIVOS 
Para lograr la expresión de nuestras GHs en E. coli se propusieron los 

siguientes objetivos: 

l. Derivar a partir de los plásmidos pMALc y pMALp aquellos 

recombinantes que porten el DNAc de bGH y de hGH de 20 y 22 kDa. 

2. Inducir la expresión de las proteínas recombinantes en las bacterias 

transformadas con los plásmidos portadores de los DNAcs de GHs. 

3. Determinar la identidad de las proteínas expresadas mediante 

inmunorreacción con anticuerpos policlonales anti-bGH y anti-MBP. 

4. Liberar mediante el corte proteolítico con el factor Xa a la hormona 

del crecimiento de la proteína de fusión. 
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7. MATERIAL Y METODOS. 

Las enzimas de restricción utilizadas, así como la enzima DNA Ligasa 

de T4 fueron obtenidas de New England Biolabs (NEB, Beverly MA, EUA) y 

Bethesda Research Laboratories (BRL ,Gaithersburg MD, EUA). Los 

amortiguadores fueron utilizados en las reacciones para cada enzima 

siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. 

Los reactivos para las diferentes soluciones fueron obtenidas de Sigma 

Chemical Co . (St Louis MO, EUA), Merck de México (Monterrey, N.L.) y 

Reactivos Monterrey (Monterrey, N.L.). El estuche de "Gene clean" fué 

adquirido de Bio-101 (La Jolla CA, EUA). El sistema de expresión en 

plásmidos pMAL, incluyendo el fU{a), la cepa para expresión TBl de E. coli y 

los DNAs sintéticos adapatdores, fueron adquiridos de New England Biolabs 

(Beverly MA, EUA). El estuche para determinación de la secuencia 

nucleotídica se compró a United States Biochemical (Cleveland Ohio, EUA). 

El azufre cx36S dATP se obtuvo de Amersham Ltd de México (México, D.F.). 

Los "primers" para la reacción en cadena de la polimersa (PCR) se 

adquirieron de Biosynthesis Inc. (Lewisville TIC, EUA). 

Las cepas de E. coli JM101 (para propagación de los bacteriófagos 

M13mp18 y 19) y RRI (para transformación con productos de reacciones de 

ligación) se obtuvieron del cepario de la Unidad de Laboratorios de 

Ingeniería y Expresión Genéticas (ULIEG). El plásmido pBHX empleado 

como control positivo en los experimentos de expresión fue amablemente 

donado por el Dr. Daniel Baty del CNRS en Marsella. Las técnicas 

empleadas provienen de Sambrook y Cols. (107) a menos que se· haga 

referencia a otra fuente. 
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7 .1 Estrategias de clonación 

El DNAc de bGH y los de hGH de 20 y 22kDa fueron clonados 

previamente en la ULIEG. A partir del plásmido p63, el cual porta el DNAc 

de bGH (5), se subclonó esta última región y se introdujo por mutagénesis 

sitio dirigida un sitio AflII entre el quinto y el séptimo codón que codifica 

para la proteína madura (Barrera-Saldaña, resultados no publicados). De 

este modo se obtuvo un nuevo sitio de restricción óptimo para la 

manipulación del DNAc de bGH. 

Secuencia nativa del extremo 5'del DNAc de bGH 

Proteína madura > 

5' ATG ..... TTC CCA GCC ATG TCC TTG GTC CGG ...... 3' 

Secuencia modificada del extremo 5'del DNAc de bGH 

P roteína madura > 

5' ATG ..... TTC CCA GCC ATG TCC ITA AGC CGG ..... 3' 

Afill 

Por otra parte los DNAcs de hGH de 20 y 22 kDa se modificaron en los 

codones 7 y 8 que llevan la información para la proteína madura de tal 

manera que se introdujo un nuevo sitio Xhal. 



Secuencia nativa del extremo 5"del DNAc de hGH 

Proteína madura > 

5' ATG ..... TIC CCA ACC ATI CCC TIA TCG AGT CIT ..... 3' 

Secuencia modificada del extremo 5" del DNAc de hGH 

Proteína madura > 

5' ATG ..... TIC CCA ACC ATI CCC TIA TCT AGA CTI ..... 3' 

Xbal 
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Cabe aclarar, que con la creación de estos nuevos sitios de restricción 

no se alteró la fase de lectura, ni se cambió el aminoácido codificado por los 

nuevos codones. Los plásmidos portadores de estos DNAcs modificados 

(pSSbGH y pSShGH de 20 y 22 kDa) comprenden una fusión de éstos con los 

primeros cinco codones del DNAc de interleucina 2, lo cual es irrelevante 

para nuestro trabajo. Esta fusión IL-2-hGH está bajo el control 

transcripcional del promotor TAC en estos plásmidos, sin embargo en 

diferentes experimentos de inducción no se logró la expresión de la proteína. 

Se partió de estos plásmidos recombinantes, los cuales donaron la 

región que corresponde a la región codificante para la proteína madura de las 

GHs desde el sitio Atlll (en lo que respecta a bGH) y desde el sitio Xbal (para 

la hGHs) hasta el sitio Hindlll, el cual flanquea el extremo 3' de ambos 

DNAcs. Aún quedando por reconstituir los primeros codones de la proteína 

madura, es de.cir desde el primer aminoácido de ésta (Phe=TTC) hasta la 

- señal de corte de las enzimas de restricción (Afill 6 Xb,al). 
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Para reconstituir los codones faltantes de las GHs, se diseñó una 

estrategia que involucró la participación de un fragmento de DNA sintético 

que se empleó como adaptador para ligar los DNAcs de cada GH con el 

plásmido pMAL. Esta secuencia está diseñada de tal manera que los codones 

incluídos en élla son aquellos preferidos por E. coli, además se complementan 

de modo que dejan en un extremo la secuencia que reconoce la enzima de 

restricción, con la que se ha cortado cada uno de los DNAcs de las GHs <Aflll 

6 Xhal), y en otro extremo permite la ligación con una enzima de corte romo 

(p. ej. filyl). 

Adaptadores de DNA sintético: 

ParahGH: 

5 ' TIC CCO ACC ATC CCO CTO T 3' 
3 ' AAO GGC TGG TAO GGC OAC AOA TC 5 ' 

Xhal 

Para bGH: 

5 ' TIC CCO OCT ATO TCC 3' 
3' AAO OGC COA TAC AOO AAT T 5' 

Aflll 

De este modo se logró la clonación de los diferentes DNAcs en fase de 

lectura correcta en los pásmidos pMAL. En resumen los elementos en las 

reacciones de ligación fueron: -

- El plásmido pMAL cortado con las enzimas fily_I y Hind III 



25 

- El DNA sintético adaptador 

- El DNAc de las GHs desde el sitio introducido por mutagénesis sitio 

dirigida (Aflll 6 Xb.a.I en su caso) hasta el sitio fündIII. 



26 

Stul Hindlll AflII Hindlll 

TAC malE lacZ bGH 

pMAL pSSbGH 

Corte StuI-Hindffi 

AflII ~ HindIII 

\ / 
l,---c, ---Is 

bGH 

DNAsintético 

~ 

Aflil AflII Hindill 

~ 

TAC malE bGH lacZ 

pMALbGH 

Figura 4. Estrategia para la construcción del plásmido pMALbGH. Para la 
construcción de este plásmido se partió de pMALp. 6 pMALc cortando en los sitios .filul y 
Hindill de la regió_n del sitio múltiple de clonació~. El fragmento portador del DNAc de 
bGH (668 pb) fue obtenido del plásmido pSSbGH cortando en los sitios Aflll y Hindlll. 

. Finalmente el DNA sintético adaptador eslabonó la región del plásmido pMAL con el 
DNAcdebGH. 
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StuI HindIII XbaI 

TAC malE lacZ hGH 

pMAL pSShGH 

Corte StuI-HindlII 

hGH 

DNA sintético 
XbaI XbaI HindIII 

"'------~ .__) 

TAC malE hGH lacZ 

pMALhGH 

Figura 5 Estrategia para la construcción de pMALhGH. De manera similar a 
la construcción de pMALbGH, la serie de plásmidos portadores del DNAc de hGH se 
construyó partiendo de pMALp o pMALc (Sru,-Hindlll), los DNAcs de hGH de 20 y 
22kDa fueron liberados de los plásmidos .pSShGH20K y pSShGH22K, respectivamente 
(Xhal-HindID). El DNA sintético (18 pb) pennitó la unión de hGH y pMAL donando el 
stio Xb.aI y un extremo romo. 

HindIII 
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7 .2 Apareamiento de oligonucleótidos sintéticos 

Los oligonucleótidos sintéticos complementarios fueron proporcionados 

en cadena sencilla por la casa comercial (N ew England Biolabs, Beverly ~ 

EUA). Para que éstos pudieran ser empleados en la clonación, se requerió 

ensamblarlos por complementaridad de bases (108). Con este fin se tomó 1 

densidad óptica (DO A260) de cada uno de los oligonucleótidos ( 1D0=33 µg 

de DNA de cadena sencilla a 260 nm) y se disolvió en 33 µl de agua 

ultrapura, se colocó cada alícuota con la alícuota de su complementario y se 

calentó a 70 °c por 5 min. Después de ésto se transfirió cada tubo a un baño 

de agua a 65 °c , se dejó éste enfriar hasta alcanzar tempeiratura ambiente, 

se centrifugó brevemente y se repartió la solución en alícuotas de 10 µl, las 

cuales se conservaron a -20 °c hasta su uso. 

7 .3 Digestión con enzimas de restricción. 

Las enzimas de restricción son capaces de reconocer secuencias en la 

cadena de DNA, catalizando los rompimientos de los enlaces fosfodiéster en 

la doble cadena. Un ensayo típico con estas enzimas consta de: Agua 

ultrapura, amortiguador . de reacción, DNA y la enzima de restricción. Se 

emplearon estas endonucleasas para obtener los fragmentos requeridos en 

las clonaciones (preparativas) así como para corroborar la identidad de los 

plásmidos (analíticas). Se usó mas de una enzima a la vez si ambas eran 

compatibles con el amorti~ador de reacción. Por ejemplo: 
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Corte analítico de pMALc : 
Agua . ..........• ..... ...... ... 8 . lµl 
Buffer 3 (lOX) ...... . ....... . . 1.0µ1 
DNA ( 1 rng / rnl ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . O . 5 µ l 
XbaI ( 2 O U /rnl) ...... . . . .. . .... O . 2 µl 
HindIII (20 U/rnl) . . ... . . ...... 0.2 µl 
To ta 1 ........................ 1 O . O µl 

Corte preparativo de pMALc : 
Agua . . ... . . . .... .... .... . .. . . . 6 . O µl 
Buffer 3 . . . . .. . ..... . .. ... . . . . 2.0 µl 
DNA ( 1 rng /rnl) . . .. .... .. . ... .. 1 O. O µl 
XbaI {20 U/rnl) . .. . . . . . . . . .. . .. 2.0 µl 
To ta 1 . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . • . . 1 O • O µ l 

Se Incubó durante 2 h o más a 37ºC ó a la temperatura óptima para la 

enzima. Cuando se realizaron cortes con enzimas que no comparten el mismo 

amortiguador , primero se cortó con una enzima y una vez obtenida una 

digestión total se precipitó con etanol, se resuspendió en amortiguador TE 

(Tris-HCl 100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM) y el amortiguador de corte para la · 

segunda enzima. 

7.4 Ensayo con la DN:A ligasa de T4. 

Esta enzima cataliza la formación de enlaces fosfodiester entre un 

extremo 5' monofosfato y el extremo 3' oxhidrilo de los fragmentos de DNA. 

Gracias a ésta, se pueden realizar recombinaciones entre fragmentos de DNA 

de diverso origen. El ensayo típico constó de los fragmentos de DNA a ligar 

(vector + inserto), la enzima DNA ligasa de T4, amortiguador de ligación con 

ATP y agua ultrapura. La reacción se incubó por 8 h o más a 16 °C. 

7 .5 Elecirof oresis en geles de agarosa. 

Para lograr visualizar plásmidos, fragmentos de DNA derivados de 
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digestiones con enzimas de restricción, y los productos de ligaciones se 

realizaron electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. La agarosa al 

igual que la poliacrilamida proporciona un material de soporte por donde el 

DNA migra en respuesta a un campo eléctrico y su movilidad depende de su 

longitud. Esto nos permite diferenciar las moléculas de plásmido y sus 

fragmentos de acuerdo a su tamaño cuando teñimos el gel con bromuro de 

etidio, colorante que se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA y 

fluoresce al ser irradiado con luz ultravioleta (UV). 

Se preparó una solución 50X de amortiguador de corrida (TAE 50X: 2.0 

M Tris-acetato y 0.1 M EDTA pH 8.0). La solución de trabajo se diluyó a lX. 

La solución de agarosa se preparó con TAE lX a una concentración (PN) 

acorde con el tamaño de los fragmentos que se esperaban, ordinariamente 

entre el 0.8 a 1.0 %. Para disolver la agarosa se calentó a ebullición y 

posteriormente se enfrió a 50-40°C. Se formó el gel montando un molde de 

acn1ico y con su "peine" se formamaron los orificios para aplicar las 

muestras. Una vez montado el molde se virtió la agarosa. La agarosa tardó 

en solidificar aproximadamente 10 min. Una vez solidificada se pasó el gel a 

la cámara de electroforesis. Se Prepararon las muestras agregándoles una 

novena parte de su volúmen de solución l0X de "amortiguador de muestra" 

(50% v/v de glicerol, 0.lM EDTA pH7.5, 1.0% (PN) SDS y 0.1% (PN) azul de 

bromofenol). Esto con el fin de que el glicerol diera densidad e impidiera que 

la muestra se dispersara mientras que el azul de bromofenol sirvió como . . 

colorante de referencia. Los orificios para las muest_ras del gel se colocaron 

hacia el polo negativo, se conectó la cámara y se comenzó la electroforesis, 

primero a 40 V y una vez que las muestras entraron al gel se incrementó a 

100 V. De acuerdo con los tamaños de los fragmentos que se esperában fue el 

tiempo de corrida, se utilzó como referencia el colorante azul de bromofenol 
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del "amortiguador de muestra". Una vez terminada la corrida, se apagó la 

corriente, se recuperó y se tiñó el gel con bromuro de etidio (2.0 µg/ml) por 10 

min. Para observar el gel, primero se lavó con agua desionizada los restos de 

bromuro de etidio del mismo y luego se llevó al transiluminador de luz UV. 

7.6 Purificación de fragmentos de DNA mediante 
adsorción a silica ("Gene clean'II) . 

Los fragmentos que se necesitaron para clonaciones fueron extraídos 

después de realizar cortes con las enzimas correspondientes y de haber 

resuelto en un gel de poliacrilamida o agarosa la banda correspondiente al 

fragmento de interés. El método de &(Gene clean" permite purificar 

. fragmentos de DNA mayores de 400 pb a partir de geles de agarosa. La 

agarosa es fundida después de separar la banda deseada y el DNA se une a · 

una matriz de sílica. 

Se aisló, cortando con un bisturí, la banda de interés de un gel 

preparativo de agarosa y se colocó en un tubo eppendorf. Se fundió el 

fragmento de agarosa en el tubo en un baño de agua entre 50 y 70 °c con 2.5 

vol de una solución saturada de yoduro de sodio y se esperó a que la agarosa 

se disolviera completamente. Se agregaron 5.0 µl de silica en suspensión en 

la solución de agarosa fundida, se mezcló bién y colocamos el tubo durante 5 

minen hielo. Se centrifugó por 5 seg en una microcentrífuga y se eliminó el 

sobrenadante con una micropipeta. Agregamos 300 µl de la "solución nueva" 

(50% etanol y 50% Tris-HCl 20 mM pH 7.2, NaC~ 0.2 M y EDTA .2mM). Se 

resuspendi6 la pastilla y se centrifugó por 5 seg. Se repitió este paso dos 

veces mas. La última.pastilla se resuspendió en 5 µl de TE. Se incubó a 50 °C 

por 3 min y se centrifugó 30 seg. Se transfirió el TE- a otro tubo y se. repetió la 

elución. El DNA permanece en solución con el TE. La recuperación se verificó 
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corriendo en una electroforesis una alícuota de la elución final y comparando 

el porcentaje de recuperación con una parte de la digestión preparativa que 

previamente habia sido reservada. 

7. 7 Preparación de bacterias competentes para 
transformación 

Escherichia coli ha sido el principal organismo utilizado para la 

propagación de plásmidos recombinantes. Para que la bacteria sea capaz de 

ser transformada por los plásmidos, es necesario someterla a un tratamiento 

con iones divalentes para permeabilizar la membrana, además para que los 

complejos DNA-Calcio interaccionen con ésta y al ser sometidas a un choque 

térmico se introduzcan al interior de la bacteria. Las bacterias transformadas 

son seleccionadas por su resistencia a algun antibiótico, dicha resistencia es 

conferida por el mismo plásmido que se introdujo. Las bacterias son 

esparcidas en cajas petri con medio de cultivo sólido conteniendo el 

antibiótico; los plásmidos utilizados contienen el gen de resistencia a 

ampicilina. Las colonias obtenidas fueron tamizadas para buscar el plásmido 

deseado. 

Se inoculó una colonia de la bacteria en un tubo con 4 ml de LB (10 g 

de Bacto-Triptona, 10 g de NaCl y 5 g de Extracto de levadura para un litro, 

ajustando el pH a 7.4) y se dejó crecer toda la noche a 37 °c con agitación. Se 

pasó un ml del cultivo de toda la noche a un matráz con 100 ml de LB. Se 

siguió la cinética de crecimiento en un espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 600 nm, hasta que se obtuvo una absorbancia de 0.4 a 0.5. Esto tomó 

poco más de 2 h. Se detuvo el crecimiento al poner las bacterias en hielo por 

10 min. Se centrifugó por 5 mina 5000 rpm en refrigeración y se resuspendió 

en 5 ml de CaCl2 0.1 M frío y se mantuvo 30 minen hielo. Se centrifugó de 
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igual manera pero ahora se resuspendió en 1 ml de CaCl2 0.1 M . Asi las 

bacterias están competentes y listas para transformación. 

7 .8 Transformación de bacterias calcio competentes. 

Se agregaron 100 µl de bacterias E. coli RRl competentes en un tubo 

eppendorf estéril y frío. Se pusieron en contacto con el plásmido por 30 min 

con agitación suave ocasional. Se realizó un choque de calor a 37 °c por 30 

seg. Se incubó en hielo por 10 min mas. Se añadieron 100µ1 de LB y se 

incubó a 37 °c por 20 min. Esto para que las bacterias se recuperaran y 

comenzaran a expresar el gen de resistencia. Se inocularon las bacterias en 

cajas Petri con antibiótico (ampicilina 100 µg/ml) las células y se incubaron a 

. 37 °c. Las colonias aparecieron después de 12 h. Ordinariamente se usó un 

testigo positivo de transformación (1.0 ng de pUC18) para estimar la 

eficiencia del experimento y un testigo negativo: TE estéril. 

7.9 Obtención de DNA mediante minipreparación de 

plásmidos. 

La obtención de plásmidos de las bacterias transformadas es requisito 

para analizar las clonas, producto de ligaciones ó cuando se necesitan 

cantidades de DNA pequeñas pero suficientes para realizar cortes con 

enzimas de restricción e incluso para aislar fragmentos para posteriores 

clonaciones. Los plásmidos, a diferencia del DNA cromosómico, son 

·resistentes a desnaturalización al exponerse a pH alcalino, por lo que 

· después del tratamiento con NaOH y de neutralizar el pH las proteínas y 

DNA cromosómico se desnaturalizan y por centrifügación forman una 

pastilla, . el plásmido permanece efi solución. En . seguida se realizan 

extracciones de proteínas remanentes del sobrenadante con fenol-sevag y por 
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último se precipitan con isopropanol el DNA plasmídico y algo de RNA 

bacteriano. 

Se eligieron algunas de las colonias producto de la transformación con 

DNAs sometidos a ligaciones y las colocamos en tubos con 4 ml de medio LB. 

Se dejaron crecer con agitación por 16 a 18 h a 37 °c. Se pasó el cultivo a 

tubos eppendorf y se cosechó mediante un par de centrifugaciones sucesivas a 

772 g por 2 min. Se resuspendió en 100 µl de solución I (50 mM glucosa, 10 

mM EDTA, 24 mM Tris-HCl pH 8). Se incubó 5 mina temperatura ambiente. 

Se agregaron 200 µl de solución II (0.2 M NaOH y 1% SDS). Se mezcló por 

inversión y se incubó 5 min en hlelo. Se añadieron 150 µl de solución III 

(Acetato de potasio 3 M y ácido acético 2 M). Se colocó en hielo por 10 min. Se 

. centrifugó por 5 min a772 g. Se transfirió el sobrenadante a otro tubo. Se 

realizaron extracciones de proteínas con un volúmen de fenol-sevag. Se 

mezcló al vortex y se centrifugó por 5 min a772 g. Se transfirió la fase acuosa 

a otro tubo. Se precipitó el plásmido y RNA con medio volumen de 

isopropanol y por centrifugación por 10 min a 13 000 rpm. Se lavó con 1 ml 

de etanol al 70% y se centrifugó por un min. Se secó la pastilla en un 

desecador centrífugo al vacío (Savant). La pastilla se resuspendió en TE con 

RNAsa (20 µg/ml). Se observaron los plásmidos mediante electroforesis en 

gel de agarosa. 

7 .1 O Obtención del DNA de plásmidos en gradiente 

de CsCl. 
Con el fin de obtener plásmidos con alta pureza y en gran cantidad, 

realizamos esta técnica. Para realizarla es necesaria una ultracentrífuga y 

cloruro de cesio (CsCl). Se basa en que el DNA plasmídico y el cromosómico 

se comportan diferente cuando ambos son centrifugados en un graclient~ de 



35 

CsCl saturado con bromuro de etidio; el DNA plasmídico por estar 

superenrrollado intercala menos bromuro de etidio y mantiene su densidad, 

migrando mas rápido en el gradiente. El DNA bacteriano por el contrario 

intercala más el colorante y su baja su densidad, migrando menos. Mediante 

esta técnica es posible obtener hasta unos cuantos mg de plásmido por litro 

de cultivo, con alta pureza y capaz de ser utilizado en ensayos de transfección 

de células en cultivo. Las soluciones de lisis y alcalinas son iguales a las 

usadas en la minipreparación, pero aumentando los volúmenes. 

Se inoculó un tubo con 4 ml de medio LB mas antibiótico (Ampicilina 

100 µg/ml) con la clona bacteriana que contenían los plásmidos: pMALc y 

pMALp así como cada uno de sus derivados que portaban los DNAcs de bGH 

. y hGH de 20 y 22 kDa. Se dejó crecer 16 a 18 h. Al siguiente día se inoculó un 

matraz con 500 ml de LB mas antibiótico con los 4 ml del cultivo de toda la 

noche. Se dejó crecer por 20 h con agitación a 37 °c. Se cosecharon las 

bacterias en una centrifuga DAMON/IEC refrigerada en botellas de plástico 

con el rotor 872 a 1003 g a 4 °c. Se añadió 18 ml de solución I y se 

resuspendió la pastilla de bacterias con una pipeta Pasteur. Una vez 

resuspendida, se puso 2 mi más de solución I con 10 mg/ml de lisozima A. Se 

incubó por 10 min. Se agregó 40 ml de solución II y se agitó en vortex. Se 

incubó 10 min en hielo. Se agregaron 20 mi de solución II mientras se agitaba 

al vortex. Se incubó en hielo por 10 min. Se centrifugó por 10 mina 1003 g. 

Se filtró el sobrenadant e en una tela con poro fino, colocándolo en una 

probeta y se agregaron 0.5 volúmenes de isopropanol. Se centrifugó 1003 g 

por 10 min. Al terminar la centrifugación se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió la pastilla con 3 ml de TE evi~do la formación de grumos. Se 

.Pasó a un tubo Falcan de 1-5 ml nuevo y estéril. Se tomó 1.0 µl de esta 

solución se corrió en una electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % para 
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estimar la abundancia del plásmido. Se utilizó un control de concentración 

conocida. Si este reflejaba una producción de al menos 1.0 mg del plasmido se 

continuó con la preparación. Se disolvieron 3.85 g de CsCl agregándolos a 

esta solución. Se mezcló bien evitando la formación de cualquier grumo. Se 

pasó esta solución a un tubo "Quick Seal" para rotor Ti65 de ultracentrlfuga, 

ayudándose con una pipeta Pasteur, se añadió 0.5 ml de bromuro de etidio 

(10mg/ml) y se completó el llenado del tubo con aceite mineral. Se sellaron los 

tubos con calor y se colocaron en el rotor. Una vez adentro, se mezcló la 

solución invirtiendo varias ocasiones el rotor. Se colocó el rotor en la 

ultracentrifuga y se corrió a 18 144 g por 24 h. Se sacaron los tubos del rotor, 

manteniendo el cuarto con luz tenue, y se visualizaron las bandas, con luz 

. UV de onda larga. Para extraer la banda que contiene el plásmido, primero 

se rompió el vaclo con una aguja en la parte superior del tubo. Después con 

una jeringa con aguja delgada introducida justo abajo de la banda plasnúdica 

y con el bicel orientado hacia arriba se comenzó a extraer ésta lentamente 

(aproximadamente 0.7 a 1.0 ml) y se colocó en un tubo eppendorf. Se eliminó 

el bromuro de etidio agregando 1 vol de n-butanol saturado con TE. Se 

centrifugó a 140 g por 3· min y se retiró la parte orgánica. Se repitió el paso 

hasta que desapareció completamente el color rojo de la solución. Se 

dializaron las muestras contra 2.0 1 de TE por 5h en un tubo eppendc;>rf cuya 

tapa se agujeró con calor y fué sellado con membranas de diálisis. Se trató 

con una concentración final de 10 µg/ml de RNasa por 30 mina 65 °c. Se 

agregaron SDS a una concentración final de 0.5 % y Proteinasa Ka 50 µg/ml. 

Se incubó 1 ha 65 °c. Se extrajeron las proteínas con un volumen de fenol y 

se centrifugó a 1003 g por 5 min. Se transfirió la fase acuosa y se realizó otra 

extracción con un volumen fenol-sevag _ (1:1). Se repitió la centrifugación 

recuperando nuevamente la fase acuosa. Se realizó una extracci~n final con 



37 

un volmen de sevag , se centrifugó de igual manera y se transfirió a otro tubo 

la fase acuosa. A la ultima fase acuosa recuperada se añadió acetato de sodio 

a una concentración final de 0.3 M y 2.5 vol de etanol absoluto. Se guardó a -

20°C por lo menos 2h y se centrifugó a 772 g por 30 min. Se disolvió el 

precipitado en 0.4 ml de TE y se agregaron 3 volúmenes de etanol absoluto. 

Se centrifugó a 772 g por 15 min. Se lavó con etanol al 70% y se centrifugó a 

772 g por 10 min. Se retiró el sobrenadante y se secó la pastilla en el 

evaporador centrífugo al vacío (Savant). Se resuspendió en 500 µl de TE. 

Para estimar la concentración y pureza del DNA, se leyó la absorbancia a 260 

y 280 nm de longitud de onda en un espectrofotómetro con una alícuota de 10 

µl diluida en 1 ml de TE. Para obtener la concentración, se multiplicó la 

. absorbancia por el factor de dilución (100) y por el factor de equivalencia (50 

µg/ml). Los resultados se muestran en la tabla 2. 

7 .11 Induccción de la expresión de las proteínas 
recombinantes en E. coli. 

Se procuró cada vez que se llevó a cabo un experimento de expresión, 

partir de bacterias TB 1 recién transformadas con la serie de plásmidos 

pMAL. Se tomó una colonia y se colocó en un tubo con medio LB (con 

l00µg/ml de ampicilina), se dejó crecer incubando por 16 a 18 h en agitación 

a 37 °c. Posteriormente, se determinó la absorbancia en un 

espectrofotómetro (Sequoia-Turner) a una longitud de onda de 600 nm. Se 

midió la densidad óptica (DO) del cultivo y se tomó el volúmen necesario de 

éste para que al hacer una dilución en medio LB nuevo, se tuviera una 

absorbancia de 0.5 DO a 600 nm. Se incubaron los tubos a 37 °c en agitación 

durante 15 min y se agregó IPTG a _ una concentración final de 1 mM; se 

continuó la incubación por 3 h. Se analizó la expre~ión mediante 
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electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y por "Western blot'' 

(electrotransferencia e in.munodetección). 

7 .12 Purificación de cuerpos de inclusión 

El siguiente protocolo (109) fue utilizado para purificar cuerpos de 

inclusión a partir de un cultivo de 11 de medio LB inducido por 3 h. 

Se cosecharon las bacterias por centrifugación a 280 g por 10 min, 

Estas se resuspendieron en 10 ml de una solución de Tris-HCl 10 mM pH 7 .8 

y EDTA 0.1 mM; se congelaron en nitrógeno líquido y se esperó a que se 

descongelara a temperatura ambiente. Se resuspendió en 100 ml de Tris-HCl 

50 mM pH 7.8, EDTA 0.1 mM y sacarosa 25%, después de resuspender se 

. añadió lisozima a una concentración final de 1 mg/ml, se incubó en hielo por 

90 min. Se agregó MgCl2 (20 mM final) y DNAasa (50 µg/µl) y se incubó en 

hielo por 90 min. Se agregó 120 ml de amortiguador de lisis ( Tris-HCl 20 

mM pH 7.8, NaCl 0.2 M, desoxicolato 1 %, NP40 1.6 %, EDTA 2 mM y DTT 

0.5 mM); se incubó en hielo por 10 min. Se centrifugó 10 mina 280 g y se 

eliminó el sobrenadante; la pastilla se resuspendió en 120 m1 de: tritón X-100 

0.5%, EDTA 1 i:nM y DTT 1 m.M. Se centrifugó 3 min a 280 g y se repitieron 

los últimos dos pasos tres veces más. La última pastilla se disolvió toda la 

noche a 4°C en 50 m1 de urea 9M, Tris-HCl 20 mM pH7 .8 y DTT 20 m.M. Se 

dializó contra 2 1 de Tris-HCl 0.1 mM pH 7.8 y la concentración final se 

determinó leyendo la absorbancia en el espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 280 nm y se analizó por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. 

7.13 Reacción proteolítica con el Factor Xa 

Una vez recuperadas las · proteínas de fusión a manera de cuerpos de 
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inclusión, se procedió al corte enzimático con el factor Xa. Esta enzima, que 

forma parte de la cascada de reacciones en el mecanismo de coagulación 

sanguínea reconoce la secuencia de cuatro aminoácidos: Isoleucina, 

Glutamina, Glicina y Arginina, cortando hacia el carboxilo terminal de.esta 

última, las proteínas de fusión creadas tienen esta secuencia justo entre el 

final de MBP y el inicio de las GHs, lo que permitió separar éstas . 5 µg de la 

proteína de fusión se disolvieron en amortiguador de corte del factor Xa: 

20mM Tris-HCl, l00mM NaCl, 2 m.M CaCl2. Se agregaron 200 µg del factor 

Xa y se incubó la reacción a temperatura ambiente y se obtuvieron muestras 

a diferentes tiempos de 4 a 72 h. Finalmente analizamos la reacción 

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

. desnaturalizantes y por "Western blot''. 

7 .14 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS e 
inmunodetección de las proteínas recombinantes 
expresadas en E. coli 

Para detectar las proteínas expresadas, se determinó la abosorbancia 

final a 600 nm del cultivo después de 3 h de inducción, se cosechó 1 ml de 

bacterias y se resuspendió en amortiguador de muestra (Tris-HCl 50mM, pH 

6.8, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.1%, y glicerol 10%), 

de tal manera ·que se tenía 0.1 DO del cultivo inducido por ml de 

amortiguador de muestra. Se colocaron 30 µl de muestra por carril en el gel 

de poliacrilamida-SDS. Algunos geles se analizaron para determinar el 

porcentaje de proteína recombinante comprendida en el extracto total 

empleandose para éllo un densitómetro Ultra Scann XL modelo 2222-020 

(Pharmacia-LKB, Piscataway NJ). La inmunodetección se realizó después de 
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correr un gel de poliacrilamida-SDS y electrotransferirlo a membranas de 

nitrocelulosa, donde se lleva a cabo la reacción con el anticuerpo específico. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. 

Se preparó el gel de resolución al 12.5% mezclando los siguientes 
reactivos: 

Acr ilami da- bisacrilamid a (30:0 . 8 %) .. . .. .. . . .. . .. . . .. 12.0 ml 
Tris 3 M pH 8. 8 . . . .......... . . .. ...... . . •... ..... ... .. 7. 5 ml 
H 2 O • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • . • • ••• 9 • 9 ml 
SDS 1 O% • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • •• O • 3 ml 
Persulfato de amonio (PSA 10%) .. . ........ .. ..... ... . . . 0 . 3 ml 
TEMED . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . O . O 12 ml 

Al mezclar los reactivos se añadió al final el TEMED , pues al estar en 

_ contacto con el persulfato se desencadena una reacción que libera los 

radicales libres que inducen la · polimerización de la acrilamida y 

bisacrilamida en poliacrilamida. Una vez añadido el último reactivo 

(TEMED) se agitó suavemente y se virtió inmediatemente la mezcla entre las 

placas de vidrio desengrasadas previamente y con separadores. Se procuró 

llenar el 80% de la capacidad del espacio para formar el gel. Al final de vertir 
. . 

la solución de poliacrilamida, se agregó una capa de isopropanol absoluto 

para evitar que la mezcla tuviera conacto directo con el aire y así faciltar su 

polimerización. Se esperó a que el gel polimerizara ( 15 min) y se preparó el 

gel concentrador: 

Acrilamida-bisacrilamida (3 0:0.8 ) .. .... . .......... 1.0 ml 
Tris 3 -M p H 6 . 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . O . 7 5 ml 
H2 O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 . 1 ml 
SDS10% .. ... . .... . . . . . ........ .. . . -. . .. ... .. ..... . . ... O. 06ml 
Persul fato d e Amoni o ( PSA 1 0 %) . . . .... . ... ...... .. ... 0.06 rnl 
TEMED . . :,. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . O . O O 6 rnl 
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Se mezcló y vació la solución entre las placas de vidrio y se introdujo 

el peine que sirve de molde para formar los pozos de aplicación de la muestra 

evitando las burbujas. Una vez completa la polimerización se retiró el peine 

y el separador inferior. Se montó el gel en la cámara de electroforesis con 

amortiguador de corrida (Tris-base 125 mM, glicina 250mM, SDS 0.5%, pH 

8.3) procurando que no existieran burbujas de aire debajo del gel. 

Para la aplicación de las muestras al gel, se colocaron en baño de agua 

en ebullición durante 5 min en amortiguador de muestra. Se pusieron las 

muestras en el gel con una jeringa Hamilton de 50 µl y se inició la 

electroforesis a 80 V. Cuando la muestra penetró totalmente en el gel 

concentrador, se incrementó a 200 V. Se detuvo la corrida cuando el 

. colorante de referencia salió del gel, se tiñió el gel por inmersión y agitación 

lenta en la solución colorante (Metano! 45%, acido acético al 10% a zúl de 

Coomassie R250 al 0.25%) durante 2 h . se decoloró con agitación y varios 

cambios de solución decolorante (Metanol 45% y ácido acético 10%) hasta 

retirar el colorante de fondo no unido a proteína. 

Inmunoelectrotransferencia o "Western blotting' . 

Después de la electroforesis de las muestras en gel de poliacrilamida­

SDS, se montó el sistema de electrotransferencia. Se sujetaron la s partes 

perfectame·nte con ligas de goma procurando que las rejillas ejercieran 

presión sobre las piezas del interior y posteriormente se colocaron en la 

cámara de electrotransferencia cubriéndolas totalmente con amortiguador de 

transferencia (Glicina 39mM, Tris-base 48m.M, SDS 0.037%, metano! al 20% 

ajustando a pH 8.3) . . Se aplicó corriente y se dejó transferir por 2 ha 40 V. 

Se desmontó el sistema de transferencia, se retiró el filtro de nitrocelulosa y -

se secó a temperatura ambiente. 
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Para evitar la unión inespecífica de los anitcuerpos, se incubó durante 

2 h en solución de bloqueo (5% leche descremada en TBS 1X ) (TBS es: Tris 

50mM pH 7.4, NaCl 150 mM) , Se incubó con el primer anticuerpo (antisuero 

de conejo anti-bGH) durante 1 h y se realizaron tres lavados de 10 min en 

TBST (TBS lX + Tween 20 al 0.05%). Se incubó con el segundo anticuerpo 

(antisuero caprino anti-IgG de conejo) durante 1 h y se lavó tres veces 

durante 10 min con TBST. Se lavó dos veces en amortiguador PA (Tris HCl 

0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1M) y se incubó en la solución reveladora (66 µl de 

NBT 5% en dimetilformamida 70 %, 33 µl de BCIP 5% en dimetilformamida 

100% y 5 mM MgCl2). 

7 .15 Mutagénesis sitio dirigida usando la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). 

Diseño del experimento: Una vez que se comprobó que los 

plásmidos derivados de pMALc y pMALp fueron capaces de producir una 

protefua de fusión se aprovecharon las señales reguladoras de la expresión y 

traducción optimizadas de éstos, particularmente de pMALp, para producir 

hormonas del crecimiento, sin tener que expresarlas en fusión con MBP 

completa. 

La primera parte consistió en analizar la secuencia nucleotídica que 

codifica para el péptido señal de MBP. En ésta se encontró que el codón que 

cifra para el último aminoácido del péptido señal (GCC) podía ser utilizado al 

sustituir el primer codón de la proteína madura (AAA) por GGC, formando 

así el hexanucleótido GCCGGC, el cual es sitio de reconocimiento para la 

enzima Nae.I, la cual dej~ extremos romos. De esta manera se aprovechó la 

introducción de este sitio.de restricción para integrar los DNAc's de las GHs 

en la fase de lectura correcta con el péptido señal <le MBP. 
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Con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), técnica que permite 

amplificar fragmentos de DNA in uitro, mediante una serie de duplicaciones, 

se procedió a realizar la mutagénesis sitio dirigida. Por una parte se 

diseñaron los "primers" o iniciadores, el primero de los cuales fué 

peñectamente complementario a la región 613-623 del plásmido pMALp, esta 

parte proporcionó un sitio de reconocimiento para la enzima AJ2aI. El segundo 

iniciador incluyó 36 bases que llevaban una serie de nucleótidos 

complementarios a la región del péptido señal y otra serie que creó un sitio 

~RI (GAACCC->GAATTC) además del nuevo sitio ~l. Se diseñó el 

programa de amplificación en base a las temperaturas medias de fusión de 

los cebadores. 

Se montó la reacción de amplificación en un tubo eppendorf de 0.5 ml. 

DNA (blanco) pMALp (lOng/µl) . . . .. .. .. . ..•..... ... 1 . 0 µ l 
Amortiguador lOX ... . .. ........ .. .... . ... . .. . . . .. . 5 . 0 µl 
Cebador5' {3.4 µM) •• •• •• ••• •• . •••• • • • • •• •• •• •.• •• 1. 0 µl 
Cebador 3' ( 1. 7 µM) ••• • • • •• • •.• • . • .•• • • • • • •• • •• •• 2. O µl 
dNTPs ( 8rnM) . •.•.. • • • •••.•.. • ...• • •• .•• •• • ..... • • • . 1 . 2 µl 
MgC 12 ( 3 5 mM) • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 3 . O µ 1 
DNA pol- Taq . .. . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . ... 1 . O µl 
Agua ul trapura . . . .. . .... . . . . ... .. . .. . .. .. . ... ... 3 6. 8 µl 

Se mezcló bien y se agregaron 50 µl de aceite mineral. Se montaron los 

tubos en el aparato termociclador (MJ Research, Inc. PT-100) con el siguiente 

programa de 30 ciclos: Desnaturalización 95 °C por 30 seg, alineamiento 

55 °C por 90 seg y extensión 72 °C por 45 seg 

~e corrió en paralelo un testigo negativo de amplificación ( 10 ng de 

pMALc). Los resultados de la amplificación se analizaron por elect roforesis 

en gel de agarosa. 



7.16 Subclonación del fragmento amplificado. 

Después de realizar la reacción de PCR al fragmento amplificado, se le 

hicieron extracciones con 1 vol de Sevag y se precipitó con un décimo de 

volúmen de acetato de sodio 3 M y 0.6 vol de isopropanol. Se centrifugó por 

10 min y se descartó el sobrenadante, se lavó con etanol al 70% y se 

centrifugó a 772 g por 3 min. Por último se secó al evaporador centrífugo al 

vacío. Se resuspendió la muestra en 10 µl de agua ultrapura y se realizó un 

corte con las enzimas Al2,al y ~RI. Por otra parte se preparó el vector 

pMALp cortado con .Agal y ~RI y purificado por "gene clean". Ambos 

fragmentos se ligaron utilizando una relación molar vector:inserto de 1:5. El 

producto de la ligación se utilizó para transformar bacterias competentes 

RRl y las bacterias transformadas se analizaron para recuperar aquellas que 

portaban el plásmido de interés. El plásmido construido se le llamó 

pMAL(SS). 

El plásmido pMAL(SS) se cortó con las enzimas ~I y HindIII y se 

ligó al DNA sintético adaptador Romo-Xbal descrito anteriormente y con el 

DNAc de hGH 22 k.Da CXh.al-HindlII). Se transformó con los productos de 

ligación y se analizaron varias colonias en busca del producto esperado 

(pMAL(SS)22kDa). Aquellas clonas que portaban el plásmido con el patrón 

de restricción adecuado se usaron para los experimentos de expresión . 

. Después de la inducción de la expresión se analizaron las proteínas en geles 

de poliacrilamida-SDS y se procesó también para "Western blot". Además, 

se purificó su RNA con el fin de identificar el transcrito para GHs mediante 

PCR, previa síntesis de su DNA complementario. 
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7 .17 Determinación de la secuencia nucleotídica por el 
método enzimático. 

Para corroborar la introducción de la mutación creada y para 

corroborar la identidad de los adaptadores de DNA sintético, se recurrió al 

análisis fino determinando la secuencia nucleotídica por el método de Sanger 

. Para llegar a este fin, recurrimos a tres etapas: subclonación del fragmento 

en el bacteriofago M13mpl8, reacción enzimática de polimerización y 

electroforesis en gel de poliacrilamida-urea. 

Subclonación en el bacteriófago M13mp18: Los fragmentos &RI­

~RV del plásmido pMAL(SS)hGH 22kDa, asi como el fragmento BamHI­

HindIII del plásmido pMALcbGH se ligaron al vector fágico M13mp18 

mediante una reacción de ligación estandard. 

Se prepararon bacterias E. coli JM101 competentes para 

transformación de la siguiente manera. Se sembró en un tubo con 4 ml de 

medio 2YT la bacteria, se incubó a 37 °C con agitación por 12 h. Se hizo una 

dilución 1: 100 en 50 ml de medio 2YT y se tomós una muestra para leer la 

absorbancia a ·una longitud de onda de 600 nm, ésta se consideró como la 

absorbancia al tiempo cero, además se realizó una dilución 1: 100 de las 

bacterias del cultivo de toda la noche en 4 m1 de 2YT, el cual se mantuvo en 

agitación a 37 °C y se utilizó posteriormente al momento de la 

transformación. Se incubó a 37 °C en agitación y se esperó a que la 

absorbancia alcanzara 0.3 UO a una longitud de onda de 600 nm, lo que tomó 

alrededor de 1.5 h. Se cosecharon las bacterias por centrifugación a 280 g por 

5 min y se resuspendieron en 20 ml de GaCl2 0.1 M, frío y estéril, se incubó 

en hielo por 30 m.in. Se centrifugó nuevamente y se resuspendió en 2 ml de 

CaCl2 O .1 M frío y estéril, se conservaron las bacterias en hielo. De esta 

manera las bacterias estaban listas para ser transformadas. 
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Transformación: Se colocaron en tubos eppendorf estériles una parte 

de la ligación previamente diluída con TE y se utilizaron en tubos separados 

un testigo positivo (1 ng de M13mp18) y otro negativo (TE estéril) de 

transformación. Se agregaron 100µ1 de bacterias competentes y se incubó por 

30 min en hielo. 15 min antes de terminar la incubación, se fundieron 4 ml 

de medio suave (LB con 0.6 gr de agar por 100 ml), el cual se mantuvo a 47 

°C. Se realizó un choque térmico a 42 °C por 2 min a las bacterias y se 

colocaron a temperatura ambiente. Se agregaron las bacterias competentes a 

los tubos con agar suave fundido, además de 50 µl de X-Gal (20 mg/ml), 10 µl 

de IPrG (0.1 M) y 100 µl de bacterias no competentes, se mezcló y se virtió 

el contenido en cajas petri con medio LB mantenidas a 37º. Se dejó solidificar 

y se incubó a 37 °c por 10 h. Las colonias portadoras de fagos con insertos 

aparecieron blancas, las no recombinantes fueron azules. Se inocularon las 

colonias blancas en tubos con 4 m.l de 2YT a los cuales se había incubado 

previamente a 37ºC en agitación con 40 µl de la cepa JM101 de E. coli . Se 

siguió incubando por 8 h más. Transcurrido este tiempo se cosecharon por 

centrifugación las bacterias en tubos eppendorf de 1.5 ml y se separó el 

sobrenadante en otros tubos estériles, los cuales se almacenaron a 4°C .La 

pastilla con las bacterias se procesó para la purificación de la forma 

replicativa del fago, del mismo modo en que se describió la minipreparación 

de plásm.idos. 

Purificación de la cadena sencilla. Se inocularon 11 ml de medio 

2YT con 300 µl de E. coli JM101 en fase estacionaria y se incubó por 30 mina 

37 °C con agitación. Se agregaron 10 µl del s.obrenadante previamente 

cosechado y se continuó la incubación por 8 h. Se cosecharon las bacterias por 

centrifugación y se separaron 7 .2 m1 de sobrenadante distribuidos en 
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alícuotas de 1.2 ml en tubos eppendorf. Se agregaron 200 µl de 

polietilenglicol (disuelto en una solución de NaCl 1.8 M), se mezcló y se 

centrifugó por 5 min a 13 000 rpm. Se retiró el sobrenadante y la pastilla se 

reasuspendió en 100µ1 de TE, después de lo cual se agregaron 100 µl de fenol, 

se mezcló al agitador tipo vórtex y se centrifugó a 772 g por 2 min. Se 

recuperó la fase superior y se juntó el contenido en tres tubos de 1.5 ml (180 

µlen cada tubo). Se agregó 1 ml de éter eti.1ico y se mezcló, se centrifugó por 5 

min a 772 g y se retiró el éter, se repetió este paso una vez más. Finalmente 

el contenido se reunió en tres tubos donde se añadieron 90 µl de acetato de 

sodio 3 M y 800 µl de etanol al 100%, se mezcló y se colocó a -20 °C por 1 h. 

Se centrifugó a 772 g por 10 min y se tiró el sobrenadante, la pastilla se lavó 

con 1 ml de etanol al 70% y se secó al evaporador centrífugo con vacío. Se 

resuspendió en 20 µl de TE. Se determinó la concentración del DNA por 

espectrofotometría a 260 nm, y su pureza relativa leyendo la absorbancia a 

una longitud de onda de 260 y 280 nm. Se corrieron las muestras en una 

electroforesis en gel de agarosa al 1 % para observar el resultado. 

Apareamiento del templado y del cebador. Se realizó la siguiente 
reacción en un tubo de 1.5 ml : 

Cebador (0.5 pmol /µl) .. . .. . ..... . .... . .. 1 µl 
Amortiguador de enzima ............. .. ... 2 µl 
DNA (150µg/µ l) ... .. . . . .. . ..... .. . .. . .. 7µ1 

Se calentó el tubo a 65 °ca baño maría por 2 min y se dejó enfriar a 

temperatura ambiente hasta que alcanzó 25-30 ºC. 
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Reacción enzimática. Se diluyó la mezcla de nucléotidos (dGTP, 

dCTP, dTTP, dATP 7.5 µM), seis veces con agua ultra pura. Lo mismo que la 

enzima Secuenasa pero 1:8 con TE frío y mezclamos en un tubo en el 

siguiente orden: 

DNA + cebador .. . ..... .. .......... . .. .. .. . .. 10. O µ l 
DTT O • 1 M • • . • • • • . • • • . • • • • • . . • • • • . • • • . • • • • • • • 1 • O µ 1 
dNTP's diluídos . . .. . . . .. .. ... ... .. ... ... . . . 2 .0 µl 
3 5s dATP ( lOµCi/µl) ... . .... .•. . . . .. .. ... . ... O. Sµ l 
Secuenasa diluida ... . .. .... .. .. . ........... 2 . 0 µ l 

Se incubó a temperatura ambiente por 5 min 

Reacción de terminación. Se etiquetaron cuatro tubos con las letras G, A, 

· T y C y se agregó 2.5 µl de la mezcla de terminación correspondiente, se 

calentaron estos tubos a 37 oc por 1 min. Se tomaron 3.5 µl de la mezcla de 

reacción y se colocaron en los tubos que contenían los didesoxinucleótidos. Se 

incubó por 5 min más a 37 °c. Finalmente se añadieron 4 µ1 · de la solución 

inactivadora ("stop solution")., se mezcló y se colocó en hielo hasta :realizar la 

electroforesis. 

Preparación de geles de acrilsmidm-ures. para 

secuenciamiento. Se utilizaron dos placas de vidrio, una de 33x38 cm y 

otra de 33x40 cm, también separadores en gradiente de 0.4 a 1.2 mm y un 

peine tipo "dientes de tiburón". Las placas de vidrios~ se lavaron 

intensamente con detergente y se enjuagaron con agua desionizada cuidando 

de no dejar manchas de grasa en éstas. Se ensamblaron las placas colocando 

sobre la placa mayor los separadores y sobre éstos la placa más pequeña. Se 
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colocó una tira de cinta adhesiva en los laterales y al fondo del molde. Se 

aseguró este ensamblaje con pinzas especiales . 

Se preparó un gel a una concentración del 8% con la siguiente mezcla: 

Solución de acrilamida-bisacrilamida (30.0-0.8%) 1 .. . 56 . 23 ml 
Solución de urea 7 . 7M2 ...... .... . . ........ . . ..... .... 84 . 0 ml 
Persulfato de amonio al 10% . ... ..... .... . ..... ... .. . . . 0 . 665 ml 
TEMED ••••••••••• ••• • ••• • •• • •• ••••••• • • •••• ••• • ••••• • • • O. 03 5 ml 

1Esta solución se conservó a 4ºC y en la oscuridad. 
2La solución de urea 7. 7 M se preparó en TBE lX. 

Se colocó el molde en un angulo de 45° y se virtió la mezcla de 

poliacrilamida-urea. Se puso el peine con los dientes de éste hacia afuera del 

. gel y se dejó polimerizar por espacio de 40 min. 

Se retiró la cinta que estba al rededor del molde y éste se ensambló en 

una cámara de electroforesis vertical. Se retiró cuidadosamente el peine y se 

lavaron los restos de urea. Se reintrodujo el peine con los dientes indicando 

hacia abajo e introduciendolo ligeramente en el gel para formar los carriles. 

Los tanques de la cámara de elctroforesis se llenaron con TBE lX. 

Se precorrió el gel a 1200 V por 1 h. Finalmente se preparron las 

muestras calentandolas a 75ºC por 2 min y se colocaron inmediatamente 

en el gel 2.5 µl de la muestra en el orden G A T C, cada reacción en un carril. 

Se corrió la muestra a 1200 V por espacio de 6 h. Finalmente se apagó la 

corriente y se desmontó el molde, se desprendió una de las placas y aquélla 

en donde se quedó adherido el gel se sumergió en una _solución de metanol4 

ácido acético (12~10%) por 40 min. Utilizando papel filtro Wattman 3MM1 el 

cual se colocó sobre la suprficie del gel, se adhirió éste al papel. Se cubrió el 

gel con "saram wrap" y luego se secó en un secador dé geles con vacío y a 



80ºC por 4 h. Finalmente, se colocó el gel seco en un chasis cargado con 

película sensible a rayos X, donde se dejó exponer por 48 h. 



8.RESULTADOS 

8 .1 Clonación 
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Los vectores plasmídicos de expresión pMALc y pMALp, se 

utilizaron para transformar bacterias competentes, las cuales se propagaron 

a gran escala y a partir de las cuales se purificaron los plásmidos en 

gradiente de CsCl. Los plásmidos recombinantes derivados de pMALc y 

pMALp que portaban los DNAcs de las diferentes GHs (bGH y hGH de 20 y 

22kDa) también fueron purificados en gradiente de CsCl. La tabla 2 muestra 

los valores obtenidos después de leer la absorbancia en un espectrofotómetro 

a una longitud de onda de 260 y 280 nm, la relación 260/280 se calculó para 

evaluar la calidad del DNA obtenido (una relación igualó mayor a 1.8 es el 

valor óptimo), la concentración y el rendimiento también se muestra en esta 

tabla para cada plásmido. Los fragmentos purificados por "Gene clean" 

fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 6A) al 

igual que los productos derivados de las reacciones de ligación (Figura 6B). Se 

corroboró la identidad de los plásmidos recombinantes por cortes con enzimas 

de restricción. Las figuras 7, 8, 10,11, 12 y 13 muestran los mapas de 

restricción y los análisis electroforeticos de los cortes con enzimas de 

restricción de los plásmidos derivados de pMALc y pMALp. La figura 9 

muestra la . autorradiografía obtenida después de exponer el gel de 

secuenciación donde se analizó la región de pMALcbGH que abarca la unión 

del gen malE, el DNA adaptador y el inicio del DNAc de bGH. 

1020091284 



Plásmido 

p~IALc 

Tabla 2 
Valores oblenidos en la purificación de plásmidos 

en gradienle de cloruro de cesio 

52 

A 260 A280 260/280 Concentración 

0.014 0.07 2.0 0.7 µg/µI 

p~lALchGH20 0.021 0.011 1.9 1.0 µg/µl 

poUI..chGH22 0.025 0.012 2.0 1.2 µg/µl 

p~L-U.cbGH 0.005 0.002 2.0 0.:2 µg/µl 

p!'vL-\.Lp 0.008 0.003 2.6 0.4 µg/µl 

pÑL-\.LphGH20 0.005 0.002 2.0 0.2 µg/µl 

p:'1ULphGH22 0.008 0.004 2.0 0.4 µg/µl 

~L-\LpbGH 0.005 0.002 2.0 0.2 µg/µl 

A B 
1 2 3 1 2 3 4 5 

Figura 6. Análisis electroforéticos de los productos de "Gene 
clean" y de ligación. A) Después de realizar la técnica de "Gene clean" los 
productos fueron analizados en electroforesis de agarosa 1 %. 1) pSShGH cortado con 
XbaI y Hin.dlI ; 2) fragmento correspondiente al DNAc de hGH desde el sitio Xb.al 
hasta HindIIl. B) Análisis del producto de ligación. 1) Fragmento purificado 2) vector 
purificado; 3) control no ligado; 4) producto de ligación y 5) Marcador de peso 
molecular (Lambda cortado con J;kQRI y HindIII) 
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Figura ,7. Mapa de restricción y 
Caracterización con-enzimas de restricción de 
los plásmidos pMALcbGH y pMALpbGH. A) 
Mapa de restricción mostrando los sitios únicos 
del plásmido pMALcbGH. B) Electroforesis en 
gel de agarosa al 1 % de las digestiones con 
enzimas de restricción. Orden en el gel: 
1: pMALcbGH 
2: Lambda cortado con .Eill 

. 3: pM&cbGH Hindlll 
4: pMALcbGH .Af!.Il~Hind.III 
5: pMAlcbGH Apal-HindIII 
6: pMAlcbGH Pvull 
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Figura 8. l\'lapa de restricción y 
Caracterización del plásmido 
pMALpbGH. A) Mapa de restricción 
mostrando los sitios únicos del plásmido 
piv1ALpbGH. B) Electroforesis en gel de 
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enzimas de restricción. Orden en el gel: 
piVIALpbGH 
Lambda cortado con BstEII 
p.MALpbGH HindIII 
pMALpbGH AflII-HíndIII 
plVL.\lpbGH ApaI-HíndIII 
pMAlpbGH PvuII 
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Figura 9. Determinación de la secuencia nucleotídica del 
fragmento de DNA sintético. El -fragmento BamHI-HindIII del plásmido 
pMALcbGH fue subclonado en el bacteriófago M13mp19, de éste se purificó la · 
cadena sencilla de DNA y se utilizó como plantilla para determinar la secuencia 
nucleotídica de lá región que abarca el DNA sintético adaptador, el final de la 
región codificante para MBP y el inicio de bGH. ·. 
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Fig·ura 10. l\'lapa de restricción 
y caracterización d e 
pMALphGH20k. A) lVIapa de 
restricción mostrando los sitios 
únicos del plásmido pMALp20k. 
B) Electroforesis en gel de 
agarosa al 1 % de las digestiones 
con enzimas de restricción Orden 
en el gel: 

plVIALphGH20k 
Fago Lambda cortado con PstI 
3 :plVIALphGH20k Híndill,-
4:pl\1A.LphGH20k HindIII-XbaI 
5:pMALphGH20k HindIII-ApaÍ, 
6:pMALphGH20k PvuII 
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Figura 11. Mapa d e restri_cción y 

caracterización de pMALc20k. A) 
Mapa de restricción mostrando los sitios 
únicos del plásmido pMAL20k. B) 
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de 
las digestiones con enzimas de restricción 
Orden en el gel: 
I: pMALchGH20k 
2: Fago Lambda cortado con .E.fil! 
3:pMALchGH20k HindIII. 
4 :pMALchGH20k HindIII-Xha.I. 
5:pMALchGH20k HindIII-~I. . 
6:pMALchGH20k PvuII 
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Figura 12. l\'Iapa de restricción (A) 
y caracterización de los plásmidos 
pMALphGH22K (B). A) Mapa de 
restricción mostrando los sitios únicos 
de l plásmido pl'vfALphGH. B ) 
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % 
de las digestiones con enzimas de 
restricción. Orden en el gel: 
Lambda PstI 
pMALpbGH HindIII 
pl\-fALpbGH XbaI-HindIIl 
pMALpbGH ApaI-HindIII 
pMALpbGH PvuII 
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Figura \:i1- l\fapa de restricción (A) 
caracterización de los plásmidos pMALchGH2: 
(B). A) Mapa de restricción mostrando los sitios 
únicos del plasmido pMALcbGH. B) Ellectroforesis 
en gel de agarosa aJ l % de las digestiones , 
enzimas de restricción. Orden en e l gel: 
1: pMALcbGH 
2: Lambda E.s.11 
3: pMALcbGH HindIII 
4: pMALcbGH AflII-HindIII 
5: pMALcbGH ADaI-HindIII 
6: pMALcbGH Pvull 



Expresión 
Después de corroborar la identidad de cada plásmido mediante cortes con 

enzimas de restricción y electroforesis en geles de agarosa, a las bacterias 

transformadas con éstos se les indujo para expresión con el análogo de la lactosa 

IPTG. Después de tres horas de inducción, la bacterias fueron cosechadas y las 

proteínas analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Se 

observaron que algunas clonas que portaban el plásmido recombinante adecuado 

no presentaban en su perfil proteico alguna banda prominente, mientras que 

otras sí. En la figura 14 se muestran únicamente las clonas que si lograron 

expresar dicha proteína adicional ( tres derivadas de pMALc y otras tres 

derivadas de pMALp). 

La proteína de fusión correspondió aproximadamente al 30% de la 

proteína total de E. coli como lo demostraron algunos geles de poliacrilamida 

donde se corrieron extractos totales de bacterias inducidas y que fueron 

analizados en un densitómetro. Además los ensayos tipo "Western blot'' 

corroboraron que la proteína adicional era un híbrido entre • hormonas del 

crecimiento y la proteína de unión a maltosa, ya que la banda prominente 

derivada de los extractos de proteínas totales de bacterias inducidas reaccionaba 

tanto con anticuerpos anti-GH, como con anticuerpos anti-MBP (figura 15A y 

15B). 
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Figura 14. Análisis de la expres10n de las bacterias recombinantes. 
Electroforesis en gel de SDSópoliacrilamida al 12% de extractos totales de proteínas de E.coli 
inducidas ( +) o no (-) para expresión. Estas portaban los plásmidos derivados de pMALc o 
pMALp: 1: pMALc (-), 2:pMALc (+), 3: pMALc20kDa (-), 4: pMALc20kDa (+), 5: 
pMALc22kDa (-), 6: pMALc22kDa (+), 7:pMALcbGH (-), 8: pMALcbGH (+), 9: pMALp (­
), 10: pMALp (+), 11:pMALp20kDa (-), 12: pMALp20kDa (+), 13:pMALp22kDa (-), 
14:pMALp22kDa (+), 15: pMALpbGH (-), 16: pMALpbGH(+), 17: Marcador de peso 
molecular. Se logran distinguir claramente las bandas prominentes correspondientes al 
péptido de fusión (MBP-GH) en aquellas clonas que fueron inducidas con IPTG (+). 

La proteína de fusión purificada como cuerpo de inclusión fué en primera 

instancia purificada por cromatografía de afinidad, uitlizando amilosa como 

soporte, sin embargo el rendimiento obtenido era demasiado bajo: entre 100 y 

160 µg por cada 100 ml de medio. La alternativa de la purificación de cuerpos de 

inclusión permitó rendimientos de 13 a 15 mg de proteína por cada 100 ml de 

medio. La pureza de los cuerpos de inclusión fue analizada mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS tal y como se muestra en la figura 

16A. Los cuerpos de inclusión purificados resultaron también inmunoreactivos a 

los anticuerpos anti-GH y anti-MBP (figura 16B). El factor Xa fue utilizado para 

cortar las proteínas purificadas como cuerpos de inclusión, productos de la 

expresión de pMALchGH22K y pMALcbGH. Este resultó ser bastante 

ineficiente, aunque si se logró liberar una proteína de 22 kDa e inmunoreactiva 
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con anticuerpos contra bGH, ésta no se logró visualizar por electroforesis en gel 

de poliacrilamida, sino únicamente por ''Western blot'' (figura 17). 

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

' . . -- --MBP-GH 

--hGH 22K 

B 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

-MBP /GH 

-MBP 

Figura 15. Análisis tipo "Western blot'' de las proteínas recombinates. 
Los extractos de protefuas totales de E. coli fueron analizados mediante electroforesis en gel y 
electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa donde se realizó la inmunodetección con 
anticuerpos anti bGH (A ) o anti MBP (B ). A: 1: pBHX ( + ), 2: pBHX (ó), 3: 
pMALc20k.Da (+), 4: pMALc20kDa (-), 5: pMALc22kDa (+), 6: pMALc22kDa (-), 7: 
pMALcbGH (+), 8: pMALcbGH (-), pMALc (+)·y pMALc (-). B: 1: pBHX (-); 2: pBHX 
(+), 3: pMALc (-), 4: pMALc (+), 5: pMALc20kDa (-), 6: pMALc20kDa (+), 7: 
pMALc22kDa (-), 8: pMALc22kDa (+), 9: pMALcbGH (-), 10: pMALc bGH (+). 



A 

1 2 

.... 

66Kd- -
-~. 

45Kd-

36Kd-

B 

MBP/GH - -

hGH 

3 

1 

-

4 

----68 Kd 

2 3 - -

63 

Figura 16. Electroforesis en gel de los · cuerpos de inclusión 
purificados. Después de resuspender los cuerpos de inclusión se analizaron éstos mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (A) y "Western blot'' emplando anticuerpos anti­
GH (B). A) 1: Maréador de peso molecular, 2: pMALcbGH (-), 3: pMALcbGH (+), 4: 
cuerpo de inclusión (MBP/GH). B) 1: hGH, 2:MBP/BGH 3: MBP/HGH . . 
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Figura 17: Análisis tipo "Western blot'' de los producros de la digetión 
proteolítica con el factor Xa. El producto de la digestión enzimática fue analizado 
primero por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 12% durante varios períodos de 
tiempo. Después de encontrar una reducida actividad en el corte, analizamos los productos 
por "Western blot'', utilizando anticuerpos anti-bGH. 1) HGH producto de la expresión del 
plásmido pBHX, 2) Producto proteolítico de MBP/BGH, 3) Producto proteolítico de 
MBP/HGH 22 kDa y 4) MBP/BGH. 

M utagénesis dirigida y análisis de la expresión 
con el plásmido pMAL(SS)hGH. 

La mutagénesis mediada por la reacción en cadena de la polimerasa, nos 

permitió introducir un sitio nuevo de restricción (Nael) en la región que codifica 

para el último aminoácido del péptido señal de MBP. La reacción de amplificación 

fue corroborada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 18). En 

ésta se presentó una banda a la altura esperada (970 pb). Esta banda fué 

purificada y subclonada en el plásmido pMALp (Cortado en Apal y EcoRI) 

.Posteriormente al plásmido resultante (Cortado Nael-Hindlll) se le introdujo el 

D_NAc de hGH de 22 kDa (Xl@I-Hindlll) con la ayuda del DNA sintético 

adaptador romo-Xbal, empleado en la construcción de pMALchGH22kDa. 



65 

Posteriormente se indujo la expresión mediante la adición de IPTG y se 

analizaron las proteínas totales después de tres horas de inducción mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. No se alcanzó a notar alguna banda 

nueva en los carriles del gel en los que se incluía la muestra inducida, mientras 

que el testigo de inducción (pBHX), presentaba la bandas predichas (22 kDa) 

(figura 19A). Con el fin de demostrar que después de la inducción se estaba 

produciendo un RNAm específico para hGH realizamos un análisis por RT-PCR 

de las clonas inducidas, el cual indicó que el RNAm está siendo producido, como lo 

muestra la banda amplificada a la altura del tamaño del transcito esperado 

(figura 19B). Finalmente la secuencia de la región amplificada fue determinada, 

encontrandose en ésta, mutaciones que alteraban completamente la región 

codificante para la proteína , paricularmente el codón de iniciación de la 

traducción (Figura 20). 

1 2 3 

-- 1 ; t 

11 
~ 

1 ; f 

= , , - - ; 1 

. Figura 18. Análisis de la amplificación por PCR. El fragmento de 960 pb 
del plásmido pMALp desde el sitio Apal hasta el final del péptido señal de MBP fué 
ampl_ificado por PCR, el oligonucleótido de corriente arriba permitió la inserción de sitios 
Nael y EcoRI justo donde termina la región codificante de MBP lo que permitió posteriores _ 
manipulaciones. 1) Control negativo empleando el plásmido pMALc, 2) Producto de la 
amplificación con el plásmido pMALp y 3) Lambda cortado con Es...tl -
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Figura 19. Análisis de los RNAm bacterianos extraídos y del producto 
de RT-PCR mediante electroforesis en gel de agarosa .. Después de 3 h de la 
inducción con IPTG de la expresión en las bacterias portadoras del plásmido recombinante 
pSShGH22K y pBHX(hGH), se extrajo el RNA total de éstas, el cual se analizó por 
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (A). Posteriormente se sintetizó el DNAc y se 
amplificó por PCR la región que codifica para hGH, desde el incio de la región que codifica 
para la proteína madura hasta el extremo 3,, los productos amplificados se analizaron 
mediante electroforesis en gel de agarósa 1 % (B). A) Extractos de RNA total de: 1: pBHX 
(+), 2: pBHX (-), 3: pSShGH22kDa (+) y 4: pSShGH22kDa (-). B) 1: marcador de peso 
molecular, 2: pBHX (+), 3: pBHX (-), 4 pSShGH22kDa (+), 5: pSShGH 22 kDa (-). 
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Figura 20. Secuencia de la reg1on del péptido señal de MBP y del 
promotor TAC. La región que abarca el promotor TAC y la secuencia señal de MBP del 
plásmido pSShGH fue determinada, en élla se encontraron mutaciones que alteran el marco 
de lectura abierto del gen de fusión MBP-GH. Con * se indican los cambios con respecto a la 
secuencia origina. 



9.DISCUSION Y CONCLUSIONES. 
Previamente se reportó que los DNAcs que codifican para hormonas 

del crecimiento de mamífero, presentan algunos problemas al momento de 

tratar de expresarlos en E. coli. (3, 32, 34, 58, 61). Estos problemas se 

superaron siguiendo diversas estrategias. A saber: 1) alterando la secuencia 

nucleotídica de tal manera que los codones empleados preferentemente por la 

bacteria, reemplacen a aquellos naturales del DNAc, 2) modificando la 

secuencia y la distancia que hay entre la región de reconocimiento del 

ribosoma (Shine-Dalgarno) y 3) empleando proteínas de fusión (B­

galactosidasa, B-lactamasa). A partir del conocimiento previamente 

acumulado por diferentes grupos de investigación, en un trabajo anterior que 

se realizó en la ULIEG (3), se optó por modificar las secuencias alrededor del 

_sitio de inicio de la traducción con la ayuda de DNA sintético. Pese a los altos 

niveles de RNAm específicos de bGH que se demostró tenían las clonas 

derivadas en aquel trabajo, no se logró la expresión de una proteína madura, 

aún · y con dichas modificaciones. En el presente trabajo, se probó la 

alternativa de expresar las GHs como fusión con una proteína propia de E. 

coli y que es eficientemente reconocida por la maquinaria traduccional de la 

bacteria: la proteína de unión a maltosa. 

Los DNAcs de las HGH de 20 y 22 kDa, al igual que el DNAc de BGH 

se subclonaron en los plásmidos_de expresión de la serie pMALc y~pMALp. 
,_ 

Después de la inducción de la expresión, el analisis por electroforesis en geles 
' 

de poliacrilamida-SDS mostró las bandas correspondientes a las proteínas de 

fusión MBP-GH, mientras que en los testigos no inducidos no se encontró 

niguna banda nueva. Esto indicó que la banda que se observada era un 

producto de la inducción con IPTG, es decir éste se encontraba 

"desi:eprimiendo" la unidad promotora (TAC) de los plásmidos recombinantes. 

La identidad de la proteína _fusión se corroboró cuando extractos totales de 



bacterias inducidas y no inducidas se analizaron por "Western blot'' con 

antisuero anti-GH y anti-MBP. Con ambos sueros, las proteínas producto de 

la expresión de los nuevos plásmidos recombinantes fueron inmunoreactivas, 

mientras que la fusión MBP-LacZ solo reaccionó con los anticuerpos anti­

MBP, y el producto de la expresión del plásmido pBHX (hGH) reaccionó sólo 

con el antisuero anti-bGH. Esto demostró que la proteína que resultaba de la 

expresión con los nuevos recombinantes era en efecto una fusión entre MBP 

y GHs. Al mismo tiempo, aquellas proteínas que se purificaron como cuerpo 

de inclusión, también resultaron inmunoreactivas con los mismos 

anticuerpos. Los anteriores experimentos nos permitieron concluir que la 

proteína recombinante producida era, al menos por lo que a su identidad 

inmunológica respecta, una fusión entre GH y MBP. Por otra parte, la 

determinación nucleotídica parcial de la región que abarca la fusión entre el 

gen malE y bGH permitió reforzar que la fusión génica estaba en la fase de 

lectura correcta. Otros trabajos han descrito la expresión eficiente de 

proteínas de fusión empleando MBP; proteínas como la fibronectina, 

actiomiosina, peptidasa mitocondrial hepática, activador beta del ácido 

retinóico y una proteína de unión a GTP fueron producidas en fusión 

empleando el sistema de los plásmidos pMAL. En todos estos trabajos los 

niveles de expresión ó cuantificación no fueron reportados, unicamente se 

citaron como abundantes, de este modo no se pudo establecer una relación 

con los niveles obtenidos en esos casos (110, 111,112,113,114,l15). El 
,_ 

método de purificación mediante columna de afinidad de amilosa también fue 

reportado como muy poco eficiente, a excepción de los casos en que el péptidó 

de fusión era pequeño (112). 

La expresión de las GHs en fusión permitió corroborar que las 

secuencias clonadas y reportadas en trabajos anteriores (5, 6) si pueden ser 

expresadas en bacterias, siempre y cuando la maquinaria traduccional de E. 

coli p~eda ser "engañada" para reconocer a los DNAcs de GHs como propios. 



Debido a los problemas encontrados anteriormente (3 y otros trabajos 

realizados en la ULIEG no reportados) se pensaba que estos DNAcs podrían 

tener secuencias "veneosas" que impedían su expresión en E.coli. Esto quedó 

descartado al lograr finalmente su expresión en esta bacteria. Tratando de 

aprovechar el sistema que brinda pMALp, se diseñó una estrategia que 

permitió mutagenizar el área donde termina el péptido señal de MBP para 

así poder clonar en la fase de lectura adecuada los DNAcs de las GHs. Se 

construyó un plásmido que incluyó al DNAc de hGH 22kDa en fusión ahora 

solo con el péptido señal de MBP. Este nuevo plásmido recombinante no logró 

expresar la proteína esperada. Para tratar de identificar si el problema 

residía en la falta de transcripción ó era un proceso que implicaba la falta de 

una traducción eficiente, se analizó por RT-PCR la posible presencia de un 

transcrito específico de hGH después de 3 h de inducción con IPTG. Este 

ensayo permitió ver que el sistema estaba produciendo RNAm de hGH, pero 

que éste posiblemente no era traducido eficientemente. Después de ésto se 

analizó la secuencia nucleotídica del fragmento mutagenizado; en ésta se 

encontró que existe una mutación justo en el codón de iniciación de la 

traducción, ésto explica la falta de traducción del transcrito detectado por RT­

PCR, además se encontraron otras mutaciones a lo largo del promotor, las 

cuales pudieron alterar significativamente la eficiencia de la transcripción, 

aunque la producción de RNAm de hGH no era nula por completo. Será 

necesario realizar nuevamente la amplificación por PCR, su~\Glonar el 

fragmento amplificado en el bacteriófago M13mp18 ó 19 para determinar la 
\ 

secuencia y encontrar una clona sin mutaciones perjudiciales para partir ¿'~­

ésta para posteriores subclonaciones en pMAL. En experimentos 

simultáneos desarrollados en la ULIEG, el DNAc de bGH se fusionó con la 
. -

región que codifica para el péptido señal de la proteína de membrana externa 

(OmpA) de E. coli, esta fusión se encontraba bajo el control del promotor del 

bacteriófago T-7, con el fin de aprovechar que se tenía una secuencia nativa 



de E . coli corriente arriba de la región codificante para bGH; sin embargo este 

sistema no permitió la expresión de la proteína en la bacteria. 

Los obstáculos para producir eficientemente BGH en E . coli 

encontrados por Ramírez-Angulo (1991), indicaron que existe un problema 

para llevar a cabo la traducción del RNAm de bGH, el cual logró generar en 

altas cantidades. Como se mencionó en la hipótesis de este trabajo, 

pensamos que en el extremo 5 'del RNAm de las GHs y en la secuencia 

nucleotídica que se encuentra entre el sitio de unión al ribosoma y el codón de 

iniciación de la traducción, se forman estructuras que impiden el acceso 

eficiente a los complejos de traducción y que la alternativa de probar una 

fusión proteica entre las GHs y una proteína fácilmente reconocida por la 

bacteria (MBP), podría facilitar la traducción de la proteína. Al emplear este 

sistema, donde la región que codifica para MBP es traducida primero, puesto 

que se encuentra frente a los DNAcs de GHs en los plásmidos pMAL, la 

maquinaria traduccional de la bacteria reconoce primero esta secuencia y 

posteriormente continua con la traducción de la región codificante para las 

GHs. Es decir, las regiones críticas arriba mencionadas no afectan 

directamente el inicio de la traducción de las GHs, lo que permitió que éstas se 

expresaran eficientemente en E. coli. Con esto se corroboró que al prevenir 

que el inicio de la traducción dependa del codón de iniciación de las GHs y de 

las regiones adyacentes a éste, se logran expresar estas hormonas en esta 

misma bacteria. Se piensa que introduciendo cambios más finos en Ja región 
\ 

crítica para la traducción, se logrará finalmente encontrar la secuencia 

óptima para expresar las GHs en E. coli. 

En resumen, aunque las GHs se produjeron con alta eficiencia como 

productos de fusión coI_1 la proteína de unión a la maltosa, purificadas como 

cuerpos de inclusión y cortadas proteolíticamente con el factor Xa, éstas no 

pudieron ser expresadas en fusión únicamente con el péptido se-al de MBP, 

debido a mutaciones encontradas en la región del promotor e inicio de la 



traducción. Se necesitará probar diferentes sistemas de expresión que 

permitan producir las hormonas del crecimiento nativas en E. coli. 
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