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PRESENT ACION 

El desarrollo de las técnicas de lngenleria Genética ha permttido al hombre alcanzar un alto 

avance tecno-clentifico que utiliza para mejorar sus condiciones de vida. Muchos procesos 

fisiológicos son conocidos actualmente a nivel molecular; su aplicación médica mediata o Inmediata 

no se ha hecho esperar. 

En procesos de comunicación celular, conocemos ahora aspectos moleculares de las moléculas 

comunicadoras, de las receptoras y de las transductoras de las señales, en un sin número de casos. 

Esto ha permitido comprender mulllples aspectos de la regulación de procesos y deducir a través 

de modelos experimentales, atteraclones patológicas que se sueltan en determinados padecimientos. 

En este trabajo se presenta la estrategia y los avances alcanzados para la clonación del ADMc 

de la enzima Plroglutamato aminopeptldasa membranal (PGA 11), que degrada especlficamente a la 

Hormona Liberadora de nrotroplna (TRH). Dicha hormona, es un trlpéptldo que juega un papel 

Importante en el eje Hipotalamo-hlpofislo-tiroideo, propiciando la liberación de nrotroplna (TSH) y 

Prolactlna (PAL) de los tlrotropos y lactotropos respectivamente. Este objetivo forma parte de un 

proyecto que estudia los mecanismos Involucrados en la regulación a distintos niveles de la 

expresión de la neurona peptldérglca. 

La base teórica de este trabajo considera conocimientos elementales de comunicación celular y 

el papel de los péptldos en la comunicación, posteriormente se proporcionan aspectos generales de 

las peptldasas membranales y su procesamiento, finalmente se provee Información de la TRH y su 

metabolismo, asl como los conocimientos mas recientes sobre la PGA 11. El trabajo termina con la 

presentación dé la estrategia y los avances obtenidos en la clonación de la enzima, su dlscuslon y 

conclusiones. 



1.-INlllODUCCION 

Para que ocurra el funcionamiento integral de un organismo, es Indispensable la comunicación 

entre sus organos, tejidos y células. La naturaleza de las señales que Intervienen en dicha 

comunicación, es muy diversa; comprende lipldos, nucleótidos, polisacáridos, péptldos, protelnas 

y casi todas las combinaciones entre estas moléculas. 

Los péplidos y proteínas participan activamente en fa comunicación íntra e Intercelular. 

Numerosas moléculas de esta naturaleza funcionan como hormonas, regulando uno o más procesos 

flsoíógicos. Sus funcionas hormonales han sido ampliamente estudiadas en el sistema Endócrlno y 

Neuroendócrlno. 

El avance de las técnicas de Ingeniería Genética ha permitido conocer a nivel molecular muchos 

procesos de comunicación y su regulación. Eventos Importantes en la comunicación química son: 

la síntesis y liberación del mensaje, la recepción y transducción de éste hacia el Interior de la célula 

y la generación de la respuesta celular, entre otros. Cuando una señal llega a su blanco, es 

lmportan1e la presencia de uno o varios mecanismos que permitan la eliminación o el retiro de la 

señal, por que, a menos que su acción sea requerida por un tiempo prolongado, la presencia de dicha 

molécula provocaría alteraciones en el funcionamiento celular. 

Hasta la fecha, la Plroglutemato Amlnopeptidasa Membranal (PGA 11) constituye el unlco 

mecanismo de degradación de la Hormona Liberadora de Tirotroplna, trlpéplido ampliamente 

distribuido en el Sistema Nervioso Central (SNC), que participa en el eje HipotalamcrHlpoflslarlo, 

estimulando la liberación de Tlrotroplna (TSH) y Prolactlna (PAL). Diversos estudios han permitido 

deducir, además de la Importancia de la PGA 11 en la degradación de la TRH, la regulación de su 

actividad enzimática durante algunos eventos fisiológicos. 

El estudio de varios aspectos de la enzima como, su lugar de síntesis, sitios de unión a 

cofactores, sitio activo y regulación de su síntesis en distintos procesos, permitirá comprender mejor 

el papel de la PGA 11 en la regulación de la actividad de la TRH. 



11 . .COllUNICACION CELULAR 

Las células en los organismos mullicelulares necesitan comunicarse para poder regular su 

desarrollo y organización dentro de tejidos, para controlar su crecimiento y división, y para coordinar 

sus funciones. la coordinación de las funciones celulares, le permite al organismo mantener un 

control Interno (homeostásls). 

La comunicación química, se establece entre dos células gracias a moléculas mensajeras que 

viajan desde la célula generadora del mensaje hasta la célula receplora de éste (1). No todas las 

células son capaces de decodnicar todos los mensajes; para que esto sea posible, necesitan tener 

moléculas receptoras espéclflcas. 

Cuando un mensaje llega a una célula, se transduce al Interior, a través del receplor, vla segundos 

mensajeros. Este segundo mensaje propiciará una respuesta celular mediata ó Inmediata, 

dependiendo de la naturaleza del mensaje y del tipo celular. 

A) TIPOS DE COllUNICACION 

Podemos dividir a la comunicación celular en tres tipos: 1) la que se establece cuando un mensaje 

qulmlco es enviado de una célula a otra célula o grupo de ellas; 2) la que se lleva a cabo a través de 

contacto celular directo; y 3) Ja que se establece por medio de uniones comunicantes (2) (FJG. 1 A). 

De acuerdo a la distancia que recorre el mensaje químico, podernos dividir a la comunicación 

Intercelular en tres tipos: 1) la comunicación endócrlna, en Ja cual el mensaje es generado por una 

glándula y liberado a la circulación para su arribo a la célula blanco localizada a distancia; 2) Ja 

comunicación panicrlna, en donde el mensaje es liberado localmente, actuando solo en células 

contiguas; y 3) Ja comunicación autócrlna, en donde la molécula liberada actúa sobre la célula que 

la liberó (FIG. 1 B). 

En la comunicación que se lleva a cabo a través de contacto celular directo, el mensaje que se 

encuentra sobre la superficie celular, es recibido por una molécula receplora que se encuentra en 

la célula con Ja que se establecle la comunicación. Esle tipo de comunicación es particularmente 

Importante durante la activación de llnfocllos T por antígenos que se encuentran en la superficie 

celular (3). 



La comunicación que se establece por medio de uniones comunicantes se caraeferlza por que 

el mensaje pasa de una célula a otra vecina a través de poros que atravlezan las membranas 

cttoplásmlcas de ambas células, manteniéndolas en comunicación. Este tipo de comunicación lo 

encontramos cuando se transmtte un Impulso eléctrico entre dos células nerviosas (slnápsls 

eléefrica) y en células eptteliales (4). 

Dado el enfoque de este trabajo, anllzaremos a fondo, solo Ja comunicación mediada por 

mensajeros qulmlcos. 
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FIGURA 1.· TIPOS DE COMUNICACION CELULAR.· A) esquema de los tres tipos de comunicación 

entre células. B) tipos de comunicación química. Ver texto. 



B).·ELEllEKTOS QUE PARTICIPAN EN LA COllUNICACION QUllllCA 

Las moléculas que participan en la comunicación química son: la molécula mensajera, la molécula 

receptora, las moléculas transducloras y amplttlcadoras del mensaje y et segundo mensajero 

generado (1, 2). A conllnuación son citados algunos ejemplos de estas moléculas. 

La naturaleza de la molécula mensajera es variada, puede ser lipldica como los esteroides y las 

hormonas tiroideas, proteica como ta insulina y la hormona de crecimiento ó peptldlca como la 

oxltoclna y la vasopreslna (5). 

Las moléculas receptoras ó simplemente receptor, son de naturaleza proteica en escencla, aunque 

algunos tienen modificaciones como gllcosilaclones ó sulfataciones. Su función se especializa en el 

reconocimiento de mensajes que posteriormente son transducidos al Interior celular (1, 2). Podemos 

clastticar a los receptores por la forma como transducen la señal: receptores acoplados a protelnas 

G (e.g. receptor ll-adrenérgico. 6, 7), receptores acoplados a canales tónicos (e.g. receptores de acetli 

colina y GABA,. 8, 9) y receptores con actividad de clnasa (e.g. receptor para Insulina. 10). 

La transducción de la señal se lleva a cabo, a través de la generación de un segundo mensaje 

(FIG. 2), que es amplificado en el Interior de la célula y que genera en ella una respuesta a corto, 

mediano y largo plazo dependiendo del tipo de mensaje. Dentro de los segundos mensajeros 

encontramos a los nucleótidos clclicos (AMPc y GMPc. 11), fosfolnosilldos (IP,. 12) y el calcio (13) 

(FIG. 2). 

Una señal transduclda Involucra en algunos casos (14) la activación de proteln-clnasas (PK), las 

cuales además de amplHicar la señal, conslltuyen una punto más de regulación. Podemos clasificar 

a las clnasas (FIG. 2), dependiendo del segundo mensajero que las activa: las dependientes de APMc 

(PK A) (15), de calclo-calmodullna (14), de dlacllglicerol (PK C) y de GMPc (PK G)(16). Además de 

estas PKs, existen otras que no dependen de segundos mensajeros como las tlroslnoclnasas (14). 

La fosforllación es un evento que se presenta sobre aminoácidos especificos que comunmente 

son serlna, treonlna ó tirosina. Dicha fosforllaclón permitirá la realización de una actividad, la Inhibirá 

ó simplemente la modificará. El evento contrario sucede cuando una fosfatasa elimina la fosforilaclón 

realizada por la clnasa (17). 

Algunas señales generan respuesta a mediano ó largo plazo, cuando el efecto regulador se suelta 

sobre una protelna que afecta la transcripción de uno o varios genes; a estas protelnas se les conoce 
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como factores de transcripción. Dichos factores pueden ser activados vla segundos mensajeros {18), 

primeros mensajeros (e.g. hormonas tiroideas, 19) o por protelnclnasas (20). 

Un factor de transcripción posee una región por donde es activado, otra por donde reconoce al 

ADN y otra por donde modifica la actividad transclpclonal del gen. Algunos factores de trancrlpclón 

son la famliia los y )un, c-myc, ras, receptor de hormonas tiroideas, etc.(19, 20). Algunos de ellos han 

recibido el nombre de terceros mensajeros, por que su activación depende de los segundos 

mensajeros. 

De particular importancia resulta para este trabajo la comunicación que se lleva a cabo a través • 

de péptidos, hecho por el cual nos centraremos a mencionar el papel de estas moléculas en la 

comunicación. 

C)PEPTIDDS Y COMUNICACfON CELULAR 

Comúnmente se le llaman péptldos a pequeñas proteinas que constan de entre 2 y 50 residuos 

amlnoacídicos unidos covalenlemente entre si por enlaces peptídlcos. Existen un gran número de 

péptldos dffundldos en al naturaleza; algunos de ellos tienen otras moléculas en su estructura 

además de los aminoácidos ó bien estos se encuentran modificados ( acetllados, suffatados, etc.); 

sin embargo, la estructura tridimensional y muchas de las propiedades biológicas están determinadas 

por las clases de aminoácidos presentes, el orden en el que están dispuestos en una cadena 

peptfdlca y fa relación espacial de una aminoácido con otro (22). 

Dentro de todas las funciones que realizan los péptldos, destaca su papel como Intermediarios 

en Ja comunicación celular. Numerosos péptldos funcionan como hormonas, regulando uno ó más 

procesos flslológlccs (23). Las funciones hormonales de péptldos han sido mejor caracterizadas para 

aquellos secretados en el sistema neuroendócrlno; algunos ejemplos de estos péptldos aparecen en 

Ja TABLA 1. 

D) METABOLISMO DE PEPTIDDS 

La mayoría de los péptidos biológicamente activos son sintetizados vía rlbosomal a través de un 

precursor de alto peso molecular. Muchos precursores peptídlcos han sido caracterizados, dentro 

de los cuales podemos citar al precursor del glucagon, la somatostatlna, la gastrlna, la neuroflsina 



PEPTIDO NO.DE AA FUNCIONES MEJOR CARACTERIZADAS 

TRH 3 Estimula la liberación de TSH en Hipófisis. 

FMRF-amlda 4 Efecto cardloregulador. 

Encefalinas 5 Regula actividad neurotransmisora en SNC. 

Oxhoclna 9 Aumenla la contracción del músculo liso duranle el parto y 

la evacuación de leche durante la lactancia. 

Vasopreslna 9 Constricción de vasos sanguíneos que aumentan la presión 

sanguínea. 

LHRH 10 Estimula la liberación de LH y FSH de la Pituitaria. 

Gastrlna 17 Estimula la secreción de HCI en el estómago. 

Secretlna 27 Estimula el flujo de secreción pancreállca 

VIP 28 Estimula el flujo de secreción pancreática y regula actividad 

neurotransmisora en el SN. 

Glucagon 29 Estimula la ruptura de glucógeno y eleva los niveles de 

glucosa en sangre. 

calcltonlna 32 Inhibe la reabsorción de calcio en los huesos, 

disminuyendo el nivel de este Ion en la sangre. 

ACTH 39 Estimula la producción de hormonas suprarenales. 

CRF 41 Estimula la producción de ACTH de pituitaria. 

TABLA 1.· Algunos péptldos que participan en la comunicación celular y sus funciones mejor 

caracterizadas (23, 24). 

y al de las encefallnas, entre otros (25). 

Un gen que codttlca para un péptido es transcrito por la ARN pollmerasa 11 utilizando una cadena 

templado. Los nucleótldos se Incorporan a la cadena nueva, propiciando su crecimiento en dirección 

5'·3'. Cuando la transcripción termina, el hlbrldo se disocia; de esta manera se genera el transcrho 

primario. Antes de salir del núcleo, el ARN precursor sufre varias modificaciones; en el extremo 5' 

se le añade un residuo de 7 metllguanoslna y se metllan los primeros nucleótldos formando el 

10 



casquete 'cap' ; en el extremo 3' en respuesta a la señal de poliadenllaclón (AAUAAA), el precursor 

es cortado para la adición de varias Adenlnas (poly A); finalmente se eliminan las secuencias 

Interruptoras ó lntrones por medio del proceso conocido con el nombre de 'spllclng'. 

El ARN maduro (ARN mensajero) es transportado al cHoplasma y posteriormente traducido en los 

rlbosomas del retículo endoplásmlco rugoso (REA, 26), generando un prepropéptldo, el cual, a través 

de la secuencia señal ( secuencia rica en aminoácidos hldrolóbicos localizada en el extremo 

amlnotenminal) y en conjunción con la partícula de reconocimiento de ta señal (SRP), forman un 

complejo que es reconocido por un receptor (protelna de anclaje) que se encuentra en el REA 

(27)(FIG. 3). Posteriormente el prepropéplido es translocado hacia el lumen del retlculo en donde se 

elimina el péptido señal; el ahora propéptldo puede sufrir aquí modtticaclones postraducclonales que 

principalmente son glicosllaclones. 

Mas tarde el propéptido pasa al aparato de golgl donde continua su procesamiento. En este 

compartimento las glicosilaciones previas se ramifican y algunos aminoácidos son foslorllados, 

acetllados ó sulfatados. En el golgl ocurren también algunos pasos de proteólisls y la 

compartamentallzaclón de los precursores en vesículas, Junto con las enzimas proteolftlcas y 

modnlcadoras necesarias para generar a los péptidos activos (28). 

Un precursor peptídico puede contener uno (e.g. proglucagon) ó varios mensajes. En el segundo 

caso, et mensaje puede originar un solo tipo de péptido (e.g. proencefalinas) ó distintos péptldos (e.g. 

prooplomelanocortlna). En todos los casos, para que se origine el péptldo es necesario el corte 

proteolttlco del precursor; dicho corte se realiza generalmente en donde hay un par de aminoácidos 

básicos (29). 

Los péptldos ya procesados se mantienen en las vesiculas, listos para ser liberados en respuesta 

a un estimulo. La liberación se realiza por un mecanismo de exocltosls que Involucra la fusión de la 

membrana vesicular con la plasmática (30, 31). 

Una vez que los péptldos liberados al espacio extracelular han ejercido su acción, son eliminados 

por difusión, lnternalización ó degradación enzimática. Se ha postulado que el mecanismo más 

Importante para eliminar péptldos es la degradación a través de enzimas, especiflcamente por 

peptidasas (32, 33). 

11 



FIGURA 3.· TRANSLOCACJON DE UNA PROTEINA DE SECRECION AL REA. 

111.·PEPTIDASAS 

La proposición de que la degradación áe péptldos por peptldasas conslhuye el mecanismo 

principal de lnactivaclón de péplldos, se debe a la labilidad de Jos peplldos a la hidrólisis enzimática 

(32, 33), a la rapidez con que ocurre el evenlo y a la posibilidad de regulación de la actividad de la 

enzima (34). 

Las peptidasas se han encontrado en tres compartimentos distintos: fluidos extracelulares, 

citoplasma, ó membrana. Se han ldentHlcado dfferentes tipos de enzimas que son capaces de 

degradar péplldos, de acuerdo a su localización, especificidad, ele, (35); actualmente se realizan 

estudios para determinar la relevanclaflslológica de los dtterentes tipos de enzimas en Ja lnactlvaclón 

de los péptldos. 

12 



Las enzimas membranales (en particular las localizadas en la cara externa de la membrana 

plasmática) y las enzimas que se encuentran en los fluidos extracelulares son las enzimas 

Importantes en la lnactlvación de péptldos liberados. De particular Interés para este trabajo resultan 

las enzimas membranales, por lo que se presenta una revisión más profunda de ellas. 

A).-ENZlllAS MEllBRANALES 

Una enzima membrana! puede localizarse espacialmente en la membrana en tres posiciones: 

pertterlcamente, unida a la membrana por Interacciones no covalentes con otras protelnas; 

lntegralmenle, unida a la membrana a través de uno o varios segmentos transmembranales y; anclada 

a la membrana covalentemente vla una eslructura lipídica (e.g. gllcofosfatldll·lnosttol) (FIG. 4). Los 

grupos de enzimas que mejor se conocen son las enzimas lnlegrales y las ancladas por fosfatidll· 

lnoshol (ver TABLA 2). 

ENZIMA 1 ANCLAJE PM(Kd) LOCALIZACION 

Fosfatasa Alcalina PI 67 Tejidos Mamfferos 
Acetllcollnesterasa PI 67 Cerebro Drosoflla 

S'Nucleotidasa PI 70 Tejidos Mamfferos 
Foslodlesterasa alcalina PI 130 Tejidos Mamfferos 

Dlpeptldasa renal PI 46 Riñón de Cerdo 
Amlnopeptldasa P PI 91 Intestino de Rata 

Sucrosa·lsomaltasa 1 140-120 Intestino de Rata 
Endopeplidasa 24.11 1 90 Tejidos Mamfferos 

Glucoamllasa 1 125-135 Intestino de rata 
Bela-Glucosldasa 1 160-160 Intestino de Cerdo 

Dlpeptldll·Peptidasa IV 1 130 Riñón de Rata 
Amlnopeptldasa N 1 160 Intestino de Rata 
Amlnopeptldasa A 1 170 Intestino de rata 

ACE 1 170 Neuroepttello 
PK (lndep. AMPc) p ? Células en cultivo 

Tabla 2.·Diferentes tipos de anclaje de Enzimas membranales. PI (fosfatldll·lnositol), 1 (Integrales), P 
(perttérlcas), ACE (Enzima Convertidora de Anglotenslna), PK (Proteln clnasa). Se Indica el peso 
molecular en kllodaltones de las enzimas, asl como el peso de los monómeros en los dímeros (36, 
37, 38). 
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Otro aspecto que es Importante considerar en la localización de una enzima membrana!, es la 

ubicación de su sitio activo. Bajo este criterio, las enzimas puede estar ubicadas en la membrana en 

tres posiciones: con el sitio activo hacia el Interior celular, hacia el Interior de la membrana ó hacia 

el exterior celular. 

FIGURA 4.• LOCALIZACION DE ENZIMAS t.IEMBRANALES. La figura muestra las posibilidades de 

localización de enzimas membranales. 

Dada la ubicación del sustrato, el unlco tipo de enzima Importante para la degradación de 

péptidos liberados es aquella cuyo shio activo se localiza hacia tuera de la célula (39); a este tipo de 

enzima se le conoce como ectoenzima. 

Las ectoenzlmas pueden estar localizadas en la célula que secretó al péptido ó en otra célula 

distinta, que puede ser la célula sobre la que el péptido ejerce su acción 6 una célula vecina (FIG. 

5). En muchos casos se desconoce la localización celular exacta de una ectoenzlma, sin embargo, 

empiezan a resolverse problemas de localización enzimática (39). 
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B).- PROCESAMIEKTO OE ENZJMAS MEMBRANALES 

Sin duda, el ensamble de membranas y organelos de una célula, con sus proteinas, lipldos y 

carbohldratos especttlcos es un evento extremadamente complejo; referirnos solo a proteínas no 

simplifica las cosas. Esta revisión presenta el mecanismo general de procesamiento de enzimas 

membranales y realza solo los eventos que enriquecerán la discusión final. 

O Mensaje 

Figura 5,. LOCALIZACtON DE ECTOENZIMAS. La figura Ilustra los posibles lugares en donde puede 

estar localizada un ectoenzima. 

Las ectoenzlmas, asl como otras protelnas de la membrana son sintetizadas vla rlbosomal (ver 

procesamiento de péptidos). Una vez en el REA, las proteínas son dirigidas al aparato de Golgl para 

posteriormente ser enveslculadas y enviadas hacia su destino correcio; es entonces cuando ocurre 

la fusión de la vesícula con la membrana plasmática y donde la protelna queda correclamenle 

ubicada (FIG. 4). 

¿Cuales son las formas posibles de encontrar a una enzima membrana!? Existen 3 tipos de 

protelnas transmembranales que aparecen resumidas en la TABLA 2 y esquematizadas en la FIGURA 

6, además de las protelnas perttéricas y las ancladas a través de una estructura lipídica (FIG 4). Esto 

establece 5 posibilidades de encontrar a una enzima en la membrana (40, 41, 42). 
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COOfi 

Figura 6.· TIPOS DE PROTEINAS TRANSMEMBRANALES. El esquema muestra los 3 posibles tipos 

de proteínas transmembranales. Ver TABLA 2. E·Exterlor celular, !·Interior celular. 

P.MEMBRANAL CARACTERtSTtCAS Y EJEMPLOS 

Tienen un solo segmento transmembranal de residuos hldrofóblcos. Su amino está 
fuera y su carboxllo dentro. Ejemplos: Receptores a factores de crecimiento, 
receptores a hormonas peptldicas y moléculas de adhesión y reconocimiento célula· 
célula. 

Tienen un solo segmento transmembranal de residuos hidrofóblcos. Su amino está 
dentro y su carboxllo fuera. Ejemplos: Receptor de transferrina y ta subunidad beta 
de la ATPasa de Na"/K•. 

111 Posee varios segmentos transmembranales de residuos hidrolóblcos. Puede tener 
configuración amino afuera y carboxllo adentro ó viceversa. Ejemplos: receptores 
adrenérglcos y rodopslna. 

TABLA 2.·TIPOS DE PRDTEINAS TRANSMEMBRANALES. Características y ejemplos de los dHerentes 
tipos de proteínas transmembranales. 
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Existen señales en la proleina que le permiten ubicarse correctamente. Se ha propuesto la 

existencia de protelnas lranslocadoras (PT} en la membrana del REA (37), que reconocen 

aproximadamente 20 residuos amlnoacidicos hldrofóblcos y no·lonicos, en distintas proporciones. 

Al ser translocados y de acuerdo a la naturaleza hldrofóbica de los residuos, éstos son ubicados en 

la membrana. El evento se repite sucesivamente hasta que la proteína completa haya sido 

translocada. 

El modelo hipotético para la generación de proteínas ancladas por gllcofosfatldllinosltol (GPI) y 

con topología externa considera que el pollpéptldo es translocado completamente al lumen del REA. 

Una vez en este compartimento es elimidado el péplido señal y a través de un complejo enzimático, 

es removida una secuencia en el carboxJJo terminal que permltlte la exposición de un nuevo extremo 

carboxllo, que se fusiona con una estructura de GPI previamente ensamblada (FIG. 7). 

El procesamiento diferencial del ARNm, puede generadar varias lsoformas de proteínas 

membranales (43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,). Dado que el objetivo de esta revisión no es agotar 

exaus!lvamente el tema, se presentan solo algunos ejemplos que son Jluslratlvos. 

Las N·CAM son protelnas que participan en la adhesión de célula a célula, varias lsoformas de 

esta proteína son generadas por 'spliclng' alternativo del ARNm del gen N·CAM. Las Jsoformas 

varían en la longitud de su carboxllo terminal, lo que propicia dllerentes formas de asociación a la 

membrana: una Jsoforma tiene un largo dominio Intracelular; otra lsoforma tiene un pequeño dominio 

Intracelular; olra Jsoforma esla anclada via GPI y; dos lsoformas diferentes enlre si son secretadas. 

El papel de las dos últimas no es claro (47). 

La lnterleuclna 4 (IL-4) estimula la proltteraclón de células B activadas, Induce la expresión del 

Complejo Mayor de Histocompatibllldad clase 11 (MHC 11), Induce la secreción y expresión de 

lnmunoglobulinas G1 y E y la proliferación de linfocitos T durante la respuesta Inmune. Sus 

actividades biológicas están mediadas por su receptor de alta afinidad. Se sabe que es posible 

encontrar al receptor bajo tres isoforrnas: una con dominio cltoplásmlco; otra sin dominio 

cltoplásmlco y una forma soluble. Se ha propuesto que la forma soluble del receptor, regula la 

actividad IL-4 al compelir por la unión de esta molécula con con las formas membranales del receptor 

(46). 

Otra poslbllidad de generar diversas formas celulares de una proteína, puede ser debido al 

procesamiento postraducclonal dtterencial de dicha proteína. La proteína Qa·2 es una proteína similar 
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Cltoplosmo 

Lumen 

Complejo 
en:im01ico 

Figura 7.· PROCESAMIENTO EN RER DE PROTEJNAS ANCLADAS POR GPI, CON TOPOLOGIA 

EXTERNA. La proteína translocada al lumen del RE es cor1ada en su extremo carboxllo para su unión 

con el GPI. 

a antígenos de lransplantaclón H·2, por lo que se ha sugerido la posibilidad de que tenga funciones 

relacionadas a dichos antígenos. Se ha decrilo que el gen 0·7 genera dos formas de proteína Oa·2, 

una membrana! unida por fosfatidll lnosltol y una que se libera al espacio exlracelular {43). En células 

derivadas de hígado se genera predomínantemenle la forma membrana!, mientras que en células 

transfectadas L, se genera solo Ja fonna soluble {50). En esludios realizados en células T, se pudo 

observar que la activación de estas células Inducia la reducción de la forma membrana! y al mismo 

tiempo se originaba un aumento de la forma soluble. Se ha propuesto que la forma liberada proviene 

de la forma membrana!, ya que es posible generar la primera, a través de fosfollpasa c especifica 

para foslatidll lnosllol {43); esto prodría explicar en par1e, la expresión tejido especfflca de una u otra 

forma membrana! (50). 

Es necesario remarcar que para que una proteína membrana! sea ubicada de una u otra manera 

en la membrana ó Incluso secretada, bastan algunos pequeños cambios en su secuencia, que 
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modHlquen la Interpretación de la señal necesaria para enviarla al sitio destinado (45, 48). Ha sido 

posible Incluso detectar, cambios en la ubicación de una proteína con la modificación de un solo 

aminoácido (50). 

La fonma como una proteina membrana! se presente puede ser trascendental para la regulación 

de la actividad de la célula (46), tal como se aprecia en el ejemplo del receptor para IL-4. En el caso 

de las enzimas membranales sucede lo mismo; si una enzima, e.g. una peptidasa, no se encuentra 

ubicada correctamente, el efecto del peplido podrla prolongarse y afectar el funcionamiento celular. 

Las peptidasas han sido ampliamente estudiadas en el sistema neuroendócríno, debido al papel 

relevante que juegan en la degradación de péptldos que participan en la comunicación Intercelular 

(51). 

C).· NEUROPEPTIOASAS 

La mayor parte de la Información sobre neuropeptldasas proviene de estudios hechos con 

encefallnas, neurolenslna, sustancia P, angiolenslna y TRH (32). 

Aunque en la sangre, el cerebro y otros tejidos de mamfferos se han ldenlttlcado un gran número 

de peptldasas capaces de degradar in vitre a muchos neuropéplidos, es probable que un número 

relativamente limitado de ellas sea !lslológicamenle Importante (25). Cada una de las peptldasas es 

especifica para determinados enlaces peptidicos y se ha demostrado que la mayoría de ellas tiene 

varios sustratos naturales y sintéticos i!!..\'.!![Q. (52, 53). Así, para cada neuropéptldo existen varios 

enlaces que pueden ser hldrolizados por varias peptldasas. Los cortes de enlaces peplldlcos pueden 

llevarse a cabo por enzimas solubles ( presentes en el espacio extracelular ó en compartimentos 

Intracelulares como el c\losol, el lumen del RE, etc) ó por enzimas presentes sobre membranas 

celulares (plasmatica, m\locondrlal, etc). 

Existen peptldasas que degradan péplidos a pH neutro, por lo que funcionan activamente en el 

cttosol, mientras que en las vesiculas de secreción donde el pH es ácido, su actividad es muy baja 

(54). Esto significa que la distribución subcelular de la actividad de estas enzimas no coincide con 

la da los neuropéplidos 1·a que solo alrededor de un 5% de la actividad total enzimática se localiza 

en el slnaploplasma (55) mientras que la concentración del péptldo en esta misma fracción es mayor 

del 50% del contenido total. Ejemplo de estas peptldasas es la amlnopeptldasa soluble sensible a 

puromiclna que hldrollza el enlace tlr'·gll' de las encefallnas ver FIG. e (54). 
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Existe la posibilidad de que las neuropeplidasas solubles participen en la degradación extracelular 

de p!!ptldos si estas se liberaran al espacio slnáptlco junto con Jos neuropéptldos. Esto ya ha sido 

visto en la lnactlvación de neurotransmisores, tal es el caso de la acelllcolinesterasa de Ja glandula 

adrenal (56). 

Aminopeptidoso (soluble ) 
1 
1 

H N 
Tlr t GI i- Gli-Phe-Me10H 

Aminopeptidoso 
( membronol ) 

Mll 
i 

Endopeptidoso 24.11 
( membrnnol) 

FJG. S.· DEGRADACION ENZIMATICA DE LA Met·ENCEFALINA. Se muetran Jos Jugares de corte de 
cada una de las enzimas que degradan a las encefalinas. 

Evidencias acluales apunlan a algunas peplidasas asociadas a membranas como candidatos para 

Ja Jnactlvaclón extracelular de los neuropéptldos. La amlnopeptidasa Mii y la endopeplldasa 24.11 

(llamada anterionnenle encefallnasa), pueden degradar e Jnacilvar totalmente a las encefalinas (54, 

57). Su distribución en el cerebro correlaciona, aunque no extrictamente con la distribución de las 

encefallnas y la de sus receptores (58, 59). Ambas enzimas se encuentran en la membrana plasmállca 

de los slnaptosomas como ectoenzlmas. 

Por otra parte, se sabe que la endopeptidasa 24.11 actúa sollre distintos sustratos dependiendo 

de la región del cerebro en donde se encuenlre, tal como ocurre, cuando actúa sobre substancia P 

(60). Casi todas las neuropeptidasas degradan más de un solo suslrato, la excepción a esa 

generalización lo constituyen las plroglutamato amlnopeptidasas capaces de degradar 

exclusivamente a la TRH, una de ellas se encuentra en suero (Tiroliberlnasa) y la otra en membranas 

slnaptosomales (PGA 11) (61, 62). 
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Podemos resumir que los neuropéptldos pueden ser lnactlvados por un número llmttado de 

péptldasas con grados variados de especificidad. Finalmente, lo que delermlna la acción de una 

peptldasa no es que sea específica para un delermlnado neuropéptldo, sino más bien, que su 

localización celular y subcelular y sus propiedades calalltlcas sean las apropiadas para acluar sobre 

éste. 

IV.· LA HORMOKA LIBERADORA OE TIROTllOPIKA 

La Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH) es un tripéptido de estructura pGIU·His·Pro-NH,. Este 

se encuentra distribuido ampliamente en el SNC; en los mamiferos las más attas concentraciones de 

TllH se hallan en la eminencia media del hipotálamo (63); también se ha detectado en algunos 

núcleos hlpotalámlcos lales como el paraventrlcular, el dorsomedlal y el supraqulasmátlco, además 

de otras reglones cerebrales como bulbo olfatorio, nucleo acumbens, tallo cerebral, etc.(64). 

La función o funciones desarrolladas por este péptldo fueron esludladas Inicialmente en el 

hipotálamo de mamíferos (65, 66), en donde se encontró que participaba en el eje hlpotálamo

hlpofislarlo estimulando la liberación de tlrotroplna (TSH) de los tlrótropos (67). Posteríonnente fué 

sugerida su participación en la liberación de prolactlna (PAL) de los lactótropos, durante la lactancia 

y el ciclo estral (68). 

La TRH liberada de la eminencia media del hipotálamo es vertida al sistema porta·hlpolalámlco· 

adenohipofislarlo, a través del cual alcanza la adenohlpófisls, en donde Interacciona con receptores 

de alta afinidad que se encuentran en la membrana plasmática de los llrótropos. De esta forma se 

activa la vla del fosfatldll lnosltol (69), que provoca la llbereclón de TSH, la cual llega por medio de 

la circulación general, a la tiroides en donde estimule la secreción de las hormonas tiroideas (HT); 

la trllodotlronlna (T,) y la tetraiodollronlna (T J, hormonas que afectan distlnlos procesos melabólicos. 

La T, ejerce a su vez un efecto retroallmentador negallvo sobre la TRH y TSH (FIG. 9). 

Recientemente se ha postulado que la TRH además de su papel como neurohormona funciona 

también como neuromodulador (70). Este hecho se vé apoyado en la amplia distribución del péptido 

en el SNC, su localización en las terminales nerviosas (que además responden a depolarización con 

atto potasio, liberando el péptldo. 71, 72), y la presencia de receptores de atta afinidad en el cerebro 

(73). No obstante el papel neuromodulador de la TAH no es claro aún. Algunos de los efectos que 
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le atribuyen el papel de neuromodulador son el aumento del recambio de catecolamlnas y la 

liberación de dopamlna del hlpolálamo y núcleo acumbens de rata (74, 75). 

La TRH puede también ser una prohormona (76), debido a que el corte enzlmátlco por una 

plroghtlamato aminopeptldasa, genera un lragmenlo que posee actividad biológica: la Hlstldil·Prollna· 

Olcetoplperazlna (His-Pro-DKP). Este metabolHo resulla ser más efectivo que el mismo trlpéptldo en 

antagonlzar la narcosis por etanol y elevar el GMPc cerebelar (76). Además posee una actividad de 

factor lnhlbldor de la prolactlna y causa hipotermia, mientras que la TRH promueve los electos 

contrarios. 

La TRH también ha sido encontrada en el lracto gaslrolnlestlnal y en el páncreas de rata, 

especfflcamente en los Islotes de Langerhans, en donde se ha postulado que el péptldo puede jugar 

un papel Importante en la regulación de la actividad secretoria de es1as células (76). 

A).-METABOUSMO DE LA TRH 

La TRH al Igual que la mayoría de los péptldos caracterizados hasta el momento, es sintetizada 

vla rlbosomal a través de un precursor de atto peso molecular y por lo tanto los pasos seguidos son 

los mismos descrttos para el procesamiento de péptidos. El precursor de la TRH en la rata (77), Uene 

repetida la secuencia que codttica para este trlpéptldo 5 veces, las cuales se encuentran flanqueadas 

por los residuos dlbáslcos, que son los sttlos da corte del precursor (78). Otros precursores de 

diferente tamaño y numeras de coplas han sido ldentfficados en otras especies (79, 80). La estructura 

del gen en la rata presenla 3 exones lnlerrumpldos por dos lntrones; en el primer exón se localiza 

la reglón 5' no lraduclda, el segundo exón contiene el péptldo señal y una pequeña parte de la reglón 

amino terminal y en el !ercer exón se localizan las 5 coplas de la TRH, los péptldos lnlerrnedios y la 

reglón 3' no traducida. En la reglón regulatorla del gen se ldentfflcaron la ca)a TATA, una reglón que 

es reconocida por el factor de transcripción SPt, las secuencias reconocidas por los receplores de 

glucocortlcoldes y de hormonas liroldeas (81), así como la secuencia de control por ésteres de 

lorbol (82). 

La síntesis y el procesamienlo del precursor de la TRH ocurre en el soma neuronal, el 

procesamiento continúa duranle su lrayeclo a la lermlnal nerviosa (FIG. 9 ). Las modificaciones 

encontradas en la TAH madura son: la clclizaclón vla enzimática de la glutamlna (83) para formar el 
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FIGURA 9.· METABOLISMO Y REGULACION DE LA TRH EN El EJE NPV·ADENOHIPOFISIS·TIRDIDEO 
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pGlu y la amldaclón de la prolina por medio de una enzima que oxida a la glicina, lodavía presenle 

en el extremo carboxllo lenmlnal de la TRH, producléndo TRH y ácido glioxilico (84). 

Una vez formada la TRH se almacena en las lermlnales nerviosas y se libera por un mecanismo 

dependienle de calcio, en respuesla a eslímulos depolarlzanles (71). El péplido liberado es 

reconocido por un receplor que se encuenlra sobre la célula blanco. 

La lnacllvaclón de suslanclas aclivas una vez que han sido liberadas al especia extracelular 

ocurre medlanle lnlernal/zaclón ó degradación. Para la TRH se ha enconlrado que el mecanismo de 

recaptura no es el mecanismo responsable de la lnactlvación del péplido, dada su baja velocidad 

mádma (Vmax) (85). 

La degradación de la TRH puede efecluarse In vttro por dos grupos de actividades diferentes: la 

eliminación del grupo plroglulamll del extremo amino ó la eliminación del emldo del extremo 

carboxllo (FIG. 10). Para la primera actividad se han descrito !res enzimas: la plroglulamato 

amlnopeptldasa membrana! (PGA 11) ; la enzima sérlca llrollberlnasa que son melaloproteasas 

altamenle específicas para TRH (86, 87) y; la enzima soluble plroglulamalo amlnopeplldasa 1 (PGA 

1) que es una tlol proteasa que corta cualquier enlace pGlu·X (88). Para la segunda actividad exlsle 

una endopeptidasa soluble, la Prolll-endopeplidasa (PE), que corta después de prol/na (89). Existen 

evidencias que Indican que solo la Tirollberlnasa y la PGA 11 lnacl/ven TRH, en suero y SCN 

respecilvamente (90). 

B).· LA PIRDGLUATAMATO AlllNOPEPTIDASA MEllBRANAL 

La PGA 11 es una ecloenzlma que ha sido localizada en la membrana plasmática de slnaptosomas 

(91, 92, 93). La PGA 11 es una melaloproleasa cuyos requerlmenlos son complelamenle dfferentes a 

los de la PGA 1 (92). 

La enzima ha sido deleclada en el cerebro de varios mamlferos, siendo su actividad especfflca, 

ligeramente superior en cerebro de conejo (94). En el SNC de eslas especies, la acllvldad enzlmálica 

está distribuida heterogeneamente, siendo mayor en bulbo olfalorlo y corteza poslerlor (95). Olros 

tejidos donde ha sido enconlrada acllvldad lmportanle, es en la retina y médula espinal (96). 
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La ectoenzima es acilva a pH neutro e Inhibida por quelantes como la 1·10 fenantrollna (97). La 

enzima ha sido purificada a homogeneidad usando papalna ó tripslna para solubllizarla y se ha 

detennlnado un peso molecular de 230 Kd, peso muy semejante al de la tlrollberlnasa (260 Kd) (92). 

Asl mismo, se ha demostrado que en el sitio activo de la enzima hay residuos de tirosina, arglnlna 

e hlstldina, necesarios para la actividad catalitlca (gs¡. 

La PGAll es altamente especifica para hidrolizar TRH y no rompe el enlace pGlu-His de otros 

péptldos (97). Su Km para la TRH es de 40 mlcromolar, similar a la Km de la tlroliberinasa (50 

mlcromolar). En general, sus propiedades son muy parecidas a las de la tlrollberinasa, por lo que se 

considera la posibilidad de que provengan de un mismo gen y que la generación de una forma 

membrana! o una sérica sea debida a un procesamiento dtterencial. 

PGAI 
1 
1 

' PGlu - His -Pro ,NH2 

t l 
PGA.iI PE 

' 1 
TIROLI BERINASA 

FIGURA 10.· VIA METABOLICA DE LA TAH. El esquema muestra los sttios de corte de las enzimas 

que degradan a la TAH. 

La PGA 11 es una enzima que S! encuentra a nil•ei celular, principalmente en neuronas (99). Sus 

propiedades y la localización regional, celular y subcelular de la PGA 11 hacen pensar en esta enzima 

como un fuerte candidato para lnacilvar enracelularmente a la TAH en el SNC; la evidencia más clara 

de esto, es que en ensayos l!Ll1!!Q con rebanadas de hipotálamo de rata, es posible recuperar una 

mayor cantidad de TAH liberado en presencia de un lnhlbidor especifico de la enzima (100). 

La regulación de la actividad de la PGA 11 es tejido especifica (ocurre unlcamente en 

adenohlpofisis. 34, 101); se observan cambios en la actividad específica de la enzima en la 

adenohlpófisis según el estado tiroideo del animal: en animales hlpertlroideos se incrementa la 

actividad especifica, mientras que en animales hlpotiroldeos disminuye. Aunque este componamiento 
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se habla descrHo para la tlrollberinasa (102), no podemos pasar por aHo que la regulación de la 

actividad de esta enzima, sugiere su relevancia en el control de la actividad de la TAH en distintas 

condiciones fisiológicas. 

Trabajos realizados en una linea celular de retlnoblastoma humano (Y·79) y utlllzando un 

anticuerpo pollclonal contra la PGA 11 de conejo, han sugerido que la actividad de la PGA li se puede 

regular a corto plazo a través de la fosforllaclón de la enzima vla proteln clnasa e (PKC). La 

fosforllaclón baja la actividad enzimática hasta un 10% del nivel control y su recuperación es posible 

hasta un 70% después de una hora (103). 

En resumen, con todos los antecedentes antes mencionados, podernos destacar a la PGA 11 como 

la enzima Importante para la degradación de la TAH liberada en el SNC. Por otro lado, surgen también 

preguntas muy Interesantes: dado que existen casos en donde el procesamiento aHernatlvo de un 

gen puede originar dos ó más formas moleculares de una proteína ¿Pudieran la PGA 11 y la 

Tirollberlnasa, considerando la similitud de sus caracteristlcas,estar codnicadas por el mismo gen?; 

asumiendo que la enzima es una proteína da membrana ¿Cómo es su anclaje a la blcapa?, ¿Es 

posible generar una fonna liberada a partir de la enzima membrana!?; considerando que en el SN, 

el lugar en donde se encuentra una molécula no necesariamente es el mismo lugar en donde es 

sintetizado, ¿Dónde es realmente sintetizada la enzima?, ¿Cual es la distribución regional de la 

síntesis de la enzima?; algunas preguntas en relación con el TAH resultan más Interesantes, ¿Cómo 

está coordinada la síntesis de la enzima con la síntesis y degradación de la TAH?; si la actividad de 

la enzima es regulada por eventos tales como la fosforliaclón, ¿Cuales son los sitios de regulación 

en fa enzima?. Estas preguntas son el motivo de la realización de este trabajo. 
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V.· OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES: 

Los objetivos generales de esle proyeclo son: 

• El estudio de la relación estructura-función de la PGA 11, a través de la determinación del sitio 

activo, forma de Interacción con la membrana y sitios de unión a cofactores. 

• La relación de la PGA 11 con la tlrollberlnasa (ya que es posible que ambas provengan de un 

mismo gen) • 

• La distribución regional de la síntesis de la enzima y regulación de la transcripción de la misma. 

Para el cumplimiento de dichos objetivos se planteó la clonación de la secuencia nucleotídlca que 

codifica para la PGA 11. Oebldo a que la unica sonda disponible es un anticuerpo pollclonal de cuyo, 

contra PGA 11 de conejo y a reserva de realizar oilgonlcleótldos sintéticos para ser utilizados con el 

mismo fin, se plantearon los siguientes objetivos especfflcos para esta primera fase del proyecto: 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Los objetivos especHicos de este trabajo fueron: 

·Caracterización de la sonda (anticuerpo contra la PGA 11 de cerebro de conejo) para rastrear a la 

enzima • 

• La obtención de un banco de ADNc de cerebro de conejo 

• Aislamiento de la secuencia especffica (ADN complementario al ARN mensajero) de la PGA 11, 

mediante: 

a).-Utlllzaclón del anticuerpo especffico contra la enzima 

b).-Utlllzaclón de ollgonucleótldos sintéticos correspondientes a la secuencia amlnoacidica de la 

enzima. 
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VL· ESTIIATEGIA EXPERIMENTAL 

El trabajo realizado se dividió en 2 partes, de acuerdo al diagrama de flujo (FIGURA 11), la 

caracterización del anticuerpo conlra la PGA li y la conslrucclón del banco de expresión. 

Para la caracterización del anticuerpo conlra la PGA li, se realizaron lnmunopreclpttaclones, 

cromatogralla de afinidad e lnmunodelecclones en nllrocelulosa (Western blot), tanlo de extractos 

crudos de cerebro y otros tejidos de conejo como de la linea celular de retinoblasloma humano Y·79. 

La caracterización del anticuerpo servirla para su ulilización en el raslreo del banco de expresión. 

Para la obtención del banco de ADN complementario de cerebro de conejo, se sintetizó DNAc 

utilizando como Iniciador oligo dT y un hexámero que se une al templado alealorlamente. El vector 

utilizado tué Lambda ZAP 11 y la amplHlcaclón se realizó en células de E. col! cepa Xl1·Blue. 

Ambas partes fueron llevadas a cabo al mismo tiempo. 
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CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO CONSTRUCCION OEL BANCO DE EXPRESION 

WESTERN 

INMUNOPRECIPITACIONES 

COLUMNA DE AFINIDAD 
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! 
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AD Ne 
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'------! 

AISLAMIENTO CLONA 

PGA 11 

FIGURA 11.· ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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VII.· llA'TERIALES Y METODOS 

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR METODO WILK et al. (104) 

El fraccionamiento de células y tejidos lué realizado con la finalidad de obtener fracciones 
enriquecidas de actividad de PGA 11. De acuerdo a este método se obtienen a partir de una fracción 
total (FT), una Fracción Soluble (FS) y otra Membrana! (FM), fracción en donde se enriquece la 
actividad enzimática. 

SOLUCIONES 
Amortiguador fosfatos 1M pH 7.· Para preparar 500 mi, disolver 78.8 g (0.44 M) de Na,HP0,.12H,O ó 
31.23 g (0.44 M) de Na,HPO, con 38.6 (0.56 M) de NaH2 PO,.H,,. El pH debe de ser 7. 
Amortiguador fosfatos 50 mil pH 7.· Diluir 1!20 el amortiguador 1 M, 

PROCEDIMIENTO 
El tejido fraccionado es tratado de Igual manera si son células en cultivo (Y-79) ó tejido cerebral. 

1.· El tejido es homogenlz.ado en solución amortiguadora de fosfato de sodio 50mM, pH 7, a 4'C. 
2.· CentrHugar a 16,000 g. por 15 minutos a 4'C. 
3.· Separar la fracción cltosóllca (sobrenadante) de la membrana! (pastilla); esta última resuspendlda 

en 100 ul de solución amortiguadora (Incluyendo 1% NP-40). 

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR METODO CHARLI et al. (95) 

Al Igual que el método previo, este fraccionamiento se realizó para obtener fracciones 
enriquecidas de PGA 11. Aqul, se obtienen a partir de la Fracción Total (F1T) que es centrifugada a 
baja velocidad, una pastilla (Fracción Membrana! F2M) y un primer sobrenadante (F3S), el cual es 
centrifugado a alta velocidad para obtener un segundo sobrenadante (F4S) y una pastilla final (F5M). 

PROCEOIMIENTO 
El tejido fraccionado es tratado de Igual manera si son células en cultivo (Y·79) ó tejido cerebral. 

1.· El tejido es homogenlz.ado en fosfato de sodio so mM, pH 7, a 4'C (fracción 1). 
2.· CentrHugar a 1,000 g.por 5 minutos a 4'C. Separar pastilla 1ysobrenadante1. 
3.· La pastilla 1 es resuspendlda en volumen mlnlmo de fosfato de sodio 50 mM, pH 7 (e.g. 200 ul), 
homogenlzada y centrifugada a 3,000 rpm 15 minutos. Separar pastilla 2 (fracción 2) y 
sobrenadante 2. 
4.· Los sobrenadantes 1 y 2 son juntados (fracción 3) y centrifugados a 16,000 g. por 15 minutos. 
S.· Se separa el sobrenadante (fracción 4), de la pastilla (fracción 5). 
6.· Se agrega a la fracción 5 NP-40 (1% final). 
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TRIPSINIZACION DE FRACCIONES SUBCELULARES (104) 

La trlpslnlzaclón fué realizada para dclermlnar la capacidad del anllcuerpo contra la PGA 11, de 
detectar la enzima liberada y la unida a membrana, después de ser somelldos a es1e tralamlenlo 
enzimático. Cabe aclarar que denlro de los pasos de la purificación de la PGA JI, a partir de la cual 
se elaboró el anticuerpo, se incluye un "rasurado' de membranas para liberar proteínas membrana les 
por tripslnlzaclón ligera. 

SOLUCIONES 
Tripsina al 1%.- disolver la tripslna en 50 mM fosfalo de sodio pH 7.5 (10 mg en 1 mi). 
Cact, 100 mll .- disolver el CaCI, (0.1109 gen 10 mi). 
lnhllidor de tripsina al 1%.· disolver el inhibidor en 50 mM fosfalo de sodio pH i.5 (5 mg/ 500 ul). 

PROCEDIMIENTO 
1.· Tomar 2 mg de proleina (delermlnado por Lowry) de las fracciones que se deseen trlpslnizar y 

ajustar el CaCI, a 1 mM y la lripslna al 0.01% en 500 ul de 50 mM fosfato de sodio pH 7.5 a 37°C. 
2.· Hacer una cinélica tomando 115 del total (100 ul) a los 10, 20, 30, 60 y 120 mln. Depositar en un 

tubo con la canlldad adecuada de lnhlbldor de trlpslna (15 mg de lnhlbldor por 20 mg de trlpslna). 
3.· Agitar y poner en hielo. 

PROTOCOLO PARA INMUNOPRECIPITACION (105) 

La lnmunoprecipltación es una técnica que ofrece la posibilidad de seleccionar a través de un 
anticuerpo especffico, la proleina deseada. lnlclalmenle se forma un comple)o molecular entre el 
anticuerpo y el anligeno; posleriormenle se agrega un segundo anllcuerpo o proteína A acoplada a 
sepharosa, para facllllar la precipitación. Una vez precipitada, la mues1ra se corre en PAGE. 

SOLUCIONES 

Bullar de lnmunoprecipitaclta:lón~BI) 2X: Para 50 mi. A 20 mi de agua Estéril poner 2.5 mi 
amortiguador de fosfatos 1M (50 mM fosfato de sodio), 0.2 mi EDTA O.SM (2mM EDTA), 1ml tritón x-
100 al 2"k, 500 mg deoxlcolato de sodio (1% llnal), 5 mi SOS al 10% (1% final), 210 mg da NaF (100 
mM), 35 mg de PMSF disuello de volumen mínimo de el·DH (4 mM PMSF) y Vanadato de sodio 100 
mM (puede ser omitido). Ajuslar a 50 mi. pH 7.5. 

Bullar de Unlón.(BU) A 20 mi de agua estéril adicionar 1.5 mi de NaCI 5M (150 mM), 10 mg de Azlda 
de sodio (0.02%), 1 g. BSA (2%), 0.5 mi trllón x·100 (1%) y ajustar a 50 mi con agua RNA. pH 7.5. 

Praleína A· Sepharosa 4c: LB. (PAS) Preparar 10% vol/vol proteína A· sepharosa en BU, lavar en BI, 
lavar en BU, resuspender en BU. 
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Sacarosa 0.9 11. Preparar en agua estéril. 

Buffer de resuspención de la muestra 2x.· (BRM) Para 25 mi agregar a 10 mi de agua, 0.38 g de tris· 
base, 5 mi de glicerol, 0.5g SOS, 0.25 mg de azul de bromofenol, aJustar a 25 mi. pH 6.8 con HCI. Al 
momenlo de usarse agregar 6 mlcrolllros por cada 0.2 mi de muestra final de B·Mercaploetanol. 

Anticuerpo. El anticuerpo deberá de estar diluido 1 a 50 en Butter de Unión. 

PROCEDIMIENTO 
1.- Añadir 1 vol. (50 mlcrolllros) de BI 2x frio a 50 mlcrolitros de muestra (resuspendlda en 50 mM 

fosfato de sodio). Poner los controles respeclivos. 
2,, Añadir 100 mlcrolilros da anllcuerpo 1:50 BU e Incubar toda la noche e 4'C. 
3.- Agregar 100 mlcrolitros de PAS e Incubar 2 ha 4'C. 
4.· Centrifugar 15 mln a 16,000 g a 4.C. Cuidadosamente aspirar el sobrenadante (a contra luz) y 

añadir 100 mlcrolltros de BI a la pastilla. Resuspender. 
5.· Poner colchón (300 micro litros) de 0.9 M sacarosa en eppendorl de 0,5 mi. Centrifugar 5 mio a 4.C. 

Poner la muestra sobre el colchón cuidadosamente. 
6.· Centrffugar 15 mio a 16,000 g a 4.C. 
7.· Remover el sobrenadante y resuspender la paslllla en BRM 1:1. 
8.· Calentar la muestra por 2 mio y correr PAGE con SOS 10%. 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (105) 

La cromatogralla de afinidad nos permlle seleccionar a través de un soporte sólido, la molécula 
do nuestro Interés. La técnica consiste en asociar Proteína A· Sepharosa a el anticuerpo deseado 
(anti PGA 11), posteriormente la fracción celular es pasada por la cromalografia y una vez reconocida 
la molécula especifica, es elulda y corrida en PAGE. 

SOLUCIONES 
PAS.· Lavar como se indicó para lnmunopreclpitación 
Amortiguador PBS 10x •• Para 500 mi disolver 50 g de NaCI, 1.250 g de KCI, 22.5 g de Na,HPD, y 1.25 
g de KH,PD,., a¡ustar pH 7.3 con HCI cuando esté 1x. 
111 l!W!Olamlna.· disolver 305 ul para 5 mi. 
Gluwaldehldo 1 % .• preparar 1 O mi. 
Solución GN.· (5 mM glicina pH 2.3/ 150 mM NaCI). Para 10 mi mezclar 50 ul de gllcln.a 1M y 300 ul 
NaCI SM. 
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PROCEDIMIENTO 
1.- Mezclar 100 ul de PAS (une 150 ug lgG) con 850 ul de PBS y 40 ul de anticuerpo contra la PGA 

11 ( 2.6 mg de prolelna son aproximadamente 400 ug de lgG). 
2.- Incubar 1 h a temperatura ambiente, mezclándose suavemente. 
3.- Lavar con 10 volúmenes de PBS dos veces y centrifugar t6,000 g 30 segundos. 
4.- Resuspender en 900 ul de PBS y remover 25 ul de la resina, para control. 
5.- Añadir lentamente 100 ul de glularaldehldo (grado microscopia electrónica) al 1% (0.1% final). 
6.- Incubar 30 mln a temperatura ambiente y centrifugar. 
7.- Parar la reacción con 1 volumen de 1 M etanolamlna, incubando por 30 minutos. 
8.- Lavar con 10volúmenes (dos veces) de PBS y lomar una alícuota de 25 ul de cromatrogralía para 

control. 
9.- Lavar la columna con GN. Posteriormente lavar columna con PBS 3 veces (con 10 volümenes) y 

almacenar columna en 1 mi de PBS. Tomar 25 ul. 
10.-Las muestras guardadas son eluidas en BRt.I (Buffer de resuspención de muestra). Para correr 

et gel hervir 5 min. 
11.-tncubar resina con 5 mg de tejido (problema y control) resuspendldo en PBS, por 30 minutos a 

temperatura ambiente. 
12.·Montar columnas en puntas amarillas y lavar con PBS. 
13.-Elulr con 100 ut de GN. 
14.-Correr la mttad de las muestras en PAGE. 
15.-Teñlr con Azul de Coomasle ó con plata. 

INMUNOBLOTS 
(WESTERN BLOT, 105) 

El Western, como comünmente de le conoce a esta técnica, nos permtte observar la o las 
proteinas que son reconocidas por un anticuerpo. Las tracciones celulares son sometidas a PAGE 
y transferidas a nttrocelulosa; una vez en este soporte, se Incuba con el anticuerpo deseado (anti 
PGA ti) y posteriormente con un segundo anticuerpo acoplado a una enzima que permita el 
desarrollo de color (e.g. peroxldasa). Señalaremos que esta técnica, es la que más se asemeja a et 
rastreo de un banco de expresión, puesto que ambos son realizados en nllrocetutosa ó nylon, razón 
por ta cual nos Interesaba particularmente su estandarización. 

SOLUCIONES 
Solución lBST.- Para 500 mi disolver 4.4 g de NaCI, 5 mi de 1 M Tris pH 8 y 2.5 mi de Tween 20 al 
10%. 
Solución lBS Sx,. Para 200 mi disolver 8.8 g de NaCI y 10 mi de Tris 1M pH S. 
Amortiguador de transferencia (Towbln) sx .. Para un litro disolver 72 g de glicina y 15.15 g de Trlzma 
base. 
Amortiguador de transferencia (Towbln) 1L· Para 2 litos disolver 2g de SOS, 400 mi de metano! y 400 
mi de Towbin 5x. Degasar antes de usar. 
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PROCEDIMIENTO 
1.· Correr gel PAGE al 10%, de 1.5 mm de espesor (l'er lécnlca), con las mueslras problemas (de 30 

a 80 µg) resupendldas en un volumen de BRI,\ 2x y con 6 ul de bela·mercaploelanol por cada 
0.2 mi final de muestra. No olvidar Incluir 2 carriles con marcadores de peso molecular y los 
controles pertinenlP.s. 

2.· Sacar el gel y cortar un carril con marcador para leñlrlo con azul de coomasle (ver lécnlca). 
3.· Equlllbrar el gel en amortiguador de lransferencla de 15 a 20 mlnulos a lemperalura amblenle. 
4.· Cortar papel whalman 3MM y membrana de nllrocelulosa de 0.45 mm del lamaño exaclo del gel 

y humedecerlos junio con las esponjas del minitransfer en amoniguador de lransferencla. 
5.· Monlar el dlsposlllvo de transferencia como se indica en la slguienle figura: 

Sopor1e d! 
plós1ico 

Papel fillroJ 

Gel

Nitrocelulc:sc 

6.· Transferir toda la noche (16 h) a 20 volls en cuano frío. Checar la polaridad y la corrienle. 
7.· Sacar transferencia, cortar el carril del marcador para su tlnción con amldo·black (ver técnica). 

Dejar secar la membrana a temperalura ambienle. SI se desea almacenar la membrana por corto 
tiempo, prolegerla en una bolsa de plásllco sellada y guardada a 4'C. 

B.· Bloquear los slllos lnespecfflcos medlanle la Incubación de la membrana con TBST al 5% de leche 
baja en grasas (e.g. svenes), por 3 horas a lemperatura amblenle con agnación. 

9.· Incubar con TBST/svettes 5% con anll·PGA 11 (1/1000), eslo equl••ale a 25 ul de anllcuerpo para 25 
mi de solución. La Incubación es a temperalura ambiente por 3 h en agllaclón suave. 

10.·Lavar 3 veces 10 minutos con 50 mi. de iBST/svelles 5%. 
11.·lncubar con TBST/sveltes 5% y 1/1000 (25 ul para 25 mi) de cuyo anll-conejo·peroxidasa, por 1 

hora a temperalura ambienle en agnación suave. 
Nola.· puede ullllzarse prolelna A·peroxldasa (111000). 

12.·Lavar 2 veces con 50 mi de TBST y 2 veces con 50 mi de TBS. 
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13.·Para revelar con dlamlnobenzidlna (DAS), disolver 25 mg en 50 mi TBS 1x prevlamenle (al menos 
6 h) en el cua~o frio. El revelado hacerlo a temperatura ambiente agregando el DAB y 15 ul de 
peróxido de hidrógeno. Parar la reacción con agua en abundancia. 
Nota.· Sacar a disolver el DAB 1 h a temperatura ambiente antes de el revelado, si el DAB se 
llegara a oxidar demasiado, no servirá. 

CRECIMIENTO DE CELULAS Y-79 (96) 

La linea celular y.79 es una linea derivada de relinoblasloma humano, en la que ha sido detectada 
actividad enriquecida de la PGA 11. Esta línea ha sido utilizada en es1udios de regulación de la enzima. 

SOLUCIONES 
Medio RPlll.· Disolver el medio en agua deslonlzada, agregar 2 g por litro de bicarbonato de sodio 
(grado cultivo). AJustar el pH a 7.2. Filtrar por mlllpore (0.2 mm) y almacenar a 4'C en frasco bien 
cerrado. Para utilizarlo, agregar 15% de Suero Bovino Fetal lnactlvado por calor a 55'C durante 30 
minutos. Agregar los antibióticos a 1x final. 
Azul de lrfl*IO.· Prepararlo al 0.4% en PBS, se utiliza 1:1 con células en cultivo. 
Mezcla de antibióticos 100x.· Penicilina 10,000 unidades por mi y estreptomicina 10g por mi. La 
concentración final deberá ser 100 u/mi y 100mg/ml respectivamente. 

PROCEDIMIENTO 

Toda la manipulación se realizó en campana de fluJo laminar. 
1.· Descongelar células a 3TC por 1 ó 2 minutos. Lavarlas 2 veces en un tubo de 15 mi estéril con 

medio RPMI, centrifugándolas a 1000 rpm durante 5 minutos en cada lavado. sacar el medio sucio 
con pipeta estéril. 

2.· Resuspender en 10 mi y sembrar en frascos de cultivo eslérll. Las condiciones son 3TC y 5% de 
co,. El sembrado deberá cubrir la totalidad de la super1icle de la ca)a. 

3.· Tomar una alícuota y determinar viabilidad celular por Unción con azul de trlpano 1:1. 
4.· El medio se cambia 2 veces a la semana. 

CONSEAVACIDN DE CELULAS y.79 (96) 

Este método de conservación permtte almacenar por tiempo prolongado la línea celular. 

PROCEDIMIENTO 
1.· Crecer a fase logarítmica las células (cambio de medio un dia antes). 
2.· Contar las celulas y resuspender a 3x101 células por mi de medio RPMI con Dlmelflsuffóxldo al 

10%. 
3.· Almacenar en tubos especiales en nllrógeno liquido. 
4.· Analízar viabilidad con azul de trlpano a ras 24 horas. La vfabílldad debe de ser superior a 80%. 
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EXTRACCION DE RNA 
METODO DE CLORURO DE LITIO-UREA (106) 

Este método de extracción de ANA, lene ventajas sobre otros métodos de eX1racclón en cuanto 
a rapidez y calidad de la muestra (no degradación). 

SOLUCIONES 
611 U119- 311 UCI.· Preparar con agua DEPC. Utilizar con material esleril para lodo. Trabajar en 
campara ó en mechero. Fiitrar, allcuotar en tubos estériles (50 mi.). Esta solución no se debe 
esterilizar porque precipita con caracler irreversible. 
Solución lEDS. 0.1 M Tris.HCI pH 7.5, 0.01 EDTA, O.HA DTT y 2% SOS. Esta solución puede 
preperarse a partir de los stocks de Tris 1M y EDTA 0.5M. Preparar con agua DEPC, filtrar, alicuotar, 
esterilizar. Ajustar volumenes con agua ANA. 

PROCEDIMIENTO 
1.· Macerar el tejido en mortero con nitrógeno liquido. 
2.· Homogenlzar ( 2 mln a máx. velocidad) el tejido en solución de Urea-LICI. Aprox. t5 mi I cerebro 

de rala (1.5g) ó 60 mil cerebro de conejo dividido en 4 partes 15 mU cada uno. Transferir a tubos 
estériles para centrifugación (8 de 15 mi en conejo y 2 por cerebro de rata). 

3,· Dejar el homogenado a ·20'C toda la noche. 
4.· CentrHugar 15 mina 4'C a t2,000 g. (sobrenadante DNA y proteínas). 
5.· Decantar con cuidado. Limpiar las paredes con solucion de Urea. Evitar que la pastilla se 

despegue. 
6.· Resuspender y eX1raer la pastilla con solución TEDS + Fenol + Cloroformo. Cada pastllla de 8 mi 

extraerla con una solución (preparar 5 mln antes) de 3 mi de TEDS· 3 mi. fenol saturado· 3 mi de 
CI. 

7.· Hacer una segunda eX1racclón con Fenol·CI (3 mi de cada uno) y otra solo con cloroformo. 
8.· Precipitar con t/10 de acetato de sodio 3M y 2.5 vol de etanol absoluto. Dejar toda la noche a· 

70.C. 
9.· Cenlrffugar 6,000 g. a 4'C, lavar con etanol al 70% l' secar al vacío. 
10.·Resuspender en agua ANA (1ml un cerebro de rata y 3 mi uno de conejo). Almacenar a ·7í1'C y 

leer a 230, 260, 280 y 320 nm. 
11.·Checar en gel desnaturallzanle Urea-ácido. 

PRECIPITACION DE ARN CON CLORURO DE LITIO (107) 

Esta precipitación se utiliza para limpiar el ARN de ADN. 

SOLUCIONES 

4 11 UC~10 mll EDTA.· Preparar con agua DEPC. Utilizar material esterll para todo. Para 50 mi 
disolver 8.5 g de LICI en agua DEPC y agregar 1 mi de EDTA 0.5 M. Esterilizar. 
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PROCEDIMIENTO 
1.· A la muestra resuspendida en el máximo volumen de agua ARN posible, se le agrega un volumen 

de solución de LICI (concentración final 2M LICl·S mM EOTA). 
2.· Dejar preclpllándo a ·20ºC toda la noche, a ·70°C 1 hora ó bien en baño de hielo seco-etanol por 

20 minutos. 
3.· CentrHugar a 16,000 g. a 4ºC por 20 mln. Secar al vaclo y resuspender en agua ARN. 
4.· Precipitar con un décimo de NaAc 3M, por 20 mln en baño de hielo seco-etanol. 
S.· CentrHugar a 16,000 g. a 4ºC por 20 mln. Secar al vaclo y resuspender en agua ARN. 
6.· Checar nuevamente la relación 260/230. En caso de guardar una relación cercano a 2.5, repellr el 

procedimiento. 

SELECCION DE ANA PDLY A+ (107) 

La selección del ANA Poly A+, nos permite trabajar unlcamente con ANA mensajero, es decir, 
aquel ANA que codifica para una proteína. Dado que se pretende construir un banco de expresión, 
se consideró necesaria esta selección de ANA. 

Todas las soluciones deben de ser preparados con agua DEPC, filrados, allcuotados y 
esterilizados. As! mísmo debe de recuperarse el volumen perdido con agua ANA. 

SOLUCIONES PARA OLIGO dT 

Soluclon de lavado (SL) •• 

SL con 0.1 M NaCI.· 
Sol. de eluclon (SE) •• 
Sol. de reciclaje (SR).· 

2x :40 mM Tris, 1M NaCI, 2mM EDTA y 0.2% SOS. 
1x: 20 mM Tris, 0.5 M NaCI, 1mM EDTA y 0.1% SOS. 

20 mM Tris, 0.1 M NaCI, 1 mM EDTA, 0.1 'lo SOS. 
10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.05% SOS. 
0.1 M NaOH 1 mi ION NaOH/100 mi. 
5 mM EDTA 1 mi O.SM EDTA/ 1DOml 

FORMA DE PREPARADO DE SOLUCIONES: 

Stock SL 2X SL 1x 0.1M NaCI SE 
1M Tris 4ml 2 mi 2ml 1ml 
5M NaCI 20ml 10ml 2ml 
0.5 M EDTA 0.4ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 
10%SDS 2ml 1ml 1 mi 0.5ml 

Llevar a 100 mi. cada una de las soluciones. 

NOTA IMPORTANTE.· El SOS debe de agregarse al momento de usarse porque precipita. 
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PROCEDIMIENTO: Eficiencia: 10 mg de ANA/ mi de ollgo dT celulosa 

1.· Equlllbrar la oligo dT celulosa en SL (2 columnas). 
2.· Lavar cada columna (Punta azul con libra de vidrio estérlles)con: 

a) Agua ANA (5 vol. de columna) 
b) SR (3 vol. de columna, no más de 10 mln en esta sol.) 
c) Agua RNA (8 a 10 vol. de columna) 

3.· Checar que el pH sea menor a 8 (6-7). 
4.· Lavar cada columna con 5 vol. de SL (si se desea almacenar deberá de ser en esta solución, si 

se desea reciclar deberá de procederse como previamente se describió). 
5.· Disolver el RNA en agua RNA (2 mg RNA en O.Sml de Agua RNA para 0.5 mi de ollgo dT celulosa), 
6.· Calentar 5 mln a 65°C. Agragar canlldad 1:1 de SL 2x. De)ar enfriar a temp. ambiente. 
7.· Correr la muestra y colectar el fluido. 
S.· Calentar a 6s"C el volumen colectado. Dejar enfriar a temp. ambiente. 
9.· Correr la muestra, colectar el fluido.( RNA poly A·). 
10.·Lavar con 5 a 10 vol de SL. Leer OD a 260 cada fracción colectada, al principio deberá de diluirse 

la cantidad a leer (las primeras 2 ó 3 muestras). 
11.·Lavar con 4 vol de 0.1M NaCI. Leer los fluidos a 260 nm. 
12.·Elulr el poly A+ con 2 vol de SE. Guardar alfcuota para lectura. 
13.·Reselecclonar el Poly A+ para obtener poly A++. Utilizar la segunda columna. Repetir desde paso 

6. Se agrega de nuevo SL 2x. Leer los fluidos a 260 nm. 
14.·Preclpltar con 1/10 de acetato de sodio 3M pH. 5.2 y 2.5 vol. de etanol a ·20'C toda la noche. 
15.·CentrHugar, secar pastlila. Resuspender en agua ANA. Almacenar precipitado en etanol. 

Nota.· Las lecturas tfpicas deberán ser altas al principio (SL), ba)arán y posteriormente subirán un 
poco con 0.1 M NaCI y volverán a ba)ar. 

Rendimiento.· de 2mg de ANA total se obtienen 120 mlcrogramos de Poly A+ y de ahf 85 mlcrogramos 
de poly A++. 

SINTESIS DE cDNA (105) 

Para la construcción del banco de expresión, se sintetiza cDNA a partir del ARN Poly A+ 
seleccionado. 
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SOLUCIONES 

Preparar 10 mililitros de cada una de las siguientes soluciones: 

1 M Tris.el pH 8.2 a 42.C 
1 MKCI 
1 M MgCl2 
1 M Tris.Acetato pH 7.8 
1 M SuHato de amonio 
1 M Acetato de potasio 
1 M Acetato de magnesio 
1 M DTI (tubo cellado) no esterilizar 
200mM D'IT 
5 mglml BSA libre de nucleasa (almacenar a ·20'C) 

"Todas estas soluciones deberán ser preparadas con agua RNA, filtradas y esterilizadas. Recuperar 
volumenes perdidos por peso. 

5x AlR.· para 1 mi. poner 0.470 mi de agua RNA, 0.250mi1 M Tris.el pH8.2, 0.250mi1M KCI y 0.030 
mi. de 1M MgC12 en un tubo eppendorl estéril. Se recomienda preparar 10 mi. de la solución para que 
el margen de error sea menor. Almacenar amortiguador ATR en allcuotas a .2oºc. 
Ollgo dT.· 0.5 mg\ml en amortiguador Trls·EDT A. 

PROCEDIMIENTO 
1.· Preparar 10 mlcrogramos de Poly A++ a concentración de 1 mlcrogramo por mlcrolltro. 
2.· Calentar el RNA en un tubo eppendorl bien tapado 5 mio. a 65'C y ponerlo Inmediatamente en 

hielo. 
3.· En un tubo por separado poner en el siguiente orden: 

80 mlcrolttros agua RNA 
20 5 mM dNTPs (500 mlcromolar final clu) 
40 5x ATR (IX final) 
10 • 200 mM on ( 10 mM final) 
20 • 0.5 mg/ml Ollgo dT 12·18 (50 microgJml final) 
10 • (10u) RNAsln (50 u/mi final) 

4,· Mezclar por vortex, centrifugar a baje velocidad y adicionar la mezcla al tubo con RNA. Agregar 
20 µ1 (20u) Transcrlptesa Reversa (concentración final 1000 u/mi o sea 115 200 u en 0.2 mi). 
Mezclar. Remover 10 µI de la reacción a un tubo por separado que contenga 1 µI de P" dCTP, para 
seguir la reacción radiactiva. Dejar ambos tubos a temperatura ambiente 5 mln. Dejarlos a 42°C 
por 1.5 h. ó más si es necesario (45 mio.más, determinarlo por Incorporación cada 45 mln). 

Nota.· la alfcuota es para detennlnar Incorporación. 
5.· Para parar la reacción add 1 mlcrolltro de 0.5 M EDTA pH 8 a la reacción radiactiva y congelar a· 

2oºc. 
6.· Para parar la reacción principal agragar 4 µ1 de 0.5 M EDTA pH 8 y add. 100 mlcrolltros de TE. 
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7.· Extraer con 0.3 mi de fenol. Vortex (Vx) Centrifugar a lemp. amb. 1 mln. para separar fases. 
Transferir la fase acuosa a tubo nuevo. 

B.· Extraer con 0.6 mi de CI. Separar fases. 
g,. Add 125 microlltros de 7.5 M de acetato de amonio a la fase acuosa ( conc. llnal 2· 2.5 M) y 0.950 

de etanol al 95%. Ponerlo en baño de hielo seco etanol 1 h. 6 a .7oºc tocia la noche. 
Centrifugar a 4°C. Paslllla blanca amarillenta visible. 

Nota.·Acetato de amonio remueve oligo dT y oligos cortos del sobrenadanle. 
10.·Remover el sobrenadanle, lavar con etanol al 70% centrifugar a 4°C 3 mln. remover el 

sobrenadanle (decantado). Secar al vacío. 
11.·Resuspender en 284 microlilros de agua ANA. 

Para determinar la Incorporación, se toma una alicuota de la reacción radiactiva y se pone en 25 
µI de DNA acarreador. Se colocan 10 microlltros de esta mezcla en 2 papeles (1 crn3) whatman No.3. 
Se secan per1ectamente. Uno de los papeles se lava con 30 mi de TCA al 10% a 4°C y con 30 mi. de 
etanol frlo a 4ºC. Se seca el papel y se cuenta con liquido de centelleo P'' al Igual que el papel que 
no fué lavado, se determina porcentaje de Incorporación. 

Para calcular el tamaño de los cDNA sintetizados se corre un gel alcalino de la reacción radiactiva. 
No olvidar poner marcadores de peso. (PBR 322/HinF 1 ó lambda/Hlnd 111). 

SINTESIS de cDNA DOBLE CADENA 

SOLUCIONES 

5x Amortiguador para segunda cadena (ASC) 
5 mM B·NAD (·BO'C) 
RNAsa H 
DNA ligasa de E.Col! 
DNA Pollmerasa de E.Coll. 
5x Amonlguador para T4 DNA llgasa y RNAsa A (ATA) 
2 mlcrogramos/ml RNAsa A (libre de DNAsas) 
T4 DNA polimerasa 

Rlbonuclaasa A (libre de DNAsas). disolver RNAsa A en TE herbir 10 mln. para remover DNAsas y 
almacenar allcuotado a ·20'C. Diiuir a 2 microgramos por mi cuando se necesite. 

5x ASC para 2.5 mi. 562.5 agua RNA, 0.250 mi. 1M Tris.el pH 7.5, 1.250 mi. 1 M KCI, 62.5 mlcrolllros 
de 1MMgCl2,0.125 mi. 1M suttato de amonio, 0.125 ml.1M DTI y 0.125 mi. de 5 mg/ml de BSA. 
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sx ATA para 2.4 mi. 0.864 mi. de agua ANA, 0.4 mi. 1M Tris.acetato pH 7.8, 0.8 mi. da 1M acetato de 
potasio, 0.120 mi. 1M acetato de magnesio, 6 mlcrolltros de 1M DTT y 0.2t0 mi. de 5 mg/ml BSA. 

PRDCEDIMIENTD 

1.· Agregar a los 284 mlcrolilros de RNA-cDNA en el siguiente orden: 
4 microlttros 5 mM dNTPs (50 micromol.de c/u). 
80 • 5x ASC 
12 • 5 mM B· NAO (150 mM final) 

2.· Vx. Adicionar: 
4 (4u) RNAsa H (10 u/mi final) 
4 (20u) E.Coll DNA llgasa (50u/ml final) 
10 • (100u). • polimerasa 1 (250 u/mi) 
Vol. final 400 mlcrolitros. 

3.· Mezclar, centrttugar a baja velocidad tomar 10 mlcrolltros y ponerlos en tubo con 1 mlcrolltro de 
dCTP P32 (1 microCl/mlcrolltro). 

4.· Incubar 12 a 16 h. a 14°C 
5.· Determinar Incorporación con 4 mlcrolttros. Correr gel TBE agarosa 2 %. Teñir marcadores. Fijar 

con TCA 7%. Secar. Exponer hyperfilm. 
6.· Extraer con 400 mlcrolilros de fenol saturado.Separa fase acuosa. Add 200 microlttros TE. Pasar 

la fase acuosa a tubo nuevo. 
7.· Extraer con cloroformo (900 mlcrolitros). 
8.· Dividir fases acuosas en dos tubos (300 mlcrolttros en cada uno). Add 125 mlcrolttros a e/u de 7.5 

M acetato de aminio y so microlitros de etanol al 95% .. Dar baño hielo seco etanol 30 mln. 
Centrifugar 10 min a 4°C. 

9,· Secar al vaclo. Resuspender cada pastllla en 21 mlcrolttros de agua ANA. Juntar ambas pasllllas. 
10.·Agregar: (vol final 80 mlcrolttros) 

5 ul 5mM dNTPs (310 mlcromolar de c/u) 
16 ul 5x ATA 
1 ul 5 mM NAO (62 mM final) 

11.·Mezclar por Vx. Centrifugar para colectar y agregar: 
4 ul 2mg/ml ANAsa A 
2 ul (4u) ANAsa H ( 50 u /mi final} 
S ul (20u) E.Coll DNA llgasa (250u/ml) 
3 ul (Bu) T4 DNA polimerasa (100ulml) 

12.·Mezclar, Incubar 45 mina 3i'C 
13.·Adlclonar 120 mlcrolitros de TE 
14.·El1raer fenol (200 mlcrolttros) 2 veces y add 100 mlcrolltros de TE. Extraer CI (600 mlcrolttros). 
15.·Preclpltar con ET·DH/ Acetato de amonio. 
16.·Almacenar a .7oºc 
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PURIFICACION DE ADN DEL FAGO LAMBDA 
(PEQUEÑA ESCALA) (107) 

La purHlcaclón de ADN del fago lambda a pequeña escala se realiza cuando se desea corroborar 
el patrón del fago o obtener Insertos en poca cantidad. 

SOLUCIONES 

Solución SllC.· Fiitrar ó esterilizar. Para 250 mi adicionar 1.75 g (0.7%) de Na,HPO, 0.75 g (0.3%) de 
KH,P0.,125 mg (0.05%) de NaCI, 250 mg (0.1%) de NH,CI, 250 ul (1 mM) de 1M MgCI, y 250 ul (0.1 mM) 
de 100 mM cae~. 
Solución su .. Para 100 mi disolver 2 mi de 5M NaCI, 0.20 g de Sulfato de magnesio heptahidratado, 
5 mi de 1M Trls·HCI pH 7.5 y 10 mg de gelatina. 
llalfosa 20%,. Disolver maltosa y filtrarla en mlllpore 0.22 en condiciones estériles, 
llgC~ 111.·Dlsolver cloruro de magnesio y esterlllzar. 
Tris 211 pH 7.5.· Disolver Tris, ajustar pH y esterlllzar. 
511 NaCl.·Dlsolver la sal y esterlllzar. 
SOS 10%.· Disolver SOS y esterlllzar. Algunas veces precipita, si pasa esto calentar a 65'C. Como 
opción puede no esterilizarse si se prepara con agua especial y se calienta e 65'C por 60 mln. 
Solución 111.· 20 mM Tris pH 7.5 • 10 mM MgCI,. Para 100 mi disolver 2 mi de Tris 1M pH 7.5 y 1 mi 
de MgC~ 1M. Esterilizar. 
Solución TE.· 10 mM Tris pH 7.5. 1 mM EDTA. Para 100 mi disolver 1 mi de Tris 1M pH 7.5 y 0.2 mi 
de EDTA 0.5 M pH B. Esterlllzar. 
ADNase !.·Preparar una solución que contenga 1 mg/ml de ADNasa 1 en 0.15 M NaCI y 50% de 
glicerol. El agua y el glicerol usados deben ser esterlllzados previamente. Allcuotar y almacenar a· 
20'C. 
ARNasa A.·Disolver la ARNasa pancreática a una concentración de 10 mg/ml en 10 mM Tris pH 7.5 
y 15 mM tlaCI. Calentar a 100'C por 15 minutos . Dejar que se enfríe a temperatura ambiente. 
Allcuoter y almacenar a ·20'C. 

PROCEDIMIENTO 

1.· Cultivar celular frescas de E. Coll (cepas usadas Y·1090, LE·392 ó XL1·Blue). 
2.· Picar una placa de lisis con palillo despuntado estéril. 
3.· Colocar el palillo en un tubo falcan de 50 mi estéril con 100 ul de células (O.B O.D..,,,J, más 100 

ul SMC. 
4.· Prelncubar 20 mln. a 37'C sin agitación. 
S.· Agregar 3 mi. de LB pH 7.5, agragar 60 ul de maltosa 20% (2% final), y 30 ul de MgCI, 1M (10 mM 

final). 
6.· Incubar 43'C con agitación e 300 rpm. 
7.· Al die siguiente sacar la muestra a.un tubo estéril de 10 mi. Adicionar so ul de cloroformo por mi. 

de medio. Vortex a máxima velocidad por 1 mln. 
B.• CentrHugar a 3000 rpm por 5 mln a Temperatura ambiente. 
9.· Secar el sobrenadante con pipeta pasteur, sin debrlsado celular y poner en tubo de 10 mi. 
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10.·Añadlr 60 ul de Tris 1M pH 7.5, 30 ul ADNasa 11 mglml y 20 ul de ARNasa A 10 mglml. 
11.·Agttar 15 segundos y dejar a temperatura ambiente por 15 minutos. 
12.·Agttar 5 segundos, dejar en hielo 30 minutos. 
13.·Agregar 300 ul de 5M NaCI (0.5M final) y 300 mg de PEG,,., (10% final). 
14.·De)ar en hielo 3 horas. 
15.·CentrHugar a 3000 rpm por 10 mln a 4'C. 
16.·Resuspender el precipttado en 400 ul de solución TM y pasar a tubo eppendort. 
17.·Añadlr 600 ul de cloroformo. Vortex a máxima velocidad. 
18.·CentrHugar a 3000 rpm por 10 mln a 4'C. Tomar el sobrenadante y ponerlo en tubo nuevo. 
19.·Agregar 20 ui 5M NaCI (0.25M final), 16 ul de O.SM EDTA pH 8 (0.2M final) y 12 ul de SOS 10% 

(0.31ó final). 
20.·Agttar manualmente por 2 mln. 
21.·Ex1raer fenol cloroformo 1:1 y cloroformo. 
22.·CentrHugar 14,000 rpm 15 mln a 4'C. 
23.·Preclpltar la fase acuosa con 2 volúmenes de etanol frio, toda la noche a ·20'C. 
24.·CenlrHugar a máxima velocidad a 4'C. Secar paslilla. 
25.·Resuspender en 50 ul de TE. Almacenar a 4'C. 

PURIFICACION DE ADN DEL FAGO LAMBDA 
(GRAN ESCALAX107) 

La purttlcaclón a gran escala de ADN del fago larnda se realiza cuando se desea ampltticar el 
vector u oblener una clona en mucha canlidad. 

SOLUCIONES 

esa densidad 1.3.· disolver 3.124 g de CsCI en 6.876 mi de agua esterll bldeS1llada. 
esa densidad 1.5.· disolver 4.541 g de CsCI en 5.459 mi de agua bldestllada eS1erll. 
esa densidad 1.7.· disolver 5.624 g de CsCI en 4.376 mi de agua bldeslilada eS1erll. 

PROCEDIMIENTO 

1.· Infectar 1 mi de cultivo en fase eslacionarla de células de E. Coll (XL1·Blue) con 0.3 mi de llsado 
primario con un titulo de enlre 1x10' a 1x10' placas por ul (enlre 10" y 10" final). 

2.· Incubar a 37'C por 10 minutos. 
3.· Inocular con lo anterior 1 :1 de medio LB· 1 o mM MgCI, e lmcubar a 37'C con agitación 200 rpm por 

toda la noche. 
4.· Agregar 1 mi de cloroformo y agllar 10 mln más a 37'C con 200 rpm. 
5.· eentrttugar a 7000 rpm en rolor JA·10 a 4'C por 20 mlnulos,tomar el sobrenadanle. 
6.· Añadir 100 g de PEG...., y 42.8 g de NaCI. Disolver genlilmenle. 
7.· Mantener en hielo (4'C) por 3 horas. 
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8.· Centrttugar a 7000 rpm a 4'C durante 20 mio en JA-10. 
9.· Descartar el sobrenadante. 
10.·Resuspender los fagos en 5 mi de solución TM que contenga 100 uf de ADNasa f (100 ug total) 

y 50 uf de ARNasa A (500 ug total), ayudarse con pipeta pasteur. 
11.·Extraer un par de veces con Igual volumen de cloroformo para eliminar el PEG. 
12.·Centrttugar a 7000 rpm 10 mio en JA·20 en tubos de polyproplleno de 15 mi. 
13.·Hacer un gradiente discontinuo de CsCI tal como se Indica. Hacerlo con cuidado para no romper 

el gradiente, montarlo con pipeta pasteur larga. 

Muestra 
Solución TM 

2 mi de CsCI densidad 1.3 

2 mi de CsCI densidad 1.5 

1.5 mi de CsCI densidad 1.7 

14.·Ultracentrttlgar durante 90 minutos a 15'C en rotor SW·40 ti a 36000 rpm. 
15.·Tomar por punción (con fondo negro) con una jeringa la banda de los fagos. Por lo regular 

aparece entre la lnterlase de las densidades de 1.5y1.3. 
16.·Dlallzar contra 2 1 de solución TM por 3 horas a Temp. Ambiente ó a 4'C por toda la noche. 
17.·Afiadlr 1 décimo de volumen de 5M NaCI, 1 centésimo del volumen de 20% SOS y llevar a 10 mM 

de EDTA. 
18.·Extraer fenoUcloroformo-lsoamílico. Centrifugar a 7000 rpm 4'C por 5 mio en JA·20. 
19.·Tomar fase acuosa y extraer con cloroformo·isoamilico en las mismas condiciones. 
20.·Preclpltar con 2 volumenes de etanol. Al formarse la malla separar del resto por decantación con 

mucho cuidado. Lavar con etanol 70%. Secar al vacío. 
21.·Resuspender en 1 mi de TE. No forzar resuspender. 
22.·Valorar cantidad y calidad de ADN. Correr gel Agarosa 1% TBE. Leer OD,.., •• 

PREPARACION DEL VECTOR PARA CLONACION (105, 107) 

PROCEDIMIENTO 
1.· Una vez que se dispone del fago puro se prueba su palrón de restricción. En este caso nosotros 

probamos la restricción de 0.5 ug de ADN de fago con 2 u de Eco-RI, Sma·I ó Bam·HI. Las 
digestiones fueron corridas para analizar su patrón electroforético con respecto a un marcador de 
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peso molecular, en un gel 1% de Agarosa/Amortlguador Boyers (ver prolocolo). Los 
fragmentos generados son: Eco-RI 40.82 kb, Bam·HI 33.39, 6.5 y 0.9 kb y Sma-1 28, 8.3 y 4.6 (ver 
mapa de restricción). 

2.· Posteriormente se digiere el vector con Eco-RI: 20 ug de ZAP 11 con 200u de enzima para una 
reacción final de 200 ul; incubar 30 minutos a 3rC, poner en hielo y checar Ja digestión en gel 
1% de agarosa/Amortiguador Boyer's,' 

3.· Una vez checada la digestión, subir a 300 ul con TE y eX1raer fenoVcloroformo-isoamílico y 
cloroformo-lsoaml1ico. 

4,. Precipitar con 2 vohimenes de etanol y 1110 3M acetato de sodio pH 7 20 minutos en baño de hielo 
seco-etanol. Lavar Ja pastilla con etanol al 70%. 

5.- CentrHugar, decantar y secar al 1•acio. Resuspender el TE a 0.1 ug por uJ. 
6.· Monlar la reacción de fosfatasa alcalina como sigue: 80 ul de DNA de vector, 10 ul de 

amortiguador CIAP, 9 ul de agua y 1 ul (24 u) de CIAP. Incubar 60 minutos a 37'C. 
7.- Parar reacción con 1 ul de EDTA 0.51.t y calentar 1h a 65'C. 
B.- Extraer fenoVCI y CI 
9.- Precipitar con acetato de sodio y 2 volúmenes de etanol. 
10.·Lavar pastilla con etanol al 70%. Recentrffugar y decantar. Secar al vacío. Resuspender en TE a 

o.s ug/ul (16 ul). 
11.·Para checar, ligar 0.5 ug de ZAP fosforllado y defosforilado. Empaquetar y titular. El segundo 

reducirá la ligación y Ja eficiencia de empaquetamiento por 2 ó 3 ordenes de magnitud. 

- - J =Sitios de clonoción únicos 
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t.IAPA DE RESTRICCJON DEL FAGO LAMDA ZAP JI 

PREPARACION DE ADAPTADORES (105, 107) 

Para Ja clonación de utilizaran adaptadores con 1•arios sitios de restricción, que serán pegados 
al cDNA para su posterior Introducción al vector. 
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PROCEDIMIENTO 
1.· Los ollgonucleótidos sintéticos de 20 y 24 nucleótldos (20ámero y 24ámero) fueron purificados 

por Electroforesis en gel de Acrllamlda al 20%/8M urealTBE (ver técnica). 
2.· La banda correspondlenle fué observada en UV shadowlng y cortada para su eluclón en 1 mi de 

agua especial toda la noche ó 3 h a 37'C en un tubo eppendorf. 
3.· Purfficar por columna de SEPACK de la siguiente manera: 

a).·Lavar Ja columna con 10 mi de acetonilrllo 
b).·Lavar la columna con 10 mi de agua 
c).·Pasar cada ollgo por separado (30·40 ug) 
d).-Lavar con 3 mi de agua especial (se eluye la urea) 
e).·Elulr el ollgo con 3 mi de acelonilrilo 50% (usar agua especial). 
!).·Secar al vacío. 

4,· Como se eluye el coloranle, ial'ar 3 veces con etanol. Centrltugar en cada lavado a 16,000 rpm 4'C 
y decantar. 

5.· Secar el etanol remanente y resuspender a 1 ug!ul cada uno de los ollgos. 
6.· Calcular las nanomolas existentes de cada uno de los ollgos. Del 20ámero 1nmol.e.6 ug y del 

24ámero 1nmol·7.9 ug. 
7.· Para el apareamiento, poner 2 nmolas de cada oligo, en tubo eppendorf. Llevar a 50 ul con TE. 
8.· Calentar 1 Omina 65'C, dejendo enfriar a temperatura ambiente por 30 minutos. El adaptador está 

ahora a 40 pmolas/ul, esto es 0.58 ug/ul. 
9.· Para comprobar que el adaptador estaba bien realizado, se procedió a marcar radlactlvamente 

mediante Klnación: 
2 ul (1 ug ó 80 plcomolas) del adaptador 
4 ul agua especial 
1 ul de amortiguador de Klnasa 10x 
1.5 ui (100 uCI) gama ATP P" 
1.5 ul Klnasa (15 u) 

10.·lncubar a 37'C por 2 horas. 
11.·0eterminar Incorporación a los 90 min (ver protocolo). En promedio las Incorporaciones obtenidas 

oscilaban entre un 20 y 30 % de incorporación. 
12.·Llevar a 300 ul con TE e inaclivar Klnasa por eX1racclón fenoUcloroformo. 
13.·Preclpltar con 125 ul de acelato de amonio 7.SM y 950 ul de etanol al 95%. Baño hielo seco etanol 

por 20 mln. Centrifugar 4'C por 15 mln a 16,000 rpm. Secar a vacío. Resuspender en 10 ul de 
TE. 

14.·Se verificar ahora los patrones de restricción. Se Incuban a 37'C por 3 horas las slguentes 
reacciones: 

Ligación 
Agua 2ul 
Adaptadores 4ul (32 pmolas) 
Amortiguador ligasa 10x 1 ul 
10 mM ATP 1 ul (1 mM final) 
T4 DNA ligasa 2 ul (2 u) 

Nota.· lnaclivar llgasa 

Klnado/Bam HI 
Agua 7 uJ 
Adaptador/klnado 1 ul (8 pmolas) 
Amortiguador Bam HI 10x 1 ul 
Enzima Bam HI 1 ul (10 u) 
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Ligado/Eco-Al 
Agua 7 ul 
Adap-llgado 1 ul (3 pmolas) 
Amortiguador Eco-Al 1ox 1ul 
Enzima Eco-Al 1 ul (10 u) 

Llgado/Bam HI 
Agua 7 uf 
Adap-ligado 1 uf (3 pmolas) 
Amortiguador Bam HI 10x 1 ul 
Enzima Bam HI 1 uf (10 u) 

15.·SI los fragmentos esperados son los que a conlinuación se mencionan, el adaptador está bien. 
Es!os son valorados en un gel de acrllamida 2010/SM ureafTBE que es expuesto a 
autorradlografia. 

Reacción Ollgonucleólidos originados 
Adaptador Klnado ................... 20+ y 24+ nt. 
Klnado digerido Bam Hf .......... B, S+, 12+ y 16 ni. 
Klnado y Llgado ...................... 44+, 24+ y 20+ ni. 
Ligado digerido Eco Rl .......... .20+ y 24+ ni. 
Ligado digerido Bam Hl ......... 12+, 16 y 16+ nt. 

+ Indica que es visible en aulorradlograma. 

F--oRI E'omHI Kpnl /leo/ 

HO ~: GAG \Gt..i ~CG GGT Ad:: ATG G 
o CTC C'iA 

1
3C cFA TGG TAC! C OH 

Se:Ll!n:io Phe 
AAlinoocidlco 

Giu Asp Pro Gly Thr Me1 

ADAPTADOR UTILIZADO 
(Diseñado por Amersham) 
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CONSTRUCCION DEL BANCO DE EXPRESION 
CLONACION (107) 

l.· LIGACION DE ADAPTADORES 

PROCEDIMIENTO 
1.· Descongelar el amortiguador de la T4 ADN llgasa, el agua especial y los adaptadores a 4'C. 
2.· Se Incuban a 15'C de 16 a 20 horas las siguientes reacciones: 

ADNc Control {extremos rasurados) 
ADN 4 ul (1 ug) 0.5 ul (0.5 ug) 
Agua especial 2 ul 2.5 ul 
Amortiguador 10x 2 ul 1 ul 
Adaptador 5 ul (200 pmolas) 2.5 ul (100 pmolas) 
ATP 10 mM 2 ul (1 mM final) 1 ul (1 mM final) 
T4 ADN llgasa 5 ul (10 u) 2.5 ul (5 u) 

3.-Parar la reacción con 1 ul de 0.5 M EDTA. 

IJ •• ELIMINACJON DE ADAPTADORES POR COLUMNA SEPHAROSA CL·4B 

PROCEDIMIENTO 
1.· Degasar Ja sefarosa CL·4B. Saturar con solución amortiguadora para Ja columna a temperatura 

ambiente. 
2.· Lavar la columna con agua bideslllada y posteriormente con la solución amortiguadora. Montar 

Ja columna sin dejar burbujas de aire atrapadas. 
3.· Lavar la columna con 2 volúmenes de solución amortiguadora. 
4.· Pasar la muestra en un volumen pequeño {no más de 50 ul). Esperar a que la muestra entre a Ja 

columna. 
5.- Pasar primero 100 ul de amortiguador y posleriormenle todo el volúmen que sea necesario, para 

colectar 20 • 25 fracciones. 
6.· Las fracciones deberán ser colectadas en tubos eppendorf, de 3 en 3 gotas {aproximadamente 250 

ul cada una). 
7.· Contar 2 ul de cada fracción, poniendolos a secar en papel Whatman. Un pico debe de aparecer 

entre las fracciones 6 y 12. 
8.· Juntar la primer mitad del pico y precipitar con 2.5 vol. de etanol {no agregar más sal). 
9.· Precipitar el resto de las fracciones, juntandolas en grupos de 6. 
10.·Resuspender en 50 ul de TE cada grupo de fracciones. 
11.·Contar 1 ul de cada fracción y correr Junto con marcadores, un gel de agarosa 1% TBE y otro de 
20% acrllamlda/SM Urea/TBE. Exponer el tiempo necesario a un film Kodak. Revelar. 

Debe de comprobarse que en la fracción que contiene el ADNc no hay adaptadores. 
Nota.· Cuando la muestra no está marcada el gel se corre pos1erior a el marcaje de la mues1ra. 
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111.·MARCAJE DEL DNAc : KINACIDN (105) 

PROCEDIMIENTO 
1.· Se disponen las slguentes reacciones: 

ADNc 
Muestra 50 uf 
Solución TE 10 uf 
Amortiguador klnasa 1ox 8 ul 
T4 Pollnucleótldo Kinasa 10 uf {100u) 
Gama ATP P" 100 uCI 2 uf 
2.· Incubar a 3rc 30 minutos. 

Control 
50 u/ 
10 uf 
8 ul 

10 u/ (100U) 
2 uf 

3.· Determinar Incorporación (alrededor de 25%) 
4.• Agragar 8 uf de 100 mM ATP trio para una concentración final de 10 mM. 
S.· Incubar 10 minutos más a la misma temperatura. 
6.· Extraer FenoVC/oroformo 
7.· Llevar a 300 u/ con TE y precipitar con 125 uf de acetato de amonio 7.S M y 950 ul de etanol al 

95%. 
B.· Ba~o hielo seco/etanol 15 minutos. Centrifugar 4'C a 16,000 rpm por 15 mln. 
9.· Secar y resuspender en 300 u/. Repetir precipitación con acetato de amonio. Resuspender en 

solución TE. 
10.·Preclpltar ahora con un décimo de aceta/o de sodio 3M y 2.5 volúmenes de etanol. 
11.·Lavar la pastilla con etanol al 70%. 
12.·Centrffugar, decantar y secar al vacio. Resuspender en TE a 50 ng/ul {20 uf), 
13.·Para checar el marcaje y la presencia de adaptadores, se digiere la muestra y el control (2 uf de 

e/u) con 10 u de Bam·HI por 3 horas a 37 'C. 
14.·Correr un gel de agarosa 1% TBE y otro de acrl/amlda 20%/BM Urea/TBE. Correr en ambos geles, 

marcadores, marca libre diluida, cDNA y control digeridos y sin digerir. 
15.-Exponer geles a pellcula Kodak. Revelar. 

No deben de existir adaptadores y la muestra no debe de estar dañada. 
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VIII.· RESULTADOS 

Como se discutió en la estrategia experimental, los resultados se presentan en 2 partes, la primera 

de ellas corresponde a la caracterización del anticuerpo contra la PGA 11 y en la segunda parte se 

mueslran los avances alcanzados para la construcción del banco de expresión. 

CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO CONTRA LA PGA 11 

El anticuerpo a caracterizar, tué producido en cuyo (Cavia parcellus), contra la PGA 11 de conejo 

(Or/ctalagus can/cu/us)(103). Como dicha enzima es una proteína membrana! (92), distribuida 

heterogéneamente en el cerebro de mamtteros (94), se trabajó con extractos crudos de cerebro total. 

Debido a que ha sido posible detectar el enriquecimiento de ta actividad de PGA 11 en tracciones 

membranates obtenidas por dos dtterentes métodos (95, 104), se decidió realizar le 

lnmunopreclpltaclón de dicha tracciones para correlacionar el enriquecimiento de ta actividad 

enzimática con ta proteína lnmunodetectada. 

INMUNOPRECIPITACION OE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO.· Se realizaron 

lnmunopreclpltaclones de las fracciones total (Fll y membrana! (FM) de cerebro de conejo, obtenidas 

de acuerdo al método de Wilk et al (104). Con et objeto de probar si el anticuerpo reconocía de Igual 

manera la proteína unida a membrana, que la liberada por trlpslnlzaclón ligera (104), las fracciones 

antes mencionadas, fueron a su vez trlpslnlzadas por una hora a 37"C. Cabe mencionar que fué 

Importante realizar el paso de trlpslnlzaclon, ya que el anticuerpo fué generado con una preparación 

de PGA 11 cuya purnlcaclón contempló un paso de tripslnlzacíón ligera, para liberar a la enzima de 

la membrana. Los resultados muestran que dos proteínas de 45 y 34 Kd se encuentran enriquecidas 

en la FM, ta cual, al ser trlpsinlzada y posteriormente reveladas, no se detectan las protelnas antes 

reconocidas por el anticuerpo en la FM (FIGURA Al A). En la tripislnizaclón de la FT, por el contrario, 

pueden observarse ambas proteínas, aunque la señal se encuentra empobrecida. 

Para verificar este resultado y correlacionar el enriquecimiento de la actividad enzimática con la 

o las protelnas detectadas, extractos crudos de cerebro de conejo fueron fraccionados de acuerdo 

a los métodos Wllk et al y Charll et al. Las fracciones obtenidas: soluble (FS) y membrana! (FM) por 
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el primer método y total (F1TJ, membrana! 2 (F2M), total 3 (FJn, soluble 4 (F4S) y membrana! 5 (FSM) 

por el segundo método, fueron lnmunopreclpltadas con el anticuerpo contra la PGA 11. Los resultados 

mues1ran proteínas de 45 y 48 kd enriquecidas en las fracciones membranales obtenidas por ambos 

métodos (ver FIGURA R1 B y TABLA R1); la actividad enzimática también se enriquece en estas 

mismas fracciones (Ver TABLA R2). 

Los trabajos en donde el anticuerpo fué utilizado (103, 109), reportan que éste reconoce una 

protelna de 48 Kd. Debido a que en nuestros experimentos detectábamos más de una proteina, se 

decidió recurrir al 'western blot" para verificar los resultados. Por otro lado, esta prueba, al Igual que 

el ras1reo del banco de expresión, es realizado sobre nitrocelulosa; esto permitió ensayar el 

funcionamiento del anticuerpo en este soporte (110). La lnmunodetecclón se llevó a cabo, también 

con cerebro de rata (Ratus norveglcus), para probar la especificidad del anticuerpo; si éste llegara 

a reconocer a la PGA 11 de rata, podría ser utilizado en estudios que se realizaran con es1a especie. 

WESTERN BLOT DE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO Y RATA.· Las 

lnmunodetecclones se realizaron con extractos crudos de cerebro de conejo y rata, utilizando riñón 

y páncreas de rata como controles negativos (organos sin actividad de PGA 11). Las fracciones 

membranales y totales obtenidas por el método de Wltk et al, fueron corridas en PAGE·SDS, 

transferidas a nltrocelulosa e Incubadas con el anticuerpo contra la PGA 11. Se observó 

predominantemente una proteína de 48 kd en la FT de cerebro de conejo, mientras que la FM de este 

mismo tejido no se observa ninguna proteína. En cerebro de rata solo es posible detectar en la FT 

una banda de 48 Kd. En riñan de rata se observan en ambas fracciones una banda de 20 Kd, que se 

enriquece en la FM. En páncreas de rata se detectaron proteínas de '45 y 45 kd. Vflf FIGURA R2 y 

TABLA R1. 

Por otro lado, fué posible detectar el enriquecimiento de la actividad de la PGA 11 en las FM de 

cerebro de rata y conejo (TABLA R2). 

Pese a la contradicción de que el enriquecimiento de la señal en las fracciones totales de cerebro 

de rata y conejo, no correspondían con el enriquecimienlo de la actividad enzimática en las 

fracciones membranales, el dato más relevante era el reconocimiento de proteínas enriquecidas en 

fracciones membranales de tejidos en donde la actividad de PGA 11 es despreciable o nula (rlnón y 

páncreas). Este resultado nos llevó a realizar un "westflfn blot' con células y.79 y bulbo olfatorio, 
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FIGURA R1.· IMUNOPRECIPITACION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO. A) 100 
ug de proteínas de fracción membranal (FM), total (FI), membranal trlpslnlzada (FMl} y total 
tripslnlzada (FTl}, fueron Incubadas con el anticuerpo contra la PGA JI y precipitadas con proteína 
A·Sepharosa. El control (C), o cero absoluto, fué realizado en las mismas condiciones, pero sin 
tejido. B) Se observan las Jnmunoprecipitaciones de las fracciones soluble (FS) y membrana! (FM) 
obtenidas de cerebro de conejo de acuerdo al método de \Vllk et el (104), así como las fracciones 
total (F1l}, membranal 2 (F2M), soluble 3 (F3S), soluble 4 (F4S) y membranel 5 (FSM) obtenidas por 
el método de Charli et al (95). C ·cero absoluto, RR ·riñón de rata, BSA ·albúmina sérlca bovina, CP 
·cadena pesada del anticuerpo, CL ·cadena ligera del anticuerpo, las flechas señalan las proteínas 
detectadas. · 
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dado el enrlqueclmienlo de acllvldad enzlmállca que ha sido reportado (95, 96), para esla linea celular 

y tejido respecllvamenle y por que la caraclerlzaclón del anllcuerpo fué realizado en la línea y.79 

(103). 

WESTERN BLOT DE CELULAS y.79 Y BULBO OLFATORIO.· Se fraccionaron A) células y.79 y B) 

bulbo ottalorlo de conejo, de acuerdo al melodo Charll el al (95), siendo posible delectar en y.79 y 

Bulbo ottalorlo proteínas de 45 y 48 Kd que no se enriquecían en la fracción 5 membrana! (F5Mj, sino 

que presentaban un enrlqueclmienlo en la fracción 4 soluble (F4S). C)Adlclonalmenle se fraccionaron 

células Y·79 de acuerdo al mélodo Wllk et al (104). Se observó un enriquecimiento de las protelnas 

de 45 y 48 Kd en la fracción soluble. (Ver FIGURA R3 y TABLA R1). 

No se detectó ac1lvldad de PGA 11 en la linea celular Y·79, pero sí un enriquecimiento de Ja 

actividad de esta enzima, en la fracción membrana! de bulbo ottatorlo (FSM). 

Finalmente se decidió seleccionar la o las proteínas delectadas por el anticuerpo, mediante unu 

cromatografía de afinidad, para confirmar resultados y llegar a concluir sobre ellos. 

CAOMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE PGA 11.· Se realizó una cromatografía de afinidad para la PGA 

11 y se pasaron por la columna extractos crudos de cerebro de conejo y rlnón de rala. La columna 

pudo seleccionar una proteína de 45 Kd en cerebro de conejo y una adicional de 20 Kd en rlnón de 

rata (ver FIGURA R6). No fué posible detectar acllvldad de PGA 11 en el eluldo de la columna, pero 

si en la muestra, previo al paso por la columna, debido a que la actividad de la enzima fué afectada 

con el amortiguador de eluclón. Ver TABLAS R1 y R2. 
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FIGURA R2.· WESTERN BLOT DE EXTRACTOS CRUDOS OE CEREBRO DE CONEJO Y RATA.· A) 100 
ug de proteínas de tejidos de conejo y rala fueron corridos en PAGE·SDS, B) y transferidos e 
lnmunodelectados con el anticuerpo contra la PGA 11(dilución1:1000). Fracciones total y membrana! 
de cerebro de conejo (TCC y MCC), total y membrana! de cerebro de rata (TCR y MCR), controles de 
rlnón (TRR y MAR) y páncreas (TPR y MPR) de rata. Las flechas Indican las proteínas detectadas. 
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FIGURA R3.· WESTERN BLOT DE CELULAS y.79 Y BULBO OLFATORIO •• A) Células Y-79 y B) bulbo 
º"alorlo fueron fraccionados de acuerdo al mélodo Charll et al. La figura muestra las fraccionas 1 
total (F1T), 2 membranal (F2M), 3 soluble (F3S), 4 soluble (F4S} y 5 membrana! (FSM) de estos dos 
tejidos lnmunodetectados con el anticuerpo contra la PGA 11. C) Cdlulas y.79 fueron también 
fraccionadas (fracciones soluble y membranal), por el método Wllk et al. e lnmunodetecladas con el 
anticuerpo contra la PGA 11. Las flechas señalan las proteínas detecladas. 
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FIGURA R4.· CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE PGA 11.· 100 µI de PAS 4c LB se unieron a 
aproximadamente 400 µg de lgG anti PGA 11 y posteriormente se Incubó con 5 mg do tejido. Se 
observa que en cerebro de conejo (CC) se reconoce una proteína de 45 Kd y en rlnón de rata (RR) 
adicionalmente es reconocida una proteína de 20 Kd. 

TECNICA TEJIDO PROTEINAS RECONOCIDAS ACTIVIDAD DE PGA 11 
FT FM FS FT FM FS 

INMUNO ce 48,45 48,45 48,45 . .. nd 
PRECIPITA +otras 

CION 

WESTERN ce 48 nd . .. nd 
CR 48 nd . .. nd 
RR 20 20+ nd nd 
PR 48,45 48,45 nd . nd 

Y-79 48,45 48,45 48,45+ nd 
BOC 48,45 48,45 48,45+ . .. 

CROMATO ce 45 nd nd . nd nd 
GRAFIA DE RR 45,20 nd nd nd nd 
AFINIDAD 

IRDL.A Rl,• Dt Ut LA"""'"' RIZllCIUN ""~ AN 111 .. ut:nru.• 
FT =f racclón total, FM=fracclón membrana!, FS=fracclón soluble, CC=cerebro de conejo, CR=cerebro 
de rata, RR=rlñón de rata, PR:páncreas de rata, y.79 =línea celular, BOC=butbo olfatorio de conejo, 
nd=no determinado, ·=no existe, '=existe actividad, "=actividad enriquecida, +=protelna enriquecida. 

57 



TEJIDO FRACCIDN TOTAL FRACCIDN MEMBRANAL FRACCIDN SOLUBLE 

CEREBRO DE 3.56 96 Nd 
CONEJO 

CEREBRO DE 3.82 107 Nd 
RATA 

RIÑON DE RATA 0.005 0.02 Nd 

PANCREAS DE <D.001 <D.001 Nd 
RATA 

y.79 0.058 0.082 0.005 

BULBO 6.9 186 Nd 
OLFATORIO DE 

CONEJO 

TABLA R2.· ACTIVIDAD DE PGA 11 (método en referencia 95) EN DIVERSOS TEJIDOS Y LINEA 
CELULAR y.79,. La actividad especifica es reportada como plcomoles de Hls·Pro-NH/mln/mg de 
protelna. 

AVANCES EN LA CONSTRUCCION DEL BANCO DE EXPRESION 

Para la construcción del banco de expresión, primero se obtuvo ARN de cerebro de conejo ( 1 mg 

de ARN total pcr gramo de tejido), pcsterlormente se seleccionó ARN pcly adenllado (85 µg de ARN 
pcly A++ por cada 2 mg de ANA total), que sirvió para sintetizar el ADN complementarlo (ADNc). 

SINTESIS DEL ADNc.· Se purtticó ARN total de cerebro de conejo, por el método de cloruro de lltlo

urea, del cual, se seleccionó ARN poll·adenllado, mediante una columna de ollgo-dT celulosa 

(FIGURA R5 A). A partir de este ARN poly·A, se sintetizaron la primera y la segunda cadena del ADNc, 

utlllzando dos opciones como Iniciadores: ollgo dT (primer cadena 2.6 µg de cDNA/5 µg de ARN poty 
A+ y segunda cadena 2.3 µg de cDNA/2.6 µg de cDNA cadena sencllla) ó un hexénucleótldo que se 
une al azar al templado (primer cedena 1.1 µg de cDNA/5 µg de ARN poly A+ y segunda cadena 1.1 
µg de cDNA/1.1 µg de cDNA cadena sencllla}, lográndose ADNc promedio de 4.4 kb con el primero 
y de 3 Kb con el segundo (ver FIGURA R5 B). 
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Posteriormente, el vector de expresión lamda ZAP 11, se purHlcó y preparó para la clonación. Se 

realizaron además, las pruebas necesarias para confirmar la luncfonalidad del mismo. 

PREPARACION DEL VECTOR DE CLONACION.· El vector de clonacfón (lambda Zap 11), lué 

ampfnicado, purHicado y corroborado su patrón de restricción (FIGURA R6·A). 

Por otro lado, se realizaron pruebas de digestión del vector, utlllzando la enzima de restricción 

Eco-Al, asf como de defoslorilación del mismo. Se comprobó que Zap li era capaz de ser ligado y 

generar el 100% de placas azules en fa Infección de la cepa XL1·81ue. Por el contrario, el vector 

defosforllado no era capaz de ser ligado y por lo tanto, perdía su capacidad de Infección (FIGURA 

R6B). 

Para la ligación del ADNc al Vl'Ctor, se utilizaría un adaptador, que fué diseñado por Amersham 

y reproducido en nuestro Instituto. 

SINTESIS DEL ADAPTADOR.· El adaptador lué sintetizado por la Unidad de Sínlesls de 

ollgonucleótldos del Instituto de Biotecnología UNAM. La purificación y corroboración del patrón de 

restricción se realizó en geles de Acrilamlda 20%/BM Urea (datos no mostrados). 

Una vez que el adaptador es unido al ADNc, se elimina el exceso de adaptadores, para que no 

Interfieran en fa ligación del ADNc al vector. Para este fin, se estandarizó una columna de exclusión 

molecular. 

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR PARA SEPARAR cDNA OEL ADAPTADOR.· La 

columna se preparó con Sepharosa CL-48 (Pharmacla). El fraccionamiento permtte dellmttar que 

previo a la fracción 22 (aproximadamente 200 ul e/u) son excluidos ADN mayores a 1 Kb y que a partir 

da la fracción 24 aparece el adaptador (ver FIGURA R7 A y 8). 

Los pasos posteriores contemplan la ligación al vector, el empaquetamiento, la titulación y la 

expresión del banco de ADNc. El rastreo del banco aguardará hasta el momento en que se disponga 

de una buena sonda. 
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FIGURA R5.· SJNTESIS DEL ADNc.· La figura muestra A) el ARN poly·A seleccionado del ARN 
purificado por el método de cloruro de lltlo-urea y B) la primera y Ja segunda cadena del ADNc 
sintetizado ullllzando como Iniciadores, ollgo dT o un hexanucleótldo que se une al azar al templado. 
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FIGURA R6.· PREPARACION DEL VECTOR DE CLONACION.· La parte A, muestra al fago lambda Zap 
11 sin dlgerlr(a) y b) digerido con Eco-RI (22y18 Kb),c) Bam·HI (6.5, 11.3 y 22 Kb) y d) Sma·I (4.6, 5.9, 
8.2 y 22 Kb). La parta B muestra el vector digerido con Eco-RI (a); digerido con Eco-RI y llgado (b); 
digerido con Eco-RI y defosforllado (e); y digerido con Eco-RI, de!osforllado y ligado (d). Geles 
Boyer's/1% Agarosa. 

. l /~ /M In 11 l' lf; ... 

FIGURA R7.· ELIMINACION DEL ADAPTADOR· Columna de Sepharosa CL·4B. La columna fué lavada 
con solución TE y las fracciones colectadas con el mismo amortiguador. A) Fracciones que contienen 
ADN de más de 1 Kb, gel agarosa 1%/ TBE, teñido con bromuro de etldlo. B) Fracciones que 
contienen el adaptador, gel de acrllamlda 20%/8M Urea, exposición autorradlografica por 1 ha ·70'C. 
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DISCUSION 

Los resultados de la caraclerlzaclón del an!icuerpo, indican que éste reconoce por lo menos 3 

protelnas: una de 45 Kd y otra de 48 Kd delectadas por lnmunoprecipltación y western de cerebro 

de conejo, cerebro de rata, slnaplosomas de cerebro de conejo (datos no mostrados), bulbo olfa!orlo 

de conejo y de la linea celular Y·79; y una leicer pro!elna de 20 Kd es reconocida por el anlicuerpo 

en riñón de rata, por medio de western y columna de afinidad. 

Otras protelnas que son reconocidas en las lnmunopreclpttaclones {34 Kd, 80 Kd, y mayores), no 

son reconocidas por weslern; sin embargo, no necesariamente se trata de un reconocimiento 

específico por parte del anticuerpo; consideramos la posibilidad de una precipitación ínespecffica, 

ocasionada por el arraslre de proteínas asociadas a las prolelnas reconocidas especltlcamenle. Por 

otro lado, es factible, que existan mejores condiciones para el reconocimiento da epftopes en 

solución, que de epltopes unidos a la membrana de nttrocelulosa, puesto que en este tiltlmo caso, 

se establece una Interacción entre la proteína y la membrana, que podría afectar el reconocimiento 

por parte del anticuerpo. 

Con respecto a la actividad de la PGA 11 de las muestras analizadas, el enriquecimiento de dicha 

actividad, no correspondió con el enriqueclmlen!o de la señal en las lnmunodetecclones. Esto quiere 

decir qua las proteínas detectadas, no guardan relación con la PGA 11, puesto que no existe 

correlación con la actividad de la enzima. En el unlco caso que parecen correlacionar los 

enriquecimientos de actividad con presencia de la proteína reportada de 48 Kd, es en la 

lnmunoprecipllación de cerebro de conejo, sin embargo, tambien se observa el enriquecimiento de 

otras proteínas, que no guardan relación con el peso molecular reportado para ta enzima (109). Se 

establece por lo tanto, que el anticuerpo está reconociendo más de una protelna, lo cual nos hace 

descarlar la poslbllldad de utllizar dicho anticuerpo como sonda para el rastreo del banco de 

expresión, puesto que además, no hay evidencia de que alguna de estas proteínas sea la PGA 11. 

Es de v~al importancia destacar, que en los trabajos en donde se utilizó el anticuerpo para 

estudiar la regulación de la PGA 11 {103, 109j, se puede apreciar una segunda banda de 

aproximadamente 45 Kd ( la primera es de 48 Kd), que fue Ignorada en la discusión. Ambas bandas 

son las mismas que hemos detectado en la línea celular Y·79, Bulbo ollatorlo de conejo y cerebro de 

conejo. 
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Para poder rastrear el banco con otra sonda, además del anticuerpo, existe la posibilidad de 

utlllzar un ologonucleótldo slntetico deducido de la secuencia primaria de la enzima, por lo cual se 

Intentó secuenciar la proleina (trabajo de 1 Dr Wllk). En uno de los Intentos, tué secuenciada una parte 

de la Creatlnln Kinasa, que se co-purlficó con la PGA 11 (111), a través del mismo método que se 

utlllzó para purificar la PGA 11 con la que se reallzara el anticuerpo. Este hecho nos permite sugerir 

la posibilidad de que el anticuerpo reconoce a la Creatlnin Kinasa, aunque los pesos moleculares 

detectados en nuestros experimentos, no correspondan con los reportados para esta enzima (dímero 

formado de monomeros de 41 Kd), no descartamos la posibllldad de que las proteínas adicionales 

que fueron detectadas, correspondan a algunas de las lsoformas (112, 113) de dicha enzima ó a 

proteínas relacionadas a ella. 

Por otro lado resulla dificil comprender como es que un anticuerpo policlonal, no afecta la 

actividad de la PGA 11 cuando se encuentra unido a la enzima (111), ya que, es muy alta la 

probabilidad de que un anticuerpo de esta naturaleza reconozca un gran porcentaje de los epltopes 

de la protelna; sin embargo, es posible aunque muy poco probable, que el sitio activo de la enzima 

se encuentre en el Interior de la molécula, y por lo tanlo protegido. Todo esto Junto con los 

resultados mencionados anteriormente refuerzan la Idea de que el anticuerpo no está dirigido conlra 

laPGAll. 

La hlpólesls de que la enzima membranal (PGA 11) se origina del mismo gen que la enzima soluble 

(Tirollberlnasa), sigue siendo un modelo atractivo de estudio. Reportes previos (103, 104) Indican que 

la proteóllsls llgera no afecta la aclivldad de la PGA 11 llberada, con lo cual podemos deducir que su 

dominio de anclaje podría ser Independiente del dominio activo. Este hecho nos lleva a proponer la 

hlpotesls, de que ambas enzimas podrlan ser generadas por el mismo gen, a través de un spllclng 

alternativo del ARMm primario. Múltiples ejemplos de genes que generan formas solubles y 

membranales por esta vía han sido descritos (43 • 49). Resulta más dificil proponer, la existencia de 

una proteasa que libere la forma membrana!, para generar la forma soluble; a la techa esto solo ha 

sido observado en protelnas ancladas vla IP1, que son llberadas por PLC (115). Una tercera 

posibilidad es el procesamiento postraducclonal dHerente que le enzima pudiese tener, para generar 

ambas formas enzimáticas. 

En conclusión, el anticuerpo es lnespecffico para la PGA 11, puesto que reconoce varias proteínas 

de dtterenle peso molecular, según el tejido lnmunodetectado. Además, la lninunodetecclón de las 
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proteínas no guarda relación con la actividad de ta enzima, ya que en tejidos donde no hay actividad 

de PGA 11, pudieron detectarse protelnas; por el contrario, fracciones en donde había acllvldad 

enzimática, no existía protelna alguna detectada. Por lo tanto, el rastreo del banco tendrá que esperar 

a que se disponga de una sonda adecuada. 

Cabe señalar que otras estrategias para la clonación de la PGA 11 han sido consideradas: la 

poslbllldad de realizar y caracterizar otro anticuerpo ha sido descartada, por que consideramos que 

aunque se llegara a obtener un anticuerpo especifico, el rastreo del banco con este tipo de sonda 

(110) representa un atto riesgo de fracaso; la transfecclón a oocltos de Xenopus (116) utilizando como 

sonda la actividad de PGA 11, es una opción que no será tomada debido, dentro de otras razones, a 

que no se dispone de la metodología adaptada y el implementarla representa un esfuerzo tan Intenso 

como el aislamiento de la clona especftica; la opción más viable y en la que se está trabajando, es 

en la purHlcaclón y secuenclaclón de la enzima para el diseño de ollgonucleótldos sintéticos, para 

ser ullllzados como sonda. 

Con respecto al banco de expresión, a la fecha se cuenta con el cDNA, con el vector listo para 

clonar, con el adaptador preparado y con el método de ellmlnaclón del adaptador eslandarlzado; la 

conclusión de éste está en proceso. 
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