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RESUMEN

RESUMEN

En México prevalecen porcentajes altos de desnutricion en las comunidades
rurales, situacion todavia mas acentuada en la poblacion indigena. La desnutricién
es un problema complejo causado principalmente por el poco acceso a los
alimentos, a los servicios de salud, a la falta de conocimientos y a la diversidad de
culturas. Uno de los principales problemas en México es que la gran mayoria de la
poblacion no consume los nutrimentos en las cantidades necesarias,
especialmente proteinas de fuente animal, las cuales tienen alto contenido de
aminoacidos esenciales necesarios para el crecimiento, desarrollo. Esto causa
problemas en el desarrollo y crecimiento especialmente en los nifios, lo que
conduce a patologias como kwashiorkor y marasmo en los casos mas severos.
Como medida alterna, y sobre todo en paises desarrollados, existe interés en la
produccion de alimentos mediante técnicas de biologia molecular. Con base en
un trabajo previo realizado en el laboratorio de nutricion Molecular de ICsa, se
cred un gen sintético por PCR que codifica para una proteina con alto valor
biolégico. Sin embargo, no se demostré la expresion de la proteina; por lo que el
objetivo de este trabajo fue encontrar las condiciones de expresion y el estudio in
vitro de la digestiblidad. Los resultados de este trabajo, demuestran que la
expresion en E.coli ocurre, aunque en pequefas cantidades detectadas solo por el
ensayo de Western Blot. Al estudiar su digestibilidad in vitro, se encontré que la
proteina tiene baja digestibilidad (aproximadamente 60%) esto sugiere que la
proteina no puede ser usada para nutricibn humana. Finalmente, el analisis virtual
de hidropaticidad hecho con el algoritmo desarrollado por Kite y Doolittle revelo
gue es una proteina hidrofilica e inestable con una vida media de 10 horas, lo que

puede explicar en parte las cantidades pequefias de proteina encontradas.

Palabras clave: Desnutricion, técnicas de biologia molecular, proteina de alto

valor biologico, expresion, digestibilidad.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The prevalence of malnutrition in Mexico has high percentages in rural
communities, especially in indigenous population. Malnutrition is a complex
problem caused mainly by poor access to food, health services, lack of knowledge
and cultural diversity. A major problem in Mexico is that the majority of the
population doesn’t consume sufficient quantities of nutrients, especially animal
sources proteins, which are high in essential amino acids indispensable for growth
and development. This causes problems in the development and growth mainly in
children, leading to diseases such as kwashiorkor and marasmus in severe cases.

As an alternative, especially in developed countries, there is a interest in food
production by molecular biology techniques. Based on a previous work at
Molecular Nutrition Laboratory of ICSa it was created a synthetic gene by PCR that
encodes for a protein with high biological value. However, doesn’t demonstrated
the protein expression, therefore the objective of this study was to find the
conditions expression and to study in vitro digestibility. The results demonstrate
that expression occurred in small amounts in E.coli, only detected by the Western
Blot assay. About the digestibility in vitro, it was found that the protein has low
digestibility (approximately 60%), this suggest that the protein cannot be used for
human nutrition. Finally, was made virtual analysis of hydropathic by using Kite and
Doolittle’s algorithm, it revealed that is a hydrophilic and unstable protein with a

half life less 10 hours, which may partly explain the small amounts of protein found.

Keywords: Malnutrition, molecular biology techniques, high biological value

protein, expression, digestibility.
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1. MARCO TEORICO
1. LAS PROTEINAS Y AMINOACIDOS

Las proteinas son polimeros complejos de aminoacidos que producen todas
las células vivas. Estan constituidas por carbono, hidrégeno, oxigeno, azufre y
nitrégeno. Existe gran variedad de proteinas con diversas funciones, formas,
tamafios y estructuras, pero cada proteina en general estd formada por 20
aminoacidos en diversas proporciones. A su vez los aminoacidos son compuestos
organicos pequefios que tienen un grupo | amino, -NH2, un grupo carboxilo, -

COOH, un atomo de hidrégeno y una cadena lateral R (Figura 1). -2

Grupo acido terminal
COOH

Grupo I
amnino Hg"_'::_ H

terminal - | k/carbono L
R

Cadena lateral

Figura 1. Formula general de los aminoacidos. Presentan un grupo radicalamino, -NH2, un
grupo carboxilo, COOH, un atomo de hidrégeno, una cadena lateral R.
Fuente: Thornton, M.R. y Neilson, B.R. 1976.

Los distintos a- aminoacidos se diferencian por sus cadenas laterales.
Dichas cadenas laterales se distinguen por sus caracteristicas quimicas
dominantes. Estas caracteristicas incluyen el caracter hidrofébico o hidrofilico, la

naturaleza polar o no polar, y la presencia o ausencia de grupos ionizables. (12

3 Aminoacidos con cadenas laterales alifaficas: glicina, alanina, valina,
leucina e isoleucina poseen cadenas laterales alifaticas, o alcanos. En
general a medida que el grupo R sea mas grande el aminoacido se hace
mas hidrofébico. Los aminoacidos mas hidrofobicos, como la isoleucina,
se encuentran normalmente en el interior de las moléculas proteicas,

donde estan aislados del agua. ®
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b)  Aminoacidos con cadenas laterales que contienen hidroxilo o azufre:
serina, cisteina, treonina y metionina. Debido a que sus cadenas laterales
son débilmente polares, son en general més hidrofilicos que sus anélogos
alifaticos, aungue la metionina es muy hidrofébica.

©  Aminoacidos aromaticos: Estos son 3: fenilalanina, tirosina y triptéfano.
La fenilalanina, junto con los aminoacidos alifaticos valina, leucina e
isoleucina, es uno de los aminoacidos mas hidrofobicos. La tirosina y el
triptéfano también presentan un caracter ligeramente hidrofébico, aunque
atenuado por algunos grupos polares de sus cadenas laterales. @

9 Aminoacidos basicos: Histidina, lisina y arginina llevan grupos basicos
en sus cadenas laterales. Los aminoacidos basicos son muy polares y en
consecuencia suelen hallarse normalmente es las superficies exteriores
de las proteinas, donde pueden hidratarse por el entorno acuoso que les
rodea. @

¢  Aminoacidos acidos: El &cido aspartico y el acido glutamico son los
unicos aminoacidos que llevan cargas negativas a pH fisiologico. El acido
aspartico y glutdmico estan acompafiados por sus amidas, la asparagina y
la glutamina. A diferencia de sus analogos acidos, la asparagina y la
glutamina tienen cadenas laterales sin carga, aunque son claramente
polares. Como los aminoacidos basicos y los acidos, también son
claramente hidrofilicos y tienden a encontrarse en la superficie de las

moléculas de proteina, en contacto con el agua que los rodea. ©

Los aminoacidos se combinan entre si para formar proteinas por medio de
enlaces peptidicos. El enlace peptidico es la unién covalente por formacion de un
enlace amida entre el grupo a- carboxilo de un aminoacido y el a- amino de otro.
@) Los productos que se forman a partir de esta uniéon se llaman péptidos. A la
unién de dos aminoacidos se le conoce como dipéptido, a la unién de
aproximadamente hasta 14 aminoacidos se conoce como oligopéptido, si la

cadena es muy larga se llama polipéptido. ¥
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2. FUNCIONES DE LAS PROTEINAS

Las proteinas desempefian una amplia variedad de funciones que
determinan en gran parte la actividad metabdlica y morfologica de los seres vivos.
®) Dichas funciones pueden agruparse en dos clases: dinamicas y estructurales.
De las funciones dinamicas, la mas importante es la funcién catalitica, la cual se
lleva a cabo a través de enzimas, todas ellas de naturaleza proteica y que
participan en la mayor parte de las reacciones quimicas celulares. ®

Las proteinas tienen otras multiples funciones en el metabolismo, como la
regulacion a través de hormonas de naturaleza proteica. Las proteinas
plasméticas son fundamentales en la regulacién de la presion coloidosmatica y en
el mantenimiento del equilibrio hidroelectrolitico, como la albamina. El caracter
anfotérico de las proteinas se refiere a la capacidad que éstas tienen para captar o
liberar hidrogeniones del medio que los contiene, regulando asi el equilibrio acido-
base de los liquidos corporales. ®

Existen ademdas proteinas con funcibn protectora como las
inmunoglobulinas, en las que radica la respuesta inmune. Otras participan en los
mecanismos de reconocimiento como es el caso de los receptores membranales
o citosdlicos. ©)

Algunas otras tienen funcion estructural, tal es el caso, entre otras, de la
colagena que interviene en la estructura del tejido conectivo, y la queratina, que

forma parte de la piel y sus anexos. ©)

3. METABOLISMO DELAS PROTEINAS

La digestion de las proteinas se inicia en el estbmago inmediatamente
después de la ingestion. Las secreciones gastricas incluyen acido clorhidrico (pH
entre 1 y 2) y pepsina. El acido desnaturaliza las proteinas, provocando su
desdoblamiento y rompiendo los enlaces que constituyen las estructuras
secundaria, terciaria y cuaternaria. El desdoblamiento expone los enlaces

peptidicos a la enzima gastrica de tipo proteolitico, pepsina que se secreta como
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el precursor inactivo pepsindégeno sobre el cual actia el acido clorhidrico y forma
la pepsina. Esta actla especificamente en los enlaces peptidicos entre los
aminoacidos que contienen un anillo aromético o un acido carboxilico en su grupo
R y rompe las proteinas formando polipéptidos mas cortos. A medida que los
polipéptidos pasan al intestino delgado, el pH cambia de acido a basico y la
pepsina se inactiva. El pancreas secreta los zimdgenos (precursores inactivos o
proenzimas) denominados tripsindgeno, quimiotripsindbgeno, proelastasa y
procarboxipeptidasa al intestino delgado, en donde se transforman en sus formas
mMas activas. La enterocinasa que secreta el intestino activa el tripsindgeno, el cual
se transforma en tripsina. Esta a su vez activa mas tripsindgeno,
quimiotripsin6geno, proelastasa y procarboxipeptidasa La tripsina actia sobre los
enlaces peptidicos entre los aminoacidos con grupos R basicos. La quimiotripsina
rompe los enlaces peptidicos entre aminoacidos que tienen grupos R nheutros,
mientras que la elastasa actla en los enlaces entre los aminoacidos pequenios,
como glicina, alanina y serina. La carboxipeptidasa ataca el aminoacido terminal
carboxilico liberando un aminoacido a la vez. El intestino delgado secreta
aminopeptidasa, que actia sobre el extremo amino terminal para liberar
aminoacidos libres unicos. La digestion termina cuando los aminoacidos libres se
absorben a través de la pared intestinal. Un proceso que requiere transporte activo
y utiliza energia. ¥

Todos los diferentes aminoacidos circulan en la sangre y en el liquido
extracelular en cantidades pequefas. Su concentracion total es de alrededor de 30
mg por cada 100 mL de liquido. Las células absorben con rapidez a los
amino&cidos en cuanto entran en contacto con ellas. ¥

El higado actia como amortiguador de los aminoacidos. Cuando la
concentracion sanguinea de aminoacidos se eleva, las células hepéticas absorben
una gran proporcion de los mismos y los puede almacenar de manera temporal, tal
vez combinados entre si para formar moléculas proteinicas pequefias. Cuando la
concentracion de aminoacidos de la sangre se vuelve menor que lo normal, los
aminoacidos almacenados pasan de nuevo desde las células hepaticas hacia la

sangre para que se empleen segun se requieran en cualquier sitio del cuerpo. ¥
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En un proceso similar a la digestion, las proteinas de las células vivas se
degradan constantemente y se sintetizan de novo. Este proceso se denomina
recambio de proteinas. Para el recambio proteico se utiliza de 1 a 2% de las
proteinas totales del organismo diariamente. Se observan tasas mas altas de
recambio en lactantes y durante los periodos de desarrollo acelerado. Las
proteinas individuales experimentan recambio a diferentes tasas. La tasa de
degradacion se denomina vida media (el tiempo necesario para reducir la
concentracion a la mitad si no se producen nuevas proteinas). Muchas proteinas
experimentan recambio en las células en las cuales se encuentran. Las proteinas
plasmaticas se enlazan con receptores especificos en las células hepaticas,
penetran al interior y sufren degradacion. Las enzimas tienen vida media muy
corta, mientras que las proteinas del tejido muscular y otras proteinas
estructurales tienen vidas medias prolongadas. La peptidasa y las proteasas del
interior de las células descomponen las proteinas. El exceso de amino&cidos que
se consume en la dieta o se produce durante el recambio de proteinas (los que no
se utilizan para formar proteinas) sufre eliminacién del grupo amino mediante

transaminasas especificas por cada par de aminoacido y alfa-cetoacido (Figura 2).

nn3 coo-
| |
R— C—— CO0- + HH3+ cC —H H
" R
¥ o coo-
| I |
R C— c—MWH —— C —H + Hy

H R

Figura 2. Desaminacion oxidativa. Para cada par de aminoacidos, se produce amoniaco, que
finalmente es transformado a urea en el higado
Fuente: Thornton, M.R. y Neilson, B.R. 1976.

El amoniaco que se produce por la desaminacion oxidativa se transforma
en urea en el higado y posteriormente los rifilones la excretan. Asi, la urea es el

producto final del catabolismo de las proteinas.
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4. ALIMENTACION Y NUTRICION EN EL MUNDO

Segun estimaciones, de 1996-1998 hay 826 millones de personas
desnutridas, 792 millones en el mundo en desarrollo y 34 millones en el
desarrollado. ®

Esto significa que en toda sociedad, existen nifios con hambre, madres con
falta de peso que dan a luz a nifios enfermizos, y adultos que padecen hambre
cronica y carecen de recursos para mantener a sus familias por encima del nivel
de subsistencia. ©)

El hambre generalizada constituye un obstaculo para el desarrollo, ya que
impide el crecimiento econémico nacional y mantiene a millones de personas en la
pobreza. Y es precisamente la falta de ingresos econémicos suficientes o que
impide a la poblacion urbana y rural obtener la diversidad de alimentos necesaria
para una dieta adecuada. ® Esto contribuye al incremento de las tasas de
morbilidad y mortalidad, disminuye el promedio de vida, ademas, tiene efectos
adversos sobre el crecimiento, desarrollo y capacidad de aprendizaje, en infantes

y nifios. )

5. ALIMENTACION Y NUTRICION EN MEXICO

La desnutricion infantil en México por deficiencia de proteinas

La desnutricibn es un estado patologico inespecifico sistémico y
potencialmente reversible. Este se origina como resultado de la deficiente
incorporacion de los nutrimentos a las células de los organismos. La desnutricion
se manifiesta en diversos grados de intensidad y variadas manifestaciones clinicas
de acuerdo con factores ecoldgicos,® debido a que, si aunado a la desnutricion
existe un pobre saneamiento del medio, contaminacion del aire y agua, se
aumenta los riesgos de propagacion de enfermedades gastrointestinales, que

merma mas aun el estado nutricional y si a esto se afiade la poca accesibilidad a
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los alimentos por factores ambientales como la erosion del suelo e incluso la
superpoblacion el problema de desnutricidén es todavia mayor.

La incorporacion deficiente de nutrimentos, se debe a falta de ingestion,
aumento de los requerimientos, gasto excesivo y a la combinacion de los tres
factores anteriores. ®

La prevalencia de la DEP se ha calculado para diversas regiones del mundo
entre el 0.5% y el 7% de la poblacion menor de 5 afios. ©)

Cuando se habla de la magnitud de la desnutricién en un pais, en realidad
se alude a la prevalencia de la desnutricion en la infancia, en especial entre los
menores de cinco afos, que es el grupo mas vulnerable. ® La desnutricion,
cuando ocurre en la infancia, constituye todavia un problema mas serio de salud
publica en cualquier pais. ®)

La prevalencia de DEP en México es alta, como lo demostré la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion en 2006 (Tabla 1).(9

Tabla 1.Indicadores del estado nutricio en menores de 5 afios en 2006.

Indicador | % |
Bajo Peso 5
Estatura baja o desmedro 12.7
Bajo peso para la estatura (emaciacion) 1.6

Fuente: Instituto Nacional de Salud Publica y Secretaria de Salud. 2006.

La DEP es causa de morbilidad y mortalidad en los menores de 5 afios
de edad. Las formas leve y moderada son las que mas prevalecen en México, y
deben ser prevenidas, detectadas y tratadas en forma oportuna. Aunque es menor
la prevalencia de las formas graves, su mortalidad es muy alta y trae como

consecuencia secuelas importantes a largo plazo. ©

Situacion alimentaria en México

Gran parte de la dieta mexicana se basa de principalmente en el consumo

de maiz (ingerido sobre todo como tortilla nixtamalizada), frijol y chile. Se sabe
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que, contrariamente a lo que se piensa, la dieta mexicana promedio es equilibrada
y valiosa. Por lo que resulta més valiosa y recomendable comparada con la de los
paises de gran desarrollo industrial, siempre y cuando se dé en condiciones de
suficiencia y variedad. En la dieta tradicional mexicana predominan los cereales y
leguminosas, una gran variedad de frutas y verduras y presencia de pequefas
cantidades de alimentos de origen animal. Sin embargo existe una gran diversidad
de factores dietéticos entre los distintos nucleos de poblacién, lo que ocasiona
gue la alimentacion no siempre se dé en condiciones de suficiencia y diversidad,
por ejemplo: las dietas de la poblacidbn marginada aportan cantidades insuficientes
de proteinas y de algunas vitaminas y minerales. Las deficiencias de estos

nutrimentos se presentan con mayor frecuencia y gravedad en el medio rural. ®

6. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Los criterios y procedimientos para evaluar las necesidades nutricionales
humanas han derivado principalmente de recomendaciones formuladas por
organizaciones internacionales como la FAO y la OMS. @1 Los informes
FAO/OMS de 1973 y 1985, recomendaron que la necesidad de un grupo esta
representa por el promedio de las necesidades de los individuos que lo integran y
gue dichas necesidades deben determinarse a partir de las estimaciones del gasto
de energia. Por lo que los requerimientos de un individuo estandar constituyen el
punto de referencia para evaluar las necesidades energéticas de la poblacién en

general. %

Requerimientos de proteinas y aminoacidos

El nombre proteina proviene de la palabra griega proteios, que significa lo
primero, dado que constituyen gran parte del cuerpo, lo mantienen como unidad y
lo hacen funcionar. 2 Para ello es indispensable ingerir en la dieta una cantidad

minima de proteina para asegurar la renovacién de las proteinas de los tejidos.
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Hoy en dia se sugiere que las proteinas deben cubrir entre 10% y 15% del total de
las calorias diarias ingeridas. 3

Como se mencioné anteriormente las proteinas son polimeros grandes
constituidos por unidades de aminoéacidos. En el organismo en general existen 20
aminoacidos, nueve de los cuales son esenciales; los otros once son los no
esenciales. 3 Los amino&cidos esenciales son aquellos que el organismo no
puede sintetizar y, por tanto, deben ser obtenidos a partir de la dieta cotidiana.
(13.14.16) E| ser humano requiere una dieta con una composicion balanceada de
aminoacidos (Tabla 2). Sin embargo se sabe que las proteinas de fuente vegetal

son deficientes en al menos uno de los aminoéacidos esenciales. @9

7. IMPORTANCIA DE LA CALIDAD DE LAS PROTEINAS EN LA DIETA

Al consumir diferentes mezclas de alimentos por lo general se logra una
complementacion adecuada de los aminoacidos, con lo cual se obtiene una
proteina de buena calidad. La calidad de una proteina esta relacionada con su
composicién en aminoacidos esenciales y con su digestibilidad. Una proteina que
contiene todos los aminoacidos esenciales se denomina proteina de alto valor
bioldgico. ®

Las proteinas de origen animal, en particular las del huevo y la leche,
contienen aminoacidos en cantidades y proporciones ideales, razén por la cual se
les considera proteinas de alta calidad y se les utiliza como referencia para
establecer las recomendaciones de este nutrimento. 1)

Sin embargo, todos los alimentos contienen proteinas, aunque no en la
misma cantidad. El aprovechamiento de una proteina aislada no depende de su
origen vegetal o animal sino de la combinacién de proteinas, que es la regla en la
practica y conduce a un alto aprovechamiento. Las proteinas de los cereales son
generalmente deficientes en lisina, mientras que las leguminosas o son en
metionina Yy cisteina. Al mezclar cereales y leguminosas opera una correccion de

las limitaciones de cada uno ya que los cereales tienen relativo exceso de
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metionina y cisteina y las leguminosas tienen cierta abundancia de lisina y
triptéfano (Tabla 3). @7

Tabla 2: Aminoacidos no esenciales y requerimientos de aminoacidos esenciales

para un hombre de 70kg de peso.

Aminoé&cidos esenciales Aminoécidos Aminoéacidos no
y requerimientos condicionalmente esenciales
esenciales
Lisina 1.6 Arginina? Acido glutamico
Triptofano 0.5 Tirosina2 Acido aspértico
Fenilalanina 2.2 Cisteina? Alanina
Metionina 2.2 Glicina* Prolina
Treonina 1.0 Serinas Hidroxiprolina
Leucina 2.2 Glutamina
Isoleucina 1.4 Asparagina
Valina 1.6
Histidina

LErrores congénitos de sintesis de la urea, desnutricion proteica, exceso de produccion de
amoniaco, ingestion excesiva de lisina, quemaduras, infecciones, didlisis de peritoneo, crecimiento
acelerado o sepsis

2 Se sintetiza a partir de la fenilalanina

3 Se sintetiza a partir de la metioniona

4 Esquizofrenia, hiperplasia prostatica benigna

5 Nefropatia

Fuente: Pacheco, 2006; Laguna y Pifia 2002.

8. DIGESTIBILIDAD DE PROTEINAS

La digestibilidad proteica de un alimento se define como la proporcion del
nitrogeno del mismo que es absorbida tras su digestion. Aunque el contenido en
aminoacidos sea el principal indicador de la calidad de la proteina, su verdadera
calidad depende también de la extensibn en que estos aminoacidos sean
utilizados por el organismo. Por ello, la digestibilidad puede afectar a la calidad
proteica. En la Tabla 4 se muestran algunos ejemplos de los porcentajes de
digestibilidad proteica en diversos alimentos. Como se puede observar, en el caso

del huevo que es usado como patron de referencia para evaluar la calidad proteica
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de un alimento por tener un alto contenido de aminoacidos esenciales, es también

el alimento con una mayor porcentaje de digestibilidad. (8

Tabla 3. Contenido de aminoéacidos esenciales en proteinas de diversas

fuentes.

Fuente de proteinas.

Aminoacido o
(mg/g S = T
proteina) S 15 3
n = (v
(] Q %
o (@) S
Histidina 22 | 27 | 34 | 35 | 21 | 21| 27 | 20| 30 | 26 | 26 | 27
Isoleucina 54 | 47 | 48 | 48 | 34 | 40 | 34 | 35 | 51 | 41 | 41 | 40
Leucina 86 | 95 | 81 | 77 |69 | 77 | 127 |67 | 82 | 71 | 70 | 74
Lisina 70 | 78 | 89 | 91 | 232|342 | 252 [ 322 | 68 | 63 | 71 | 392
Metionina+ | 57 | 33 | 40 | 40 | 36 | 49 | 41 | 37 | 33 | 220 | 240 | 32
Cisteina
Fenilalanina | g3 | 105 | g0 | 76 | 77 | 94 | 85 | 79 | 95 | 69 | 76 | 100
+ Tirosina
Treonina 47 | 44 | 46 | 46 | 28 | 34 | 32° | 200 | 41 | 33 | 36 | 20
Triptofano 17 | 14 | 12 | 12 | 10 | 12 | 6 | 11| 14 | 8 | 9 | 11
Valina 66 | 64 | 50 | 61 | 38 | 54 | 45 | 46 | 52 | 46 | 41 | 48
Puntuacién

Quimica (%) | 100 | 100 | 100 | 100 | 40 | 59 | 43 | 55 | 100 | 73 | 82 | 67
*

* Basada en el patron de la FAO/OMS. 2 Principal aminoéacido limitante.  ° Segundo aminoacido
limitante.
Fuente: Fennema, 2000.

Métodos empleados para determinar la digestibilidad de la proteina.

La calidad nutritiva de las proteinas puede valorarse por métodos bioldgicos,

quimicos y enzimaticos. (18

3 Métodos bioldgicos: Se basan en la ganancia en peso o en la

retencion de nitrbgeno en ensayos con animales experimentales
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alimentados con dietas que contengan la proteina a analizar, como
control se utiliza una dieta exenta de proteinas. Para valorar la calidad
de una proteina suele utilizarse el protocolo recomendado por
FAO/OMS. El animal de ensayo habitual es la rata, aunque a veces los
ensayos se efectian con personas. Para asegurar que el consumo de
proteinas es menor que las necesidades diarias, se utiliza una dieta que
contenga un 10% de proteina en términos de peso seco. En estas
condiciones, las proteinas de la dieta son utilizadas al maximo para el
crecimiento. Lo comun es que el ensayo dure 9 dias. Durante cada uno
de estos dias se tabula la cantidad (grs) de dieta consumida por cada
animal y se recogen la orina y las heces, que se someten a analisis de

su rigueza en nitrégeno. (18)

Tabla 4. Digestibilidad de las proteinas en varios alimentos.

Fuente de % de
proteina. Digestibilidad.

Huevos 97
Leche, queso 95
Pescado, carne 94
Maiz 85
Arroz (pulido) 88
Trigo (entero) 86
Harina de trigo 96
(blanca)

Gluten de trigo 99
Harina de avena 86
Mijo 79
Frijoles 88
Cacahuates 94
Harina de soya 86
Alubias 78
Maiz, cereal 70
Trigo, cereal 77
Arroz, cereal 75

Fuente: FAO, 1993.
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b) Métodos quimicos: Se puede calcular el valor nutritivo de una proteina
determinando su contenido en aminoacidos y comparando su riqueza en
aminoacidos esenciales con la de una proteina patrén ideal. *®

¢ Métodos enzimaticos: A veces se utilizan métodos enzimaticos in vitro
para medir la digestibilidad y liberacion de aminoacidos esenciales. El
método consiste en digierir las proteinas con tres enzimas (tripsina
pancredatica, quimiotripsina y peptidasa intestinal porcina), en
condiciones de ensayo normalizadas. Estos métodos, ademas de
proporcionar informacién sobre la digestibilidad de una determinada
proteina, permiten detectar los cambios de la calidad nutritiva de las

proteinas inducidas por el procesado. (8

9. LABIOTECNOLOGIA

La Federacion Europea de biotecnologia define a esta disciplina como la
aplicacidon conjunta de la bioquimica, la microbiologia y la ingenieria genética para
obtener una serie de productos de importancia practica mediante la utilizacion de
cultivos de microorganismos, tejidos o sus componentes. 19 Existen dos tipos de

biotecnologia:

Biotecnologia tradicional: En esta, se incluyen los principales productos de la
industria como son: alimentos, ingredientes, saborizantes o edulcorantes, alcohol

industrial, antibiéticos y acido citrico. (20

Biotecnologia nueva: Supone el uso de las técnicas mas novedosas de la
ingenieria genética y la fusion celular para obtener organismos capaces de formar
productos nuevos aplicados a la salud principalmente. 20

Aunque hasta la fecha la mayor parte de los productos microbianos se
derivan de la biotecnologia microbiana tradicional, una creciente cantidad de
productos se estan fabricando mediante organismos modificados por ingenieria

genética. 1)
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La ingenieria genética en la biotecnologia

La elucidacion en 1953 de la estructura del ADN revoluciond la biologia
molecular al derivarse una gran cantidad de técnicas denominadas en su conjunto
tecnologia del ADN recombinante que han permitido entender mejor la funcion de
los genes en un organismo. Tras el descubrimiento en 1970 de las endonucleasas
de restriccion por Werner Arber y Hamilton Smith, ?? es posible manipular la
molécula de tal forma que ésta puede cortarse especificamente con estas enzimas
y los fragmentos generados pueden transferirse de un organismo a otro. Mas
adelante, entre 1980 y 1986 se manipularon genéticamente las bacterias y las
plantas con varios propoésitos en la produccion de hormonas, factores de

crecimiento y mejoramiento de variedades de tabaco. ®

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Entre 1983 y 1985, Kary Mullis desarrollé una nueva técnica que hizo
posible la sintesis de grandes cantidades de un fragmento de ADN sin clonarlo, se
le conoce como reaccidn en cadena de la polimerasa, la cual se basa en tres

pasos (Figura 3):

Fase 1: Desnaturalizacion: mediante calentamiento del ADN blanco que contienen

la secuencia que va a amplificarse, para separar sus cadenas complementarias.

Fase 2: Extension: se afiade un exceso de cebadores y se hace descender la
temperatura, de forma que los cebadores puedan formar puentes de hidrégeno

con el ADN a ambos lados de la secuencia diana. Debido a que existe un exceso
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de cebadores, las cadenas del
ADN diana siempre se asociaran
a los cebadores en vez de entre

s

b Si.
Sgcuencia

e Fase 3: Extension final: se
3 afaden a la mezcla de reaccion

CiCLO 1 \ ) .
oy nucledsidos trifosfato y una
} ADNA polimerasa . La ADN
polimerasa extiende los

Cebadores

—'—'»
XS

cebadores y sintetiza copias de la

Fase 3

secuencia diana de ADN. Al final

=5
] <-— [

de un ciclo, las secuencia diana

de ambas cadenas han sido

copiadas. Cuando se repite el

CICLO 2
Fases
1y2

ciclo de tres fases, las cuatro
cadenas del primer ciclo se
copian para producir ocho
fragmentos. El tercer ciclo genera
Fs 16 productos. En teoria, 20 ciclos
produciran aproximadamente un
millon de copias de la secuencia
diana de ADN; 30 ciclos

generardn alrededor de mil

CiCLO 3
Fases
1y2

millones de copias. 3

Figura 3. Reaccidon en cadena de la
polimerasa. Basada en 3 fases,
Fase utiizando cebadores y wuna ADN
polimerasa esta técnica sintetiza
grandes cantidades de una determinada
secuencia de ADN

Fuente: Presscott, 1999.
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10. LA BIOTECNOLOGIA EN LA NUTRICION

La aplicaciébn de la biotecnologia moderna a la produccién alimentaria
presenta nuevas oportunidades ademas de desafios para la salud y el desarrollo
humano. La biotecnologia moderna permite que plantas, animales vy

microorganismos sean genéticamente modificados con caracteristicas novedosas.
(24)

La inclusion de rasgos novedosos ofrece un aumento de la productividad
agricola, mejoramiento de la calidad y -caracteristicas de nutricion vy
procesamiento, lo que puede contribuir en forma directa a mejorar la salud y el
desarrollo humano. Desde la perspectiva de la salud, también puede haber
beneficios indirectos, como la reduccion del uso de sustancias quimicas para la
agricultura, un aumento de la produccién agricola, la sustentabilidad de los

cultivos y la seguridad alimentaria, particularmente en los paises en desarrollo. 24

El desarrollo de técnicas de biologia molecular es una poderosa
herramienta de la biologia moderna, su uso podria ayudar a combatir la
desnutricién, especialmente en sectores de la poblacion mas vulnerables como

son los nifios y en comunidades donde el factor predominante es la pobreza. (25:26)

Aportaciones de la Biotecnologia en la Nutricién.

Al iniciar la década de los noventa se empezd a utilizar la ingenieria
genética en la produccién de alimentos. Entre las primeras aplicaciones estuvieron
las enzimas y hormonas obtenidas a partir de bacterias transgénicas para la
industria de los quesos y el incremento en la produccion de leche de vaca,
respectivamente. ®)

En 1994 entré al mercado mundial un tipo de jitomate que conservo la
firmeza durante mas tiempo que el tradicional. Esto se logr6 a través de la
modificacion de los genes de la misma planta para hacer mas lento el proceso de

maduracion. ©
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En los udltimos afios, la biotecnologia ha transformado diversos cultivos
importantes en la produccion de alimentos con el fin de hacerlos resistentes a
plagas. ®
Se han logrado insertar uno 0 mas genes de un organismo donante con una
caracteristica que el receptor no tiene. En el algodon se insert6 el gen de Bacillus
thuringiensis que produce un cristal de proteina llamada delta endotoxina que es
ingerida por el insecto en su fase larvaria provocandole alteraciones
gastrointestinales al unirse a los receptores especificos en la mucosa, que
finalmente le produce la muerte; es decir, actta como bioinsecticida; de esta
manera se ha disminuido considerablemente el uso de insecticidas. ?”) La
calabaza y la papaya se han hecho resistentes a ciertas enfermedades. En la
papa se insert6 el gen de una lisozima aislada del bacteriofago T4 incrementando
la resistencia a Erwinia carotovora subsp atroséptica. 8. El salmén del atlantico
con tratamientos de ese tipo (el gen que modula la hormona del crecimiento)
adquiere su talla normal en la mitad del tiempo usual. ?® Los tomates Flavr SavrMR
fueron los primeros tomates o alimentos transgénicos puestos en venta, en el que
se inhibe la expresion del gen que normalmente causa la maduracion del fruto, por
lo tanto permanece firme mas tiempo. Esto permite a los productores un periodo
de tiempo mas prolongado para la transportacion y la oportunidad de que el fruto
sufra menores dafios durante la cosecha. 9 En la actualidad existen productos
en los cuales se ha modificado el contenido de nutrimentos que mejoraran la
nutricion humana o animal. ® Uno de los mas conocidos es el arroz, en el cual se
han hecho modificaciones genéticas para que tenga un elevado nivel de R3-
caroteno, precursor de la vitamina A (llamado ‘arroz dorado’). €% Otro es el arroz
“rico en hierro”, debido a que en él se insert6 la proteina transportadora de hierro
ferritina de la soya. Este, contiene el doble de hierro que las semillas de arroz no
modificado. GV El arroz fue modificado con tres genes que aumentan el
almacenamiento de hierro en los granos de arroz y la absorcién de hierro en el
tracto digestivo. 32 También, existen importantes esfuerzos para establecer
métodos que podrian aumentar el contenido proteico de vegetales basicos como

la mandioca, el platano y la papa. Los resultados de estudios en invernaderos
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muestran que estos vegetales tienen 35-45% mas proteinas y mejores niveles de
aminoacidos esenciales. 33 Por otra parte, con la finalidad de brindar alimentos
mas saludables, se realizan esfuerzos para aumentar el contenido de almidon de
la papa de manera que absorba menos grasa durante la fritura. Con el fin de crear
grasas mas sanas, la composicion de acidos grasos de la soya y la canola se
alter6 para producir aceites con niveles menores de grasas saturadas.
Finalmente, ya se ha incrementado el contenido de licopeno y luteina del tomate,
al igual que las isoflavonas de la soya. Se sabe que estos fitonutrimentos mejoran

la salud o previenen enfermedades. %
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Il. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Para dar respuesta a las necesidades de un gran segmento de la poblacion
mexicana se han creado politicas y programas relacionados con el consumo de
alimentos en México, que han tenido un efecto directo sobre el estado nutricio de las
personas. Las intervenciones directas sobre alimentacion dirigidas a grupos
vulnerables, representan una alternativa de mayor complejidad en su ejecucion y

frecuentemente su efecto suele ser menor que el esperado. ®

En un trabajo previo se cred un gen sintético que codifica para una proteina
compuesta por 107 aminoacidos, destacando por su alto contenido en aminoacidos
esenciales, es decir de alto valor biolégico. @ El gen se amplificé por PCR y una vez
comprobada su amplificacion y su secuencia nucleotidica se intentd realizar la
expresion a nivel laboratorio de la proteina en los microorganismos Escherichia coli y
Pichia pastoris. Los andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida tefidos por
azul de Coomassie y por tincion de plata no demostraron la presencia de la proteina.
(5  Por lo que se pensd basicamente en tres situaciones: a) Que el inserto
posiblemente no esta orientado correctamente dentro del vector de expresion y por lo
tanto no existe expresion, b) Que en caso de que la proteina se exprese, ésta se
agregue y no pueda disolverse y c) que el producto de expresion se da a niveles bajo
indetectables por los métodos empleados. Por lo que en el presente trabajo se
emplearon técnicas mas sensibles para comprobar la presencia del inserto, asi como

la purificacién y la digestibilidad in vitro.

Una via alterna en conjunto con los problemas gubernamentales para
subsanar los problemas graves de desnutricion, es el empleo y aplicacion de la
biotecnologia en los programas alimentarios, mediante la produccion de alimentos
con caracteristicas Unicas especialmente con alto valor biolégico. Sin embargo, como

se menciono, la expresién de la proteina no fue comprobada.
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I1. JUSTIFICACION

Las proteinas son macromoléculas de vital importancia para el organismo,
debido a que desempefian funciones especificas. Por ello deben ser incluidas en la
alimentacion en cantidades adecuadas. El consumo deficiente de proteinas ocasiona
disminucién de las reservas del organismo, que se manifiesta en diversos estados de
desnutricion, siendo mas afectados los niflos menores de 5 afios. Se calcula que la
prevalencia de desnutricibn en este grupo de edad y de acuerdo al indicador talla
para la edad es de 12.7%.

Como medida alterna y sobretodo en paises desarrollados existe un gran
interés en la produccion de alimentos genéticamente modificados que han sido
aceptados debido a que hasta ahora ninguno de ellos ha tenido efectos téxicos en el
humano. ®36) La biotecnologia, por medio de técnicas de ingenieria genética,
transfiere segmentos de ADN e incluso genes completos a organismos. Como
resultado de esta transferencia, el organismo puede contar con propiedades que no
poseia en forma natural. Por ejemplo se han creado vegetales resistentes a plagas,
herbicidas, insecticidas y enfermedades propias de la planta; en algunos se ha
alargado el proceso de maduracién como es el caso de los jitomates Flavr SavrVR,
En el caso de los productos carnicos como el salmén, se ha modificado el gen que
modula la hormona del crecimiento para que estos adquieran el peso y tamafio en
menor tiempo.

Todos los alimentos existentes, producidos usando la biotecnologia del ADN
recombinante han experimentado un riguroso andlisis de inocuidad lo cual fue
discutido en 2001 en la consulta FAO/OMS sobre alergenicidad de los alimentos
obtenidos por medios biotecnolégicos. % La evaluacion de la alergenicidad implica
la comparacién de la secuencia de aminoacidos de la proteina introducida con la
secuencia de aminoacidos de alergenos conocidos, y la estabilidad digestiva de la
proteina introducida ©"

De tal forma, que el presente trabajo se enfoc6 al estudio de la proteina
sintética creada previamente en el Laboratorio de Nutricion Molecular del ICSa. La
proteina sintética es de alto valor biologico y se pretende, una vez demostrada su

inocuidad que sea utilizada como aditivo alimentario en productos ampliamente
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consumidos por la poblacion mexicana como es el caso de la tortilla y el pan, segun
la Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos efectuada en 2006 por el INEGI. ©8)
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IvV. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL.

Expresar, purificar y determinar la digestibilidad in vitro de una proteina sintética con

valor nutricio.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Clonar el gen en un vector de expresion que permita obtener una proteina
fusionada a una secuencia de epitopo V5 y con una secuencia de
polihistidinas

2) Sobre expresar la proteina sintética en Escherichia coli para tener cantidades
detectables.

3) Purificar la proteina mediante cromatografia en columna de sepharosa-Ni.

4) Detectar la expresion de la proteina mediante un ensayo de Western Blot.

5) Determinar la digestibilidad de la proteina a las proteasas bajo un sistema in
vitro y de acuerdo con los métodos oficiales de la AOAC

6) Conocer algunos parametros bioquimicos mediante el analisis de la secuencia
de la proteina utilizando programas de computo disponibles en linea.
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V. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se muestra en la siguiente figura:

Se emplearon los iniciadores disefiados para
amplificar el gen sintético segun Rojo, 2007,
excepto que se cambié la secuencia del dltimo
iniciador para que no existiera codon de
terminacion, de tal manera que la traduccién
terminara con la secuencia del vector.

4

Reamplificacion del gen

Realizaciéon de Western Blot, sintético por PCR
empleando anticuerpos Anti
V5 v
4 Separacion del producto
de PCR por
Andlisis de las electroforesis en gel de
fracciones por PAGE- agarosa al 2.5%
SDS
v
4 Analisis virtual
T > i Purificacion del producto
Purificacion de la de la proteina. de PCR por pe| kit
proteina por comercial Wizard®.
cromatografia en el
columna de NI-NTA o
Determinacion

v

Clonacion del producto de

y de la
digestibilidad de PCR en el vector de
Andlisis del perfil de la.  proteina expresion  — PBAD-
proteinas por PAGE- recombinante TOPC®/V5-His
SDS por método
) multienzimatico v
segun la i
- AOAC. Transf_qrmamon _ y
Expresar la proteina en seleccion de colonias de
Escherichia coli  por Escherichia coli por
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

Vectores: Se utilizé el vector pBAD TOPO® para la expresion de la proteina en
Escherichia coli. . El mapa y la secuencia nucelotidica se muestra en la Figura 5.
Cepas microbianas: Escherichia coli BL21 (F mcrA, dcm, gal)

Medios de cultivo: Los medios de cultivo utilizados fueron el Luria-Bertania (LB) y
medio para transformacion (SOC).

Antibidtico para medio de cultivo

Ampicilina 100 mg/mL. Se preparé una solucion utilizando 100 mg de ampicilina
disueltos en 1 mL de agua destilada estéril, se tomaron alicuotas y se almacenaron a

4° C hasta su uso.

2. METODOS

2.1 Amplificacién del gen sintético

La amplificacion del gen sintético se llevé a cabo bajo condiciones segun Rojo,
2007 y Dillon y Rosen 1993. 35 39 | os iniciadores empleados fueron los mismos que
los reportados, excepto; que se cambid la secuencia del ultimo iniciador que codifica
para el extremo NH2 terminal de la proteina, de tal manera que se eliminé el codén
de terminacion, con ello la traduccion fue terminada con el codén de término del
vector como se aprecia en la Figura 5B; esto a su vez, ocasiona que se forme una
proteina de fusidbn donde ademdas de la secuencia proteica, se encuentra una
secuencia del epitopo de V5 constituido por 34 aminoacidos derivado de las
proteinas P y V de paramyxovirus “9 seguido de una secuencia terminal rica en
histidinas.
Primera reaccion de PCR

La amplificacion se realizd en un volumen final de 50 uL que contenia: 10 mM
de Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl2, 200 uM de dNTPs, 4. 3 pmoles

de cada iniciador, y 1.5 U de Taqg Polimerasa recombinante de Invitrogen.
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181 ATTATTTGCA CGGUCGTCACA CTTTGCTATG CFATAGCATT TTTATCCATA AGATTAGCGG
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360 GGT IGAT GAC GAT GAC AAGI M GRG CTT GRA GGT
SAG CTC
Gly Asp Asp Asp Asp Lys Leu Ala Leu Lys Gly Glu Leu Glu Gly
V5 epitope
405 ARG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG CGT ACC GGET CAT

Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly His

Polyhistidine region Pe 1
1 |
456 CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTTAARRCGG TCTCCAGCTT GGCTGTTTTG GUGGATGAGA
His His His His His #*#*%*
pBAD Reverse priming site

514 GAAGATTTTC AGCCTGATAC AGATTAARATC AGRACGCAGA AGCGGTCTGA TAARACAGAR

[
574 TTTGCCTGGE GGCAGTAGCGE CGGTGGTCCC ACCTGACCCC ATGCCGAACT CAGAAGTGAR

rraB Ty and Ts transcriptional terminators

634 ACGCCGTAGC GCCGATGGTA GTGTGGGGTC TCCCCATGCSG AGAGTAGGGA ACTGCCAGGC

694 ATCAAATARR ACGARAGGCT CAGTCGARAG ACTGGGCCTTITCGTTTTATC TGTTGTTTGT

Figura 5. Mapa genético del plasmido pBAD TOPQO®. A) El plasmido pBAD-TOPO, es un vector de
4.1 kb, util para la clonacion y expresién, en donde la expresion es regulada por el promotor de la L-
arabinosa (ara C) que puede permitir la expresion de la proteina de interés en forma fusionada con
sitio de reconocimiento de corte para enterocinasa (EK site) justo tres aminoacidos antes del sitio de
clonacién del fragmento ver figura B; epitopo V5 que sirve para detectar la proteina de fusién por
andlisis por Western Blot empleando anticuerpos Anti-V5 y una etiqueta de polihistidinas en la regién
C- terminal de la proteina de fusion para permitir la purificacion de la proteina por una columna de
Niquel &cido-nitril-tri-acético Ni-NTA. EI plasmido, posee el gen de resistencia contra ampicilina para
seleccionar clonas. En la figura B) se puede observar la secuencia nucleotidica de los iniciadores
pBAD forward y PBAD reverse que sirven para corroborar la orientacion del inserto.

Fuente: Manual de Invitrogen: pBad- TOPO ® TA Expression kit, 2004.
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La reaccion se realizé en un termociclador Techne TC-512 con las siguientes
condiciones de termociclado: Temperatura de desnaturalizacion inicial de 94° C
durante 4 minutos, seguido de 10 ciclos de 94° C durante 1 minuto, 60° C durante 1
minuto, extension a 72° C durante 1 minuto y la extension final de 5 minutos a 72° C.
Segunda reaccion de PCR

Esta reaccion se realizé en un volumen final de 100 uL que contenia: 1 uL de la
primera reaccion de PCR, 10 mM de Tris-HCI pH 8.3 50 mM KCI, 200 uM dNTPs,
100 pmoles de cada oligonucleoétido Sitio 1 y Sitio 2, 1.5 U de Taqg polimerasa. Se
utilizé un termociclador Techne TC-512 para llevar a cabo la reaccion de PCR con
las siguientes condiciones de termociclado: una temperatura de 94° C durante 4
minutos, 35 ciclos a 94° C durante 1 minuto, 50° C durante 1 minuto y extension, 72°
C durante 1 minuto. Una extension final de 5 minutos a 72° C.

Los productos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. a 80

V y el gel se observé con un fotodocumentador UVP.
2.2Purificacion de ADN del producto de PCR

Utilizando un transiluminador de luz UV y con ayuda de marcador de peso
molecular conocido “Y se ubicd la banda y se cort6 el gel con la banda de interés a

partir del cual se llevd a cabo la purificacion de ADN mediante el kit comercial
“Wizard® Gel and PCR Clean-up System”, el volumen final del purificado fue de 30

ML.
2.3Clonacion del producto de PCR en Escherichia coli

Clonacion del producto de PCR dentro del pBAD-TOPO®

Una vez purificado el producto de PCR deseado, se clond dentro del vector
pBAD-TOPO® (Invitrogen). La reaccion de clonacion del fragmento se llevo a cabo
como a continuacion se indica.

En un tubo Eppendorf nuevo y estéril de 0.2 mL se mezclaron: 4 pL de producto

de PCR recién preparado, 1 pL de solucién de sales diluida 1:4, 1 uL. de vector
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TOPO. La reaccion, se mezclé e incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se colocé en hielo y se procedid a la transformacion. Por lo que, fue
necesario tener listo células competentes de Escherichia coli.
Preparacion de células competentes de Escherichia coli

A partir de un cultivo de E. coli BL21 de toda la noche en medio LB, se
inocularon 200 pL. y se incubaron a 37° C con agitacion a 250 rpm hasta alcanzar un
valor de absorbancia de aproximadamente 0.4 a soonm que se verificO en un
espectrofotometro Jenway 6405UV/Vis. Con ello, se tiene que la cepa se encuentra
en la fase log de crecimiento. Se obtuvo el paquete celular por centrifugacién a 5000
rpm por 10 minutos a 4° C, y se resuspendié con CaClz2 0.1 M, se colocé en hielo por
espacio de 2 horas, posteriormente se volvi6 a centrifugar bajo las mismas
condiciones y se resuspendid con CaClz 0.1 M y glicerol al 15% frio hasta
homogenizar completamente. La muestra se repartié en alicuotas de 200 uL y se
congelaron inmediatamente a -70° C hasta su uso. 2
Transformacion de células competentes

Se tomé todo el volumen de la reaccion de clonacion y se agregaron 100 pL de
células de E. coli BL21 quimicamente competentes, la mezcla se incubé durante 25
minutos en hielo y posteriormente se realiz6 un choque térmico, incubando
primeramente la mezcla a 42° C durante 30 segundos e inmediatamente después
sumergiendo los tubos Eppendorf en hielo durante 2 minutos. En un tubo Falcon
estéril se agregaron 250 pL de medio SOC y se agregd el contenido del tubo
Eppendorf. Se dejé en una incubadora a 37° C a 170 rpm durante 1 hora.
Posteriormente se toman 150 pL del cultivo y se sembraron en placas con medio LB
con ampicilina a una concentracion de 100 pug/mL, se llevaron a incubar durante 24
horas a 37° C. Se seleccionaron al azar 10 colonias y se crecieron por 24 horas en
tubos con medio liquido LB con ampicilina (100 pg/mL). Por una parte, en
condiciones de esterilidad, se congelaron 500 pL de cada uno de los tubos
agregandoles un volumen igual de glicerol y se guardaron a -70° C; por otra parte,
con el resto del cultivo se realizaron extracciones plasmidicas, para verificar la

presencia de plasmido.
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2.4Extraccion de ADN plasmidico por el método de Birnboim y Doly.

La extraccion del ADN plasmidico se hizo de acuerdo a una modificacion del
método descrito por Birnboim y Doly 3 que se basa en una lisis alcalina.

Se centrifugé 1 mL de cultivo en un tubo Ependorff en una microcentrifuga
durante 1 minuto a 10000 rpm. Posteriormente, se resuspendio el residuo en
aproximadamente ¥ de volumen inicial del cultivo con Tris 50 mM, pH de 8.0, EDTA
10 mM y se centrifugo con las mismas condiciones del paso anterior.

Se resuspendieron las células en glucosa 50 mM, Tris 25 mM, pH 8.0, EDTA 10
mM con agitacion ligera en un Vortex. Posteriormente se hizo el lisado de las células
con 200 uL de NaOH 0.2, SDS al 1% (preparada al momento) y se dejo reposar por 5
minutos a -4° C. Transcurridos los 5 minutos, se precipitaron las proteinas con 150
uL de SDS con acetato de potasio 5 M, pH 4.8, y se dejé reposar de nuevo a —4° C
por 5 minutos.

Posteriormente se centrifugd el precipitado por 1 minuto en microcentrifuga a
12000 rpm y se decantd el sobrenadante en un tubo limpio. Una vez vertido el
sobrenadante, se precipitdo el ADN con 270 uL de isopropanol. Y se dejo reposar por
5 minutos a temperatura ambiente. Para recuperar el ADN, se centrifugd por 10
minutos a 12000 rpm y se decantd el sobrenadante, se hicieron dos lavados con
Etanol al 75% y se dej6 secar el tubo en una estufa a 37° C. Una vez evaporado el

etanol, se procedié a resuspender el ADN con 30 uL de agua desionizada estéril.

2.5Anélisis de las transformantes por PCR y restriccion con Hinfl

Una vez obtenido el plasmido purificado se verificé la presencia del vector dentro
del plasmido y su orientacién.
Esto se hizo por dos formas, una por PCR y por digestion enzimatica con Hinf I.
Para el caso de PCR, se realizaron 3 reacciones, dos para amplificar el inserto y asi
comprobar la presencia y otra para comprobar la orientacion del mismo. En la
primera reaccion se emplearon los iniciadores proporcionados por el pBAD TOPO®

TA Expression Kit, que alinean rio arriba y rio abajo segun lo muestra el mapa de la
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Figura 5B; en la segunda reaccion los iniciadores sitio 1 y 2 que alinean solo para
amplificar el fragmento de interés y en la tercera reaccién se emplearon el oligo sitio
1 con direccién rio arriba y el iniciador del plasmido TOPO reverse que alinea rio
abajo.
Primera reaccion
La amplificacion se realiz6 en un volumen final de 50 uL que contenia: 10 mM de
Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, 1 pyL de plasmido (5 pg), 1.5 mM de MgClz, 200 uM
de dNTPs, 2.7 pL de topo forward, 2.7 pL de topo reverse, mas 1.5 unidades de Taq
Polimerasa recombinante de Invitrogen.
Segunda reaccién
La amplificacion se realizé en un volumen final de 50 uL que contenia: 10 mM de
Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 2.4 uL de sitio
1, .3 pyL de sitio 2, mas 1.5 unidades de Taqg Polimerasa recombinante de Invitrogen.
Tercera reaccion
La amplificacion se realiz6 en un volumen final de 50 uL que contenia: 10 mM de
Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 2.4 uL de sitio
1, 2.6 yL de topo reverse, mas 1.5U de Tag Polimerasa recombinante de Invitrogen.
Para las tres reacciones se utilizé6 un termociclador Techne TC-512 con las
siguientes condiciones de termociclado: Temperatura de desnaturalizacion inicial de
94° C durante 4 minutos, 35 ciclos que incluyeron: 94° C durante 1 minuto; 50° C
durante 1 minuto, 72° C durante 1 minuto y extension final de 10 minutos a 72° C.
Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
2.5% y observados en un fotodocumentador EpiChemis.

2.6 Andlisis de la molécula recombinante por digestién con Hinf |

La enzima Hinf | tiene 9 sitios de corte en el vector pBADTOPO, en las
posiciones: 436, 1802, 2319, 2715, 2790, 3166, 3210, 3593 y 3864 “2 (ver mapa de
la figura 10); por lo que la digestiébn enzimatica produce 9 fragmentos de: 1366, 672,
517, 396, 383, 376, 271, 75 y 44. De acuerdo al mapa genético y de corte, de existir
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inserto se produciria un fragmento de alrededor de 1017 pb, debido a que el inserto
se encuentra en el sitio de corte 3864 y 436.

La digestion enzimatica se realizO con plasmido extraido de clonas
recombinantes. En un tubo Eppendorf se colocaron 3 pL de plasmido (15 ug), 1.5 pL
de regulador de la enzima, 10 pyL de agua destilada estéril y 0.5 pL de la enzima Hinf
I. La mezcla, se incubd a 37°C durante 3 horas.

Las digestiones se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2.5%.

2.7 Expresién de la proteina

Con base a lo anterior, se seleccioné una clona, a la cual se comprobé la
presencia y orientacion adecuada de inserto. La clona se crecié en 50 mL de medio
LB con ampicillna a una concentracion de 100 pg/mL hasta alcanzar la mitad de la
fase log del crecimiento bacteriano medido por un espectrofotometro Jenway
6405UV/Vis hasta alcanzar un valor de absorbancia de alrededor de 0.5 a 600 nm.
Posteriormente, se procedié a realizar la induccion de la proteina, para lo cual se
prepararon tubos con 10 mL cada uno de medio LB con 0%, 0.002%, 0.02%, 0.2% y
2% de L-arabinosa, dejando incubar toda la noche a 37° C con agitacién a 100 rpm
en una incubadora Labcompanion SI-600. Como control, se usaron células TOPO

crecidas sin ampicilina y sin induccién.

2.8 Analisis de proteinas por SDS-PAGE.

Se obtuvo el paquete celular por centrifugacion de los tubos control, asi como
de los tubos con las diferentes concentraciones de L-arabinosa y se resuspendieron
en 80 uL de 2X SDS-PAGE.

Las muestras se analizaron por SDS-PAGE ¢4 45

Para realizar la técnica se hace lo siguiente: se ensamblan y nivelan los vidrios
gue formaron el gel y se colocan sobre la base cuidando que no existieran fugas de
liguido. Se elabora el gel separador al 12% mezclando agua destilada, solucion de
acrilamida al 30% (29% de acrilamida y 1% de N,N"-metilen bisacrilamida), Tris 1.5 M
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pH 6.8 y SDS al 10%. Se agregd persulfato de amonio al 10%, que se preparo justo
antes de su utilizacion. Finalmente se adicionaron 0.004 ml de TEMED. Se mezcla
cuidadosamente evitando la formacién de burbujas y se vertid entre los vidrios
ensamblados previamente para formar el gel. Se espero la polimerizacion y se vertio
gel concentrador al 5%. Se cargaron las muestras, las cuales fueron previamente
resuspendidas en regulador 2X para PAGE-SDS (0.5 M de Tris pH 6.8, glicerol al
10%, SDS al 1% y cristales de azul de bromofenol) y sometidas a ebullicion durante
10 minutos. Se utilizé una camara Hoefer Scientific con regulador de corrimiento Tris
Glicina 1x a una corriente eléctrica de 50 V para el gel concentrador y 100 V para el
gel separador.

Los geles se fijaron y tifieron mediante inversion y agitacion suave en solucion de
azul de Coomassie R-250 al 50% en metanol con Aacido acético al 10%. “4 Se
hicieron lavados con solucion de &cido acético al 10%. Alternativamente, se hicieron
tinciones con plata, la cual se basa en la reduccion diferencial de iones de plata, en
una reaccién similar a la usada para revelar fotografias. La tincién es de 100 a 1000
veces mas sensible que la tincién por Coomassie 4 En este caso el método que se
llevé a cabo es el procedimiento original de Sammons et. al 1981 “®) el cual detecta
de 0.5 a 2 ng de proteina. En la técnica se preparan los siguientes reactivos:

- Solucidn fijadora: etanol: acido acético glacial:agua (50:30:20)

- Sol. A: 0.8 grs de nitrato de plata en 4 mL de agua.

- Sol. B: 21 mL de NaOH 0.36% +1.4 mL de hidroxido de amonio al 30% 14.8 M.

- Sol. C: Agregar la solucién A a la solucién B con agitacion constante hasta que
desaparezca el precipitado café formado.

- Sol. D: mezclar 0.5 mL de &cido citrico 1% con 50 mL de formaldehido 38% y agua
hasta 100 mL.

Para fijar las proteinas se sumergio el gel en la solucion fijadora durante un lapso
mayor a 1 hora, a temperatura ambiente con agitacion moderada y con la precaucion
de usar guantes al manipular el gel para evitar que queden huellas dactilares que
pudieran ser reveladas durante el proceso. Se realiz6 un lavado con agua

desionizada durante 20 minutos con 2 cambios de agua. Se prepararon las



MATERIALES Y METODOS

soluciones A, B, se mezclaron para obtener la solucién C. Se sumergio el gel en esta
solucién y se incubd a temperatura ambiente y con agitacion constante durante 15
minutos, después de los cuales se realizé un lavado con agua desionizada durante 2
minutos agitando constantemente. Se agregd la solucion D incubando el gel a
temperatura ambiente con agitacion moderada, observando cuidadosamente la
aparicién de las bandas, se continud la incubacion hasta que se hubo obtenido el
contraste deseado, entonces se detuvo la reaccion con solucion de acido acético al
1% vy al final se enjuag6 el gel en agua desionizada durante 1 hora con varios

cambios de agua.

2.9 Caracterizacion por Western Blot

La expresion de la proteina recombinante se detecté por medio de la prueba
inmunoldgica Western blot, la cual se emplea para identificar y medir el tamafio de
antigenos macromoleculares que reaccionan con un anticuerpo especifico. 8 Las
proteinas primero fueron separadas por SDS-PAGE vy electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa de 10x10 cm con tamafio de poro de 0.45 um. Se utilizd
una camara de electrotransferencia con 200 mL de regulador de transferencia y una
corriente de 100 mA, de esta manera las proteinas cargadas migraron del gel hacia
la membrana manteniendo la organizacion que tenian dentro del gel. Como resultado
las proteinas quedaron expuestas sobre una superficie delgada para su deteccion.
La unién de la proteina a la membrana se basa en las interacciones hidrofébicas asi
como en las interacciones de carga entre la membrana y la proteina. La membrana
fue sumergida en regulador de bloqueo durante 1 hora a 37° C para favorecer la
adhesion de la proteina blanco a la membrana en todos los lugares donde no estaba
adherida. Después de bloquear, se sumergio la membrana en una solucion diluida
(1:50) del anticuerpo primario Anti V5 (entre 0.5 y 5 pg/mL) en solucién salina y se
dejé a 37° C en agitacion moderada durante 1 hora y durante toda la noche a 4° C. Al
dia siguiente, se enjuag6 la membrana con PBS-T 0.1% 7 veces durante 1 minuto
cada vez para remover el anticuerpo primario, y posteriormente se expuso a una

dilucion del anticuerpo anti anti V5 HRP (1:1000 en regulador de bloqueo) A 37° C
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durante 1 hora. El anti-anticuerpo va dirigido a porciones especificas del anticuerpo
primario, es conocido como anticuerpo secundario y esta unido a, fosfatasa alcalina
que a través de un agente luminiscente el producto de reaccion produce
luminiscencia en proporcién a la cantidad de proteina. Se realizaron 7 lavados de 1
minuto cada uno con PBS-T y después 5 lavados con PBS sin Tween. Se agregaron
2 mL del sustrato de la peroxidasa y se incub6 durante 10 min. Se enjuag0 y se dejo
secar. La reaccion se observd empleando un fotodocumentador de imagenes

EpiChemis3, (7. 48.49)

2.10 Purificacion de proteinas recombinantes en columna de Niquel &cido-nitril-
tri-acético (Ni-NTA).

La resina es una sefarosa acoplada con &cido iminodiacético que esté cargado
con iones Ni2+, la particula de resina es de 90 microns. La resina tiene una carga
neta positiva por lo tanto las proteinas cargadas negativamente y que contiene His6
tag se uniran a la resina. La capacidad de unién de la resina es de 1 mg de proteina
recombinate por mL.

Para llevar a cabo la lisis celular se descongel6 el paquete bacteriano de la
induccion con arabinosa al 2%, manteniéndolo en hielo, se resuspendié en 1 mL de
regulador de lisis, adicionando lisozima (1 mg/mL) y se incubd en hielo durante 30
minutos. Manteniéndolo en hielo se someti6 a un proceso de ruptura en un
sonicador a 200 watts durante dos minutos con pulsos de 15 segundos y pausas de
10 segundos. Se adicioné RNasa (10 ug/mL), DNasa (5 ug/mL) y se incub6 en hielo
de 10 a 15 minutos. El sonicado se centrifugd a 5000 rpm por 30 min a 4° C para
precipitar los detritus celulares almacenando el sobrenadante a -20° C.

Para la cromatografia de afinidad se empleo una columna con resina de niquel
acidonitriltriacético (Ni-NTA). Para ello se lavo la resina con 750 pL de regulador de
lisis, se centrifug6é a 2500 rpm durante 1 min, se resuspendid y se adiciond la misma
cantidad de regulador de lisis dejando reposar 5 minutos a 4° C. Posteriormente se
centrifugd durante 1 minuto y se elimind el sobrenadante. Se agregdé 1 mL de

regulador de lisis para resuspender la resina y utilizarla de esta manera.
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Se adicion6 1-1.5 mL de resina (50%) para 4-5 mL del extracto soluble del
sonicado y se mezcl6 cuidadosamente por agitacion (200 rpm en agitador rotatorio) a
una temperatura de 4° C durante 60 minutos. Se vacié la mezcla del lisado-resina
dentro de una columna (cerrada) jeringa de 3 mL., se lavo dos veces con 4 mL de
regulador de lavado para eliminar el resto de las proteina que no se unieron a la
columna y se colectaron 8 fracciones de 500 pL cada una. Posteriormente se fluyé la
proteina de la columna 4 veces con 0.5 mL de regulador de elusion, colectando 6

fracciones de eluido de 500 pL cada una en tubos eppendorf.

La presencia de proteinas en las fracciones recuperadas durante el lavado y

la elusion se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido por plata.

2.11 Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Lowry

Se determiné la concentracion de proteinas de las muestras eluidas mediante el
método de Lowry (1951). ®9 El principio del método se basa en la reactividad del
péptido nitrégeno con cobre bajo condiciones alcalinas y la subsiguiente reduccion
del Folin-Ciocalteau y el acido fosfomolibdico fosfotliingstico EI método tiene una
sensibilidad entre 0.10-2 mg segin Dunn ©Y aunque, Price ©2 sugiere

concentraciones de 0.005-0.10 mg de proteina/mL.

Reactivos
A. Na2COszal 2% en NaOH 0.1 N.
Tartrato de NaK 1% en H20.
CuS04.5 H20 al 0.5% en H20
48 mL de A, 1 mL de B, 1 mL de C.
Reactivo fenol- 1 parte de folin-fenol 2 N: 1 parte de agua.

nmo o w

Solucién de albumina bovina estandar- 1 mg/mL.

Se construy6 una curva tipo, para lo cual se prepararon 11 soluciones con 2 mL
cada una de la solucion D y 0,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pL de solucion
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de albamina bovina, se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 0.2 mL de solucién de Folin-fenol a cada tubo y, se
incubaron nuevamente ahora por 30 minutos a temperatura ambiente. Después se
midio la absorbancia a 600 nm.y se graficé para obtener la curva estandar.

Se realiz6 el mismo procedimiento para las elusiones obtenidas en la
purificacion de la proteina, sélo que ahora utilizando 30 pL de cada elusion, se
determind absorbancia y mediante la interpolacion de los valores de absorbancia de

la muestra en la curva tipo, se obtuvo la concentracion de la muestra.

2.12 Pruebas de digestibilidad in vitro

Se determiné la digestibilidad de la proteina recombinante por medio de la
técnica multienzimatica reportada de la AOAC Métodos Oficiales de la AOAC, 1998).
(%3) La técnica se basa en imitar el medio estomacal del humano, para ello, se emplea
una mezcla de enzimas digestivas (tripsina, quimiotripsina, peptidasa y proteasa
bacterina) en condiciones de pH y temperatura adecuadas para una correcta

degradacion de las proteinas. ¢4
Reactivos

Solucion A: 17.29 mg de tripsina, 36.4 mg de quimotripsina y 5.09 mg de
peptidasa ajustando a un pH de 8.0 a 37° C.
Solucién B: proteasa equivalente a 65 unidades de proteasa/l10 mL de agua
destilada a pH 80 a 37° C.
A cada una de las muestras y al control (caseina) se agregd 1mL de la solucién
A las mezclas se colocaron en agitacion constante en un bafio termostatico (VELP
SCIENTIFICA, Europa) a temperatura constante de 37° C durante 10 minutos,
después se agrego 1 mL de la solucion B e inmediatamente se colocaron en un bafio
de agua (SHEL LAB, USA) a 55°C durante 19 minutos; posteriormente las muestras
se cambiaron al bafio estatico de 37° C y se tomaron valores de pH del hidrolizado

enzimaético.

La digestibilidad de la muestra se determiné mediante la siguiente formula:
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% de digestibilidad = 234.84 — 22.56 (x),
donde:

x = valor de pH, después de 20 minutos de incubacion.

2.13 Andlisis de la secuencia proteica

Se analizo la secuencia de la proteina empleando herramientas computacionales del

Instituto Suizo de Bioinformatica contenidas en el sitio web http://www.expasy.orqg

La herramienta ProtParam se usé para la obtencion de varios parametros
fisicos y quimicos, en funcion del analisis de la secuencia proteica. Los parametros
computados Incluyeron: peso molecular, pl teorico, coeficiente de extincion molar,

estimacioén de la vida media, indice de inestabilidad e hidroaticidad.

La herramienta ProtScale se uso para construir un perfil de hidropaticidad de la
proteina sintética, bajo el algoritmo desarrollado por Kyte & Doolittle, 1982. (55
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RESULTADOS

VIi. RESULTADOS
La construccidén del gen sintético se realizé6 por PCR bajo las condiciones
segun Rojo, 2007. El producto esperado de aproximadamente 345 pb fue

corroborado por electroforesis en gel de agarosa como se muestra en la Figura 6.
MPM

350 |

Figura 6. Amplificacién del gen sintético. Amplificacion del gen sintético con peso molecular al
esperado (345pb).

1. PURIFICACION DEL GEN SINTETICO

La Figura 7 muestra el producto de PCR purificado sometido a electroforesis en
gel de agarosa. Como se observa, hay una banda Unica e intensa de mismo peso

molecular, lo que demuestra que el producto esta puro.

MPM

L 4
v

350

Figura 7. Purificacién del gen sintético. Se aprecia una banda de amplificacién con peso molecular
al esperado. El producto esté puro, puesto que se trata de una sola banda de intensidad destacada.
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2. CLONACION DEL GEN SINTETICO EN EL VECTOR

La clonacion del fragmento de PCR en el vector pBAD-TOPO® (figura 5A)
se llevd a cabo segun se describié en la seccibn de materiales y métodos,
empleando el sistema de clonacién y expresion kit TOPO® TA Cloning Expresion (In
vitrogen). La extraccion plasmidica de las 10 clonas seleccionadas al azar, se
muestra en la Figura 8. Se aprecia en todas las clonas presencia de plasmido.

123456 78910
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Figura 8. Extraccién plasmidica después de la clonacion. Se observa la presencia del plasmido en
las 10 clonas que fueron seleccionadas al azar, el plasmido corresponde a las bandas mas intensas
ubicadas en la parte inferior. El Gltimo carril correspondiente a la clona 10 presenta una banda méas
tenue, sin embargo, esta presente el plasmido.

3. DETERMINACION DE LA PRESENCIA Y ORIENTACION DEL INSERTO DENTRO DEL
VECTOR POR PCR Y POR DIGESTION CON HINFI

Conociendo la alta eficiencia de clonacion de estos productos en el vector

TOPO® TA (556) se escogié al azar una clona como candidata. Para comprobar la
presencia del inserto y su orientacién del mismo dentro del vector se realizaron 3

reacciones de PCR.

Dos primeras reacciones fueron para amplificar el inserto y con ello
comprobar la presencia del inserto; en una reaccién se emplearon los iniciadores del
Kit pBAD forward priming site y pBAD reverse priming site con la finalidad de
amplificar parte de la secuencia del vector incluyendo el inserto, en la segunda
reaccion se emplearon los iniciadores Sitio 1 y Sitio 2; con la finalidad de amplificar
sé6lo el inserto y una tercera reaccion empleando la combinacion de iniciadores sitio 1

con el pBAD reverse priming site. Empleando esta combinacion de iniciadores se
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esperaban productos de 683, 345 y 489 pb respectivamente. La Figura 9 muestra el
resultado de las 3 amplificaciones, en todas ellas se observan bandas con los
tamafos esperados, o que demuestra que la clona tiene el inserto del tamafo

esperado y la orientacién adecuada.

MPM TOPO S1Y2 SIT1 Hinfl

1000

700
500

350

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de las reacciones de PCR del gen clonado. De
acuerdo a la combinacion de los iniciadores empleados, se obtuvieron bandas de amplificacion de
tamafio al esperado, 683 (carril 2), 345 (carril 3) y 489 (carril 4).

La enzima de restriccion Hinf | tiene nueve sitios de corte en el vector (Figura
10), por lo tanto, después de someter a la molécula recombinante a digestion con
dicha enzima se esperan 10 fragmentos de 1366pb, 517pb, 436pb, 396pb, 383pb,
376pb, 271pb, 236pb, 75pb y 44pb. Sin embargo, en la Figura 9 se muestra una
banda de aproximadamente 1000 pb, que corresponde a la banda de tamafo
esperado (1017), comprobandose que el inserto esta en lugar indicado, puesto que
de acuerdo con las Figuras 5B y 10 el sitio de clonacién esta entre el sitio de corte
436 y 3864.
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Hinfl (436)

Hinfl (3864)

pBAD-TOPO

Hinfl (3593)

4100 bp

Hinfl (3210) \
Hinfl (3166)

Hinfl (1802)

Hinfl (2790)
Hinfl (2715)

Hinfl (2319)

Figura 10. Sitios de corte del pldsmido pBAD-TOPO. Se muestra la regién de clonacién del

fragmento de interés.

4. EXPRESION DE LA PROTEINA A NIVEL PILOTO EN ESCHERICHIA COLI POR INDUCCION
CON L-ARABINOSA

Comprobada la presencia y orientacion del inserto dentro del vector se procedio
a realizar la expresion de la proteina a nivel piloto en Escherichia coli por induccién
con L-arabinosa. Las expresiones se analizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida y se tifieron con azul de Comassie y alternativamente con plata. En la
Figura 11 se muestra la fotografia de un gel de las células inducidas con diferentes
concentraciones de arabinosa. En ella se observa una banda tenue de 16.4 kDa en
las células que fueron inducidas con arabinosa. Por lo que se presume se puede
tratar de la proteina de interés. Sin embargo no se obtuvieron resultados
reproducibles, como se muestra en la Figura 12, en donde el patron de bandas tanto

en células inducidas como no inducidas es similar
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Células Sobrenadantes
Cel 0% 0.002% 0.02% 0.2% 0% 0.002% 0.02% 0.2%
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Figura 11. Andlisis de la expresion de la proteina por inducciéon con L-arabinosa por SDS-PAGE
tenido por plata (primera induccién). En el carril no.1 se muestran a las células sin transformar, en
los siguientes 4 carriles se muestran las concentraciones crecientes de L-arabinosa: 0%, 0.002%,
0.02% 0.2%, y los ultimos 3 carriles corresponden a los sobrenadantes obtenidos después de obtener
el pellet por centrifugacion. En los carriles correspondientes a las células transformadas con L-
arabinosa se observa una banda muy tenue cercana a los 16.4KDa que probablemente sea la
proteina recombinante.

MPM 0% 0.002% 0.02% 0.2% 2% 20%

Figura 12. Analisis de la expresién de la proteina por induccién con L-arabinosa por SDS-PAGE
tefiido por Coomassie. De derecha a izquierda se muestran en los carriles las concentraciones
crecientes de L-arabinosa: 0%, 0.002%, 0.02% 0.2%, 2% y 20%, en todos los casos, no se observa la
presencia de la banda esperada de 18.6KDa que corresponde a la proteina recombinante.
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5. DETECCION DE LA PROTEINA POR WESTERN BLOT

Al no observarse la expresion en SDS-PAGE, se realizd la deteccion por
Western Blot. Esto se decide hacer, pensando en que el ensayo es mas sensible. La
Figura 13 corresponde a la deteccion por Western Blot, en este caso se pueden
apreciar sefales quimiluminiscentes en todos los carriles donde hubo induccion con
arabinosa, cabe mencionar que la sefial mas intensa fue con L-arabinosa al 0.002%.

Con este resultado se comprueba que la proteina si se expresa aunque en

cantidades pequefias.
1 2 3 4 5

Figura 13. Analisis de la expresién de la proteina por Western Blot. Carriles: 1. Células sin
transformar; 2 Células transformadas no inducidas; 3, 4 y 5 células transformadas e inducidas con
0.002, 0.02 0.2% de L-arabinosa respectivamente. Interesantemente, en el carril 3 (0.002% de L-
arabinosa) se observé la mayor intensidad.

Con este resultado se comprobd que la proteina si es expresada pero en

cantidades pequefias.

6. PURIFICACION DE LA PROTEINA POR COLUMNA DE NIQUEL ACIDO-NITRIL-TRI-
ACETICO (NI-NTA GIBCO).

Siguiendo el protocolo sefialado en la seccién de materiales y métodos, las
fracciones de lavado y elusion se analizaron por PAGE-SDS.

Con respecto a los lavados la Figura 14 muestra fotografias de las fracciones
de los lavados tefiidos con azul de Coomassie y plata. Como se aprecia en ambas
tinciones, el nimero de bandas de proteinas disminuye conforme aumenta el nimero
de lavados. Asimismo, como se esperaba, la tincion con plata revelé6 mayor nimero

de bandas que la tincion con Coomassie, debido a que es mas sensible.
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Figura 14. Analisis de las fracciones de lavados por SDS-PAGE al 12%. A) Tincién por Coomassie
y B) Tincion con plata. En ambas fotos se observa la presencia de una gran cantidad de proteinas y

que ésta disminuye conforme aumenta las fracciones.

En las elusiones que corresponde a la Figura 15B se observa un patron de bandas
en todas las elusiones analizadas, aunque el marcador de peso molecular no es
claro, se observa en las tres primeras elusiones bandas intensas que desaparecen

en la elusion E4.

E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 MPME1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9

A) B)
Figura 15. Andlisis de las elusiones por SDS-PAGE al 12%.A) Tincidn por Coomassie y B) Tincion

con plata. No se observa bandas en el gel tefiido por Coomassie; sin embargo, en el gel teflido por

plata, se observa un patron de bandeo que es mas intenso en las primeras elusiones.

Dado esto las elusiones E1 a la E3 se juntaron y se pasaron nuevamente por la
columna. En este caso, el resultado fue un poco diferente (Figura 16), debido a que

apenas se aprecia una banda de peso molecular esperado en la elusién E2 que
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presumiblemente es la banda de interés, aunque existe aun la presencia de otras
bandas.
MPM Celtest E1 E2 E3 E4 E5 E6 MPM
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Figura 16. Analisis de las elusiones E1, E2, E3 por SDS-PAGE al 12% tefiido con plata. Es
apreciable sobretodo en la elusion E3 la banda del tamafio esperado. Notar la presencia de otras

bandas de diferente peso molecular.

7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

A partir de las fracciones colectadas, se hizo la cuantificacion de proteinas por el
método de Lowry, se determind la concentracion por regresion lineal segin muestra la

siguiente tabla.

Tabla 5. Concentracion de proteina de las fracciones eluidas durante la
cromatografia

Concentracion de

Fraccion proteina (mg/ml)
1 0.439
2 0.463

3 0.507
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8. DETERMINACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA PROTEINA

Utilizando las 3 primeras fracciones se realizé una prueba de digestibilidad in Vitro
utilizando como control una muestra de caseinato de calcio grado alimentario. Los ensayos
se hicieron por duplicado obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 6. Porcentaje de digestibilidad de proteina de las fracciones eluidas

durante la cromatografia

Muestra ‘ Digestibilidad
Fraccion 1 58.19
Fraccion 2 60.22
Fraccion 3 60.22

9. ANALISIS COMPUTACIONAL DE LA SECUENCIA PROTEICA

En la Tabla 7 se muestran los resultados de los andlisis computacionales
tedricos obtenidos tanto para la secuencia de la proteina sintética no fusionada y

fusionada con el epitope y cola de histidinas.

Tabla 7. Andlisis computacional de la secuencia de la proteina sintética no fusionaday

fusionada con el epitope y cola de histidinas.

Parametros Secuencia de la proteina Secuencia la proteina sintética +
sintétical epitopo V5 + secuencia de histidinas?
Numero de aa 107 135
Peso Molecular 13,312.7 16,452.2
(Daltones)
pl 9.95 9.81
Coeficiente de
extincion molar 48470 48470
Estimacion de la vida | >10 h en Escherichia coli in >10 h en Escherichia coli in vivo
media vivo
indice de inestabilidad Valor 51.31 clasifica a la Valor 40.52 clasifica a la proteina
proteina como inestable como inestable
Promedio de -0.192 -0.373
hidropaticidad

IMARNDCEQGHILKMFPSTWYVRHIFKPSRQQGQLFTWYAVQCNDVEDCNWAEMLKHGIYTPSWRIHLWVTMKF
HLITVRWFKMVWRHTIFLOQKMVVFWTRLHINMRV
2MARNDCEQGHILKMFPSTWYVRHIFKPSRQQGQLFTWYAVQCNDVEDCNWAEMLKHGIYTPSWRIHLWVTMKF
HLITVRWFKMVWRHTIFLOKMVVFWTRLHINMRVKGELEGKPIPNPLLVLDSTRTGHHHHHH
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Mediante la aplicacion del algoritmo predictivo de Kyte-Doolittle % fue posible
reconstruir un perfil de la hidropaticidad de la proteina. Este definié el dominio central
como altamente hidrofilico, en contraste con el extremo amino en el que predominé
la secuencia de aminoacidos hidrofébicos. Los valores se muestran en las siguientes
figuras:

Frotscale outpuT for usSer Sequence
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Fig 17. Perfil de hidropaticidad de proteina nativa (sin regién de epitopo y de his).
MARNDCEQGHILKMFPSTWYVRHIFKPSRQQGQLFTWYAVQCNDVEDCNWAEMLKHGIYTPSWRIH
LWVTMKFHLITVRWFKMVWRHTIFLQKMVVFWTRLHINMRV

Fuente: http://www.expasy.org
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Fig 18. Perfil de hidropaticidad de proteina nativa con regién de epitopo y de his.
MARNDCEQGHILKMFPSTWYVRHIFKPSRQQGQLFTWYAVQCNDVEDCNWAEMLKHGIYTPSWRIH
LWVTMKFHLITVRWFKMVWRHTIFLQKMVVFWTRLHINMRVKGELEGKPIPNPLLVLDSTRTGHHHHH
Fuente: http://www.expasy.org
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Vil. DISCUSION

Previo al presente trabajo, se demostro la construccion por PCR y la clonacion
de un gen sintético; no obstante, la expresion de la proteina quedd por comprobarse.
Por lo que el objetivo principal de este trabajo fue demostrar si el gen se expresa o
no. Inicialmente se trabaj6é con la cepa transformada y se comprobd la presencia del
inserto en el plasmido pBAD TOPO®-, con la finalidad de cerciorar que la cepa de la
bacteria no hubiera perdido el plasmido, puesto que la cepa no se habia trabajado
por algun tiempo, para ello se realizd la extraccion del plasmido y se verificd en
electroforesis en gel de agarosa, esto comprobd que la cepa no sélo contuvo el
plasmido sino que es estable con él.

Partiendo de la idea que la proteina pudiera expresarse en pequefas
cantidades, se construyd el mismo gen excepto sin codon de terminacion. Esta idea
surgié para aprovechar las caracteristicas del vector (ver Figura 5A) que permite
obtener la proteina fusionada; es decir, con la secuencia de aminoacidos deseada y
con la region de 14 aminoacidos del epitopo V5 de las proteinas PV del
paramixovirus SV5 con una secuencia final de polihistidinas en el extremo 3’. Esto
permite en primera parte, detectar la proteina por ensayo de Western blot empleando
anticuerpos dirigidos contra el epitopo V5, y también puede purificarse la proteina
mediante la utilizacion de columnas de Ni que pueden quelar los grupos de las
histidinas.

Como se esperaba, se logré amplificar el gen utilizando el nuevo oligonucle6tido
iniciador sin el codon de término. Realizada la clonacion y transformacion de las
células con el gen, se realizo la extraccion de plasmido y se procedidé a analizar la
presencia y orientaciéon del plasmido en las células transformadas por PCR vy
restriccion con enzima Hinf Ill. El andlisis por estas dos vias se efectud para tener
una doble comprobacion, debido a que aunque la reaccion de PCR normalmente es
especifica existe la posibilidad que se puedan dar productos inespecificos con
tamanos parecidos a los esperados. ¢7 %8 E| andlisis por PCR que se muestra en la
figura 9, demuestra primeramente, que el inserto esta dentro del plasmido, ya que en

una primera reaccion, se amplificé parte de la secuencia del plasmido que flanquean
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al inserto y el fragmento completo que conforma el gen con un tamafo de
amplificado de aproximadamente 650 pb (carrii 1 de la Figura 9); de no haber
fragmento de interés, entonces el producto esperado deberia ser cercano a 338pb el
cual resulta de la amplificacion de secuencias del plasmido pero sin el inserto.
Adicionalmente como prueba confirmatoria para demostrar la presencia del inserto se
realiz6 una reaccion de PCR empleando como molde el ADN plasmidico y los dos
iniciadores que delimitan el tamafio del gen sintético (sitio 1 y sitio 2), en la misma
figura pero en el carril 2 se observa un producto de amplificacion cercano a los 345
pb, que corresponde al tamafio deseado. Con esto sin embargo, no se sabe si el
inserto esté orientado correctamente en el marco de lectura. Para ello se realiz6 una
tercera reaccion de PCR en donde se empleo como iniciadores, el oligo sitio 1 con
direccidn rio arriba y el iniciador del plasmido TOPO reverse que alinea rio abajo, el
producto de PCR tiene el tamafio aproximado al esperado, con esto se demuestra
que el plasmido ademas de tener el inserto esta orientado correctamente para ser
traducido por la célula, ya que si el inserto estuviese orientado en forma inversa se
obtendrian productos de tamafos diversos. No obstante, para tener un argumento
mas solido de esto Ultimo, se realiz6 un andlisis de restriccion con la enzima Hinf |
que de acuerdo con el sitio de corte mostrado en la figura 10, el plasmido tiene 9
sitios de corte para esta enzima dando como resultado los siguientes fragmentos
1366, 517, 436, 396, 383, 376, 271, 236 ,75 y 44pb. Al analizar los resultados de
corte del plasmido con inserto (Figura 9) se logra apreciar claramente la presencia de
2 bandas por arriba del marcador de 800 pb, lo cual comprueba que el plasmido tiene
el inserto, debido a que sélo se esperaria un fragmento de 1366 en caso de no
haberlo. De acuerdo al mapa de clonacion, el inserto estaria entre los sitios de corte
3864 y 436 pb por lo que después del corte y en caso de no tener inserto se
esperaria un fragmento de 672 pb y en caso de tenerlo de 1077, como fue el caso.
Con este analisis se confirmo que el plasmido contiene el inserto en la posicion y
tiene la orientacion esperada.

En trabajos anteriores, no se demostrd la expresion de la proteina en analisis en
geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie y plata, esto nos lleva a proponer

gue una de las posibles explicaciones fue la expresion de la proteina en cantidades
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pequefias que fueron indetectables por SDS-PAGE, por lo que se opté hacer el
andlisis de la expresion de la proteina por ensayo Western Blot, el cual es reportado
en la literatura por ser mas sensible.*”) Para este caso, fue necesario el uso de
anticuerpos Anti-V5 y antianticuerpos Anti-V5-HRP, los cuales permiten la deteccion
de 14 aminoacidos del epitopo de las proteinas PV del paramixovirus SV5 @9 por lo
que la proteina de interés est4 fusionada con esta fraccion del epitopo. Los
resultados del ensayo de Western Blot en la Figura 13 , muestran sefiales que
indican la deteccion de la proteina en los diferentes carriles donde se llevo a cabo la
induccion con L- arabinosa (inductor de expresion), especialmente se tiene mayor
sefial de detecciébn donde L-arabinosa fue probada a una concentracién final de
0.002%. Cabe mencionar que también se apreciaron sefiales de fondo que son
probablemente debidas a otras proteinas de la misma bacteria asi como codificadas
por el plasmido y que por lo tanto también son inducidas por la L-arabinosa.

El analisis por este método, comprueba la hipétesis en el sentido que la proteina
de interés se expresa, pero en cantidades pequefias que no son detectables por
SDS-PAGE.

Como se menciono arriba, la proteina blanco esté fusionada con el epitopo V5 'y
contiene en el extremo N-terminal una secuencia de poli-histidinas, tal y como se
menciond en la seccibn de materiales y métodos, esta Ultima caracteristica se
aprovecho para purificar a la proteina por cromatografia utilizando columnas Ni-NTA,
las cuales son columnas compuestas por resinas de sefarosa acoplada con grupos
de acido iminodiacético. El acido iminodiacético esta cargado con iones Ni%* y unido
a Ni** por 3 sitios de coordinacién. La resina tiene una carga neta positiva esto
provoca la unién de la proteina a través de las cargas negativas del grupo imidazol a
pH empleado de la histidina, con la carga positiva del Ni. Las proteinas unidas a la
resina posteriormente pueden ser eluidas.

Antes de proceder con la purificacion, se hizo un corrimiento electroforético de
la induccion de la expresion con L-arabinosa, como se esperaba, el patron
electroforético de las proteinas es muy similar en todos los carriles al compararse
con el testigo de células (Figura 11). Un resultado un tanto diferente se obtuvo
después de efectuada la purificacion con la columna Ni-NTA, en este caso se obtuvo
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que después de analizar las elusiones por SDS-PAGE (Figura 16) se observa
primeramente que pocas proteinas quedaron unidas a la resina, esto se puede ver si
se compara con el lisado celular total (carril 2), también es posible apreciar que las
fracciones 1, 2 y 3 se observa una banda que corresponde al tamafio esperado de la
proteina siendo mas intensa en la fraccion nimero 2. Sin embargo, es importante
notar que existen otras especialmente de mayor peso molecular a la buscada, la
explicacion de esto se encontr6 en la literatura en donde se sefiala que los
resultados no son totalmente sorpresivos. Esto se basa en que la bacteria tiene
muchas proteinas (transportadoras de metales, chaperonas de metales, etc) que
pueden asociarse con la resina de la columna de niquel, debido principalmente a
interacciones idnicas; ya que tienen sitios de unién a metales de transicibn como
hierro, cobre, zinc y otros. 269 La gran mayoria de estas proteinas tienen residuos
de cisteinas e hisditidinas que se pueden asociar al Ni. ®1) De estas proteinas, existe
una en particular, la SlyD, la cual esta presente a niveles suficientes para provocar
dificultad en la purificacion, debido a que tiene varias histidinas en el carboxilo
terminal. Sly D es facil de reconocer porque tiene un peso molecular de 29 kDa. (62.63)

Una vez hecha la purificacion se cuantificaron las proteinas por el método de
Lowry, como era de esperarse, se estimO que la cantidad de proteinas por este
método fue muy bajo, donde se encontr6 que la fraccion 1 fue de 425 ng/uL, mientras
qgue en el carril no. 2 fue de 625 ng/uL. Esto confirma que la expresién fue muy
pobre, ya que normalmente se esperarian concentraciones de

Para finalizar se realiz6 un ensayo de digestibilidad de proteinas que se basé en
el desdoblamiento de la proteina con enzimas digestivas, en el cual se obtuvieron
porcentajes de digestibilidad cercanos al 60%, resultados, que, comparados con la
digestibilidad de algunos alimentos como el huevo o la leche es relativamente baja
(ver Tabla 3). Estos valores de digestibilidad bajos sefalan que la proteina es poco
absorbible, por lo tanto poco nutritiva. No obstante, la digestibilidad podria aumentar
al adicionarse a algun alimento y sometida entonces a procesos térmicos y/o de
refinacion. (18)

Por dltimo de acuerdo con el analisis computacional el valor de indice de

inestabilidad, el cual se basa en valores asignados a dipéptidos encontrados en
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proteinas inestables de secuencia conocida ©% clasifica tanto a la proteina nativa
como fusionada en inestables. Asimismo, la estimacion media es de 10 h en E. coli
ambos datos podrian en parte explicar los bajos rendimientos en la obtencién de la
proteina.

Por otra parte para construir el perfil de hidropaticidad y calcular los valores de
hidropaticidad se aplicé el algoritmo desarrollado por Kyte & Doolittle, 1982. (55

Las Figuras 17 y 18 muestran el perfil hidropatico de la proteina nativa como
fusionada, los valores indican que la proteina es hidrofilica con una estrecha region

de aminoacidos hidrofébicos hacia el extremo NH2 terminal (region de 70 a 100).



concrusiones I

VIII.CONCLUSIONES

La proteina de fusion en estudio se logré expresar a niveles bajos que solo
fueron detectados por Western Blot.

No se obtuvo una purificacion al 100% de la proteina después de someterla a
una columna de niquel debido a que se encontraron otras bandas al realizar
SDS-PAGE.

La digestibilidad enzimatica de la proteina en estudio fue baja (60%) por lo
que quiza no sea apta para consumo humano.

El andlisis virtual de la proteina mostré que ésta es principalmente hidrofilica
aunque presenta una estrecha regidbn de aminoacidos hidrofébicos en el

extremo amino terminal.
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ANEXOS

X. ANEXOS

Medio Lb:
Bacto-peptona 10 g, Bacto yeast-ext 5 g, NaCl10g y Bacto agar 15 grs

Soluciones para SDS-PAGE

2X para PAGE-SDS:

1x Tris glicina buffer para electroforesis:
25mM Tris base

250mM glicina (pH 8.3)(grado electroforesis)
0.1% SDS

Preparar una solucion stock 5x de buffer para electroforesis por disoluciéon de 15.1 g

de tris base y 94 grs de glicina en 900 mL de agua desionizada. Entonces agregar 50

mL de solucion de SDS al 10% y agregar agua hasta ajustar el agua a 1000 mL.

1XSDS BUFFER DE CORRIMIENTO

50 Mm Tris-ClI (pH6.8)

100 mM ditiotreitol (antes de usar)
2% SDS

0.1% de azul de bromofenol

10% de glicerol

Soluciéon metanol: acido acético: Combinar 900 mL de metanol: H20 (500 mL de

metanol y 400 mL de H20) y 100 mL de acido acético glacial.

Soluciéon de mondmeros de acrilamida: 29,2 g acrilamida; 0,8 g bis-acrilamida;

disolver en agua desionizada y aforar a 100 mL. Filtrar y guardar en botella ambar de

vidrio, en refrigeracion (<1 mes).
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Amortiguador del gel separador (inferior): 18,15 g Tris; disolver en 60 mL de agua,

ajustar a pH 8,8 con HCI, aforar a 100 mL. Guardar en refrigeracion.

Amortiguador del gel compactador (superior): 3,0 g Tris; disolver en 60 mL de agua,
ajustar a pH 6,8 con HCI, aforar a 100 mL.

Amortiguador de la camara (solucion concentrada 10x): 12 g Tris; 57,6 g glicina; 4 g
SDS; disolver en 300 mL de agua. El pH debe quedar entre 8,3-8,4 si las pesadas
son correctas (debe evitarse el ajuste del pH para no alterar la fuerza iénica de esta
solucion). Aforar a 400 mL. Guardar a temperatura ambiente. Diluir 10 veces al

momento de utilizar.

Persulfato de amonio: Preparar al momento una solucion al 10%. Este reactivo es

muy higroscépico

Solucién de SDS: 1,0 g duodecilsulfato de sodio; disolver en 10 mL de agua. Guardar

en botella de vidrio a temperatura ambiente.

Amortiguador de muestras no reductor (solucion concentrada 2x): 10.0 mL
amortiguador del gel superior; 16,0 mL solucion de SDS; 50 mg azul de bromofenol;

12.0 mL glicerol; 4.0 ml agua; mantener a temperatura ambiente.

Amortiguador de muestras reductor (solucién concentrada 2x): EI mercaptoetanol es
inestable en esta solucion, por lo que se prepara una pequefa cantidad del reactivo
para una semana. Agregar 0.2 mL de 2-mercaptoetanol a 4.2 mL del amortiguador

no reductor. Guardar a temperatura ambiente.

Soluciones paratincién de Coomassie:
Fijador: 500 mL metanol; 70 mL &cido acético glacial; 430 mL agua; guardar a
temperatura ambiente en recipiente hermético. Importante: Evitar el contacto y la

inhalacion de vapores de metanol.
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Colorante Coomassie Blue R-250:

0,25 g Coomassie blue R-250; 225 mL metanol; 46 mL acido acético; 230 mL agua;

disolver el colorante en el metanol, luego agregar el acido, y finalmente el agua.

Mezclar durante 15 minutos, filtrar y guardar a temperatura ambiente. Aunque el

colorante puede ser reusado varias veces para ciertos fines, la sensibilidad declina

(usualmente es del orden de 0,5 g de proteina), por lo que se prefiere usar una

pequefia cantidad y descartarla cada vez. Otro tipo de Coomassie, el G-250, puede

ser utilizado como colorante para geles, aunque su sensibilidad es menor.

Decolorador:

200 mL metanol; 100 mL etanol; 50 mL acido acético; 650 mL agua; guardar a

temperatura ambiente.

Reactivos para WesterBlot

PARA LA ELECTROTRANSFERENCIA

1.- Regulador de transferencia

(Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, Ph 8.3, metanol 20% vo)

Trizma base
Glicina
H20 bidestilada

PARA LA INMUNODETECCION
1.-PBS 10X,pH 7.4

NaCl

KH2PO4

Naz:HPO4 12H20

KCI

H20 bidestilada

2.- Regulador de bloqueo pH 7.3

9.07 grs
43.2 grs
2400 mL.

80 grs

2 grs

29 grs

2 grs

900 mL y ajustar a 1L
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AlbUmina de suero bovino al 5% (BSA) o leche en polvo sin grasa al 0.5% “344) con
0.05% de detergente Tween 20

A)

Gelatina 6.25 grs disuelta en 250 mL de H20 caliente
EDTA tetrasddico 5.2 grs

EDTA disédico 4.54 grs

PBS 10X 250 pL

Tween20 2.5 L

H20 bidestilada 15Lyaforara25L

B)

Leche Svelty 3grs

PBS 100 mL

3.- Muestra problema.

4.- IgG anti-innumoglobulinas de caballo, conjugadas a peroxidasa diluida en
regulador de bloqueo

5.- Regulador de lavado PBS-TWEEN20 0.1%

PBS 100 mL
Tween20 1mL
H20 bidestilada 900 mL
6.- Sustrato para la peroxidasa

4 cloro 1 naftol 30 mg
Metanol absoluto 10 mL
PBS 1X 50 mL
H202 30% 50 pL

Reactivos para Purificacion de proteinas recombinantes en columna de Niquel
acido-nitril-tri-acético (Ni-NTA).

Regulador de lisis. 50 mM Na2PO4 (pH=8-8.5), 300 mM NacCl, 10 mM Imidazol, 5 mM
de 2- mercaptoetanol, 1 Mm PMSF
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Regulador de lavado. 50 mM NazPO4 (pH=8-8.5), 300 mM NacCl, 10 mM Imidazol,

10% de glicerol, 5 mM de 2- mercaptoetanol.

Regulador de elucion. 50 mM Na2PO4 (pH=8-8.5), 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol,

10% de glicerol, 5 mM de 2- mercaptoetanol. (4 mL)
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