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renuevan continuamente. 

La diferenciación celular en el epitelio estratificado 

queratinizado es un proceso en el cual alqunas proteinas como 

citoqueratina 14 (prote1na del estrato basal), !ilagrina (prote1na 

del estrato espinoso) e involucrina juegan un papel muy importante. 

En particular, la involucrina se presenta de manera diferencial 

en las capas epiteliales, siendo más abundante en el estrato 

córneo. 

El mecanismo de regulación para la expresión del gen de la 

involucrina que participa en el proceso de diferenciación se 

desconoce. 

En este trabajo se estudió la región reguladora (RR) del gen que 

codifica para la prote1na involucrina humana (HI) la cual es 

estudiada como modelo de expresión genética asociado a 

diferenciación celular. 

Dentro de la región 5' no codificadora del gen de HI, se 

encontraron di versas secuencias consenso que pueden ser reconocidas 

por factores reguladores de la transcripción como APl, NFl, K y 

OCTA. Se realizaron construcciones a partir del plllsmido p/.JH6B 

(tiene insertado el gen de HI) con variables de los diferentes 

factores de transcripción para estudios postar !ores como son 

análisis ~ para conocer los factores primordiales para que 

se lleve a cabo la transcripción. 
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Actualmente se define al gen como una secuencia de 

transcribe como una unidad sencilla y que codifica 

ribonucléico ribosomal (ARNr), ARN de transferencia.· (ARNt), 

mensajero (ARNm) y cadenas polipeptidicas (Alberts, B. 1989¡-, 

GENES, PORTADORES DE INFORllACION 

Cuando el interés se centró en el estudio individualizado de los 

genes, apareció la Ingenie ria Genética, empeño que no prosperó por 

un tiempo ya que el contenido de AON de una bacteria es muy grande 

y mucho mayor lo es el de una célula de mamífero, la que encierra 

unos 2500 millones de pares de bases (pb) de información organizada 

a lo largo del ADN cromosómico ( Shaphiro, A. 198 3). Las secuencias 

de bases se disponen en segmentos de información discretos llamados 



genes, cada uno presumiblemente responsable de especificar, la 

estructura de un producto génico como son las proteinas, ARNr y 

ARHt. Dos técnicas revolucionaron el análisis de la estructura del 

ADN: La priaera de ellas procede del descubrimiento de las enzimas 

llamadas endonuclensos a rostricqión extraídas de bacterias¡ estas 

enzimas cortan las moléculas de AON sólo en secuencias especificas 

localizadas en distintos puntos de la doble hélice. una enzima de 

restricción permite establecer puntos de identificación en el ADN 

y reducir esta molécula -excesivamente grande- a un conjunto de 

fragmentos discretos. Dichos fragmentos pueden separarse unos de 

otros, en razón de su tamaño, mediante electroforesis en gel y 

ao•eterse a un análisis posterior (Haniatis, T. 1982 y Lewin, B. 

1990). 

La otra técnica es la secuenci agi óo del AQN. Se idearon varios 

procedi•ientos por los que se podia determinar el orden y el tipo 

de la secuencia de bases de un segmento obtenido mediante enzimas 

de restricción. Gracias a dichas técnicas se estableció, en 1978, 

la secuencia entera de nucleótidos del genoma del virus de simio 

SV40 (Shaphiro, A. 1983). Dado que ya se conocia entonces el código 

genético, que permite traducir una secuencia de bases en el ADN a 

una secuencia de aminodcidos, ciertas regiones del genoma pudieron 

traducirse en proteínas. Se dedujo asi la estructura de las 

proteínas de SV40 a partir de la estructura de· su AON. De esta 

forma se comenzó a estudiar un gen aislndo. 

como se ha visto el ADN puede cortarse, aoditicarse, volverse a 

ensamblar y •Ultiplicarse (amplificarse) en miles de copias. 



algunos que ponen en evidencia a la ; _ an_emia ~alCi~orme; 

arterioesclerosis, cáncer y hemofilia·_ entr~ otros: es1:a técni:_c_a 

puede identificar a los genes impli~ados-eri~dich8s~ enferniedBdes, 

con lo que se amplia la perspectiva de un diagnóstico· claro basado 

en la disposición genética en los adultos. e incluso en el embrión 

(Garland, E. 1983). 

Históricamente tres lineas de pensamiento han tenido que ver con 

la formación de la biología molecular tal y como se conoce hoy: 1A 

estructural, relacionada con la arquitectura de las moléculas 

biológicas, la bioqnímica, relacionada con la manera cómo las 

moléculas biológicas interactllan en el metabolismo celular y en la 

herencia, y la infopnacional, relacionada con la forma en que se 

transfiere el mensaje de una generación de organismos a otra, 

traduciéndose en moléculas biológicas llnicas (Lewin, B. 1990). 

Ahora no sólo se conocen los componentes de la célula, sino 

también se conoce el funcionamiento molecular para la producción de 

la información genética, el ADN es la molécula que la transmite de 

una generación a otra. Para la preservación y transmisión de 

información genética son necesarios los procesos de DUPLICACION, 



·: .... . r~r : 
(copia del ADN en forma i~é~~{c?',~ ···1~·~ 2:ü1:J~¡~.'pa~rón)F 
TRANSCRIPCION, (proceso por el éua1- -e·1.: ~~-~~~;~~::~~~;~éJ'.~ó '-~;¡_'·AriN eS. 

transcrito en f arma de ARN men~~-j-~-~~ ::~::-·('A~-~~:)"..{~-.:,;: {i~~a:¿~ :_'.··, ~::>{:ri~ 
ribosomas); y TRADUCCION, (el mensáj'CC'<Jeri~Úcicii'~''.;,tetfá~i'ii.d~~{~.¡f~·· 

COMBINAN FoRKANoo UN oRGANisMo UNiccFif' é:ooiuniiAriO."'c'~(;c:; .i; 
---'.: :-::::;;_·- ~~:;~ ~~~~§"~~~~-:~~~:~- ~-,;·;;h~~g; 

La diferenciación es la capa~:¡~~'~(~~~-.~\-.~~;~~~';j~-~~~:f~~i~:~'.ri~~~:·~::~~ 
especializarse, evento en _el cuai ~-ái9ú?iO~(gén'es ·:-sbn· -'s~l~ .. c'ti·;;a~e~te 

El epitelio estratifÍcado. ~s \ínó ... de.'·lo•i ejemplos de·. más alta 

complejidad en diferenciación celular (Kenneth, J. 1966). 

Durante el desarrollo, la expresión de los genes se regula tanto 

en espacio corno en tiempo. El espacio, es el medio en que están 

envueltos los genes, células, tejidos, órganos y organismos. En 

tiempo, el reloj biológico de cada organismo determina la 

activación e inactivación de proteínas, moléculas que instrumentan 

la diferenciación celular. Lo anterior se lleva a cabo a niveles 

altamente coordinados. Esta coordinación depende de la existencia 

de jerarquías, es decir, de genes que controlen la expresión de 

otros genes. 

lQué factores determinan que un gen se active primero que otro?. 

uno de los procesos más importantes que regulan la expresión de 

proteínas es la TRANSCRIPCION, en ella participan entre otros 



···qud·:·1ri~er~:~i,.1~3r.c#~t~~t;,F~~';·~i;·Xn1:~ifzf0~i:~:·~i~n~ffri~~ió~fdei•g~,;·····. · 
(~~~e . __ d.~_.·i~.i.t?i'~.c:?~?~J.~ Y-.-~~-er'--mue~~"· ,á ·:l~, -1:-~i-go_'.:·de ~ést~ ,· transcriJ:?ien_d~ 

~-cst~:ciri:f~·i·;n~áJ:a~,~:~;r~t~~N~:~·c·~~~~<d~f·~·i~:r~·~:~i~~:i·6:.)~'.-~-ha~~a·:;·~~c;~n~i-~-r·· 

\·~-~-)~~~:-~~-i-~~~-~1~t~_~l~g~i-tf~~~ri '~ig~~~~~~i~~,~-~.!~~~,~-~'.~~~-~~--~~~-~-~-~cÍ#ó_9~~~~,~~·~~~~~- ~ 
~:_··Af>N~ARN /~·irb~t:~iídó::~a- -1~--.- eri·z·1ma··:'ARN ~·pa·1:,: ~~Par·á-ridci~~-: ~Eú. -ei, ADN·:·d~l 

-·- _--~~~~;;~'.~~--~;f-~_{:_~0-~":~'·:~-;··;~~-·~,~-~:: -~-~~:- t~;-~~~~-i-~~~ -~ ~~Y~-~--~-~~-i~-~~n~~-~-:~,--~~-¡-~-~-~~­
_·s~~:~~~~-~-~~1{:~~~ ~p~= c. Y~~~~~ein~~ ._q~~ J-fr~~r-a.ct~~n)::ó·~- -·~l_!_q_~_-·_f~~-~i-~~{~~ciO 

_- _.'._'~-~~s--~~~~-~ ~· ~-~9ti1adoreS~_ de -ia- .-transCripción ~Y determlOandO __ el._· __ ge~, 
; part·ic_ular que será·· transcrito. 

En eucariotes, ·los genes se dividen en tres clases_ definidas por 

el tipo de promotor y la clase d~ enzima ARN Pol. La ARN Pol I se 

localiza en el nucléolo, sintetiza pre-ARN r!bosornal ( 455) ; la ARN 

Pol II, localizada en el nucleoplasrna, sintetiza ARN heterogéneo 

nuclear (precursor del ARN mensajero (ARNm) y la ARN Pol III, se 
encuentra también en el nucleoplasma y sintetiza ARN de bajo peso 

molecular (ARN de transferencia 55). (Lewin, B. 1990). 

El reconocimiento de un gen específico por parte de cada enzima 

- ARN- -Pol dE!peride -de PrOtE!fn8S auxiliares- llamélda-s--o--- fa-ctoreso_ -a:e-" 
transcripción (Fst) que también tienen una función regulado~a en 

cuanto a la expresión del gen. Los pioneros que reconOcierOri: !Os 

Fst fueron Roeder y colaboradores en el año de , .19_~0 !. ellos 

estudiaron el promotor tardío de adenovirus y con una.fracción de 

proteínas pudieron identificar cuatro componentes: TFIIA, TFIIB, 

TFIIC Y Tf'IID, los cuales demostraron ser necesarios para que ·so 

llevará a cabo un correcto inicio de transcripción, conjuntamente 

6 



Actualmente se sabe que TFIIA es necesario para la transcripción 

basal; TFIIB reconoce estructuras de ADN alterado e induce' la 1:1J?ió~ 

al promotor; TFIIC es un supresor de eventos no especifico Y-TFIIÓ_, 

complejo de proteínas que se unen a un sitio consenso de ~DN"·_r:i-c~ 

en adenina y timina conocido como CAJA TATA y se localiza eri las 

cercanias del sitio de inicio de la transcripción. TFIIA y TFIIB 

son ahora llamados factores de iniciación general y se sabe que se 

unen a proteínas de unión a la caja TATA llamadas 1.rBPs ("TATA 

binding protein") (Greenblatt, J. 1992 y Nikolov, D. 1992). 

Existen otros componentes que están presentes en algunos .genes 

celulares como son los potenciadores, los cuales se pueden 

identificar como secuencias especificas presentes en un tipo 

celular (Lewin B. 1990) (Tabla 1). Estos potenciadores permiten 

aumentar la actividad del promotor. Todos los elementos antes 

mencionados son importantes para que se lleve a cabo la 

transcripción y funcionan como reguladores para la expresión de un 

gran n~mero de genes en distintos tipos celulares. 



SPl (CAJA GC) 

OCTA II 

NFl (CAAT) 

API 

NO 

NO 

NO 

NO 

POL II 

POL II 

POL II 

POL II 
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:::¡::.p:~~::Ji1:f T!~r~;le}Jiº31~J~~~f~t&Ji'.f t1º~ff :$J~;;~,hªcita-
supe~f iÓ{~~ , .: li b-f~s -... -·-(i~i-~: .ciü~-i·~¿,/;;-~~-~i;~~"~·-,:~ ~fi~· ~._:;~ti~~'.~f-i6-?~'.s-:;_'.:c9Xpü:'~s·t~~ 

-f-~~~-~··:d~i=_-cn~º~~~t~~'o·~~i;~~i~~'.:i-~i~'.·~íi~~~~-ti-ii~~;ri~i~-iü~~-:~ .. ~~~~:~ttii~il-.}~~-·--
órganos (Sengel; P. 1976¡ ;,- -

El e~ite~io· human~·: ~·~>:o.;Ytj1ri~:·:·é~--.1~~:-.. :·t~~~, · clip~~;-·ge~~iri·~~iVas 
embrionaria& ( ect~d-~~mo·~· .~0~9·d~~~ y. ·e~do.dei:-mo-) ·; siendo Su .función 

proteger las superfJ,c~e_s (Haciean, N. 1978). 

Las capas epiteliales son el mejor ejemplo de las-limitaciones 

a la· difusión de· moléculas a través de la membrana. Poseen dos 

superficies: la s"uperficie apical que está en contacto con el haz 

de luz y la basolateral que está en contacto con tejidos que 

nutren a las células epiteliales (sengel, P. 1976). 

La- comunicación de las células puede ser a través de desmosomas, 

los cuales están conectados por tonofilamentos que permiten la 

difusión de moléculas y presentan también placas adhesivas, 

permitiendo el contacto estrecho entre las células ( Sengel, P. 

1976). 

La comunicación también se puede llevar a partir de uniones 

comunicantes, estos constan de dos agrupaciones de estructuras 

radiales situadas a continuación una de la otra, con un poro de 
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\\i ;"¡ji ;':~ ;~~~~;0 ,,, .' )¡ ;? i,: : . •· .. 
::~§~~t.:d;:i:~s.:t·.n,.~n~t .• t'.áº':s~~.~.:r.~.[tt .. ;idp~:º····sn .. d·;jffiifia!~~i1~~~~ª·i~:~1~~Jf~?J~~~fü~?· 

- Lcif(; _ -~~~1·~-1~·;~~: .:,:::~~~,~~~~~-~ r~~~~;~~~~-~ii_~~~-~~~--, 
i~~-.lI§~n~~ ~j~~~:~tc~~?~·~ci-t~ ~~:~~ --~~~~-i~X;¡~ -~ü~;;~i7~:=:~~~~2~~~~~ ~~~~~~-~~~t=~'uiib'.16·~­

- --__ e_~p·~~it_i~~-~::~::_-~.a·~~f~~~~-,1~~~~~~-¡t;~y~~ :_~a-mbi~~ \~~-~~?~~~{~-~-~~~~/- --q~~ <~~ -_ 
~-~e~~-ri~-~"~~ b~~:-.~~~-~;~:~~ -~~i· -6·1·t~~,~~~i;~r~·tc;·::· 

\_ ~~-:~·~:~J~~~~~Ü'.~1!i:!~~;-_~--~·~_tá~\~onf~rmado;._ por tres'· sistemas de fibras 

-pi::~té1ia·~~--~i~-~-~-6~-~~~:{~e~:Su~ 0-f~nciones·, darle forma y ~ovimiento a 

ras· .. ·C.éihi¡~~~;:tJrio-od~·:;-~:lfos·-:-está ·representado -por fibras delgadas de 

;· -;~~- -j~~: :·d:i.~~~t·~~ ~Í~-~-.-!~~a¡~~ constan de proteínas de actina, a este 
.-.·. l'' -· '· ,'} < .·,. 

g~~:~q·,~~~: ·~~A:~~~·~·.' -~.~_\._l~s.<':ll~mó microf ilamentos. El segundo grupo lo 

cO~Poóe·n··-i-o~· m.t.6rOtabÜ16s que miden 24 nm de diámetro y que constan 

d·~~:·~-~~-~A~-~~·:~'.:·_~f~~~~~~~O, ~·Son- los filamentos intermedios de 7-11 nm 

de diáinetí:-o:>~ En-< los·· filamentos intermedios están presentes 

-p;~~~r~~~~-)~~~~~,-~~iC~-~c para tipos particulares de células. De 

a~~e~d-~~,_"·óc;-~-f'~ú · .. ;·bioquímica variable, la disposición de los 

fÚ~nie~to~ i~terniedios difiere en los distintos tejidos (Lazarides, 
.: E. 1982). 

~---·-- -

Hacia finales de la década de 1970 los estudios inmunológicos y 

bioquímicos demostraron que los genes para las proteínas de los 

filamentos intermedios, se expresaban de acuerdo con la via que 

seguia el tejido durante la embriogénesis. La diversidad de vias da 
lugar a cinco tipos: a) filamentos de la glia de 80 A de diámetro, 

encontrados en el citoplasma de astrocitos: b) filamentos de 

vimentina de 100 A de diámetro, presentes en fibroblastos, 

sugiriendo que funcionan como soporte en el citoplasma: c) 

10 
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... ::zu:~f 11::~s0::::zf ;~~~: 1::· :·:~· ~J~:[}1!Zf f J!f~JJ~~~§.•j]{t!i:!~·· 
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con~~enen. ~~ot~ínas ~f~n~~ -~- _ ~:~-~::~-~:: __ n~azL(_-~,~~:-~:-~-~-·-~~~~~-~~-~~~~--~~~-~;~-~-,'~~- ~-' 

··. c.Úulas epi tcliales [ que~á~in~o~~ i;o~ ¡'7~~~ ;r:ii¡.;~~~.;,;;.·M;~:i~~~ .;~ •. 

Lazarides, E; 1982)• < ·f; ~;: :',; ··•; 
QUERATINOCITOS EN l~OS. .... ?'~. ( :;~ :h"'. ~'.·:· .:;~. -

~~;_~~~ - ;~·~:::~.;,' 

Los· -.·quef.at'i~oci tos. son las células p~~s~?-ltes<·.:e~? ~).":::~pi tell~ 

escamoso estratificado. La querátinización d~·~é~:;,1.,;~ e~i.~é·;,,.icas 
se. caracteriZa · por 1a producción y· e1· ~rreg1a·:· ~:sp-t1Cia1~ -de . cierto 

númerO ·de Componentes macromoleculares estrú'c~~l-ai~s.:.y<~.S~:-~a eri dos 

faSf?S. La primera es una fase de síntesis de proteinas especificas 

de cada tipo celular. La segunda es el rearreglo de las células que 

termina en la pérdida del n1lcleo y de organelos ci toplasmáticos que 

son reemplazados por una matriz amorfa de queratina (Prunéiras, M. 

1981) •. 

El epitelio estratificado se forma de varias capas celulares 

que actúan en forma dinámica. Iniciando están las células 

germinativas del estrato ba$a...l., la caracteristica principal de 

las células qerminati vas es que tienen una al ta capacidad mi tótica. 

La segunda capa celular llamada estrato espi nosq está formada por 

11 
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células ,que ··~~s~en 'pf~yeéÚon~s ·li~Ji~iJ~lti~~~) (espinosao) . que 

-:~:~~~b)~-~-6~~~? ~~~~~~~:=.;.~h~f ·~·~~~~i~·i·~~:~~'.·:~-~~i~·~'.l ~ -~~~~~~*~-~~~:i~ e~ j!:·:~~~~-i. f: ·~~ .- ~-
esta capa que ,Í::esa lá di visión' mi tÓticiii ;·. El ·~~\lJ.Q¡;Q ;,stá 

··~aii~~-~~·iz~~~~·\:~br~·+i~~,~~r~~~i~~~;:-~~~~-~~~~·r~a·fcihL~1-i~·~b-~:-i~~~ª;~cie.~do 
--~:_:~efi~·í:e~~;·i~¡~;i~í:~~-.·:a:~·;ci~~-~~~~;~:i~~~~:JJ~~:~~~-~:~~·~~i~~~~~-r-~-~~h!~ir~ª:-·se -
·¿~nv1e~t~ ··~n quer~ti.~~-: 1~~-~~ ~~~ul~~:-~.~~.e~~~·ri·-.-f~~~~-nd~- · ~~~·' ~qap-~_·\1~~ 
células gueratinizadns con apari~nci~ _tra_nslúci~a, constituyendo ei 

estrato ltlgido. La \lltima capa,_.es_ eL. estrato cQr.n@_-el _"c_uat_·_s~. 

compone de escamas sucesivas de queratina y representa .el estado_­

terminal de diferenciación ( Sengel P. 1976 J , (Figura 1). 

Las células mencionadas antes / en una separación estricta una 

de otra fórman en realidad parte de un sólo sistema, ·deb_fdo·-a:-)a, 

comunicación que establecen ies permite una organización·_al~ame~té 
- ce - • ~ - -

compleja junto con el medio que las rodea, logran~o _·asi '-'la 

homeostasis. 
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INVOWCRJNA 

QUERAWHIALJNA 

Fig. 1. Diferenciación de queratinocitos humanos en epitelio 

estratificado escamoso. El epitelio estratificado se constituye de 

varios estratos, en cada uno de los cuales predomina una prote1na 

característica. 

13 



ADN de doble cadena circular conocida cómo 

los cuales son huéspedes específicos del 

estratificado escamoso una vez diferenciado (Leask, A. 

1990). 'A pesar de la importancia de los queratinocitos en biolog1a 

Celular y medicina, poco se conoce acerca de los mecanismos 

moleculares de expresión de sus genes. Leask y colaboradores, en 

1990. reportaron con detalle la caracterización de la secuencia y 

--'-1os---factores que controlan un gen humano (gen Kl4), expresado 

especificamente en queratinocitos durante la actividad mitótica, en 

células basales de epidermis de ratones transgénicos. Estos 

investigadores demostraron la existencia de los elementos distal y 

proximal localizados en el extremo 5' del sitio de inicio de la 

transcripción del gen K14 los cuales, cuando son combinados con 

elementos de la caja TATA, parecen actuar en la expresión 

especifica de los queratinocitos. Se examinó la región proximal con 

14 



'-.. , . .. -: 

-.. '·. - --,··' ;-~ ·- .:\' " ~., 

.'. .•... ,<·.;}: .• ¡?~•:··· '"i 

-_ ·~~t~i.ie -:·~edi:a~te -~la "~·º~·~·tr~~-~~-ló~h1·~:j~'ti'~~-~i'¿~,~- ~~:::4·~~:~·~~~/~~~~;~~-.~r~ _de 
- . - ' - ' . ''" . ' - ~~ 

triu~sfocción transi tori~ ''( Alám; ~J; _'i 9nJ i•. l o\que';permi t'fó; estudiar.: 

1~~· 9~i>reSiÓ~ dei. gen._ de ;~int~~-é~:~-~-~ _' d'f f-eici'~-t,4~-:.:·i·!~-~-as~~;~~i~ia·;~~~ ;\E·~ 
{~ :_ s"e~ue~ci~ -:~·nlinim~--: ~ª~~,~ :·i-~.:~~~:~f~~~i~·~~~~;'./~i~·-;;~~~ ~::~~~·~¿;·:r_b~l~~i!L ·;-,~:·;· 
~~~rit~~lda-~_dentro ·de:' ~9s _:· 1iO '.:~~.~~~·1-~~--J~~l~:i~-::~-~6~i~-~l<~~; .. _.-.-~~i_; ~:{~-¡o'.~:~~ 

- - ' - -_ - ., - ~--"·:~ :.~ .. :::::~:J""'~~--~:-;2cf ·~-,-:t.:;:~..:..,.:..:,;~-;-c: -c..::C~":~ ~;_;_ __ 'c_c-• .,i_;_-=-' --

~!~~~:1~ ~~ ~a_ ti:-a_!1s-~_r:~~c-~~~--? .. ;~.~:.-·:·~ne~'.·~~:: -~:~~~-'?r·.;:.~Pi~-~r·~~~o_·:-~~a~~-~C? -~ 
AP2. 

~~p~r~a~~~ ~I1:~-·1;·~~~~~~i~~:~k ·~~-~j·.-~~~·~:~R~~;~~p~~~ff ;?:~ ~:~e~~i~~~~~i-~,~~i t.~s 
(Tabla 2 í . < se<:r;tl~rli ;' i:; 19.~!i)~C~: ~ ,, ' ~'..~"' ' ·~· ~· , 'i ,,,, . '.·~ 

:~·;:.>-,~- :,, '·"''-" ;';~.'-~ ~~" }!._'.,.: ·~·,,,, ~-.~;::>-"~ 

Tabl~ : é; ti~~ón ;:;;.el~' ~P~ .>~·C~'i_i~~~~té~6''1i~r6~C>i:~~~s : dé 'l9~~es : qua 

coÚÚc~~ para diferentes cl~bq~~r;;'Ún~s C~~;,:~¡:;~~d,'L. i9á!J); ···; 
':<; ).<:-: ~\-

. . _.,.. ,,,.;:·::· " _. . ·: . - -. : --,-.. : - ,,. . .~ 

s1't~~,~ dé .:~~~i-~~:~J:::~.~:.,,~ ~--;:\_;-s·~~Ü~~n~i&- de 'J:-e6onoCiini8nto 
_,·;::(; 

AP2 '(~on'Ji/º ·. •:;e 
AP2. (ca~':2)' · 

5' 

5' 

K14 -231 
---=-- --,--_ .. ,, ·-7~-"-=---co~-f':-- ... ~100 K5 

Kl -122 

K6B -329 

*secuencia consenso (con). 

GCC NNNGGC 3' 

GCC CCAGGC 3 / 

GCC '.fil.CAGGC -222 

.. ¡;:ce CCAGGC -92 

G(;C TGCAGGC -113 

GC'.r GGAGGC -321 

Una segunda proteína presente en al proceso de diferenciación 

del epitelio estratificado es la INVOLUCRINA, que al igual que la 
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está presente en 

capa 

la 

esto permitirá esclarecer los· 

expresión genética ligada a 

PROCESO DE 

DIFERENCIACIOH TERMINAL DE EPITELIO ESTRATIFICADO ESCAMOSO 
' .. '· ~ ·:··;:.··.(·-- . 

Para la formación del estrato 0 ter.;in~i ~d.; dii:E!rénciación del 

epitelio escamoso estratificado, las células migran ·a la superficie 

y empiezan a ser permeables a iones, principalmente al calcio 

(Pillai, s., 1990). El flujo de calcio es responsable de la 

activación de la enzima transglutaminasa, especifica de 

queratinaci tos y que cata liza la formación del estrato córneo (Rice 

y Howard, G., 1979). 

El precursor o substrato para la cubierta de queratinocitos es 

la proteina de 68 kilodaltones (kd), conocida como INVOLUCRINA, que 

se encuentra en el citosol y que junto con otras proteínas forman 

enlaces entrecruzados, estos enlaces son activados por la 

transglutaminasa y el calcio (Simon, H., 1984). Existen ocho 

proteínas que participan en la formación del estrato terminal, 

todas están localizadas en la membrana excepto la involucrina. seis 

16 



'·~::,-:trlinsg~j~~~ü:n·a,sa·~-....,c"Téi> :;': La ,··¡·ü~·~;:-~~;i~·~·\.·~ ~,~~:~-~.-~~i~~~i;~.~~b;;;=_' 1a·s .. :; ·se1s­
••• ~i.~~iªt1~~~:~r~~;¡na~ de l~·.mem.br~na fo~a~do• ull~ f~~r~~~uf~c¡¡g~d: ·_ 

'-'¡,n'i,; ~~~e~í:iéúe .;~1uíar (Eckert, R.1§sg¡. (Fig~r~ 2); ;. ·;.~ 
-; ·Exi~te· ~ú·~~ _ ~O~relEtción_ entre __ el __ 1:amafi~ ~~l_u·i~-~-~·y:~~lá~~~~i~t:;S;i~:·--ode~~ -~ 

,/ . : ':.-.~. :"· :: :~· -_ ' 

'conteni~o .celular de ARN especifico y a sU_ ~ez'_-e1;;~a~-~~c{~.~C~1:.'!lar:' 
;st:~(_co~~el~Ci.~nadO con la posición de-." la -'Cé1:~i·¿:~·~::~~';(~·1::,~;~~~{1:~~~:1~:~ 

- ··est¡;atÚicado (Watt F• 1981). Este estudio ab~ió.•i,;s_:¡;..;~,;;:~;;;·:·p-,;ra·-­

util~za~: a· la· i~V-01ucrina cama un ilidiCadÓr ~~·,_'di:;-~~e·ri~¡~~Í'6~·:-~~l· 
. ··-_. - . ' ' ' ·.,:."." ·(:.-. :-:-:·,.-·· _ _._.·;; 

epl.te.lfo estratificado tanto en tejidos normales. como -p.a_tológi.cos. 

17 



B) un modelo de formación de la cubierta carnificada. La 
yuxtaposición de la involucrina con las diferentes proteínas de la 
membrana sugiere la ~sibilidad de la estructuración de un 
homopolimero que permite formar una red firme de enlaces 
entrecruzados (Eckert and Green 1989). 

18 



de_i1wc>l<1cI·.in1a tiene un tamatio de 6 kb [flanqueado por Hind III (H) 

y BamHl' ( B) ] el cual está organizado por dos exones que es.tán 

representados como cajas sombreadas separados por un int:;_rofl;;:~ L!l 

escala está en kb desde el sitio de inicio de la transcrfpció~'-~ 
contiene los sitios de restricción Rsa 1 (R) y Pst·l -(P) '.'.-(É~kert 
and Green 1986). 

EL INTROll COl!O REGULADOR DE LA EXPRBSION DEL GEN DE INVOLUCIUllA 

Un intron es una secuencia presente en el ADN de células 

eucariotas y en arqueobacterias que puede ir desde so a 10, ooo 

nucleótidos. Durante la transcripción, el intron sique presente en 

el transcrito primario y se remueve durante la formación del ARNm 

maduro, de tal forma que no codifica para ninguna región de la 

prote:!na producida. 
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~;~·-~-~~#_~n-._,~·~-~~~-.'.){~~!:;O~n~~~'/::.~:.~~~.~~~~'.r,ra- :fel_~o~~-611': del si_t.io de corte 
-,.:. -~-~~-déf;~Int~On ;:.~·á'µm;e·ntá'il·d~-i~-·:5a1sm·1n-UY~'f1cto.0·er .m1in-ero de nuc~leóti-aos del 

~.-:~·x~ry-~;.~-\~_~r~·~~O:~-:·'.~'S.~f:~'~-~-~~.Nni~.d~_f_~~~-~t:e:! ~1 :~-~f~V1s~·o';- ·--·es- -pOi· .e110 _ é]úe · 

Se ·_ctice·-~ c}'Ue·.:·_ia\:E;xpresióí{ ·ct~;<geneS <:·Puede -~~tnr · ragu1naa también --a 
;· __ .. · <- ·:.:/_·.:.-_.::'--:-~''.':: _:.:";\:"- :_¡-~~!:.---- ):-!::: .. :¡_:· -<·.·· ·.· ·: .. - . 

nivel post.r:.anscrip".~,~nal.(~lberts/·:B'. ·1987). 

~=mtsi;· pl:~tO_~Cfrlc~·gen",-:que·; p8rtiCipa- -.e11 la·. regU1ación de :_Cé1u1-as 

esp~~1 _f ~ci~.s \_~-~~~~ri~"~Fi-~~:~-'. ~lf~~~~t;i~~~"r~~:;·~~_i,~i ~~-~ :~_-yt·~~;l ¡ f ~·~~_cf ~~ ~ 
. dep~-~de --d~l ;'. ~-¡,·ntic;i'~~-~ ~ d-Í·f"~~~rit~~- f a~t6·~~~-"fi:~io-ló9'ico~, _:!nciti~elldo 
factores chi ¡;reclmi~nt.; protéicos (KeÚy, K., Ús;) q~~ c;;o sólo 

iftt~r·ac~~an,- eit >1a re(Jión no codificadora. se· ha obserVado-·q'ue ·al 

intron 1 de c-myc forma parte de la regulación postranscripcional 

a nivel terminal (Bentley, o., 1988). 

~ parece influir el encendido y apagado de la proliferación 

celular y diferenciación en una variedad de tipos celulares. La 

regulación de este gen comprende mecanismos transcripcionales como 

postranscripcionales (Collart, A., 1991). La transcripción se 

regula grandemente a nivel de la iniciación y la postranscripción 

en el proceso de alargamiento (Blanchard, J., 1988). 

carroll y Taichman en 1992 encontraron que en la expresión del 

gen de involucrina, el intron acttla bajo ciertas condiciones como 
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L;'.~ :/~:>;;~_',;~>~ v , lo;. :.,:•: <;:,. ~~'~,~~;\.<>·-. ,~·~·;~- :A;::t~· ~~~;.:.'."; w.-,' ·:·,J,::'··,: ... > 
-· - -,):::~ ;':'.·;¡ ~~_/;~(: ,,., , "' - ~.;:!.b ·\'.~ ;~-)-::.; 

' ,,___ . ·--- ' "· : .:~" ::::>- :j.~\-~., . . . 
-~-:·Y.·0· l~~t -,_-,,, ;:·_;_::·,::::_:_:--,-_::_-__ ,~-- --" :·~ r ."?'~ ~::_'.}_Te_'._;:_:~-:~·: :_-~_-_._·:·_-_~---::_'. __ : - - ~~}:'e·· t-};:{- .e 
.• e -~ r. ~~:'. ;~¡~ - , ." ~- ·t~ ~ ··; ;··¡ ,-~~,:;'~~: 

:-~--~~,~H~~.~~~~'.~~Y:{:~~~:: ·~:~'.~.á~:;_~--~~~~-~ ~¿t1~a;~o~~:;·:ct~ /~~;:_it~f;i~-~'.~~~-~·~:i~H··:;f s1n 

,,·rembal.-90·;;';ei\:-p·aí:>~1~~-d~i' :int·r:~·ñ·{·e'ij:;-i'a ;'. rE!qúi~hfóil ::· ci0J este-~ 9'~11 ;-:; ~~-i /cOmo 
i~~:~},~i~~-~Ü~~S ·::~~~~ki~l:~;,~-~i~-- -~n -1~ ~-~~¡ji~~-¿~:~: dC1 k~~~~:it~-t ·se 

-:~~d·~~~·6-n6:~~~·~,~:z=:' :C:~~~_.~~~~ '! ·-· · -.·: • ·_;;~~l;í :'..~/1.~~c:r'}j. · " - ... ,:: ;·,-., · :-.: __ ,_·~ _. 
: /~·~¡;,:~.~~~·~: l_~"~~~~é~.~~8,?c~~~:z~~)i'~ ~~~~~·~¡~·ü;;dé0 illglin-ós -genes puede 

e-~· i;\t-~fV~~ii~~~t'.fi~-r;t~·ct·1f·~~~nt;;;;':'~6~$i,~~~ti3~f.C·om~6;~~º~~-:1ones _,e cii1cio > 

C/ -~~té~'~-i~:~---~ ;q~~ ~;:·int~-~8~~:~:~~-~·.;~6ri:.,_ .1'.~>·~é-1~·1'~--;-_ ¡,:.·._·bi~n-: temPoral, 
, ,".·,. : -~: -- :·-- --::_~ - :~·. ~-:, -- ..:: -. '. . . - . - . ' . - -· .. - _·. . ·: _ ! -- . . ' 

·- aCtUSrictO·-a- lliVel -trañs.ci-fPci.OilSl ~ Procesaln1SntO,del: ARN, transporte 
- - .. ,_' :- ~-- - :_·_ .- - . . - -

dei ·:ARÑ_i_·_ t.ra-ducción, degrad~~.ión a81 ARN -y control act.1~8cional de 

-- la· prot~-ina. si lo manejamos como un sistem~, existen innumerables 

var_iables para la expresión de un gen, pero la expresión de muchos 

genes se controla predominantemente a nivel transcripcional. 

Existen factores específicos para cada tipo celular que permiten la 

regulación de sus genes, conocer los factores que intervienen en la 

_transcripción de la involucrina, nos permitirá proftindizar en su 

estudio, como un modelo de un gen regulado durante la 

diferenciación de epitelios: siendo que el epitelio constituye uno 

de los mejores ejemplos de diferenciación celular. 
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B) FRACCIONAR Y SUBCLONAR LA RR DEL'GEN DE LA HI. 

C) LOCALIZAR SITIOS POSIBLES DE INTERACCION CON. FACTORES DE 

TRANSCRIPCION EN LA RR DEL GEN DE LA HI • 
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· , ... ';(')) ic ,,, .. 
'.: ... ~ ··"" .:- --~~,~~- ·E:·,:_, .... ";_..,.. ::-
·\;:.·.:~: ..'.::··._::·' • ':::': ;;·¡' -.--.:-·'. ', /;-'.:~r ;'' 

nmH~~¿· ¿11~9d -· ,, ·: '':r · · 
:· Ei ~-p·rinlSr · .. })850 --~cjll~- ·,s-e "~:ig·úi~~:}-f J~t:'~~~-~,~- d~'~~~~ ·-~~\:l~> secuencia 

~~nod¡es~- .. d-~-:1zt·~ ·:-~:~ -~-~i-· sI~1~:~i~6~·i);,~~-~,-~-J~.\~iri~'~:~-~:i~i¿~, -~~~ ·:.(f a~tº~·~; 
> '•, •" •• • • - - "•,•••' •",_«,•-',,•o;u,-,•,_ •'je.'·• ,,,-, • ,;. 'e 

nüCi~are·s _ p-á·ra - pc.;,stB~f~rmentefOb~·ener>difei:·~-nte~:.:··fr·agme~toS:.'·-~e:.-~~ 
~~c]i6-~;- ~~,9~1~~-~~~\d~f~{~~~p~ ·'.;~];'.~;~ ---{~:~-~~:_~- ~ - -

La construcción de.
0

plásmidbsWf~a~,~¡~-:c1.; i;· d-;~e~t;,ci61tdei;~/.­
JH6B se realizó .. can··· la<-~l~na~ióñ:::en --vect~re~ (de - eXPre.SióÓ·-. -o 

a~plificación) para:_s~~-~·~-~~;~;~ci'Q{~~.{fiz~~i~:¡, en·· otras · et-~i>'~,~-·:~~Í 
proyecto. Básicamente·,: i~·~ ~·~~-i~~-t'~~~iá -~x~-~~i~~~t~~" ~u~~-~~ --si_c;J~Íó.-··se 
describe a continuación: 

PLASKIDOS 

Los plásmidos son elementos de ADN extracromosomales, 

encontrados en una amplia variedad de especies, principalmente 

bacterias. son circulares de doble cadena y tienen un tamai'lo entre 

1 a 200 kb aproximadamente. Las características que definen a un 

plásmido son: que codifica para una resistencia a antibióticos 

utilizada como marcador de selección, orígenes de duplicación que 

permiten un qran ntlmero de copias, sitios tlnicos de restricción que 

facilitan el proceso de la clonación (Kaniatis, T. 1982). 

Se describen a continuación los plásmidos usados en este 

trabajo. 

al p;\3H6B 

Es el plásmido que contiene el gen de análisis, del cual se tomó 
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:.~ /;.¿>:·· '·· ;~;~· .,: ;; . ' : ' 
·. ·.·. ·•· •· .. ·.·.··.· .. · .· . :·.··' .. ·. ·.·.· .. ··· .. ·.·.· ..• • ..• ·.· .. ··· .. ·.•.··.·· ... ·. ·.:.··.··· .. ······'.' ·. (>-> •. ~:,·/·> ), ~':;~ -'~-:ú~.-:. \\?~~' .: ~;¡~;:~.,~ ... 1,,:,t.:~t /~'-:-

~; ::'~}.:. :/:,' ·: > ._:·:_.-·· /.;~Jt~:~;~-;~~> .. -···-:·; _,., ,,:_,;· ... c,,c" - . 
la· secuerida' de.' i.;;t~rés, ( insedoo): ,que. es• lá' región·• no éodificadora 

.·:d~l gende':\á i~volu,C:.:ina h~m~~;,:: fEi Í>~~siii'ii~f p7':Í~6Df~~ d~~ado· por 

:. el '.Dr{ Howa~d ~Gre11n'' de]!" oel'árt~m~n~o~ci~:fisfoióéj~~; Ytiu:oti,sica de 

la Escü~1a · cie 'kédiciná' .ie'º líafyá),íi;: EÍ:~'piá;.'.;i<ÍO,' {:~J;;¡:ir.ind~ • 9 : kb de 

· _-- loS cuaiSS' -~-~~-kb~~cci;·~~~Pi;r{d_~-ri T~~: ~g~·1{:.:d~~~:j_·~~~l~b'~i~~~/-~'f1~~-~li~adá 

b) p827c.b; 

se conoce la :·s·ecUe'i'iC-iá~·-de ~ioS primeros 827 pb más próximos.-81-

sitio de iiiicici de ·1~:'tra~~c~ipción de la región no codificadora 

del gen de la:involucriná (Richa,d. L, 1986) (Figura J). 

conociendo la. secU:en'cia. de'l fragmento de 827 pb lo amplificaron 

mediante -la :i:-eáCción· .. Sri: cadena de la polimerasa (PCR) creando .un 

sitio Xba l 3i .. ·artificial para su clonación frente al gen CAT del· 

vector pCAT-basic;-' 
. " ' . ::~ -. ". ~:: -: ', :·· ~, ,_·~ .. - ' 

''.,,' 

e) pUCl9 

Vector de 26~6 pb, utiliz.ado para manej~r ¡y~ a~Ü~;;t"~~I~J:, 
frai;Jmerito- de AoN c¡Ue -contiene üri gen ele re&i:st'ellcl~lf:c¡¡~~J.i:il~1r'y 
con un sitio de clonación mllltiple (SCM) d~ se pb :cliañis~°ií"Perrori 

;·~~; . 
·,~, ·~ 1985). 

d) pCAT-promoter 

Vector de 4506 pb con SCM de 24 pb. Cont.ien~ l~ caj!'.:,.TATÁ del' 

virus SV40 (promotor) y el gen reportero cÁT (~iói~:;;f·;~iciÓ{'acetil 
transferasa), el cual se expresa de·. ·ªC?ú8r~o-.. :··a-~/.i~·-;,regui~·~ió.n 
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la región regU1adOrfl___ no 

plásmido PA 3H6B se realizó una cinética 

de restricciones parciales. 

La eficienci~ de cada enzima depende del tiempo de restricción, 

· as.f,como de la concentración de la enzima. La cinética de diqestión 

se r·ealizó en los ensayos con la enzima Apa l en diferentes tiempos 

(60, JO, 20, 15, 10 y 5 minutos) y diferentes concentraciones de 

enzima (20, 10 y 5 unidades). 
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, Los'·geles se prepararon en concentraciones del 1.0 

agarosa en un volumen de 20 ml d~ amortiguador TBE 1X, (mM) :-_-Tris 

SO, ácido bórico so y EDTA 2, calentando ln solución ~asta 

ebullición para disolver la agarosa. La solución se virtió erí .uría 

cámara para geles colocando el peine formador de pozos ' én un 

extremo: una vez que la temperatura bajó aproximadamente a so~c, se 

agregó Bromuro de Etidio (o. 05 µg/ml) para teñir los ácid.;s 

nucléicos. .. .. ' . 
una veZ s-OiiC:UfiCadS la -agarosa, ef p9ilie- se -retrró~-:oy:--·-se...,.: 

introdujo a una cámara de electroforesis horizontal . ."::S'e· a·na:dierOn 

100 ml de solución ·de TBE lX, lo gue permitió cubrir''tot;,linente el 

gel. ' :. : ::' .. :. . , 

La muestras de ADN y el marcador de peso· mol;ecul.·~·f· d'~1'.: ÁDN se 

coloCá'.ro~:.:·~n,:ios pozos añadiendo colora~he.LÍ.:ridi'~-~~:~-~:c de· corrida 

(Azul d~· b~omofenol 0.02%, Xilen-cianol. o:ó2t,y'ciiié?'.rroi\ot). 
,• '.>. ·.<·:: -t·';I, .. · . -. > 

El corr1miento electroforético se hcice .del·:-cátodo 81 ·ári.odo 
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, ·~s _· fragm~ntos de 1.oN -.fÓrm·an·.- b:~}ída~'~'.·h~Fiz:O-rl_t~{eS:~~,.:·ia~· que 
; ·-~·: •'-;;"? 

visuillizaron exponiendo el qel baió.' l~~·:·ultr~_yi:oleta ·ci~-.:iondá 
. (320. nm). 

' - . , ' : ·.- -.:·:-- ,· ,· - ~: --.:: <:~ ... -~ 

se armó un par de! -VidrioS .pe·~-fe.~~~~~-~t-e-'iiinpio~·.y. a~'~;~.~g~~~~;do~:,' 
-con -separadores de i ~-2 ~ cIUe- .ge- .. se11lit-on COn iubr1;;a~nte~: dÍ:! · -

silico~S pai-a evita~ fuga~:~--·: 5; 0

-proced.ió a prepára~- la ~~;Í,-~~-.i;~·,: de·­

Bcrilamida en un tubo cónico de polipropileno de 50 ml f se 

agregaron 10 ml de solución de acrilamida-bis-acrilamida ( 30: 1), 5 . 

ml de TBE lOX y se llevó a 50 ml con agua bidestilada. 

Posteriormente, se agregaron 50 µl de TEMED, que es un catalizador 

de la polimerización y 150 µl de persulfato de amonio al 10%, el 

cual al homogenizarlo con los demás componentes, inicia la 

reacción. Esta solución se vertió a la cámara de vidrios evitando 

burbujas y se le introdujo un peine formador de pozos. Una vez 

polimeri zada la acrilamida, se retiró el peine y se montó en una 

cámara de electroforesis vertical con TBE lX, se lavaron los pozos 

con el mismo amortiguador quedando listo el gel para la aplicación 

de las muestras. 

Las muestras se prepararon con colorante indicador de corrida y 

se colocaron cada una de ellas en los pozos del gel. La migración 

electroforética se llevó con voltaje constante a 250 V. 
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de 

ag<arc>s••~••e,co,rto,la banda deseada. Los fragmentos menores de 1 kb 

el método de ni trogeno liquido y los mayores de 

k1:1'.'s,e,obtu•vi1arc>n por electroelucion. 

a), Pur'ificación de fragmentos de ADH con nitrógeno líquido. 

Se preparó una punta amarilla para micropipeta tapada· ·con 

algodón, se colocó el fragmento do agarosa (que contiene:-'7 er= 

fragmento de ADN) dentro de la punta y se congeló durante 5 minutos 

en nitrógeno liquido. Se corto un tubo de microcentrifuga de 500 µl 

en la base y sin tapadera y se colocó la punta dentro del tubo. 

Este a su vez se colocó dentro de un tubo de microcentrífuga de 1. 5 

ml sin tapadera. Se centrifugó en una microcentr.ifuga a 15, ooo rpm 

durante 15 minutos y se tomo el liquido del tubo de l. 5 ml: a este 

líquido se le afiadió medio volumen de fenal saturado y se agitó 

con vórtex, después se agregó medio volumen de cloroformo-alcohol 
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.. •·... :' :;f01 · ~;.e· if;f,q> 
i;()a~fli~cf 2~}f}2'.eY~C,1i.;~ó a,'ii<iit'.iit'gbn'ti.iilrtex. '~e c~ntr¡rllgó po~ 
~.:·-, ~i~_:.:;-~ ~;·~~-~ --~~~-: :.~:~-~tT ~~~-~i~\~~~~~f ~:~:z~~-~~:~~-~~~--·~;-~r~~~-a~~;~---~~-~~~s~_- ~ :~e~ 
p~éci.Pi tó. :,:ei~.'-:ÁnN .:::con/;';ed1~··,: Voi~men .-)·de·:-· a<::t1t~-t~"·: d~·.· ;am~~-iri .. ' 1. ·s· :·M µ11 

¿-~-5---::y:~,''dOS' .· ~~~{:~i~ri~~~~~-::~t~i~d{·~~-~:~~~~L~~-~~~}¡~,á-~~~'] ~fo< t~~- d2~»~~')·_·;· ~se, 
,--~ - -- - ,.,.. ~--=' _. ~ 

~-~_riti;}.'~~g_ó;0 ~~~~~,-~~J~9-~h<~:~~~/~~-~-~-~:~~-~~~~~iQ~¿~i~_~t~~~S-~ se ~~-g~~seCfllf ·-~i: 
sobl:-'er1ada'lit~:-:·é~n-;·:c,.úd8d'o'i.-·yc·~~;~ ~-g~~gó·~ étán~Í ~-(-_e6-%· p;~~-~-~~-j~~c.Jaf_;~y-­
q4i t~-r- sai:e~~}s~~?ci:~~~ii-~u~ó ~;-;·ri.ú,':::~ /i~.-.~isma _-vé10Üi-~~~,· y·~·,ri:~~~~~~~{~ 
se· tiró·: -~i-~: ~Ob~~~·~~~~:f.~ 'b-b~;;~·ii·1~'~d~ ;--~.'d0;f~ñ_a~ év·a~~~~-~.:'.-~)j:~-ij¡~~!::~·: 

-uria~----~~~- 'C:tit~Al~~-::_-:f~'::.--·J~~~t~~,_-:·~~ :"'pr~~écÜr:? a-, .~e~~-~-~·e.ri~.~r _ _.i_'.~_ñ ~:·e1~-~ 
..... : ·_ : .... ·:-- ··.::,,:_;;:: ._::_> :·-; -

volumen deseado·. con¡;_agua.: estéril·. :~~f.·.-·:(\:; . , 
';:· .. : ,': ·:.- _· ~·: .·' ::- . ::, ; _:. · .. - ··: . :~ •., . ",. ''-' ;.: ~ ... 

d-~. -c·-~ragme~-to~-c~.-:d~"---~:'~¡j~ ~ mayores, i'~'~\>i~ 7~'.~· -por-b) Purificación 

"~ -electroelución. 

El trozo de agarosa se introdujo -en- una- bolsa de: diálisis con 

porosidad excluyente para moléculas de 12-14000 daltones y se 

acomodó en uno de los extremos de la bolsa, se introdujo TE lX 

hasta que cubrió completamente el gel. Posteriormente se puso en 

una cámara de electroforesis horizontal con TBE IX- y -se a-plicó uñ 

vol taje de 100 V, de tal manera que el ADN saliera del gel de 

agarosa y quedara en el amortiguador TE lX, una vez hecho, se 

rescató el ADN de la bolsa y se precipitó con acetato de amonio­

etanol absoluto. 
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:f~.~:: ·º':··" 
.:> 

'J , ···.-·~ .. ~::.e ~·.:.!fi:' :/~. : 
:~~:. 

r-·• .,, '¡- - .. • -;.·-:··,,,; 

<_-.,-_-_,;;"" . ¡ .. ~¡~-~.'--: ~¡:~:: ·--~o·_ .;~º~e;~·-,,-}}~-- ;\-.-e:.-.,-
.,, .. ,, 

' •'l 

-/L~--'.~10~-a~}~~ \~~-ri-~iS.t0 en ~--ri~e~~-áz:~-:'.~~:. ~-E-~~~nt~>·~e ~~~t~r_és-_::e~ 
ér.ouACxoN ' 

sitio Eisl:>;;C:iüC:C> .'de•· 11;; í:>iásnifc!oi.'ürirt':1:;;.~gn¡8.ito~y.'1e'ct:o;;.i inEidiante' 
~ ... uri~; ~;,~im~: ( li~~.;i611) ;;y ~ii;~i1";1c,i~J;e1,huil.~'6. ~~,~~~}:do/~ri {11;sj~tel"ª 
b~~~~~ia~o -ad~~~~~,º-~ to_:- " '.~~.0:·(i~:l~f_;.;f.~-.~-~~\.~ ... ~~'.:{,- ;---'~ >--~~--:-'.~·.<;:;· :.:;---

-~·_,· :: ~-"--:<:;-::·':~\..:',::<:~-- ;\·;·' ·:_ - ,- _- '' --' -:-__ -' _-,-:>-~ -__ -_: __ ~,--_-:---
Las variaiites que=.utflizamOs_~-se ,deScriben a -~C?~ti_~~~C~ón~_ 

>-;> :~-,Y} ,¡:y r/:?· ',;·~-
,__,_~~--~---·;,;;~¿:;.-:'.::i- :c;~o:::·~~-,:-o~',-: . ;~ -~-~ 

J·'· ,-_ ,: ;.--~ -~-,~_;: 

- a) CLONACION DIRIGIDA';:_: . -~;;" ·•-"' - ·-

L~ ~-~1¿.h~~ió_~---~i'~i:~r~~~--:~~~~-~-~;~\S}~~~~;~_.:~;~~~~-~r.: ~1 ~~-~-~~~y ~i inserto 
·:·; ._:·,_- __ ·::::·· . .-:_,-,-_,-.,,:;_., '," :_:'-. .'-,,'_';'-""-<->'_,>·.-:·. __ :: 

~~a~q-~e~d~~- ~~~-: ~is-..~~-t~i~~ ;d~~~-r~Ó-~e~~(de cOrte _con.- endonuc_leasas de 

re.stI-iC;~iÓn·:,iJP~r'~iElj~ín'PiQ>·:er(ei:·\¡~xt-re~·o_ ·5 1 .. t5nemos un sitio Hind 
~~i ._.-,~-_~:·:~ri:{;i .. ,:.::~~~~:~~~:_;_;_~()~~-;;:_~;i~n~: ,-~~-~ Si~i~ BamHl, esto dirigió la 

: . -.- ':. :· <' .. ::~·: . ··.:":" .,__..,::'--..·-~~-::~ ·:T·:,_; .. · _ . ...,_~,:;·> .-,o~-= - .-_----.~o;; 

Ol:-ientación -..del -;(,fragmento -:·con : respecto . a los extremos del_ vector 

• ciéi:ai~f~~;;.:.;;~,Hºi>'~t~1inCii.' ur. soló tipo de unión entre e1 inserto 
;_.·::'_ .. '.·º,: ...... ~ ::_: .. ' :_'-.';.'i--; ::,::_:.'-.'. ! '. 

y el vecto7 .C Figurá 4) • _./ 

bl S!_f''!AB_~?_N~ !?N vee,:r.ORES 011E. TIENEN ~MBOs EXT~EM~s c;oMPATIRT -~s CON 

El INSERTO 

El vector linearizado por una sola enzima tiene extremos 

flanqueados por el mismo sitio de restricción, ya sea cohesivos o 

romos. El hecho de que tengan un mismo sitio de reconocimiento le 

permite al vector recircularizarse, impidiendo de esta forma la 

entrada de cualquier inserto; es por ello que fue necesario llevar 

a cabo la desfosforilación del extremo 5' del ADN (Figura 5). Para 

J µg del vector se utilizó 1 µl de fosfatasa alcalina y se incubó 
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+.;.,,º 
BAJA EFICIENCIA DE 

- _TRAHSFOR_M~Clf?~_ 

1 
ALTA EftCIENCIA DE 
tRAHSFORMACION 

Figura 4 ·. Diagrama de la clonación dirigida. 
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Figurá 5. Desfosforilación del ADN. 
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::,. 

-3:~::~·~.·-~t:·.-p~~t-~~f~~;;~-~~~··- se:. eliminaron durante 30 mln~t~s. a las 

.inlpur·~zaS· · corl feriOi-~toi:iO·f~r·~c:,~-J·~c;·a~-f-ii~a·::y,·:por~:,préci.pi tación del 
·<:'.!;'. ¡, '" 

ADN-. De· esta _m.an~i:_ii,:'_ ~~~·:!n~-¡J;tc);::,P~~-~e·>'~.er2~:·~·i:gaf:io --al VeCt.or en 

-c_µa1_qtiiera de-186 ~dOS ~r~:~:n~~-c-~-~-·~~~·s:?P~~A~!e·~_,. 
.:r-·· ;~;:: :-·_- ~,: ... - -~ -

BEPARACION DEI,_. AQN 

:.~f;~.- 3~;:r~~ .. -~-.~:r:,.~1~-
~rl_. -B19Uno's"~éaEfos~-~-~~:--p~:~~~*'€~~ó;i~ -~i. fici~\:d~i; f i-~~ma·n;tO::.-de-- _Ac)N as·Í 

como. de¡~- ~~c~·~~"Y~J~,'.~.-A~- ~~ ifr~~~rii;.;~~~:~~~r~:¡ ~:;·}-~~,~r~ :;.~:-~·1·.::~~~~:.';.-~1~~~~~·~·, 
~<?r _ 1':'_ ~u~·-~ ~~J·r~~-~;¿;>:~i·::~~·oN·_¡ci;J·~~'i~t-~ri·~~i~ ~·~~·:·~x~~r~m~·s:·:- .. P~~~ -;obte~e·~ 
si tio.s r~m~~.> • ~:;r ·~· J' ?:J 
/ A·parÚr•'.cié 5 iít3'de•~ADN lfneá'rizádó seadicionó dGTP,·.·dT'.rP, 

dCTP y diTPJo~:is' 'mk;': i;5 ;#Jl .de>amortiguailor (mM): Tris-HCl io, 

~gci~:~O;:'.?Na.~_(:~.~-:~'.- ~~~ ,'f~~f,~"~:~~
0

·:~~--;:'-~i.-á«]Ua necesaria para un volumen 

fina1.'de':.¡;j;·¡;¡ Y:'1 ¡J1 . ct~''Eillziína Klenow. se homogenizó y se incubó 

~.,·'~;:_~C, J~:~~:rif~'.:~·~·-~·~{~i;:·P~~·ia~i~~mente, se añadió agua hasta obtener 
" ''<:\;'.-:º,'<:',c.;~..:.· r~:i;.: .:·-.::~:·.::. :·:,,<· -.. , 

Í~o_.i~.}:L~Ó;~~#'~A~~~;~s~.;~1~'0~ .a:.._ca]:Jo la purificación del ADN con 

tE!noi'~c:~:Oro~orITÍO}is~ciTti.i1iC.0."-1--Pºr precipitación con etanol absoluto 
y~:aé0tat~··-·a~)~~O-riiO:~~e·.r~~~~~-p~ndió ~l ADN en io µ1 de agua estéril. 

' ' ';>·-;· ~'.!¡ 
,,;;: 

LIGACION' ' 

Lá li~:c~Jhjotn~J:ú ienl:unión de los fragmentos por medio de 

la e~~i~·~·:--~~·~~~·~~\i~·{;'.·~~;9'a·· ,~4 .. :'.~·~1·<~~f~~·1zar ·1a" .:fo~~ci6~·«·,!'~ e'n1aCes 
' ' -.. ' . •·'_ ':'' _ .... _.. .. ... ' . .. : ;', . ·'·.·· - . ,'. , ', :·.; ·. ·_· ', -~···, 

fosfOdiéstei ·entre·.: iOS ~xt~-~~C?-~r· ~_.'--~o~t·. ,Y~~~:-:~~ ;:t0rmin~l en ~ADN 

(ManiatisT., 1982);_ 
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,P~ra 

recl\l gyrA(NaP) relAl 

en medio SOB (g): Ba~totriptona 20, NaCl ~.5f·pll).s a~~i~cio a ;· 

litro), comple~ent.actO con- MgS04 1-0 mM; .se :.in~-Ú~~~~n:·;~-~-~,~-:~~ct~.~i'B~ 
' :· '. _.·, - .·:;.-,:._-.· :·:: 

a--31•C:coli-agitación_·con1?_~an_t,e _(200 rpm) aproximadamente dura"nte· 16 
horas; sao· Jjl de este_ -p~~~~-~~~~~ --~-~- -inac~-ia~~"n-?-~i,--~~¿i::-ii\1:~~d·~~~etti-ti,_~:~:-
SOB complementado con 10 mM de· Mgso~, -se · i~~~{~~ ,:,"~6~/~-:~gi.~-~~IÓ~ 
moderada (200 rpm) a 37•c hasta que el cultivC:. alc~n~Ó·u~~:.d~hs,id~d 
óptici{ (o.o.) a 550 nm de o.5. 

Ei cu-~tiVo se trans.firió a tubos Falcan de s~'.:·~~ ... :~~;.·¿;-grid~.-~-iO.~e·s 
de e~teri~i~~~- y se 'enfiió 10 minutos ·e~: h~~io>.~-:~6¿~~-~r~~~~~.t~~-~e-
centrifugó 12 minutos a 4•c y 2soo rpm. 

·-'·,, ._.., :·-'., 
El'_sobren·adante se eliminó y la pasti~_l_a·:_sc-re·s~~~-~ridió. eii ·16.ml 
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Rllpl2 ~100,;¡~a§i;j~o'tifr;c1~jo i~gl,Í§~;,:Ól• 1 St'J."'0,":aj~~tó)>l ,pi! a, 5; 8 

co~~~:~;z~ti~;~eªt~~f;~;~~~ó·f:~i-~:;n~~~~·}:.:.~:P.•9 ..•• is.~o· .. rpm; el 

~.ob.~el1~-~~~~~.·~~;·•~Umir{i.~lan€ª~,·.t;m{11···){.;t ...•. ·.cM:;º:~r'·r/o·e1.••~1.un_·· ... ªot.~,--.-M~o~Pfs~·>.·;s1··0:.••PmH_~.··6··•.d.·se' 
.~- a~~~:~:~~~-~-.~;~f-.,~:~-t-~~:t:~:~~~-~~~:~~-~~~~-ry/-~ ,. -. - - . ~ -

1 J-:CN~M~~f~lin¿J ;.ác~~~·•···~~~~a-~~'.·j~1rc5kic~Jf 6~bi~"7i R~c1{10, 
glih~;,:~Í;-i~ji•1~E!•,i'ri~~bó i5cm'J.~u/:~,¡·.fn• hf~l~ •Y ~;.<list:~.i1Juy6• en 

·a1i6~~f~;~~+~~Z~~:;~·~·rif~:-~i; -:·:~,~~-~~~-·~Kb~,~ ~:-~·s~-~~ií~~~}? P~~~~r;i~~-,i~~ ~-y"--- se­

ri'1·in~~-~,~~iJ¡f;f~:-;~~:ri ~ H:~i: ~~ ~- · · -:- , 

]sl~~L~~;~~{f~rl±B:·>· -
- . . - - - --- '-·- .,,:--

:?:: :\:<~t;:;~ :-.: '·::~~_-/::< .: ~f {n.·. ~:: >:.:'.::. \· ;~. i:_ ·. , 

Para' la -~~Pi~f,iC~~iÓ~:_:_d_8i:;Ao~~·deseado fue necesario introducirlo 

en· bacteri8s -~.~~~~-~~~t.es· de la cepa DH5a de ~ a fin de que 

mediante Su proceso· de duplicación, se copie muchas veces el 

plásmido. 

A una alicuota de 200 µl de suspensión de bacterias competentes 

DH5a_ s~ agregarqn 50 ng de ADN y se incubó por 20 1 en hielo. 

La mezcla se incubó en baño mar.:( a a 42 ·e por 90 segundos y 

nuevamente en hielo por 2 minutos; se añadieron soo µl de medio soc 

(medio SOB + 16 µl de glucosa al 20% + a µl de MgSO, lM), y se 

incubó en agitación a 200 rpm durante 45' a 37•c, 

Se vertieron y espatularon 100 µ1 de este cultivo en caja:S de 

medio agar-Luria-ampicilina (50µg/ml) más 40 µl de IPTG (isopropil 

Jl-D-tiogalactopiranosida) ( 100 mM) y Xgal ( 5-Brolrio-4-cloro-
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- ~~~ :_::/;··:;~:-··: "-~: . ~-~:::''', 
~;.::_,:::; ·- :.~...- ·;/_. __ _ :, 

-,·. _,/·_-.. _~!;:}~:~ ~- .· ··_·{ -
,,. '<,;:_::J. •:i'' ... º:" 

- -~~e'<. 'i:~_rf S~~~~ - ,:, ;t:·-{ -~~· -.: .. ;',_Lt: i;\.·_<·:-:~~-:.,:.1:;_ 
---~ - ';-;-- , -,,;- . - -

Jindoiil-:B",o~°gál!'tcto•iplrf1ho~idaJ al C 2% en :'ctimeÚÚftcirmamlda, 

t#l(f ~it~~;~J!1t~~~~t~~iti~1ii~~;¡~1; 
'Slaie6CiO_ñ.B.n'd6' .,_·ci~ii· :iDS -~-~~-B~t~r-.Ú1S ··.con;·' Plá-~~id6'~'.~-;:~-~~~~~bi~-áO·t~s .¡ 

<~:(~~~~. ~r: ·T.~!~\.ii~ DI~ · .. 7 ·:":~:-; . :. , t~·:' . ~ .· ,,, ... 
· - .. .,-. >~~--~ ,,_ !; . .e···" A:,~:, '2~~~~~j- r-,·,_, 

. - .,.____ ----- ~ ... ·--:-,_~ ·~- --,--,: T~:i;'.:'.:"..~:;;:.:;.;~ ~-'·-"'--:' 

MitiiPRE:i>ARXc1au•,°"E PUl.Siúoos2 :;> . . ""·. '.·_;,:f >'• ·~·~-, ,, 
'._;'::--~(--'.:":' ~~-·t··:'·.-:~; -

ES ta _tóCnica ·tuvo "1a: ~~-i:'~~~~~~.: ~.~~·:;~~~·~_.z-~,1,;'~-~.i!:~.:::f.O~~~~~B:-~~ -·de·_·ta·1 

· f ~rm~-;:~~~ p~~;1 ~~ó: .. ~~be_r:;;(·c~~:~;_:a·~ac~~t·~"d -.:.«1~·é :.:1:,:~c~~-~1as-·~' Có_nt·~~:r:~-~ :--~~ 
c1on8~16~ . ~~~~.~át:J_t·~§~~-·_qii~~: '~K-:-~~:iJa.~-\~-i'./~~~e~t~::~'. ~~t~~~i_~~~.~-~~ ~n·· --'. i~~ 
c6n~i~i~¡:;~s'---~~~e~·aa:s_:.:d~'-~ .. f~~~fi~»::i'.·a~i~~tá~i~~"~ · '" -~ '".:,.·. "~·'.:--~- ·,::(~< .- · :-: 

s~· s·e~brÓ. -~ri~.~~~i~:/ ae·· cultiVO ¿~-~-::.i~·--~~~t~i~~ ~~i~~f:~:i~~~;~!~-~1-~ 
plásmido· .•. de. interés ··~n i;s·• ;). d~ .. m~~i6il1;;¡~é~~~~éi:Í.i (1o% 
Bactotrlptoriá, .5% e~1:rai:t~ .d~ l~vadura,· l0%.·N¡;~1;'pa7 ;5~.5d ~g;/~1 

···::~::P~~~~~~~l~~s~~~~~~ª~:!i~~~~;i;~-~c()~~~.~~;t~f:~¿~ci;~~!.;"b- .. 
EL cJlt¡~~·:.~~-:-:.~r~~~;~~~:i·~'.?f,i~~b~-\~-~~:'.~:i·~~~¿~~~-:¡;,u~~- ~~ 1.-5 ml y 

se ~~-~t;i:f~~ó ·dura-nte~ g\'ini~~~o~:~-~~r 1506~;-rprii··, J~~¡\-~~;~P~-~~~11~·r_: ias 
. .-'.· ... = -,::-,; :.t , , ,. .· ,¡~>. ~ ..... ~.--';:..:',.'".~i-.-,:·L.-~;.:: ~:r--· "'.!,:-::.'. '~·: ... '·;. . .. 

bacterias. <~, __ - . · ·',:"/~'.;:~.:-'.:: ·:->.:,· 

µl. :~··:~¡füfü:ªt~~~;~~vh~~%~1~~;:,füf J}j~~te~;:7;::n:~ó a::e::
0 

200 1'1 de ÉLT fú:oT"i>. iOo:;n.M;pti}áio';. 2 mg/nii'de lisozima, Tri ton 
L, . .::_' ,_, T ' , • 

XlOO- O~·i_\·)··r "~·· '," ''.:i.'~\; ~·< .. ·-:~ ;;,\:·.>it' ·';::-:.\*·~::· t>:< 
La ~~·~:~_i~: ~~y:~~~\~:Ó_'. y~;~~:j~i~~-1~·~iii~~t~f~~k :incubó. 5' a temperatura 

. •,¡. -

----·- J6 



'·'.·,.--· '-{~-> ,-:·:-:-- ---

"" __ , \.,:¡;).-:.1 ;':'::· ¡f·-~--;:: --,-- ",,;::: .. . --- _-.. ,,- .,. .. ;'" 

.~;¡"~f ;f~i,~ ;,~;~ f~ll ;~:;;":"'i' ;~ '" "'"=·"~""'' . 
';fscióO_-· -~-P~¡::.;io -ñtirl'.".~,"-~_:Sé/.:.r~c-ú;eró:,· ei>~·sobreiladailte ·--·y s·e· ·-a·ñadió un 

vo~i.m~~ :l~~~l d<l•sói~c~~n·~~G·-~~ci1 (~01iei:l1englic61 m, Nacl lM), 

· ;·~s~-,-: .. ·.~·e:~~~-~~---~~U~~~:~_-e~-~~-,~,~~~--:}:~~~-~~: ~~~c::~té ·20 ~ iiirl~t-~~- -~-.--:t~mPeratura 

·'~"~a-~q-~~.nt_e'~.--Y~:-~~~~:~~n~·r.~_f4_g_ó_-~n__:~'-l5~09---rPm -~3 ''· 
E?.·:s~bi-'eri~d-ntlte··se e1~m~·n6--Y.:-i~;·paS.ti11a :se. resuspendió en 30 µl 

de ~gu_l'.l ·-~~t~r i~; ~ 

M/\XIPREPARACION DF..PLASMIDOS 

.... ····•·•· >< •. . . 
Uria,·vez-:Obten·ido las· -bCÍcterias ~On _ ~~ plásm~d~_-re'?'_'?~~O.~n~e. se~ 

·~pi:-?~~~~:~·: ·~:·r;t~-~~:r:; 6~~~:¿-~~t~~~i~~·~s· altas del n;~~m~:, p~~ª ," esttidias' 

Po~t~r'.i'O~e~.:~·;', t::-:::(= :·' -- . - - -- - - -- ~ 

ie ~e~¡,•;¿: uri pie ele ~.;1úvo con la ,éepa pol-tad~ra· í:lelplásmido 

. de interés eñ. 5:m1 de medio Í.uriacesl:érii más ampiciii.na, (50j,g/n1ij. 
_'.$e.:.'iJiOCU1aron 5 ml dei.::Pr~~"uitivó~-·en :;~5oó-~'-"Dii- ·aa·- medio 

LÚria/a.mpicilina ( 50 µg/ml):. se inéubá~on en a~it~ción a 200 rpm a 

_ --~_?_:cS!t~-~~:__~ue_~~!-.~~~-t~_"."~--~~-~':'-~~-~:~~!!~-E~--C?~--~~~--c~2~ .. i:1_11l_~-~ o_.s a _o_~6. __ 
Se procedió a realizar la amplificación del plásmido (incremento 

del mlmero de copias por célula) deteniendo la síntesis de 

proteínas bacterianas con 1 '?0 µ9/ml de cloranfenicol y se incubó en 

agitación a 200 rpm a 37 •e durante 14 horas. 

El cultivo se transfirió a botellas de polipropileno de 500 ml 

y se centrifugó durante 10 min a 5000 rpm en un rotor Deckman JA-10 

a 4•c. 

El sobrenadante se eliminó y la pastilla de bacterias se 
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·~ : ··_·:: ~-· . 

, ·~--,\·r~~-~·~p~~~'1·~~:~W~j;:.~-~:~-.~~~-~~~.1~~~its~-2'.*·s ~l -~a~:m~:~c-~a_--s~~:,~tra:ry~~J.X:r"~~?~. tubos 

.de:: ~P~·~:~:~ó~e,#_o rB.,.~~~>~~V?:~· -~~·~~~#-~ ·,..:~-~·~,~~:;;x_·:~:~·:~ ~~~~i.~r~-~,,_,~-, ml "'de ELT ¡ 

~ :j ,:~·-.;.i_~ ;·:~-~-~.-~~~.~·:::;~,·~~~:-~:· i -~~i ~~}:-~:*~{P9~-~-e~J ~r~~·~t-~,~~·: s·~:-~{=l n~~b~~ -f i o ~~-mir{ --il-·~ -

· · ·•· .;nI~tt~~~~z;~t~~~~Í;m~ºé;°f~¿~~:~1~~e2~~f:!~ir~~!~:S~º~~º~~r::: 
·r~~~:p·~~~~~-~~!i~~~i~ni~-~--~~:~:~·Y,:(~~ ~~~~~-:Í-~ .. -~-~ ~: v~i~m.~n ·-. ~fgu.ál ·_ de._solucfón 

~~.ÉG~-~aCfa~::(:e~~~gu~-~'~:~·~p~,~~::~e~~~-- ~~~:.:~-;~-- -~~=zci~·- s~~ve~~~te·>--s~ ... -incubó 

-~·~:~~~·~~~é-~-~~::~iin·Jt~'.S r;ri'_:t·~~¡;pei~tu~~·:~a-mbfer1~e -Y- se .-cent~ifugó ;.10 .. m~n a 
-'.:· _; 

·~ ~c::y JOOO: r·pm1 en -~otor.-,~sOrva.11 5534 con un.:i centr1fucja, .s~rvall. 

El Sobrenadante se eliminó y la pastilla de ADN se resuspe1~dió 

·en 3 ml de TE lX. 

-PURIFICACIOH DE PLASKIDOS POR GRi!.DIENTE ISOPICNICO DE cscl 

Para tener el plásmido libre de ARN e impurezas se rea,lizó ·1a 

purificación del plásmido por gradiente isopícnico, que consiste en 

separar los componentes según su densidad. El ADN plasmidico puede 

presenta·r tres tipos de conformación: relajado, lineal y 

superenrrollado; ésta conformación hace la diferencia de densidad 

y por lo tanto su distribución en un gradiente varía. El ARN es más 

denso que cualquier conformación del ADN, quedando empastillado en 

el fondo del gradiente. 

Para la purificación del plásmido se obtuvo el ADN total y se le 

añadió 1 g/ml de csCl el cual se disolvió por inversión. Por cadn 

5 ml de la mezcla (CsCl, TE lX y ácidos nucléicos), se añadieron 

400 µl de bromuro de etidio ( 10 mg/ml}, alcanzando una densidad de 

38 



--
"<\> -., ;:;~" 

: '.'!~ 

__ ,:,,; __ .,;;;._:_;;'. ·_'.·. ¡-L~·Y,i't ~, .. -
1-~:ss_-:--_~/~~---~-f: ªC:»r:t.:'.·un :ºi~df~S'~ de -~~~~~~c1·ó·~·: d0~ i·~--~-~·:·.~:·-"­

,.-se '1'1~·na~~n ·:tubo~·:- éEii:km~'n. í1c!UiCk~áe:Bí n\ d~(5;.;:·]:_·Jñi>dta\ POliBlómero 

~~h--~--~l-:'~:'~-{~,~~i~~-~~~----~~~p~?~'dti ;~~ coinpi~·ta-~·dg· ~--ei~-·-Jf;itlm-eñ~- d,~i~Yt\lb~} ca~ 
· _, -~ri~~!~~~~:~),~~~h~~~~~t~it~~-~:~te:~~:- ¡~~;~i~ti~:;;:,~~~~~~;i::~n'~~i~~J~~~~~~~:~~'.~~:~~~zi::-~ 

~~~ia~·~ií~~k~·~º·::'~~--- -~;~-~i'~-~o~_:_'.~~~~-----6-a'.i~f y:·. se·~~~-~ntrffll(ja~~ñ_·;_-~ ºh-~~~s- ---~-:~ 
~-- 2a·c_. a~ ~o, ooo rpm __ en U!i _ ~otoF -~verti9a1::· ~~v~i:S:~;-~'S~:i.21 .. ~~~n :_-~una~·­
uitracentr:Úuga Id (Beckman) •. Con ~t~d;~~~;,;;t'n~;iold~t~r~i:~e; luz. 

ul tX:a~i01eta de en.da ~~rta ~-·-~e·· pu~~.~~i~~~i"i"~~~'.~ºi~ {t,~~~~~:·J~~;_'¡'.(;~~;á~' 
. ···¡..-. ·:·-.. ,',_,_· :··._: ... :: -::·:_ '. .. ·-·,-. __ .' ·. ' 

(ADN: s~p~ienrrollado). Para·-~oiect~r el.:ADN, ·-ser ~omPió el v8c!o· del 

tubo y se e><trajo el ADN con una jeringa de 5 ml y una aguja dé 18 

X 38 mm. 

Para. 'quitar el bromuro de eti~io se hicieron varios lavados con 

isopropariol saturado é'on NaCl, forniando dos fases, la fase orgánica 

(isOpropancil) y--lá ·faSe-·:-acUósa' en donde estuvo presente el AON. 

El plásmido en solución_ se introdujo a bolsas de diálisis y se 

dializó contra TE lX haciendo tres cambios de TE lX durante tres 

días. 

39-



.-, _,. 

":·'· , ___ ._. -

. ', :>\'.' :'_<:;:,/:: ,·.- /,' ,·:-\' -;:; .... : ., ' 
;:.• '.'t~O .,·_,;.,o: ;'"{'{'. C"-J;f ~; ~--'..;: .'.' .'f"'. 

=:::~~.~~~'~',;;~;¿;t;;,.i'.~ ¡ .. ~:,:~ .. "" ~· 
-'~~~~-~~;~'.~~{~~~~~1~t~i.~~-::~f;1:~~0~~~-¡_!~~~·1.~~~s/~~ 71~ .~ m~~St~~-- -1,:-so·o ó 

e·~~ectr6.fotó;;é:~~~(:~~~~mdri:·?:·o~~~)-~~ ~-~-;\;;_6~di'~er~ ;~-~~~, un · ·J~i~~ -d~ 
de.n~ idad-ópticá_ a';• 260·:~~-c~g;'íl.1·~~'.'J.· ?º; c.oi-re~ponde aproximadamente 

á sO µq/ml' 'dé .;ADN·~-:~e:~il~b~e;~~dé11~ (Maniatis; T.- 1982); -para 

c~1~-~1;·f-':i~ , c:-~~~irit·~~:c,i;ó* -~si~il:ftiri·b~-·:ifi':~ ~~1~61ó·ri-~ 
:; _ _- •<c.; 

·-:;.. <:.;- 'O:!.:' 

>; :::- :;:•\ ::,'' 'o.o/:!Go x:so X DILUCION 

conc~ri~;a~i~~ d~ ;:¡;¡:¡ }~9/}.J.) = .;::;:~;:::.:L:'2;:;;.~~-'-'J::_-'~;_-:;~~ 
1000 . 

• -AJIALISIS COllPtJTACIONAL DE SECUENCIAS DE ADN CONOCIDAS 

El reconocimiento de secuencias de ADN se hizo a partir de un 

análisis computacional empleando el programa SEQ .. 4 (Alvarez-Salas, 

L. 1990), el cual es aplicable esencialmente para buscar sitios 

probables de interacción de proteínas reguladoras de la 

transcripción en una secuencia discreta de ADN. 

LOs sitios consenso de factores de transcripción buscados 

fueron: 
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fa~~ores da 

·:cinCo.de la:familia en NFl,· dos de la 

y ti~~· 1c-:- i~_:.1~C6i~·~aCi~·ii ~e_ -~s_bJ~ -Sitos· S~--m~SSt~a en ia ·figura 6 
y 
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las secuencias consenso que 

transcripción APl, K, NF1 y 

caja TATA. La numeración que 

no codificadora del p~3H6B. 
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AAAGTAGTTTGGTTTGTCATTATAAAAA~TTATTTTTATATTGTGTAGATTCAA T ... 
CTTGTTTCCTTGCCTAGAGTGGGCCGrGcTf!TGGAGfTCTTATGAGCATGGCATTCCTGAG -

OCTA HF1 ~-
AACTTCTCTAACTGCAGCCTCGGGCATAGAGGCTGGGCAGCAA~CAGCAGAGGAC -

NFI 

TCCTAGAAGCCTTCTACTTGACTCTA~TAf\AGTCAAApTCCCTCCACCAAAGACA 
HFt K 

GAGTTTATTTCCACATAGGATGGAGTTAAAAAATATATTCTGAGAGAGGAAGGGCTTGTG G 

CCCAAGAGAACACCCCAGAAATACCACCCCTTCATGGGAAGTGACTCTATCTTCAAACATA 

TAACCCAGCCTGGACATCCCCGAAAGACACATA4CTTTCCAT!rTCATGCCCTTGAAAGTGA 
OCTA 

ATCT~TTGGCSrAATAATGAGAACAAACTCATTTTGAAAGTGGAAAAATTGAGATTCAGAG 
NFI 

CAGAAGTTTGACTAAGGTTCACAAAACAGTAGGATGCCTCACTCAGCTCCCTGTGCCTAGT 

CAGAAAAGCATCACAGGAATAGTTGAGCTACCAGGATCCTCTGGCCAGGCAGGAGCTGTGT 

GTCCCTGGGAAATGGGGCCGTAAAGGGTTTGCTGCTTAAGATGCCTGTGETGAGTCA~GAA -
AP1 

GGGGTTAGAGGAAGTTGACGAACTAGAGTGGTGAAACCTGTCCATCACCTTCAACCTGGAG 

GGAGGCCAGGCTGCAGAATGATATAAAGAGTGCCCTGACTCCTGCTCAGCTCAGCACTCC A -CCAAAGCCTCTGCCTCAGCCTTACTGTGAGTCTG 



.. , ·_· .. - -, 

CWNACIONES ' :':'.,;t ' ,,,, -~;:--'.-::'.~-~.---.~~-'-:; -'-;--~ 
.. · .. · .. " 

El f~a~~'riio:·:~~- -~-~·;/:~¿·-~:-~~~-~! ~}'~~qJ:~~-~-~'.~-~~~~:~i :~-;¡~~~:~~~:·~ ~,-- p-~~ Hinct 

·a1- -J, ~pe~----~~.~~~;,.:· i':c:c ~~~~;~~~::tt:.~~~~:~,-~t~~~-~~~f~El :· :~_dif~~enieS III 

El plásmido se restr~-~~¡~·::"~ori--~-;s~ ·~ -o~~e-Íliend~ el f~agmento clonado 

de 610 pb ( Figu~;. a); 

En ·:la· 1:ab1a.:.-3·_.'Se .·resUme cuales son los sitios posibles de 

interacciÓ-n ··c~~-:\.8.lgunos de los factores de transcripción y su 

ubicación:en- estas-construcciones en relación al sitio de inicio de 
-~-~-.,------;c--~-'oc---c--;c--o; =-o--

la. t"ranscripción. 
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Figura 7. Clonación dirigida' -de Íos fragmentos de 79 y 138 pb 

obtenidos a partir de- ·pa27c;.b: - Las lineas de mayor grosor 

corresponden a los fragmentos de 79 y.·130 pb. El fragmento de 79 pb 

esta flanqueado por Pst l (P) y Xba l (X), el de 138 pb por Hind 

III (H) y-Pstl. __ 
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a, tiene presentes los sitios de restric(:iÓn '[Hind IÚ (H), Pst 1 

(P) y Xba 1 (X)] por los cuales se obtuvo la subclonación ilustrada 

en a'. Se muestran los sitios de interacción -con los· factores de 

transcripción [NFl C•l. OCTA (•), APl (O) y K (~)], la caja TATA 

representada como una barra negra, asi como la posición que ocupan 

los fragmentos en la regi~n 5' no codificadora del p)JHGB. En la 

parte superior del extremo derecho, se encuentra el gel de 

acrilamida donde están presentes los fragmentos producidos al 

digerir cada uno de los plásmidos con las enzimas que permitieron 

obtener el fragmento deseado y en la parte inferior se muestra el 

vector pUC19 con los sitios de clonación mll.ltiple en el cual se 

clonaron los fragmentos. 
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GTGAGTCA 
AAGTCAAA 
TGGCA 
TTGGCC 
TTTGGCCT 
TTGGCC 
CTTTCCAT 

80% 
85.7% 

100% 
80% 

87.5% 
100% 
100% 
100% 

85.7% 
85.7% 
87.5% 
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. /·,'::,: 

i;;:...!'c.:'":,_·:,:.-

:?.':-.':-.'·:':··y.· >< .. >·.-· :":' 
Posteriormente, los fragmentos de 1-3~---~;-~_¿-lo'..'~b ~~·:ci·~r:ia"r~·n -~~ ~¡-

"-···- ,_,_,, ,,._ •,_'. .• 

vector pCAT-promoter para conocer _-_¡_;_:--~~-e~¡:;~e~16ñ:~-~-dS1-_ - p-l:om~to~ 
mediante transfecciones transitorias en cé~ui~¡,;<epitelc~a].es. _ 

El. fraqmento de 610 pb se clonó ccin ·a·r veCtOr pCAT..,;.promote~ 

desfosforilado y se obtuvo el plásmido p610c;p. 

La clonación del fraqmento de 138 se obttivo ·con el· fragmento de' 
-- - -- - - - - --

138 pb Hind III/Pst 1 (obtenido a partir del pB27c.b._l~.Y. elvector 

pCAT-promoter. La estrategia que se siguió. fue reparar el. ext_r.emo 

Hind III del fraqmento de 138 pb y ·e1 extremo Bamtt1· del . ".'ªº-~~r. 

para que fuesen compatibles en el extremo 5' para' su.ligación •. ~n 

ambos se llevó a cabo una segunc:ta digestión, S~~a yez: con ·P.~t ~ en 

el extremo 3' para especificar la-_ orierltaCión-· del- fi_ágmentó ~con 

respecto a la caja TATA. Esta -construcción-_ fue .llamada-.p13Bc.p. 

(figura 9). 
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Figura 9. Esquema del fragmento de 138 pb en el vector pCAT­

promoter. El p827c.b. se digirió con Hind III (H) y el vector 

pCAT-promoter con BamHl (B). Los sitios para BamHl del vector y 

Hind III del inserto se perdieron, ya que son modificados por la 

integración de desoxirribonucleótidos necesarios para la ligación 

del inserto-vector por la enzima Klenow. Una vez reparado el 

extremo H del fraqmento y B del vector se procede a la segunda 

restricción con Pst 1 (P) tanto del inserto (138 pb) como del 

vector (4481 pb). 
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' - .- -- - . , : ~-~-~ .- :,:'--.-'.~ _·. '< ?<·.~. :.:_ :~--- . : ~--:.>:<: ::, :j~~--_'~(_'.- ..... ;·:<.-<:'_;;:---~ ~>· ';'.·~~:;_\~'.:·~--<-:_··~---:··_ -: , 
I.ª siguiente construc:ciÓ~ hec~~ a~ar1;ir;de p~27c.b. se ~escribe 

a cOntinuaCió~-: '1··· 

-~ -El - plásmido ,- pB27c;li;; 'se -.fra·ccionó con ~'la --enzima•:c Apn -· I 

obteniéndose dos fragmentos¡ úno d~--6;0.p~-(Hi~d ~II/Apa i) y el 

segundo está comprendido·por 197'pb' (Apa l/Xba-1). 

Ambos fragmentos (197_-.'¿_630-pbJ contienen el- sitio APll:l¡·_-el 

Cual ño -e!xiSte en ~e_1·'-~véé't~~-'-ptiéi~-. a-fú. que éste -_se. ·digirió cori"' xma 

l la cual. deja ún ext'remo Cohesivo· que- es compatible con e:l · si_tio 

Apa .: 1. ~si, . la: clo_nación del fragmento de 197 pb se hizo ·en_- un 

vect~r :pUCl 9 diger i~o co~ X~a 1 y Xba 1. El plásmido resultan te se 

denominOpIN197; e 

La clonación - del- fragmento de 630 pb se realizó en pUC19 

dige;,-ld~ ~~~-Hind II~ y Xma i. Esta construcción se nombró pIN630. 

Paia mos,trar los_'fra9'mentos intec;Jrados de los plásmldos construidos 

se restringió con. Hind III-Eco Rl, La enzima Eco Rl fue el 

__ ~~~j;-~~-~~C? __ ~~---~I?~- -~_, __ y~ ~~ -ª-~- per_dió el ~itio de reconocimiento de 

Apa l al ser. unida con el sitio Xma l (Figuras 10 y 11). 
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obtenidos a partir de p827c.b. Los fragmentos de 197 pb (Apa 1 

(A)/Xba 1 (X)) y el de 630 pb (Hind III(H)/Apa l(A)). Se clonaron 

direccionalmente en pUC19 digerido con X-Xma 1 (Xm) y H-Xm, 

respectivamente, perdiendo el sitio A del inserto y Xm del vector. 

En la figura se muestra el sitio Apa 1 y el sitio Xma 1 los cuales 

son compatibles para unirse. 
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ai9U~cis· é;~-t~r~-~ '.:'d~\~_··.tra,n'Jct:f P~i-_ó·rt :y~-; ~{(--~'pt;~i~ió·~ -º·;¡i·--. r~laéión ~ a1 

s1ú() cte''I;:;i~f.;~~~ ~i~:Éf;;;;'~~.?i!íció* de' i:os 'l>'Íá&mi<i"o~';'i>t'Ni97 y 
. ' , . ' ·~-·~~""'-· _": -_ "- ---".,-L~._-

Tabla ~'.'.~i~i~)P~~{¡ies:0 de interacción con alg~2~ f;~t1~~s.0~e . 
" . . .;. -·: . - ' ! ·:- '-. §: . . : ._: ·_, _. '..: ·_: .. :·:~ . 

tl:".~~~~ri~~~ó~' p~~-~<~~-~~~· e~-:· las construcciones J?I1'!19?:':~ ~~-~:~?-~~: . 
.: ~-J; - - - ,-;--;. :,;~.7-

PLASMIDO 'ce . SECUENCIA DE RECONOCIMIENTO:A: FACTORES 'oÉ: 
TRANSCRIPCION . •· .: :, 

,-,·-'-''.--

pIN197 . APl GTGAGTCA 87.5% 
.TFIID TATAAA 100% 

pIN630 K' ·-601 AAGTCAAA 100% 
NFl -796 CAATA 80% 
NFl -730 TTGGAG 85,7% 
NFl -713 TGGCA 100% 
NFl -611 TTGGC 100% 
NFl -390 TTGGCCT 85.7 
NFl -390 TTTGGCCT 85.7% 
OCTA -419 CTTTCCAT 87.5% 
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Figura 11. Mapa de los plásmidos pIN197 y pIN630·' · Construcciones 

realizadas a partir del plásmido pe2·1c.b: el nombre enmarcado 

corresponde al vector por el cual se clonó el fragmento. En a están 

representados los sitios de restricción fHi.nd III fH), Apa 1 (A) y 

Xba 1 (X)] mediante los cuales se obtuvo la subclonnción descrita 

en a' , se seiuslan los sitios en donde posiblemente interactúan los 

factores de transcripción [NFl C•l, OCTA ( •), APl (O) y K (V) J, la 

caja TATA está represente.da por una barra negra, asi como los 

nucleótidos que abarca el fragmento. El nllmero de los nucleótidos 

se relaciona con la posición que ocupa este fragmento en la región 

5' no codificadora del pi\31168. Los círculos que tienen indicado 

"nt" son los nucleótidos que se adicionaron para la clonación del 

fragmento de 630 pb. En el extremo izquierdo superior se encuentra 

el gel de acrilaaida donde están presentes los fragmentos de cada 

uno de los plásmidos digeridos con las enzimas que permitieron 

obtener las clonaciones. 
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El' gen .Hr· C.lonado:." en p~3H6B está flanqueado en el extremo 5' por 

llind III: (Figura 3 )~por lo que se restringió este plásmido con Hind 

III - lineB.rizándolo~ Posteriormente, se realizó una segunda 

restr.icció~ cOn Apa I por sor la enzima que tiene un único sitio de 

corte en el plásmido p827c. b. ( plásmido que se utilizó como vector 

para la clonación de la mayor parte de la RR del pA3116B). 

El pi\3H6B digerido con Apa 1 d~o lugar a tres fragmentos de 900, 

1500 (de la región no codificadora) y 6600 pb (de la región 

codificadora y vector) (Figura 12). 

Se realizó una subclonación del fragmento de l. 5 kb (Hind 

III/Apa 1) en el vector pUC19 (Figura 13). 

Se procedió a realizar una cinética de restricción del ph 
3H6B/Hind III de 5, 10 y 15 minutos con la enzima Apa l para 

obtener fragmento de 2.4 kb (Hind III/Apa 1) que contiene la mayor 

parte de la región reguladora (Figura 13) • 

Paralelamente, se realizó una doble digestión del plásmido 

p827c.b. con la enzimas Hind III y Apa I obteniendo dos fragmentos, 

uno de 630 pb (Hind III/Apa I) región no codificadora y otro de 

4561 pb ( Apa I/Hind III) que comprende 197 pb de la región no 

codificadora más 4364 pb del vector pCAT-basic. 

Una vez obtenidos los fragmentos deseados se ligó el fragmento 
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de 2.4 kb (~i~d'Iiií1.iJa :i:)del.' p°).JH6B;ai f~agm~nt~ C!;,-_.45~1 pb 

(Apa :t/Hind J:II) de pap;,:t,. de:ta'{t"'rmaqi,'~~e;o¡,t\J."() b región 
reguladora completaciÉi1-gÉirlili12:s'i<ti) fr~~i:;,j,;]. ;;;,-ctor'pcAT-'basÍc 

'-_·r:_-- ' ·,·::::-;;-:c.-,..-,=:_=:~-~-, ___ _ 

(Figura~ 12 y:~J): :L~;~/;;c ·-:·.~_:_.~_'.:e-'• ::: ~~=~+:~:~, 
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Figura 12. Diagrama de la estrategia para obtener el. plásmido 

p2.6c.b. 
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ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION DEL PLASMIDO 2.6c.b. 

H H H H 

p827c.b. (5191 pb) p)i3H6B (9.0 Kb) 
DIG. DIG.PAR. 

Apa 1 Apa 1 

H AA H H A AA H 

L___J ~~~~---- 1 1 11 1 
630 pb 4561 pb 2400 pb 6600 pb 

LUG~OONJ 
1 

8 



Figura i:J: 'llapa de los plásmidos p2.6c.b. y pINi.5 obtenidos del 

extremo 5' del P1ásmido pA 3H6B. a) Los diagramas muestran la 

obtención de los fragmentos de 2. 4 y 1. 5 kb a partir p) JH6B con 

enzimas de restricción como es Apa 1 (A). Los círculos "nt" indican 

los nucleótidos que se adicionaron para la clonación del fragmento 

de 1.5 kb (reparación). En la parte izquierda se muestra la 

fotografía del gel de agarosa donde se aprecian las restricciones 

parciales que se realizaron con Apa 1 para obtener el extremo 5 1 de 

la región no codificadora del p).3H6B, as! como la obtención del 

fragmento de l. 5 kb. 
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MAPA DE RESTRICCION DEL FRAGMENTO DE 2597 pb DE LA REGION 

5'. NO CODIFICADORA DEL PLASMIDO p(.JH6B CON PATRONES DE DIGESTION 

Se desconoce la secuencia completa de la región S' del plásmido 

pA3H6B por lo que se procedió a obtener un mapa de restricción 

utilizando diferentes tipos de enzimas que cortan en la región 

reguladora. 

El mapa de restricción se realizó tomando como base el extremo 

5' que tiene el si tia de reconocimiento a la enzima Hind IIi de la 
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- - • ·_ •· ,·.·"?: -... _:·_· ... /·~~ ._-.:,._'.'.·' .. ·.:'._~· .. _·~. ' • • r • • , • -~--(:.'.·: ·,· -~~'.~~:·' ,, -~ :.~ 
región no codificadora d81. ___ P{i,.~~L~:~: ,se ·rc-á1.i21lro?l ~~~-~,:):_~P~~_: de __ 

digestiones pOr- sepai"ad() ·con'-.- ·esie ~Plá~~id~'~ l·L Iirieari-zar ·el' 

pl4smido p2.6c.b •. con~Hind ~rI ~(~~t~~mo~·s•);· 2)' 'Cli:geriiió'cim­

enzimas que corten dentro-del fragmento· de 2•_6 kb; J) .realizar 

dobles digestiones: Hind III 

fragmento de 2.6 kb. 

enzimas que corte'n a lo '.largo 'd~1< 

La digestión del p2.6c.b. con la enzima Acc l lineariza al 

plllsmido (6964 pb). Como.el vector no tiene sitio de reconocimiento 

pera la enzima Acc l (Cornelia, M., 1982), este sitio se localiza 

dentro del fragmento. Al realizar la segunda digestión con Hind 

III, se generan dos fragmentos de 1250 y 5714 pb ( Hind III/Acc l) 

(Figura 14). 

La enzima Apa l genera dos bandas de 900 y 6064 pb al digerir el 

plásmido p2. 6c.b., esta enzima tampoco corta en el vector. La doble 

digestión con Hind III despliega tres bandas de 900, 1500 y 4864 

pb, entonces los fragmentos de 900 y 1500 corresponden al fragmento 

clonado, el fragmento de 1500 no se presenta cuando se realiza la 

digestión tipo 2, esto quiere decir que la banda de 1500 pb está 

flanqueada por el extremo 5'con Hind III y en el J'con Apa 1: la 

banda de 900 pb que se presenta en las restricciones tipo 2 y 3 

59 



El p2.6c.b. genera dos bandas de 1100 y 5864 al restringi,rlo ~orÍ 

Bql l, el fragmento de 1100 pb corresponde a una parte de la región 

reguladora, el de 5864 se encuentra la otra parte de la- región 

reguladora y el vector (Figura 14). 

La digestión de p2.6c.b. con Pst 1, genera tres bandas: de 610, 

1200 y 5164 pb. El vector está contenido dentro del fragmento de 

5164 pb por lo que los fragmentos de GlO y 1200 pb pueden 

registrarse dentro de la región reguladora y no dentro del vector. 

cuando se restringe con Hind III se generan las mismas dos bandas 

que con Pst l (610 y 1200) y una banda más de 700 pb, lo que quiere 

decir que dentro del fragmento de 5164 pb se encuentra parte de la 
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p2.6c.b. Sin embargo, el vector también contiene sitios para Rsa l. 

Las bandas de 600 y 700 pb corresponden al vector (Cornelia, M., 

1982_), el fragmento de 1000 corresponde a la región requladora 

flanqueada por Pst l y el fragmento de 3054 pb contiene parte de la 

región reguladora:- al restringirlo con Hind III se generan dos 

bandas más,, una de 1900 pb (parte del vector) y otra de 1200 pb 

Hind III/Rsa I (Figura 14). 

Kpn l lineariza el p2.6c.b., el sitio corresponde a la región 

reguladora y no del vector pues éste no tiene sitio de 

reconocimiento para l<pn 1. cuando se realiza la doble digestión con 

Hind III despliegan dos bandas de 1500 y 5464 pb, donde el 

fragmento de 1500 pb está flanqueado por Hind III y Kpn 1 y por lo 
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.. \·,.·. •." 

tanto/ {ii 'b;~~a ~e·~~sÓo. no se. observa 

. r~~~~i~~~~~ ~i;o 2 í rí.~;;;; {~) . . . 

. .. ".,, '"· 
cuando ·sé- - r'eali"Zá la 

. Xb.IL:i·. 
;~;: .. ;[~;_~>~-ú;~;~~c ''}.:~~~::_JD~,~ 7-' 

~~·~~~~'\;'e·-:I~~~~t~~~ ei'.:~"í>l1úi;núi~\;~:;6C'~b~: con· Xba ;:~ se_.g~~~~an 
t~-~-~-':_b~~~,-~·~:·: ~;\ ~p~~~~:~~~~§~~:~~~:~ri:ci:~~~~?~~~~,·~~1~.~-~o:.:: f~-~-~~:~~ri~~·.; C?~~r,~~~9-~cie_ 

· ··· ~~~¡ii~~:~t;~\uº;~~~~~ft~~~Jr1rlr1f~~r'l:)~:11~~J~::::1:~·i::~:: 
de . 56C> • ~ '!ioÓ)~i:i' c~;~~·~~¡j,i~~~ • ··~· ... i~.' r~~·;:¿~ r~~~i~do~~ y• e~~án 
f_{·~n-ÚÜ~a~:'~ ?~~-- ~k·~ ·. '¡~~·- -.~;~~.--:~-~~~~i~ci~~::"~i~o: '~ ·--~~·~~~~ .:::{·~-~-'.,··~~-~:;·i;~·nd~~ 
de.seó·•;¡ ~bo¡>~}y~narná~·del.Jo9.pb ~ind nÍ¡x~a l. (Fi~'ura.f4l'; 

Xba - Kpn 

Se realizaron dobles digestiones pero ahora con Xba 1 y Kpn l con 

la finalidad de ubicar la posición de estos sitios de restricción 

en el fragmento de 2.6 kb. Al utilizar estas enzimas en el p2.6c.b. 

se generaron dos bandas de 500 y 400 pb, la de 500 pb está 

flanqueada por Xba 1, misma que se presenta cuando se restringe con 

Xba 1 y otra banda que sólo se presenta con la digestión Kpn 1-Xba 

1 de 400 pb, con ello confirmamos los sitios de restricción de la 

región reguladora (Figura 14) 
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Figura 14. Caracterización del plásmido p2.6c.b. por medio de 

endonucleasas de restricción. En la parte superior se muestra el 

vector pCAT-basic que tiene un gen reportero CAT el cual puede 

reportar la actividad reguladora del fragmento clonado y si tics de 

restricción únicos en el que se clonó el fragmento de 2. 6 kb. En_ la 

parte media se muestran las digestiones que se llevaron a cabO con 

las enzimas Acc l (Ac), Ava 1 (Av), Bgl l (B), Cla l (C),, Pst l 

(P), Rsa l (R), Kpn l (K) y Xba l (X). Las bandas que s..' mu~str'i.n, 
así como el marcador (m) permitieron elaborar ei' mapa .''.,-da·· 
restricción del plásmido p2.6c.b. que se esquematiza en la pai::te 

inferior. 
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p2.6c.b.H'L..-----'---· lu..;_r ...u..i j...J..LI¡ ¡j_pu_li ----li...J....lí ·~ CAT BASIC 1 

nt-2597 ni 1 

500pb 



. '• ~, .. : ,· 
',.' ;;;:,~,,::: 

:_:"?;~ - -~:-

.: :1' -~·.:_, - .-.--:·='_ .. :_·_._,_-:·.~; -\(~~-./' -~'1:'...· , • \·;X- ~<.~~-.:·. 

- . ~-~>\- -~_-;_·_~-~./~ 
- :._::~i·,,_;,-i -;;~;,~> Ui;· ~:~. ~;!! ___ ~~:'C_ -- - -~L;}:\;:·°'- i·-:--· 

··. ' ' -___ ' . ,/ ;~~i':: : - ,;,-: ;,-:. ;,{_' ;;/ :'-'' ;-' 
DISCUSION ~- : !~·'E.-; ;~'-'- ~~; :f:'.; -'iic: - --- ·-- ' 

. . . ' -· .. '.-- :::e·,.\ 

:---•'1:~~if-~~2~~,~~~~~-;~~~1J.t~~~~-~~~~~-~1e~'d(l' ªn:org~~i~ni6 _-_ ~uº_ª~-~ote. 
ti.en~n : 11~ . ~~sm8: ,'C?afit~~~~:_.Y:,Efecuencii8· de· ADN -nucl~a~ ,_ sin embarg·o ·; 

- - -~'- -,_-<,·-··:· ·:::; -- ·. ,-
~~s ;<P~~~~-~~~~-- -·presente~ :~n . c8da ::·_és~ir-pe celular~,-: de __ .. , un_·_ tejido 

espeC!liéo-~;o~ '~~X~:tt~{f~~> .i~;_: :,,~~~--·- -~~~-~~- ·--~~~ · ._e1 ia~ __ ~~-~~--.:-~lb~---~~g-~n~~~: 
~~n~~~!Pc~ci~S::~~~~~--~~~~~}fiJ:ISiÉi .·~::j::.á ~dÍfe~_eñciación---Ceiu1ilr -imp_lica la 0 :~ 
exPr~~ión Séi~~ti~~·- de·.-~lg-~nO~ genes. (Kenneth,. J. 1966). 

p;;Co ,··~'~ ~¡~-~:n~:~~ < ~~~~~:~ la·'~~~ranscri~ción de genes ·._.qu~. codif f~an 
Para-~~rri~~ih~·~,-~~ :·1:~~>-~strat6s 0piteliai0~, sin emb_a_rgo el g-:S:upo ·de 

Howa~d '..,Gre~~-~-' '.--~~-e~.-~.i-~g~~- ia , __ ,clonación y -la mayor part~_-----~e ... la 

·s~c~~nc".i.-~·!.~~{·'. ~-~-~'-«j·~·-:·i~~--~ i-rlVó1-UcÍ:-ina. humana,· dio 18: paUta ·Para el 
. ,·.,·. ·:· --

. _ eStudiO-,- ~r_a-~S-~~~J:J~~:Oi:1a_~ :: de- :-este g~n ·asociado-c.-;-a .. --diferenciél-ción 

celular'• (Eck~rt::Y Green;· 19a6.). 

A;~~'.--{~~~~:·:.~~·¡_ -~~~~e~~~-- t~~b~jo ·se logró fraccionar y subclonar 

·en diferentes· vect.ores la región reguladora del gen de la 

involucriiiS: ~hUmBna-; --asi - Como- -1:íPor'tar 'nuevOS -da-tos acerca de su 

estructura. 

Primordialmente nuestro interés en elaborar todas estas 

construcciones plasmídicas fue obtener la materia prima 

indispensable para profundizar en el mecanismo de regulación 

transcripcional de este gen, mediante otras herramientas 

moleculares. Este proyecto contempla en su totalidad dilucidar qué 

tipo de interacciones ADN-Proteína se dan a lo largo de la RR del 

gen HI. 

Las construcciones realizadas a partir del plásmido p827c.b. 
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·" El=plásmido pIN610¡ esN:~;:~:;~:J~A;,~~:u~~l:~~-i~.l~é;~~~~r~~~~•=j~~ 
muy, :-interesante yo que en 

promotor basal (caja TATA). 

La combinación de estas cons·tr1•cc:icmets :so•n 11as·.sJlg•lie.ntes: 

pIN630. -Tiene una poza -

transcripción: NF1, OCTA y K. 

El plásmido pIN197 además de contener la caja TATA presenta 

sitios APl. 

La presencia de sitios (secuencias de ADN) posiblemente 

reconocidas por factores de transcripción no significa que se 

active la transcripción a través de todos y cada uno de ellos, ya 

que la presencia de otras proteínas nucleares, la cooperatividad 

entre factores, la distancia que existe entre un factor y las 

proteinas que reconocen el promotor (CAJA TATA) también tiene una 

importancia critica; por lo que encontrar sitios posibles de 

interacción sobre el ADN con factores nucleares sólo nos permite 

conocer la regulación del gen de manera hipotética. 
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.·~~.~-~~~·~-~·~i:?·-,:~::co~.~.;·:~~~,~-ª-'.~i:~).·,~i~~~~e:;};p~~~i ~-i~~-~~~-:-.d'i!~cidar.·.-:·:~.~~les ~----son 
~ ·:r~aime-nt'e-~~1~s-=±s;~tiri~~·-¿e~frit~ri~·riióJt'.'f-~ri~6t~b~~r~~~~étl~º;~"1 ~.:~ont~-;ct-~~ -de 

las - ·cpr.ote:enaS - ~~J~i·~~~~~ l}~~~·~:: :-'.b,~i-~i~:~_: ~·~a· ~·: ~-~p~es·a'~ ,. este -·gen 

_(quSratin~bi~~~-{:-~;;·;·-": ·:~·:~" .. ·,.. ·<;; 

de :::~::::;:~~~~;~:r.~;f?º~t;~~~&id~·~f;:E~J~J~·i!~~~~¡r;~~t;~r:! ··· 
qué --las c~l~laS ~e u~,:; ~r~B:~¡-~~~.'_;/~-~~-:~;-~~·~~:i~~~;)~~ :·.:mis-JTIO': __ '.-ínilte-rial 

genético tienen un -dif'ereii~e. ~Ome~-~-_do·-; . _ ;\"~, j-\':·:.~:-~~l:'._~:~:-,; -·>::~ 
La secuencia AP2 es importante eri. la re<}ulB.Ción-; ·de :1_~s: .. C~(~ríes .de 

les ci toquera tinas. El ~i tio AP2 se· fo~aliza' sr ,:!eº la' ~¡;'ja .TATA del . . . 

gen de la citoqueratina 14 y a_·é_l se_·ur;ie ·un ~~ctor,·. en_riquecido en 

epidermis, llamado inicialmente KER 1, el cual ha sido identificado 

posteriormente como el factor AP2 (Luscher, P. 1989, Leask, A. 

1991). 

otro factor es_ .fQ:l _que junto con jyn integran el factor 

transcripcional AP-1, el cual está asociado tanto con 

· diferenciación especifica como con el crecimiento de células 

normales (Treisman, R. 1985). c-fgs respgndg frecuentemente a 

señales externas que conservan muchos tipos celulares 

(Greenber, M. 1984). Se piensa que estas señales son eventos 

asociados a la activación de superficies celulares, como es flujo 

iónico y fosforilación protéica (Morgan, J. 1986). 

De acuerdo con la información que se tiene de cada uno de los 

factores de transcripción es importante conocer algunos otros 
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•.asp~ct~:·~·l~itt.@1~~)c~~i .:: es~~~iú~1d~d,:¿¡,~;'t'.1~ri~hs~br~ ~n9en 
det~rmiri~d6.: .{''/;)/ :·. ; .... ·.:?(·'.> ;·,, .'1

:: ... 

""A~·e~:~~~--~ -~?_s,;_ ~-i.~~-'?~~ <~~e _ ~n:~l?"a'.~1~~~~~-~ ~~ñ "c'·~~~~~~~~~idóS: por. 
~:factores-:- ·-de ·t~anScripción encontradcis _.e~ .- -úiS-L'.COTiSt:CüCCiOíleS 

p1aSm-1diCa~--·7;fes-c-rifB-s =en--est-e t:fab~=j-0 7-~,~- tüin~-~i-~~-~~~;~'i~~f~i~-;6~~~c 
~;:i:r·.-;.~ 

de.::, f:::~:::: r::::::::::' 1 :orfu:j~;:I:~rb cle~~i~1~V~~ '.co~6( un· 
~~t~~Y~~~~ ~~ elementos poteñCiaciO~e~-::'-:i~~-~b~~,~~·:;J~~~'.~1~~é~~~~;~-~:~~ de·· -

forboi. Actualmente se sabe que APl.está"-fó'Tin-aCfO·~po~'t.nl'~~OIDPiS;jQ·:-Cte­

dos proteínas: EQJi y JJJn los cuale~ inteI-~C~tÍ~~ -'.·6:~~~~~~-t~~~~,~-~te 
con el ADN (Rauscher. 1988). 

OCTA, en el virus SV40 que i:'epresenta el ·prototipo para 

estimular la transcripción por parte de la ARN Pol II, es una de 

las secuencias que se unen a la ARN Pal II en la mayoría de las 

regiones reguladoras de los genes (Sergeant, A. 1984). 

K, secuencia altamente conservada en las regiones promotoras de 

los genes de citoqueratinas, involucrina y en regiones reguladoras 

de- papilomavirus genitales. Todos estos genes son expresados 

t\nicamente en epitelios (Alvarez-Salas, L. 1990 y Garcia-carrancá 

~. 1990). 

NF1, corresponde a una familia de factores que activan la 

transcripción y duplicación de diferentes modelos genéticos 

celulares y virales (Wingender,E. 1990). 

Los potenciadores o activadores de la transcripción que pueden 

encontrarse hacia arriba o abajo del sitio de inicio de la 

transcripción funcionan independientemente de su orientación. 
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••: .. ·,. :,~.,~ :,';' 00·-.o'• -'L;:O·"' ;~;··.,. --~; > .:_.:-• 

--. .:"'_'.:"1,::_:::.}'._--·::: ;.~.;;-;.:- ~;~,. '\ _.:.·:-~. ·. 

·:r::~~:~~itJf f!t~1°-1¡Jjj¡;~~~l:t~~:4J~~:~~~j:r:tJ::i~r~~i::··~~r~~·.· · 
i;'.;-t~r.

0

é.·~·;-.::.:·.'.~.~'·f~'~.c.·.·.·.·.··.~·.1;;"' t~ ... ~·.· •i~e~··.'¡~r·::.~·· .. ";;~.c· ~e;~:~•.·:.,·~ .•. · .. · . . e¿· . - . . - - ' : .. 2,:,···,:-__ »:.:~-.. ;:· 
Pái-'a --~eierm1na~.:.;.·c~·á;i.e-S'.-:ia·c;tores-~· d~;:'tffiO·~c:~ip-Ción;S}Se' unen ·-a· un'a 

Se~u-e.~Chf ~~.:regu{;~ori(·;·~~~~cc ·ii~~·~ii~-~{~~: -~~1,ev~~ ,- -··a-~--" ~i~~}~k-~i~-dÚ,s -

:~:~;m~c:¡$;z:f;;t~~f~~iqri~f ?tt~B=f tfa~1t~!'~rf~r~~j1.~:~~!·. 
la urlión_. -:~:S~~6·if i·~a· '. ·~:~:- :~-~~ ·:::~~-6~-~~-~i~;'.~:_:_ ~~;~:. ~~~~~~-~'i·~·{:.~-~~:~~~/~s·;-~~ 
~ -usando -·i:fneSs Ce1u1are~~:detE!'ririir1~ri~).B:~·imp·~r~-~ri1::iB;~:-dei::~~ctó~ 

para . que se active un gen . ~ '~i ~~~a:·.~ci@/~~~~~~M,~ f~~~r~a}i~~.p~ra 
la- -céÍula ·durante su .d1fe~enciaCió~~·· · <~~.:-> 

Mediante _la re8liz~,~lóri·.'.·d~~2~~~·~:~i"~~6~:~~é~: -~·r~.ri~i ~~·;f·~~ ~~·~ · l~s 
fragmentos clonad~s f~.e~i~ ~r.:;--.:4~-~~:·~~~6~~;·~~ .-C~T, --~~~;~~~~-.·~u¡l~~: ·~e 

;'.: ·;, .,~,- ·: . '.' .. e 

los fragmentos en que- se· _di Vidió ·la. RR de HI afectan la expÍ:esiÓn 

de la proteína. 

Actualmente,- se '-tÍ.enen algunos ensayos de huella sobre el ADN 

( 11 footprint DNasa 1 11 ) de una porción de la RR de HI empleando 

proteínas de extractos nucleares de células HeLa (linea celular 

epitelial, derivada de un adenocarcinoma) incubados con un 

fragmento de ADN que contiene los si tics de unión al factor K y NFl 

(contenido en los plásmidos pIN630 y pIN6lO) lo que permitió 

observar la unión de una proteína a esta secuencia. Posteriormente, 

se realizaron ensayos de competencia con oligonucleótidos que 

contienen los sitios consenso de factores nucleares conocidos, de 

tal forma que se encontró que los factores que protegen la 

secuencia K corresponden a una de las proteínas de la familia de 
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::': ·.;_ ;-: _::,;_·:.: ·':-=~·: _:,:-~·::_:i(:: ;~:-,·:~}.<=:;:, __ ~~~~::i :·'.)"~·-
N~l]CTF (~Ó~ez~~a;;~~~' rn~ :.;~;,.~: fp~rs. )\> 

' · U~~.n9?:: ·q~-.~~8,t~~'?~~~~·s;-- h~~a~·o.~·.,. ).ildU~idOs a diferenciarse, en 

'?-::11-S.~i:~~~~J!~~.~~l]_~-~:;'~~!-~~,;~~-~~~-~~~-~~~~;~~~-~ei- plÍismido de p827c.b., no 

Sé·'. ~~~~~~~-:,~:n.-·~.~~-~-~nt6.~.'~_i9~if~c:a~~-~o -e:~ _-ia activación del promotor. 

ºES-=:-ae·cf~'?·:q~ue·;_· .. para=::=l'°a·'.c~e>cp~~S:f<~n-- _'~O~~: ia: -PrOteina invo1ucrina se 

;req~i~rerC~i~~~: ~~ecuenc1~~:· má~·--a11l~·de la reglón cubierta por ei 

-p:~2;c·: b:\~qú~·:f_ú-ri~1onen- c·omo_' ~Cti_~~dó'f-~~ -~ranscripcionales (Al varez-

-· s-a.1~~~~-:~~---_comm~ Pers.). . __ '"' _ . 

Carro11: J. y Taichman en 1992, postularoi:-i que la regulación de. 

la expresión del gen de HI puede estar también a nivel 

postranscripcional, donde el introri -clctda a' nivel de' silenciador·:, o 

activador del gen de la involucr~na. 

Queda por determinar si el intron o parte de é1,-actda-com~-un 

silenciador o un activador de la transcripción. 

can este modelo llegamos a la conclusión de que existe una 

cascada de estímulos que van a actuar directamente sobre el gen y 

la respuesta de áste se proyectará en el organismo. 

En conclusión, el estudio de cómo se regulan los genes que 

funcionan durante los proceso de diferenciación celular apenas 

comienza para células como los queratinoci tos. 

El aporte de las herramientas básicas para el estudio del gen de 

la involucrina humana es la principal contribución del presente 

trabajo. Ahondar en cómo se regula su expresión y cuáles son las 

piezas claves de su regulación son los pasos hacia el futuro en 

esta línea de investigación. ESH\ 
SALIR 

TESIS 
DE U 

NO DEBE 
~IBUOTEGA 
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