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RESUMEN 
 
La Distrofia Muscular de Duchenne es un desorden recesivo ligado al cromosoma X que afecta 
principalmente músculo esquelético y cardíaco; así como algunos otros tejidos incluyendo 
cerebro y retina. Este padecimiento es causado por mutaciones en el gen DMD que resultan en 
la pérdida o en la expresión de formas mutantes de esta proteína. Se estima que el gen DMD 
tiene un tamaño de 3000 Kb e incluye 79 exones. La transcripción del gen está regulada de una 
manera tejido específica por al menos ocho promotores diferentes. El producto de este gen es 
conocido como distrofina y tiene un peso molecular de 427 kDa. La Distrofina está compuesta 
por cuatro dominios diferentes: 1) N-terminal de unión a actina, 2) central o similar a espectrina, 
3) rico en cisteínas y que contiene a su vez un dominio WW que interactúa con β-distroglicano y 
4) C-terminal que contiene múltiples dominios que interactúan con proteínas integrales y 
periféricas de membrana, entre ellos motivos de unión a proteínas “coiled coil” que muestran 
interacción con sintrofinas, distrobrevinas y otras proteínas asociadas a distrofina. 
 
La Dp71 es una glicoproteína que se expresa en una gran variedad de tejidos no musculares 
incluyendo cerebro, a partir del gen DMD. Dp71 es requerida para el anclaje y la organización 
de las DAPC en el cerebro y las mutaciones en el C-terminal de la distrofina pueden afectar la 
expresión de esta distrofina, lo cual se ha asociado con retardo mental en los pacientes DMD. 
El mRNA de Dp71 contiene 4.8 Kb y los transcritos de Dp71 sufren procesamiento alternativo 
hacia la región 3´en los exones 71, 71-74 y 78. La deleción del exón 71 no cambia el marco de 
lectura; sin embargo  la pérdida del exón 78 resulta en la sustitución de los últimos 13 
aminoácidos hidrofílicos de la distrofina con 31 aminoácidos que le confieren propiedades 
hidrofóbicas a la Dp71. Está isoforma Dp71 carente del exón 78 se ha denominado Dp71f y 
presentan una localización citoplasmática; mientras que las isoforma que presenta este exón se  
ha denominado Dp71d y muestran una localización predominantemente nuclear. 
 
Se han construido vectores que generan isoformas de proteínas Dp71 recombinantes 
fusionadas  con banderas en el extremo N-terminal con el fin de estudiar su localización 
subcelular. En este contexto el objetivo de este  trabajo fue obtener proteínas Dp71 
recombinantes fusionadas con el epítope V5 en el carboxilo terminal. Para esto primeramente 
se obtuvo  DNA plasmídico por el método alcalino de los siguientes plásmidos pPROEX-
1/rDp71a,  pPROEX-1/rDp71ab, pPROEX-1/rDp71e, pPROEX-1/rDp40. Después se diseñaron 
los oligos 5’ y 3’ para amplificar el DNA de las isoformas rDp71a, rDp71ab, rDp71e, rDp71Δ y se 
estandarizó la técnica de PCR. Una vez obtenidos los productos de PCR se purificaron y se 
clonaron en el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO. El DNA de cada candidato se verificó por PCR, 
restricción enzimática y posteriormente por secuenciación automática de los extremos 5´ y 3´. Al 
realizar la reacción de PCR se obtuvo un fragmento de alrededor de 1800 pb para las isoformas 
Dp71, mientras que para Dp40 se observó un fragmento de menor tamaño (~1000 pb). Para la 
clonación de los fragmentos de PCR en el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO se realizaron 
diversos ensayos de ligación y transformación para incrementar el número de candidatos, sin 
embargo la eficiencia de transformación en todos los ensayos fue menor a lo requerido (1x103 
ufc/µg). Las clonas obtenidas después de la reacción de ligación se analizaron por PCR, por 
restricción enzimática con la enzima PstI y HindIII y finalmente por secuenciación, donde 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3 y 4, pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp71e 4.8, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp71Δ 4.1 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp40 1.1 mostraron la 
secuencia nucleotídica de Dp71 y Dp40 respectivamente en los extremos 5´y 3´, cumpliéndose 
así el objetivo propuesto. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). 

La Distrofia Muscular de Duchenne es un desorden recesivo ligado al cromosoma X  

afecta principalmente músculo esquelético y cardíaco; así como algunos otros tejidos 

incluyendo cerebro y retina (Austin et al., 1995). Este padecimiento afecta 

aproximadamente 1 en 3500 niños (Hoffman et al., 1987 y Koening et al., 1987) y es 

causado por mutaciones en el gen DMD, el cual codifica para una proteína llamada 

distrofina. La distrofina se localiza en el sarcolema del músculo esquelético normal,  

pero está ausente en el músculo de los pacientes DMD; mientras en la distrofia 

muscular de Becker (DMB), que corresponde a la forma menos severa, se presentan 

niveles menores de distrofina, isoformas de menor tamaño o ambas situaciones 

(Campbell, 1995).  

 

Los pacientes afectados con DMD son diagnosticados entre los 3 y 5 años de edad 

cuando presentan niveles elevados de la isoforma muscular de creatin cinasa en suero, 

decremento en la habilidad física motriz (caídas frecuentes, dificultad al subir escaleras, 

correr y saltar) y pseudohipertrofia en los músculos de la pantorrilla (O’Brien et al., 

2001); el padecimiento se caracteriza por ciclos repetidos de necrosis y regeneración 

del músculo esquelético, que producen fibrosis y perdida del músculo (Emery, 1993). 

Dado que la pérdida de músculo es muy severa, estos pacientes son confinados a una 

silla de ruedas alrededor de los 12 años y mueren alrededor de la segunda o tercera 

década de vida por falla cardíaca o respiratoria (O’Brien et al., 2001). 

 

Además de los problemas musculares, los pacientes con DMD muestran anormalidades 

en su comportamiento tales como;  autismo y déficit de atención (Ahn et al., 1995), 

retraso mental (Rapaport et al., 1991), déficit cognoscitivo (O’Brien et al., 2001) y un 

coeficiente intelectual (I.Q.) por debajo de lo normal (Bresolin et al., 1994). 
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1.2 El Gen DMD. 

El locus del gen está localizado en la banda Xp21 (Koening et al., 1987). El gen DMD 

es el gen humano con mayor longitud dentro de los que se han caracterizado y se 

estima su tamaño alrededor de 3000 kb (Nishio et al., 1994), su cDNA de longitud 

completa  en músculo esquelético es de 14 kb (Koening et al., 1987). El gen está 

compuesto de 79 exones  e  intrones de varios cientos de kb en longitud, los exones 

codificantes conforman solo el 0.06 % de la secuencia de este gen (Ahn et al., 1993). El 

producto de longitud completa del gen es una proteína de 427 kDa llamada Distrofina la 

cual se encuentra en todos los tipos de células musculares y se localiza en la cara 

citoplasmática del sarcolema particularmente dentro de los costámeros (Ervasti et al., 

2006). 

 

1.2.1 Promotores  tejido-específicos e isoformas de la distrofina. 

En el gen de la distrofina humana se han encontrado ocho promotores diferentes que 

regulan la transcripción de este de una manera tejido específica; cuatro de estos están 

localizados en el extremo 5’ del gen y regulan la expresión de las distrofinas de longitud 

completa como son la distrofina de tipo muscular (M), cerebral (B), de purkinje (P) y 

linfocítica (L); se ha propuesto que el promotor que codifica para esta última no tiene 

una función biológicamente significativa, ya que la cantidad de distrofina que se expresa 

en linfocitos de sangre periférica es insignificante comparada con la de músculo 

esquelético (Greenberg et al., 1996). Hacia la región 3’ se encuentran cuatro 

promotores internos que dan lugar a transcritos de menor tamaño y codifican para 

isoformas con el extremo carboxilo terminal trunco, dichos promotores son; el de retina 

(R),  el de cerebro-3 (B3), el de células Schwann (S) y el general (G).  Cada uno de 

estos promotores transcribe un primer exón único que presenta procesamiento 

alternativo dentro de los exones 20, 45, 56 y 63 respectivamente, para generar 

productos proteicos de 260 kDa (Dp260), 140 kDa (Dp140), 116 kDa (Dp116) y 71 kDa 

(Dp71), estas isoformas se llamaron también apo-distrofinas. Dp260 se expresa de 

manera abundante pero no exclusiva en retina (Byers et al., 1993). Dp140 se encuentra 

en sistema nervioso central; pero también ha sido implicada en el desarrollo del riñón 

(Durbeej et al., 1997), mientras que la isoforma Dp116 se expresa primordialmente en el 
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sistema nervioso periférico y central (Ambrose et al., 1997 y Rapaport et al., 1993). 

Dp71 es detectada en muchos tejidos no musculares incluyendo cerebro, riñón, hígado 

y pulmón (Blake et al., 2002). 

  

1.2.2 Mutaciones del gen DMD. 

La frecuencia de la DMD tiene relación con una elevada tasa de nuevas mutaciones 

(1x104), lo que ha llevado a la caracterización de cientos de mutaciones independientes. 

Las mutaciones en el gen DMD generalmente resultan en la ausencia o niveles 

reducidos de la proteína distrofina (Blake et al., 2002). Cerca del 65 % de los casos son 

causados por deleciones, mientras que del 5-10 % son duplicaciones; el 30 % de los 

individuos afectados presentan pequeñas mutaciones (mutaciones puntuales o 

pequeñas deleciones/inserciones) (Sitnik et al., 1997). La mayoría de estas deleciones 

se localizan en dos regiones “hot spots”. La primera de estas comprende los exones 45-

53 y remueven parte del dominio central de la distrofina; las eliminaciones en este 

extremo son resultado de una recombinación meiótica que se produce en el exón 44 

(Oudet et al., 1992). Mientras que la segunda región comprende del exón 2 al 20 y 

remueve parte o todo el sitio de unión a actina y una parte del dominio central. Muchos 

puntos de ruptura también ocurren en esta  región comprendiendo desde el intrón 1 

hasta el 7 (Abbs et al. 1992, y Blake et al., 2002). 

 

Después de la caracterización de muchas de estas mutaciones se ha visto que el 

tamaño y la posición de la deleción dentro del gen DMD frecuentemente no se 

correlaciona en forma directa con el fenotipo clínico observado. Esto se debe a que si 

una deleción conduce a la expresión de un transcrito truncado en una región interna, sin 

cambio del marco de lectura normal, entonces podría generarse una versión más 

pequeña pero funcional de la distrofina, causando un fenotipo DMB. Por otra parte si la 

deleción creara un cambio en el marco de lectura traduccional, entonces la terminación 

prematura de la traducción resultara en la síntesis de una proteína trunca. Este 

argumento está asociado con los niveles muy bajos de expresión de la distrofina en un 

fenotipo DMD debido a mutaciones en el mRNA o la inestabilidad de  la proteína (Blake 

et al., 2002). 
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1.3 Distrofina. 

La Distrofina es un miembro de la superfamilia de las espectrinas, que incluyen 

proteínas como α-actinina, utrofina y espectrinas. Esta proteína está compuesta por 

cuatro dominios diferentes: el dominio amino terminal es similar en secuencia y función 

a la familia de las proteínas de unión a actina, incluyendo β-espectrina y α-actinina (Ahn 

et al., 1993 y Hemmings, 1992), consta de 220 aminoácidos y esta región se une a 

filamentos de actina del citoesqueleto con una marcada preferencia para formas no 

musculares de actina (Roberts, 2001). Un dominio central compuesto de 24 repetidos 

de triple hélice similar a espectrina interrumpidos por cuatro regiones bisagra ricas en 

prolina que en conjunto le confieren cierto grado de flexibilidad a la distrofina (Culligan, 

2002 y Blake, 2002). La región rica en cisteína contiene un dominio WW compuesto por 

40 aminoácidos que modula la unión a moléculas de señalización, reguladoras y a 

sustratos ricos en prolina;  está región media la interacción  con el β-distroglicano 

mediante las regiones ricas en prolina. El dominio rico en cisteína  contiene dos motivos 

EF que son similares a los de α-actinina  y pueden unir calcio intracelular (Ervasti, 2006 

y Blake, 2002), un dominio ZZ que contiene un numero de residuos de cisteína 

conservados que forman sitios para unión de metales catiónicos divalentes tales como 

el Zn 2+; este dominio es similar a los dedos de zinc, en la distrofina este dominio se une 

a calmodulina de manera calcio dependiente (Anderson, 1996 y Blake, 2002) y no se 

requiere para la unión de  β-distroglicano (Rentschler, 1999). El carboxilo terminal de la 

distrofina contiene múltiples dominios que interactúan con proteínas integrales y 

periféricas de membrana, entre ellos motivos de unión a proteínas “coiled coil” que 

muestran interacción con sintrofinas, distrobrevinas y otras proteínas asociadas a 

distrofina (Crawford, 2000 y Blake, 2002). 

 

Todos los miembros de la familia de proteínas: distrofinas y distrobrevinas, parecen 

estar asociados a la membrana, la distrofina en vertebrados está localizada en la 

membrana plasmática de células del músculo liso, cardiaco y esquelético (Zubrzycka-

Gaarn, 1988) y en un grupo de sinapsis en el sistema nervioso central. 
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Su distribución subcelular indica que lleva a cabo diferentes funciones dentro del 

citoesqueleto: i) Estabilidad de la membrana: la distrofina puede estabilizar la 

membrana durante los repetidos ciclos de contracción, ii) Fuerza de transducción: la 

distrofina puede unir la fuerza contráctil producida en un dominio intracelular a un medio 

extracelular, iii) Organización de membranas especializadas: particularmente en tejidos 

no contráctiles, la distrofina aparece en ciertas membranas especializadas, donde 

puede organizar la topología de dicha membrana o mantener la concentración local de 

los componentes membranales (Ahn et al., 1993). 

 

1.3.1 Complejo de proteínas asociadas a distrofina (DAPC). 

En el músculo esquelético y cardíaco la distrofina se asocia con varias proteínas para 

formar parte del complejo de proteínas asociadas a distrofina (DAPC). El DAPC juega 

un papel estructural en la unión del citoesqueleto de actina a la matriz extracelular, 

estabilizando el sarcolema durante los repetidos ciclos de contracción y relajación, y 

transmitiendo la fuerza generada  en los sarcómeros del músculo a la matriz 

extracelular (Petrof et al., 1993). Así mismo el DAPC está involucrado en vías de 

señalización que incluyen calmodulina, Grb2 y nNOS (Rando, 2001).  Las proteínas que 

lo conforman se organizan estructuralmente en tres subcomplejos distintos: 1) los 

distroglicanos (DGs; subunidades α y β), 2) el subcomplejo sarcoglicano-sarcospan 

(sarcoglicanos  (SGs): subunidades α, β, γ, ε, δ, δ  y sarcospan   (SSPN)) y 3) distrofina 

y otras proteínas citoesqueléticas asociadas; distrobrevinas (subunidades α y β) y 

sintrofinas (subunidades α1, β1, β2; en neuronas se han identificado las subunidades 

γ1 y γ2) (Yoshida et al., 1994 y Ervasti et al., 1990). Recientemente se ha asociado a 

otras proteínas  con el DAPC, estas incluyen nNOS (Brenman et al., 1996) y caveolina-

3 (Song et al., 1996). 

 

1.3.1.1 Distroglicanos. 

Los distroglicanos conforman un subcomplejo de proteínas sintetizadas a partir de un 

solo gen, el transcrito de este gen codifica para un polipéptido de 160 kDa modificado 

post-traduccionalmente para generar α y β  distroglicano, los cuales son glicosilados 

antes de ser seleccionados para su localización extracelular ó transmembranal. Estas 
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proteínas constituyen una parte medular del DAPC estableciendo un vínculo 

transmembranal entre la laminina-2 y la distrofina (Ehmsen et al., 2002 y Ibraghimov-

Beskrounage et al., 1992). En el músculo,  el α-distroglicano tiene un peso molecular de 

156 kDa y su localización es extracelular, mientras que el β-distroglicano  se localiza 

transmembranalmente con un peso molecular de 43 kDa. El α-distroglicano se une a los 

dominios G de la cadena α-2 de la laminina-1, también muestra afinidad a proteínas del 

tipo de proteoglicano como agrina y perlecan (Henry y Campbell, 1999). El β-

distroglicano en su extremo carboxilo terminal contiene varios residuos de prolina 

requeridos para la unión a la región rica en cisteína con la distrofina; específicamente 

con los dominios WW  y EF (Jung et al., 1995 y Rentschler et al., 1999).  El carboxilo 

terminal del β-distroglicano también funciona como adaptador de la proteína Grb2 

(Yang et al., 1995). 

 

1.3.1.2 Subcomplejo sarcoglicano-sarcospan. 

En el músculo esquelético y cardíaco este subcomplejo está formado por cinco 

glicoproteínas transmembranales: α (50 kDa), β (43 kDa), γ (35 kDa), δ (35 kDa) y ε 50 

(kDa) y la proteína sarcospan (25 kDa) (Chan et al., 1998). α-SG y ε-SG son proteínas 

transmembranales glicosiladas tipo I (presentan su extremo amino terminal hacia la 

parte extracelular); la primera se encuentra en músculo estriado, mientras que ε-SG se 

expresa ampliamente tanto en células no musculares como musculares (Imamura et al., 

2000). Los sarcoglicanos γ,  δ, y δ son proteínas transmembranales glicosiladas tipo II 

(presentan el extremo amino terminal hacia la parte intracelular) y son expresados en 

músculo liso (Fort et al., 2005). La distrofina y γ-SG interactúan directamente; mientras 

que δ-SG interacciona con el complejo distroglicano (Chan et al., 1998). 

 

Mutaciones en los genes humanos α-, β-, γ- y δ-sarcoglicano causan distrofias 

musculares tipo “limb girdle”  (LGMD) tipo 2D, 2E, 2C y 2F, respectivamente (Bushby, 

1999). 

 

La proteína sarcospan  se considera un componente integral del DAPC, posee cuatro 

dominios transmembranales y un “loop” extracelular, los extremos N- y C-terminal están 
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localizados intracelularmente. Esta proteína se expresa predominantemente en músculo 

esquelético y cardíaco (Crosbie et al., 1997). 

 

1.3.1.3 Proteínas citoesqueléticas asociadas. 

Sintrofinas. Esta familia de proteínas se compone de cinco miembros; tres de ellas de 

58 kDa: α-sintrofina, β1- y β2-sintrofina, y las dos restantes de entre 58-60 kDa; γ1- y γ2-

sintrofina. Los tres primeros miembros se localizan en el sarcolema, fibras musculares y 

uniones neuromusculares respectivamente; mientras que las γ-sintrofinas se localizan 

específicamente en cerebro. Estructuralmente las sintrofinas poseen dos dominios PH 

(de homología con plecstrina), un dominio PDZ y un dominio C-terminal altamente 

conservado (Ahn et al., 1995). Dada su estructura estas proteínas pueden funcionar 

como moduladores en el reclutamiento y señalización de proteínas al sarcolema y al 

DAPC, vinculando interacciones con canales de sodio en músculo esquelético, nNOS, 

cinasa serina/treonina, MAST205 y la cinasa-3 proteína de stress activada (Rando, 

2001). 

 

Las sintrofinas se unen directamente al dominio C-terminal de la distrofina,  en la región 

codificada por los exones 71 al 74 (Ahn et al., 1996). Estas proteínas se unen a 

secuencias homólogas de utrofina, distrobrevina y proteínas relacionadas con distrofina 

(DRP)  (Ahn et al., 1995).  En el cerebro γ1- y γ2-sintrofinas pueden unirse a las 

isoformas de distrofina Dp71 y Dp140 (Wilson et al., 1999). 

 

Distrobrevinas. Estas proteínas pertenecen a la familia de las distrofinas, en 

vertebrados se expresan dos de estas proteínas; α- y β-distrobrevina con una masa de 

87 y 62 kDa respectivamente (Peters et al., 1997). Por procesamiento alternativo se 

producen cinco isoformas de α-distrobrevina que difieren en su extremo carboxilo 

terminal y carecen de los dominios WW (Ehmsen et al., 2002 y Peters et al., 1997). Solo 

3 de las isoformas se localizan en músculo; así α-distrobrevina-1 y -2 están 

concentradas en uniones neuromusculares (Nawrotzki et al., 1998). Ambas isoformas 

también se localizan en el sarcolema siendo más abundante α-distrobrevina-2 (Blake et 

al., 2002). α-distrobrevina-3 se localiza en músculo esquelético y cardíaco.  Las 
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distrobrevinas α están asociadas con el complejo sarcoglicano mediante su extremo N-

terminal, el cual es común en todas las isoformas; se unen a distrofina mediante 

motivos “coiled-coil” y en ausencia de la región C-terminal de esta proteína las 

distrobrevinas junto con las sintrofinas se unen al DAPC (Crawford et al., 2000). Así 

mismo  la α-distrobrevina-1 posee tirosinas que pueden ser fosforiladas (Blake et al., 

2002).  En lo que se refiere a β-distrobrevina, es muy similar a α-distrobrevina-1, pero 

carece de los sitios de fosforilación de tirosina;  se expresa en tejidos no musculares 

como neuronas, en la región del hipocampo y en células epiteliales (Kachinsky et al., 

1999 y  Peters et al., 1997). β-distrobrevina forma complejos específicos con Dp140, 

Dp71 y utrofina (Culligan et al., 2002). 

 

1.4 Dp71. 

La Dp71 fue inicialmente identificada y clonada a partir de células de fluido amniótico 

(Austin et al., 1995). Está isoforma se expresa en muchos tejidos no musculares 

incluyendo hígado, retina, riñón, pulmón, testículo y es el principal producto del gen 

DMD expresado en cerebro, neuronas y en cultivos de células gliales. Es relativamente 

abundante en células madre embrionarias (Rapaport et al., 1992; Rapaport et al., 1993). 

El dominio C-terminal y la región rica en cisteína de la distrofina están presentes en esta 

proteína, mientras que carece de la región similar a espectrina y del extremo N-terminal, 

en lugar de este posee un extremo N-terminal específico de 7 aminoácidos (Rapaport et 

al., 1992) (fig. 1). Se ha encontrado que  la Dp71 está asociada con la membrana de las 

células HepG2, HeLa (Rapaport et al., 1993) y astrocitos así mismo se ha mostrado la 

asociación de Dp71 con proteínas del DAPC tales como β-distroglicano (Austin et al., 

1995), β-distrobrevina (Blake et al., 1998) y sintrofina (Kramarcy et al., 1994). Estas 

observaciones sugieren que Dp71 está involucrada en el anclaje y/o organización de 

componentes específicos de la membrana, sin embargo no puede sustituir 

funcionalmente a la distrofina de longitud completa (Cox et al., 1994). 

 

La expresión de esta isoforma es regulada por un promotor tipo “housekeeping” 

localizado en el intrón 62 de este gen, dicho promotor no posee caja TATA, tiene un alto 

contenido de GC y  sitios potenciales de unión a Sp1 y Sp3 (Lederfein et al., 1993).  El 
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mRNA de Dp71 contiene 4.8 Kb, los transcritos de Dp71 sufren procesamiento 

alternativo hacia la región 3´en los exones 71, 71-74 y 78 originando variantes  de esta 

proteína (fig. 1). Mientras la deleción del exón 71 no cambia el marco de lectura; la 

pérdida del exón 78 resulta en la sustitución de los últimos 13 aminoácidos hidrofílicos 

de la distrofina con 31 aminoácidos que le confieren propiedades hidrofóbicas a la Dp71 

(Lederfein et al., 1992 y Rapaport et al., 1992  y Austin  et al., 1995). Así la isoforma 

Dp71 que carece del exón 78 se ha denominado Dp71f; mientras que la isoforma que 

presenta este exón se  ha denominado Dp71d (fig. 1). 
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Figura 1. Clasificación de las isoformas de Dp71. Las proteínas Dp71 que sufren o no procesamiento 
alternativo hacia los exones 71-74 y conservan el exón 78 intacto pertenecen al grupo Dp71d (Dp71, 
Dp71a y Dp71c); mientras que las Dp71 que carecen del exón 78 se han clasificado en el grupo Dp71f 
(Dp71b, Dp71ab y Dp71Δ110). El grupo Dp71e se encuentran proteínas Dp71 que  poseen una secuencia 
única que evita la traducción de los exones 78 y 79, generando un nuevo carboxilo terminal (Dp71e y 
Dp71ec). La Dp40 comparte los exones 63 al 70 de la Dp71 de longitud completa. Se indican los sitios de 
interacción con el DAPC; dominio rico en triptófano  (WW), dominio EF1/EF2 y motivo dedos de zinc (ZZ) 
con β-distroglicano (β-dystroglycan), motivos de unión a proteínas “coiled coil” (CC1/CC2) con sintrofina 
(syn) y distrobrevina (Db). La línea discontinua indica la pérdida de exones (modificado de Aragón, 
2011). 
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Un estudio en ratones transgénicos mdx ha demostrado que la secuencia de la 

distrofina que es necesaria para la localización en el sarcolema y la asociación con el 

DAPC in vivo está contenida dentro de los transcritos de la Dp71, pero la restauración 

de este complejo no es suficiente para prevenir la distrofia muscular (Cox et al., 1994). 

 

Se ha sugerido que la ausencia o la estructura alterada de Dp71, es responsable de las 

alteraciones mentales observadas en cerca del 30 % de los pacientes con DMD (Emery, 

1987). Las dos isoformas de Dp71 están presentes en el núcleo de las neuronas y en 

astrocitos en cultivo. Sin embargo Dp71d es la isoforma más abundante en el cerebro y 

en neuronas del hipocampo en cultivo, aunque presenta una concentración moderada 

en astrocitos.  Dicha isoforma se ha visto también asociada con neurofilamentos 

citoplasmáticos, su ausencia o cambios estructurales en los pacientes DMD puede 

inducir alteraciones en su distribución subcelular e interacciones con neurofilamentos, lo 

cual ha sido reportado por Torelli en 1992. Este tipo de cambios podría contribuir a las 

alteraciones en las funciones cognitivas observadas en estos pacientes; así mismo en 

este estudio se plantea que en neuronas la distrofina puede participar en diferentes vías 

de señalización y que la alteración de Dp71 puede modificar la función de dichas vías 

en los pacientes DMD lo cual conlleva a una disfunción cerebral (Aleman et al. 2001).  

 

Otro fenotipo  observado en los pacientes DMD es una fisiología retinal anormal, en la 

retina normal o sana Dp71 exhibe el mismo patrón de distribución que corresponde a 

canales rectificadores entrantes de potasio (Kir), especialmente Kirk4.1 y a las proteínas 

capaces de transportar agua; acuoporina-4 (AQP-4). La inactivación de Dp71 altera la 

distribución de Kir4.1 y de AQP4 en células de gliales  de Müller, la ubicación incorrecta 

aumenta la vulnerabilidad de las células nerviosas de la retina produciendo isquemia 

transitoria que se asocia con la muerte de las neuronas. Por lo tanto Dp71 y DAPC 

controlan la expresión y distribución subcelular de canales de agua y potasio (K+), que 

son esenciales para la homeostasis de agua retinal y el mantenimiento de la barrera 

sangre-retina (BRB por sus siglas en inglés) (Sene et al, 2009). 
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1.5 Dp40. 

Esta proteína denominada también apo-distrofina-3 fue inicialmente descrita por Tinsley 

y cols (1993) en una línea celular de shwannoma de rata y diversos tejidos humanos; 

hígado, pulmón, cerebro, músculo,  a diferencia de otros transcritos del gen DMD se 

expresa durante el desarrollo embrionario. El mRNA de Dp40 contiene 2.2 Kb, comparte 

los primeros 340 aminoácidos tanto con la Dp71 como con la distrofina de longitud 

completa. La Dp40 comprende la parte distal del dominio central, el dominio rico en 

cisteínas y los primeros 48 aminoácidos del carboxilo terminal. 

 

1.6 Antecedentes directos. 

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que las células PC12 expresan 

a la Dp71 y no otras formas de distrofina (Rosas-Vargas et al., 2000 y Marquez et al., 

2003). 

 

Marquez y cols  (2003) demostraron que  en células PC12 se expresan al menos dos 

isoformas de Dp71, y estas muestran  a lo largo de la diferenciación neuronal, una 

regulación y distribución subcelular diferente. Se demostró que durante el proceso de 

diferenciación se presenta un incremento de nueve veces en la cantidad de proteína de 

Dp71f en extractos totales mientras que la Dp71d se incremento hasta siete veces en 

extractos nucleares. Este  incremento en los niveles de proteína es similar al que 

presentan otras proteínas asociadas con la diferenciación, como es el caso de las MAP 

2, por lo que se puede sugerir que Dp71 tiene una función importante durante la 

diferenciación en la línea celular PC12 (Marquez et al., 2003 y Acosta et al., 2004). 

 

Estudios posteriores han demostrado que estas células producen cuatro isoformas de 

Dp71; la que carece del exón 71 y cuenta con el exón 78 denominada Dp71a (número 

de acceso Gen Bank AY326947), una segunda isoforma  Dp71 que se ha denominado 

Dp71c, presenta el exón 78  pero carece de los exones 72 al 74 (AY326949); ambas 

proteínas fueron previamente conocidas como Dp71d, Dp71ab pierde el exón 78 por 

procesamiento alternativo,  anteriormente conocida como Dp71f (AY326948) y Dp71e la 
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cual tiene una secuencia única que codifica para 10 aminoácidos de carácter hidrofílico 

y evita la traducción  de los exones 78 y 79 (JF510048) (Saint Martin et al., 2012).  

 

En el laboratorio se  construyeron las isoformas recombinantes Xpress-rDp71a Xpress-

rDp71c, Myc-rDp71a, Myc-rDp71c, HA-rDp71a, HA-rDp71c; que permiten que las 

isoformas se expresen como proteínas de fusión, con el epítope o bandera Xpress (8 

aa), el epítope myc (13 aa) y el epítope HA (10 aa) unidos a la región amino terminal, 

esto  permite su reconocimiento mediante el uso de  anticuerpo(s) dirigidos 

específicamente hacia esta bandera. En este mismo trabajo se encontró  que en células 

PC12, la Dp71d endógena se encuentra en la periferia de la célula y un poco en el 

citoplasma; así mismo se determinó que la proteína Dp71a-Xpress se localiza 

principalmente en la periferia celular, pero también se observó en citoplasma y núcleo 

(Martínez Herrera, 2004).  

 

Por otra parte Santos Coy en el 2008 observó que en células PC12 no diferenciadas 

Dp40 se concentra en el núcleo, mientras que en células diferenciadas con factor de 

crecimiento neural (NGF) por sus siglas en inglés) la mayor parte de la señal se observa 

en el citoplasma. 

 

Se han estudiado las diferentes isoformas y se observó que la Dp71ab forma un 

complejo con β-distroglicano, α-sintrofina, β-distrobrevina y α, β y γ-sarcoglicanos en las 

células PC12  indiferenciadas. Mientras que en células PC12 diferenciadas la 

composición del complejo cambia, ya que Dp71ab se asocia solamente con β-

distroglicano, α-sintrofina, β-distrobrevina y δ-sarcoglicano. Así mismo la óxido nítrico 

sintasa (nNOS) se asocia con el complejo Dp71 ab/DAPC durante el tratamiento con 

NGF, sugiriendo la posibilidad que la Dp71ab pueda estar involucrado en eventos de 

transducción de señales durante la diferenciación neuronal (Romo-Yanez et al., 2007 y 

Villareal et al., 2010). 

 

Saint Martin y cols en el 2011 reportaron una nueva isoforma de Dp71 con un carboxilo 

terminal diferente a las isoformas previamente reportadas,  llamada Dp71e, la cual se 
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expresa en células PC12  no diferenciadas y durante la diferenciación inducida por 

NGF. También se encontró que esta isoforma es expresada en órganos de rata y en 

líneas celulares humanas. 

 

Para estudiar el papel de los dominios Dp71 se generó una mutante in vitro que carece 

de los exones 78 y 79 denominada Dp71Δ78-79. Se logró la transfección estable de las 

células PC12 con la distrofina mutante y se observó que el proceso de diferenciación 

fue más  eficiente basado en el porcentaje y longitud de neuritas. En cuanto a su 

localización subcelular Dp71Δ78-79  fue localizada en la periferia de la célula (Aragon et 

al., 2011). 
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1.7  Justificación. 

Dado que se ha demostrado que las células PC12 expresan  varias isoformas de Dp71  

(rDp71a, rDp71c,rDp71ab y rDp71e) y  que su localización subcelular es diferente, 

además de que no existen anticuerpos específicos para cada una, se han generado 

proteínas Dp71 recombinantes con epítopes o banderas diferentes en el extremo amino 

terminal, para su estudio. Con el objeto de verificar que la localización subcelular de las 

proteínas no sea un artefacto generado por  la bandera añadida en el extremo amino 

terminal y considerando que la  localización de la isoformas Dp71 en las células puede 

cambiar su función, este trabajo tiene como objetivo realizar las construcciones de los 

plásmidos que generarán proteínas recombinantes rDp71a-V5, rDp71ab-V5, rDp71∆78-

79-V5, rDp71e-V5 y rDp40-V5 cuyo epítope o bandera V5 se encuentre fusionado en el 

extremo carboxilo. Será posible determinar si la localización subcelular se ve afectada 

por la posición de la bandera y así corroborar la localización de las isoformas Dp71 con 

banderas en el N-terminal. 
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II. OBJETIVOS 
 

 
2.1 Objetivo general. 
 

Clonar la secuencia de las isoformas rDp71a, rDp71ab, rDp71e, rDp71Δ78-79 y rDp40 en 

el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO para obtener proteínas con el epítope V5 fusionado 

en el carboxilo terminal. 

 

2.2  Objetivos particulares. 

 

 Obtener vectores pcDNA3.1D/V5.His-TOPO que expresen proteínas 

recombinantes de las isoformas rDp71a, rDp71ab, rDp71e, rDp71Δ78-79 y rDp40. 

 Caracterizar los vectores recombinantes construidos por PCR, restricción 

enzimática y secuenciación. 
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III. MATERIALES Y METÓDOS 
 
3.1 Preparación de células competentes de E. coli DH5α. 

Se inoculó una colonia de células DH5α en 4 ml de medio SOB, las células se 

incubaron toda la noche a 37 °C en agitación. Posteriormente se inocularon 500 µl de 

este precultivo en 50 ml de medio SOB complementado con MgSO4 10 mM, y se incubó 

a 37 °C hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 a 0.6 a 550 nm. El cultivo se 

transfirió a un tubo Falcon estéril y se colocó en hielo por 10 min, después se centrifugó 

a 8000 rpm por 8 min a 4 °C, retirándose el sobrenadante por decantación, para 

resuspender en 16 ml del buffer RF1 (KAc 30 mM, KCl 100 mM, CaCl2 10 mM, MnCl2 

50 mM, glicerol al 15 % y pH final de 5.8) a 4 °C con pipeteo suave colocando 15’ en 

hielo. La muestra se centrifugó a 6000 rpm por 10 min a 4 °C retirándose el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 2 ml de RF2 (MOPS 10 mM, CaCl2  75 

mM, KCl 10 mM, glicerol al 15 % y  pH final de 6.5) a 4 °C, con pipeteo suave  

incubando 15 min en hielo. Se distribuyo el volumen total en alícuotas de 400 µl, las 

cuales se congelaron utilizando nitrógeno líquido para posteriormente almacenar las 

muestras a -70 °C.  

 
3.2 Transformación bacteriana. 

Las alícuotas conservadas a -70 °C  se colocaron en hielo, una vez descongelada la 

muestra se añadieron 2 µl del vector, se agitó en vórtex por unos s y se incubó en hielo 

por 20 min. Se colocó la mezcla a 42 °C por 90 s y posteriormente en hielo 5 min para 

ocasionar un choque térmico. Se añadieron al tubo 800 µl de medio SOC (SOB + 1/50v 

de glucosa 20 % + 1/100v MgSO4 1M) y se incubó a 37 °C con agitación durante 50 

min. Las células fueron espatuladas en cajas con  LB-amp (100 mg/ml), para la 

selección de las transformantes las cajas se incubaron a 37 °C durante  toda la noche. 

 
3.3 Extracción de DNA plasmídico por el método alcalino. 

Se sembró un precultivo con una colonia de la bacteria transformante en 3 ml de medio 

LB-amp (100 mg/ml) el cual se incubó a 37 ºC toda la noche. Posteriormente se tomó 1 

ml de este precultivo el cual se inoculó en 50 ml de medio LB-amp  incubándose a 37 

ºC por 12 horas con agitación vigorosa. Posteriormente se centrifugó el cultivo a 8000 

rpm por 5 min a 4 ºC, se desecho el sobrenadante por decantación, la pastilla se 
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resuspendió en 1 ml de la Solución I (glucosa 50 mM, EDTA10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 

= 8.0) preenfriada,  más 50 µl de RNAsa 10mg/ml; la suspensión se colocó en hielo 

durante 5 min, se agregaron  2.5 ml de la Solución II (NaOH 200 mM, SDS 1 %) recién 

preparada y se agitó por inversión suave de 4 a 6 veces para posteriormente incubar en 

hielo durante 5 min.  Se añadieron 1.75 ml de la Solución III (acetato de amonio 7.5 M) 

preenfriada, se agitó por inversión suave y se colocó en hielo por 10 min, después se 

centrifugó a 11000  rpm por 20 min a 4 ºC. Posteriormente se transfirió el sobrenadante 

a un tubo limpio y se agregaron 0.6 volúmenes de 2-propanol mezclando por inversión y 

se precipitó a temperatura ambiente durante 20-30 min. Después se centrifugó a 11000 

rpm por 15 min a 16 ºC y se resuspendió la pastilla en 500 µl de TE (Tris 10 mM pH = 

8.0, EDTA, 0.1 mM) y se transfirió a tubo eppendorf. 

 

3.3.1. Extracción fenólica. 

Se agregó un volumen de fenol al tubo que contenía el plásmido extraído y se mezcló 

por inversión. Se centrifugó a 10,000 rpm por 3 min a 4 ºC, se extrajo y transfirió a otro 

tubo  la fase acuosa y se le agregó un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) 

y se mezcló por inversión. Se repitió la centrifugación en las mismas condiciones, se 

extrajo y transfirió la fase acuosa a otro tubo añadiendo un volumen de una  mezcla de 

cloroformo-isoamílico (24:1) mezclando por inversión y centrifugando en las condiciones 

anteriores, se transfirió la fase acuosa a un tubo limpio; considerando que si el volumen 

es mayor a 400 µl se tiene que dividir en 2 tubos. 

 

Se agregó ½ volumen de acetato de amonio y 2 volúmenes de etanol al 100 % y se 

colocó en hielo seco durante 20 min, después se centrifugó a 11,000 rpm por 20 min a  

4 ºC. Posteriormente se realizaron 2 lavados con etanol al 70 % usando 200 µl en cada 

uno y teniendo precaución de no resuspender la pastilla y se centrifugó a 11000 rpm 

por 3 min a 4 ºC entre cada lavado. Después se colocó en el evaporador durante tres 

min, para secar ligeramente y se resuspendió en 300 µl de agua mili Q. Se cuantificó 

por espectrofotometría y se verifico la integridad del DNA por electroforesis en geles de 

agarosa – TBE al 1 %.  
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3.3.2 Obtención de plásmidos por el Kit QIAprep spin Miniprep (QIAGEN). 

Se realizó un cultivo de toda la noche en 5 ml de medio LB-amp (100 mg/ml) colocando 

una colonia de la bacteria transformante deseada. Se centrifugó a 13,000 rpm durante 

90 s en una microcentrífuga. Se desecho el sobrenadante y se resuspendió la pastilla 

de células bacterianas en 250 µl del Buffer P1 (Tris-HCl 50 mM pH = 8.8, EDTA 10mM, 

RNAsa 100 µg/ml) se añadieron 250 µl del buffer P2 (NaOH 200mM, SDS 1 %) y se 

mezclo por inversión de 4 a 6 veces. Posteriormente se añadieron 350 µl del Buffer N3 

(QIAGEN) y se mezcló nuevamente por inversión de 4 a 6 veces. Se centrifugó a 

13,000 rpm durante 10 min y se aplicó el sobrenadante a las columnas provistas en el 

kit, se centrifugó por 30-60 s; después se limpió la columna añadiendo 0.5 ml del Buffer 

PB (QIAGEN), se centrifugó en las condiciones descritas anteriormente y se desechó el 

líquido contenido en el tubo colector. Se realizó un segundo lavado de la columna 

añadiendo 0.75 ml del Buffer PE (QIAGEN)  y centrifugando durante 30-60 s, se 

centrifugó un min más para remover cualquier residuo del buffer. Para eluir el DNA se 

colocó la columna en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml, y se agregaron 50 µl del 

buffer EB (Tris-HCl 10 mM pH = 8.5) en el centro de la columna, se dejo reposar 10 min 

y por último se centrifugó 1 min. 

 
3.4 Amplificación por PCR. 

El diseño de los oligos se realizó utilizando los programas DNACLUB y OLIGO.  

 
Tabla 1. Oligos utilizados para la amplificación por PCR. 
 

Nombre Isoforma Secuencia 
Longitud 
en bases 

TIDV5 Dp40 y Dp71  5’ CACCATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG 29  

1DV5A Dp71a      3’ CATTGTGTCCTCTCTCATTGGCTTTCCAG 29 

1DV5AB Dp71ab    3’ TTCTGCTCCTTCTTCATCTATCATGACTG 29 

1DV5E Dp71e      3’ ATAATAGAGAGAGGAAGAGGCAGATAGAT 29 

1DV540 Dp40        3’ CGTTTCCATGTTGTCCCCCTCTAAC 25 

1DV5D78 Dp71Δ      3’ TCTTGAACTAGGGAAGGAGTTGTTGAGTT 29 

 
Las reacciones de PCR se realizaron  en un termociclador (GeneAmp PCR system 

2400) con oligonucleótido 200 ng, dNTPs 10 mM, Taq polimerasa advantage 1.5 

unidades (Invitrogen) en una solución amortiguadora que contiene MgCl2 1.5 mM, KCl 
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50 mM, Tris-HCl 20 mM (pH 8.4) bajo las siguientes condiciones: 94 °C/1 min, 35 ciclos: 

94 °C/30 s, 68 °C/3 min, 70 °C/10 min. Los productos de PCR se cuantificaron por 

espectrofotometría  y se analizaron en un gel de agarosa-TBE al 1 % teñido con 

bromuro de etidio. 

 

La verificación de los candidatos se realizó por PCR de colonia preparando la mezcla 

de reacción como se describe anteriormente, las colonias de los candidatos sembrados 

24 horas antes se agregó  con palillo estéril previamente a adicionar la Taq polimerasa 

(Invitrogen). Se trabajó bajo las mismas condiciones: 94 °C/1 min, 35 ciclos: 94 °C/30 s, 

68 °C/3 min, 70 °C/10 min. 

 
3.4.1 Purificación de productos de PCR. 

Se utilizó el  Kit MARLIGEN (Biosciences), primeramente se realizó el corte del área del 

gel que contenía el DNA con una navaja limpia, posteriormente se pesó el fragmento en 

una balanza analítica. Si el peso resultaba menor o igual a 400 mg se colocaba en 

tubos eppendorf de 1.5 ml y se añadieron 30 µl de Buffer de Solubilización de Gel  (L1) 

por cada 10 mg de gel. Posteriormente se incubó a 50 ºC durante 15 min, mezclando 

cada 3 min para asegurar la disolución del gel. Después el fragmento se disolvió y se 

incubó durante 5 min más. 

 

Posteriormente se colocó una columna dentro del tubo de lavado de 2 ml y se pipeteó la 

mezcla anterior dentro de la columna y se centrifugó a ≥ 12 000 x g durante 1 min 

desechando lo que queda en el tubo de lavado. En este  punto se puede realizar un 

lavado opcional de la columna, colocándola  en otro tubo de lavado y añadiendo 500 µl 

del buffer L1, se incubó a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugó a ≥ 12 000 x g 

durante 1 min, desechando lo que quedó en el tubo de lavado. Después se colocó la 

columna en un nuevo tubo de lavado y se añadieron 700 µl del buffer  de lavado (L2) 

incubando durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a ≥ 12 000 x g durante 

1 min desechando lo recolectado en el tubo de lavado, nuevamente se volvió a 

centrifugar 1 min para remover el buffer  residual. Para realizar la elución del DNA se 

colocó la columna dentro de un tubo de 1.5 ml y se añadieron 50 µl de  buffer TE 

caliente directamente en el centro de la columna, se incubó 5 min a temperatura 
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ambiente y se centrifugó a ≥ 12 000 x g durante 5 min.  Los productos de PCR 

purificados  se analizaron en un gel de agarosa-TBE al 1 % teñido con bromuro de 

etidio. 

 

3.5 Clonación en el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO. 

Una vez obtenidos los productos de PCR correspondientes a las isoformas rDp71ab, 

rDp71e, rDp71Δ y rDp40 se colocaron de 5 a 10 ng de cada uno con 15 a 20 ng del 

vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO, para llevar a cabo la reacción de clonación mediante 

el sistema TOPO® (Invitrogen), siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 
Producto de PCR  0.5 a 4.0 µl 
Solución salina 1 µl 
Agua estéril Añadir para tener un volumen de 5 µl 
Vector TOPO 1  µl 
Volumen final 6 µl 
Se mezcló la reacción y se incubó durante 30 min a temperatura ambiente. 
 
Posteriormente se  realizó la transformación de células competentes previamente 

preparadas con dicha reacción de clonación, las colonias transformantes fueron 

verificadas por medio de un PCR de colonia. 

 

3.6  Restricción enzimática. 

Las clonas positivas del pcDNA3.1D/V5.His-TOPO se sometieron a un análisis de 

restricción enzimática y de secuenciación.   

 

Para el análisis de restricción se utilizaron 200 ng del plásmido y 20 unidades de HindIII 

en buffer de restricción (Tris-HCl 10 mM, NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM y Ditiotreitol 1 mM 

pH 7.9), conjuntamente se realizó un análisis con la endonucleasa PstI utilizando100 

unidades de ésta, y entre 5 y 8 µg de plásmido en el buffer de restricción (Tris-HCl 10 

mM, NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM y Ditiotreitol 1 mM pH 7.9) y albúmina sérica bovina 

(ASB 15 µg).  Las reacciones se incubaron a 37 °C toda la noche. Todas las reacciones 

se analizaron en geles de agarosa-TBE al 1 % teñido con bromuro de etidio. 
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3.7  Secuenciación. 

Los candidatos de la restricción que fueron positivos se analizaron por medio de 

secuenciación automática de los extremos 5’ y 3’ utilizando los juegos de 

oligonucleótidos mostrados en la tabla 2. 

 

Para llevar a cabo la reacción de secuenciación, se utilizó el kit Dye Deoxy Terminator 

cycle sequencing (Perkin Elmer),  bajo las siguientes condiciones: 40 ciclos; 94 °C/5 

min, 94 °C/30 s, 55 °C/20 s, 60 °C/4 min, 60 °C/5 min. La lectura de la secuencia del 

producto amplificado se realizó en el secuenciador automático ABI PRISM 310 (Perkin 

Elmer). 

 

Tabla No 2.  Oligos utilizados para la secuenciación  automática. 
 

Nombre Secuencia 
Extremo a 

Secuenciar 

5´                 3´ 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Dp71ab3 

Dp71ab4 

Dp40 

 

T1DV5 CACCATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG Dp71Δ 

Dp71e 

 

BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG  Dp71ab3 

Dp71ab4 

Dp71Δ 

Dp71e 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

IV. RESULTADOS 

 

4.1 Construcciones teóricas del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con los insertos 

de las isoformas de rDp71 y rDp40. 

El objetivo del trabajo fue la construcción de proteínas recombinantes Dp71 fusionadas  

en el extremo carboxilo terminal a una bandera, para lo cual se realizó una búsqueda 

del vector que permitiera la fusión y expresión de dichas proteínas; una vez que se 

encontró el vector adecuado pcDNA3.1D/V5.His-TOPO (Invitrogene) se realizaron las 

construcciones teóricas en el programa VECTOR NT (Invitrogene) utilizando las 

secuencias de las isoformas de Dp71 reportadas en la base de datos NCBI  (National 

Center for Biotechnology Information). Dichas construcciones se muestran en las figuras 

2 a la 5. Mientras que la construcción con la secuencia de la Dp40 se muestra en la 

figura 6. 

El vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO presenta un gen que confiere resistencia a amp, lo 

cual permitió la selección de los candidatos Dp71 recombinantes en placa sólida. Hacia 

la parte 3´del sitio en donde se inserta el fragmento de DNA de interés se localiza el 

epítope V5 que es una secuencia  que codifica para 14 aminoácidos 

GKPIPNPLLGLDST derivados del paramixovirus SV5 y una bandera de polihistidinas 

(6xHis) que permiten la detección  y purificación de las proteínas recombinantes 

 
 
 
 

pcDNA3.1D/V5-His-TOPO-rDp71a

7326 bp

6xHis

Amp(R)

Neo(R)

V5 epitope

rDp71a

SV40 pA

BGH pA

BGH rev erse  primer

CM V forw ard primer

T7  primer

V5 rev erse  primer

CM V promoter

SV40 early promoter

bla  prom oter

T7  promoter

directional TO PO ov erhang

TO PO binding s ite

TO PO binding s ite

f1  origin

pUC origin

Figura 2. Construcción del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a. Se muestra el vector 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con el inserto de  rDp71a (rojo), el extremo amino se localiza hacia el promotor 
T7 y el extremo carboxilo se localiza antes del epítope V5. El plásmido pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/rDp71a 
presenta un tamaño total de 7326 pb. 
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pcDNA3.1D/V5-His-TOPO-rDp71ab

7380 bp

6xHis

Amp(R)

Neo(R)

V5 epitope

rDp71ab

SV40 pA

BGH pA

BGH rev erse primer

CMV forw ard primer

T7 primer

V5 rev erse primer

CMV promoter

SV40 early promoter

bla promoter

T7 promoter

directional TOPO ov erhang

TOPO binding site

TOPO binding site

f1 origin

pUC origin

pcDNA 3.1D/V5-His-TO PO -rDp71e

7314 bp

6xHis

Amp(R)

Neo(R)

V5 epitope

rDp71e

SV40 pA

BGH pA

BGH reverse primer

CMV forward primer

T7 primer

V5 reverse primer

CMV promoter

SV40 early promoter

bla promoter

T7 promoter

directional TOPO overhang

TOPO binding site

TOPO binding site

f1 origin

pUC origin

Figura 3. Construcción del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab. Se muestra el vector 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con el inserto de  rDp71ab (rojo), el extremo amino se localiza hacia el 
promotor T7 y el extremo carboxilo se localiza antes del epítope V5. El plásmido pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO/rDp71ab presenta un tamaño total de 7380 pb. 
 

Figura 4. Construcción del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e. Se muestra el vector 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con el inserto de  rDp71e (rojo), el extremo amino se localiza hacia el promotor 
T7 y el extremo carboxilo se localiza antes del epítope V5. El plásmido pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/rDp71e 
presenta un tamaño total de 7314 pb. 
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pcDNA3.1D/V5-His-TOPO-rDp40

6534 bp

6xHis

Amp(R)

Neo(R)

V5 epitope

rDp40

SV40 pA

BGH pA

BGH rev erse primer

CM V forw ard primer

T7 primer

V5 rev erse primer

CM V promoter

SV40 early promoter

bla promoter

T7 promoter

directional TOPO ov erhang

TOPO binding s ite

TOPO binding s ite

f1 origin

pUC origin

Figura 6. Construcción del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40. Se muestra el vector 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con el inserto de  rDp40 (rojo), el extremo amino se localiza hacia el promotor 
T7 y el extremo carboxilo se localiza antes del epítope V5. El plásmido pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/rDp40 
presenta un tamaño total de 6534 pb. 

Figura 5. Construcción del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ. Se muestra el vector 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con el inserto de  rDp71Δ78-79 (rojo), el extremo amino se localiza hacia el 

promotor T7 y el extremo carboxilo se localiza antes del epítope V5. El plásmido pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO/rDp71Δ presenta un tamaño total de 7284 pb. 
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4.2 Preparación de células competentes y transformación con los diferentes  

plásmidos pPROEX-1/rDp71a, pPROEX-1/rDp71ab, pPROEX-1/rDp71e y pPROEX-

1/rDp40. 

Una vez que se obtuvieron las células competentes se procedió a realizar la 

transformación con cada uno de los siguientes plásmidos: pPROEX-1/rDp71a, 

pPROEX-1/rDp71ab, pPROEX-1/rDp71e, y pPROEX-1/rDp40 para obtener 

transformantes para cada una de las isoformas de la Dp71 y de la Dp40. 

 

Las células bacterianas transformadas se sembraron en medio LB-amp, ya que el 

plásmido pPROEX-1 con cada uno de los insertos de las isoformas posee un gen de 

resistencia a amp. En este experimento se obtuvieron eficiencias de transformación 

entre ~105  y 106 ufc/µg de plásmido. 

 

4.3 Extracción de los plásmidos pPROEX-1/rDp71a, pPROEX-1/rDp71ab, pPROEX-

1/rDp71e y pPROEX-1/rDp40. 

Las bacterias transformadas con cada uno de los plásmidos mencionados en la sección 

anterior se crecieron para proceder a la extracción de los mismos. Una vez extraídos los 

plásmidos pPROEX-1/rDp71a, pPROEX-1/rDp71ab, pPROEX-1/rDp71e, y pPROEX-

1/rDp40 se examinó su pureza  y concentración por medio de un espectrofotómetro  

utilizando como blanco 100 µl de TE y realizando una dilución 1:50  de cada plásmido 

(tabla 2). Posteriormente se observó la integridad estructural de cada uno por medio de 

electroforesis en gel de agarosa (fig. 7 y 8)  

 

Tabla 3. Concentración y purezas de los plásmidos pPROEX-1/Dp71 y pPROEX-

1/Dp40. 

Plásmido 
recombinante 

Concentración Relación 260/280 

pPROEX-1/rDp71a 474 ng/µl 1.86 

pPROEX-1/rDp71ab 309 ng/µl 2.01 

pPROEX-1/rDp71e 508 ng/µl 1.96 

pPROEX-1/rDp40 323 ng/µl 1.91 
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4.4 Diseño de oligos y amplificación por PCR de las isoformas rDp71a, rDp71ab, 

rDp71e, rDp71∆78-79 y rDp40. 

El DNA purificado se utilizó para analizar las secuencias de las isoformas rDp71a, 

rDp71ab y rDp71e previamente reportadas en el GenBank (NCBI) después de  diseñar 

los pares de oligos para amplificar cada isoforma (véase materiales y métodos). El 

primer oligo  contiene el sitio AUG,  complementario al primer exón de la rDp71 y se 

utilizó para todas las isoformas; el segundo oligo omite la secuencia del codón de paro 

en cada proteína (isoformas rDp71 y rDp40). En la rDp71a y rDp71ab el oligo 3’ es 

Figura 7. Extracción de plásmidos pPROEX-1/rDp71a y pPROEX-1/rDp71ab. El DNA de los 
plásmidos se obtuvo por el método alcalino  descrito en materiales y métodos. Los plásmidos obtenidos 
se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1 y 2: 
plásmido pPROEX-1/rDp71a  2 y 4 µl respectivamente, carriles 3 y 4: plásmido pPROEX-1/rDp71ab 
utilizando los mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2. 

Figura 8. Extracción de plásmidos  pPROEX-1/rDp71e y pPROEX-1/rDp40. El DNA de los plásmidos 
se obtuvo por el método alcalino descrito en materiales y métodos. Los plásmidos obtenidos se analizaron 
por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1 y 2: plásmido 
pPROEX-1/rDp71e 2 y 4 µl respectivamente, carriles 3 y 4: plásmido pPROEX-1/rDp40 utilizando los 
mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2. 

 

1    2   3   4 
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complementario a la parte final del exón 79 antes del codón de paro UAG y UAA 

respectivamente, no se utilizo el mismo oligo para las dos isoformas, porque la  

rDp71ab pierde el exón 78, modificando el marco de lectura, reemplazando los últimos 

13 aminoácidos por 31 aminoácidos nuevos. En la rDp71e este oligo es 

complementario con la secuencia de la región “e”,  para la rDp71∆78-79, el oligo 3’ 

complementa con la parte final del exón 77 de la rDp71; en la Dp40 se utilizó la 

secuencia de la Dp71,  ya que comparten los exones  63 al 70 y se agrego una base al 

final del exón 70 (G) que corresponde a la primera base del  intrón 70, la cual  completa 

el triplete que codifica para treonina (ACG) antes del codón  de paro (UGA) (tabla 1). 

  

Los oligos diseñados tienen temperaturas óptimas de alineamiento teóricas  entre 56 – 

60 °C y porcentajes de GC menores al 50 %, condiciones que permitieron amplificar la 

secuencia del cDNA de las isoformas rDp71a,  rDp71ab,  rDp71e y rDp71Δ78-79, y rDp40 

a partir de los vectores recombinantes pPROEX-1/rDp71a, pPROEX-1/rDp71ab, 

pPROEX-1/rDp71e, y pPROEX-1/rDp40; para su posterior clonación en el vector 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO. Así mismo cabe mencionar que para la isoforma rDp71Δ78-79 

se utilizo como molde el plásmido  pPROEX-1/rDp71ab, ya que comparten los exones 

63-70 y del 72-77, ambas isoformas carecen del exón 71 (fig. 1). Una vez sintetizados 

los oligonucleótidos se resuspendieron en agua milliQ y se ajustaron a una 

concentración de 200 ng/µl. Se realizó la estandarización de la reacción de PCR 

modificando la concentración de Mg2+, probando tres concentraciones: 50, 75 y 100 

mM. En las dos últimas concentraciones se observaron los amplificados de las 

isoformas rDp71 y la rDp40 con sus tamaños esperados ~1800 y ~1000 

respectivamente, aunque con 100 mM se observaron bandas inespecíficas de mayor 

tamaño que el fragmento esperado (fig. 9). Por lo anterior se decidió utilizar la 

concentración de 75 mM de MgCl2 para las siguientes reacciones de PCR, donde 

disminuye la intensidad de las bandas inespecíficas que se observa con la 

concentración más alta de MgCl2. 
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Como siguiente paso se procedió a purificar los amplificados obtenidos  a partir del gel 

de agarosa,  para remover componentes de la reacción de PCR como: oligos, sales, 

enzimas, colorantes y otras impurezas que afecten los experimentos posteriores (fig. 

10). Después se  reamplificó el cDNA de cada isoforma (rDp71a, rDp71ab, rDp71e, 

rDp71Δ78-79, y rDp40) a partir de los productos purificados utilizando en la reacción de 

PCR una Taq DNA polimerasa (Advantage) que produce mejores rendimientos, 

disminuye los errores y tiene mayor fidelidad que una Taq DNA polimerasa común;  

para utilizar los productos de PCR obtenidos de las isoformas rDp71 y la rDp40  en la 

reacción de clonación en el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO. Los productos 

amplificados fueron cuantificados realizando una dilución 1:50; utilizando como blanco 

TE (tabla 4) y posteriormente se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa 

donde se observan las bandas de las  isoformas rDp71 y la rDp40 en sus tamaños 

esperados ~1800 y ~1000 pb respectivamente; también se observa una reducción de 

las bandas inespecíficas que se observaron en experimentos anteriores  (fig. 11). A 

Figura 9. Estandarización de la reacción de PCR de las isoformas pPROEX-1/Dp71 y de la 
pPROEX-1/Dp40. Para la Dp71a se utilizo como molde pPROEX-1/rDP71a,  y el siguiente par de oligos: 
oligo 5’-3’ T1DV5 y oligo 3’-5’ 1DV5AB. El oligo T1DV5  se utilizó para el extremo 5’-3’ de  todas las 
isoformas Dp71 y la Dp40. Dp71ab: molde pPROEX-1/rDp71ab y el oligo 3’-5’ 1DV5AB; Dp71e: molde 
pPROEX-1/rDp71e y el oligo 3’-5’ 1DV5E; Dp71Δ78-79 molde pPROEX-1/rDp71ab y el oligo 3’-5’ 
1DV5D78; mientras que para la Dp40 se utilizó la construcción pPROEX-1/rDp40 y el oligo 3’-5’ 1DV540, 
las secuencias de los oligos se muestran en la sección de materiales y métodos. A. Productos de PCR 
utilizando 50 mM de MgCl2. Se muestran los fragmentos generados en las reacciones de PCR para 
amplificar el fragmento rDp71a, rDp71ab, rDp71e, rDp71Δ y rDp40, corridas en un gel de agarosa al 1 
%, teñido con bromuro de etidio.  Carriles 1 y 2: productos de PCR de rDp71a, 2 y 5 µl respectivamente, 
carriles 4 y 5: productos de PCR de rDp71ab, carriles 7 y 8: productos de PCR de rDp71e, carriles 10 y 
11: productos de PCR de rDp71Δ78-79 y carriles 13 y 14: productos de PCR de rDp40 utilizando los 
mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2.  M: marcador de peso molecular λ-Hind III, 5 µl, los 
números a la  izquierda  indican el tamaño en pares de bases B. Productos de PCR utilizando 75 mM de 
MgCl2. Carriles 1 y 2: productos de PCR de rDp71a, 2 y 5 µl respectivamente, carriles 4 y 5: productos 
de PCR de rDp71ab, carriles 7 y 8: productos de PCR de rDp71e, carriles 10 y 11: productos de PCR de 
rDp71Δ78-79  el tamaño esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 pb. Y carriles 13 y 14: 
productos de PCR de rDp40 utilizando los mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2, el tamaño 
esperado es de 1016 pb. M: marcador de peso molecular λ-Hind III, 5 µl, los números a la  izquierda  
indican el tamaño en pares de bases. C. Productos de PCR utilizando 100 mM de MgCl2. Carriles 1 y 2: 
productos de PCR de rDp71a, 2 y 5 µl respectivamente, carriles 4 y 5: productos de PCR de rDp71ab, 
carriles 7 y 8: productos de PCR de rDp71e, carriles 10 y 11: productos de PCR de rDp71Δ78-79 el 
tamaño esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 pb. Y carriles 13 y 14: productos de PCR 
de rDp40 utilizando los mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2, el tamaño esperado es de 1016 pb. 
M: marcador de peso molecular λ-Hind III, 5 µl, los números a la  izquierda  indican el tamaño en pares 
de bases. Las flechas negras indican las bandas inespecíficas que se observan con la concentración 
100 mM de MgCl2. 
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continuación cada producto de PCR se diluyó para tener 5 ng/µl, para utilizarse 

posteriormente en la clonación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 4. Determinación de la concentración de los productos de PCR obtenidos. 
 

Producto de 

PCR 
Concentración 

rDp71a 0.0446 ug/µl 

rDp71ab 0.0794 ug/µl 

rDp71e 0.0452 ug/µl 

rDp71Δ78-79 0.0261 ug/µl 

rDp40 0.0475 ug/µl 

 

Figura 10.  Productos de PCR de las isoformas pPROEX-1/Dp71 y pPROEX-1/Dp40 obtenidos con 
75 mM de MgCl2 y purificados. Para la purificación de los fragmentos de PCR se utilizó el kit Marligen  
(Bioscience). Las muestras fueron analizadas por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con 
bromuro de etidio, en cada carril se corrió la decima parte del volumen total eluido,  carril 1: producto de 
PCR de rDp71a, carril 3: producto de PCR de rDp71ab, carril 5: producto de PCR de rDp71e, carril 7: 
producto de PCR de rDp71Δ78-79 y carril 9: producto de PCR de rDp40. 
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4.5 Clonación de las isoformas rDp71a, rDp71ab, rDp71e, rDp71Δ78-79 y rDp40 en el 

vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO. 

Se llevó a cabo la clonación de los fragmentos de PCR correspondientes a cada una de 

las isoformas de rDp71 y rDp40 utilizando el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO, de 

acuerdo a lo descrito en materiales y métodos y  posteriormente se realizó la 

transformación de las células competentes E. coli DH5α con los plásmidos 

recombinantes correspondientes. La división de las células en cultivo genera al replicar 

su genoma, copias del DNA recombinante incorporado. Debido a que el vector 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO posee un gen de resistencia a amp, se utilizó este antibiótico 

para seleccionar a las bacterias transformadas. 

 

En el primer ensayo se utilizaron 2 µl de la reacción de clonación (ver materiales y 

métodos) para transformar bacterias E. coli competentes, como control se utilizaron 5 µl 

de DNA circular del plásmido PUC19 (50 pg) provisto en el kit pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO. En este experimento no se obtuvieron colonias transformantes (tabla 5), al no 

Figura 11. Productos de PCR de las isoformas pPROEX-1/Dp71 y pPROEX-1/Dp40. La reacción de 
PCR se realizó utilizando la Taq pol advantage o de alta fidelidad, descrita en materiales y métodos. Los 
productos obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de 
etidio. Carriles 1 y 2: productos de PCR de rDp71a, 1 y 3 µl respectivamente, carriles 4 y 5: productos de 
PCR de rDp71ab, carriles 7 y 8: productos de PCR de rDp71e, carriles 10 y 11: productos de PCR de 
rDp71Δ78-79  el tamaño esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 pb. Y carriles 13 y 14: 
productos de PCR de rDp40 utilizando los mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2, el tamaño 
esperado es de 1016 pb. M: marcador de peso molecular λ-Hind III, 3 µl, los números a la  izquierda  
indican el tamaño en pares de bases. 
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observar crecimiento en las cajas con amp se sembró el resto de la reacción de 

transformación para la isoforma rDp71a; previamente el tubo se centrifugó a 8000 rpm 

durante 2 min, se retiro la mayor parte del sobrenadante, el precipitado se resuspendió 

en 50 µl de medio SOC y se espatuló en una caja con medio LB-Amp. Las células se 

encontraban en estado competente ya que la eficiencia de transformación del DNA 

circular control fue de 2 x 106 ufc/µg. 

 

Se prepararon nuevamente células DH5α competentes y se verificó su capacidad de 

incorporar DNA utilizando el DNA circular del plásmido PUC19,  obteniendo una 

eficiencia de transformación de 3.5 x 106 ufc/µg. Posteriormente se realizó la 

transformación de células DH5α con el resto de la reacción de la primera clonación de 

la isoforma rDp71a (4 µl) y se disminuyó el volumen de las células competentes a 100 

µl. Se espatularon cajas con  100 y 200 µl, obteniéndose un mayor número de ufc. Este 

procedimiento se realizó con el resto de reacción de ligación para las isoformas rDp71a,  

rDp71ab,  rDp71e, rDp71Δ78-79 y rDp40, se centrifugó toda la mezcla de transformación 

y se resuspendió en 100 µl para espatular todo el volumen, los resultados obtenidos se 

resumen  en la tabla 5. En este ensayo se observó un incremento en la eficiencia de 

transformación cuando se utilizó el plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO con la isoforma 

rDp71a, sin embargo la eficiencia de transformación está por debajo de lo esperado 

(1x103 ufc/µg). Por lo anterior se realizó una nueva reacción de clonación utilizando 2 µl 

del producto de PCR sin diluir para la reacción de clonación y se utilizó todo el volumen 

de dicha reacción para transformar células DH5α primeramente se probaron la rDp71ab 

y rDp71Δ78-79. Con el objeto de, sembrar todo el volumen se espatularon 2 cajas para 

cada isoforma con  200 µl, como segundo paso se realizó el experimento para rDp71e 

en donde se sembraron 100 µl (tabla 5). Debido a que la eficiencia de transformación 

de este ensayo fue menor a 1x103 ufc/µg  se realizó un cuarto ensayo donde se 

adicionaron 3 µl del producto de PCR sin diluir para la reacción de clonación y se utilizo 

para la transformación de células DH5α toda la mezcla de clonación (6 µl) (tabla 5). 

Aunque el número de colonias obtenido fue mayor al ensayo anterior la eficiencia de 

transformación fue de nuevo muy baja (<1x103 ufc/µg). Por último se decidió realizar el  

ensayo aumentando la cantidad de producto de PCR sin diluir a 4 µl para la reacción de 
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clonación y transformando células DH5α con toda la mezcla de clonación (6 µl), esto 

solo se realizó para la isoforma rDp71ab. 

 

Tabla 5. Obtención de bacterias transformantes. 

Ensayos de Clonación Isoforma Ufc 

1 

Producto. PCR dil. 5ng  
2 ul mezcla de clonación 
 

DNA control: PUC19 

 

Dp71a - 

Dp71ab - 

Dp71e - 

Dp71Δ - 

Dp40 1 

2 

4 ul mezcla de clonación 

 

DNA control: PUC19 

 

Dp71a 16 

Dp71ab - 

Dp71e 1 

Dp71Δ - 

Dp40 2 

3 

2 µl producto PCR sin diluir 
5 µl mezcla de clonación 
 
DNA control: pPROEX-1/rDp40 

Dp71ab 5 

Dp71Δ 2 

Dp71e 1 

4 

3 µl producto PCR sin diluir 
5 µl mezcla de clonación 
 
DNA control:pPROEX-1/rDp71a 

Dp71ab 5 

Dp71Δ 5 

Dp71e 9 

5 

4 µl producto PCR sin diluir 
6 µl mezcla de clonación 
 

DNA control: pPROEX-1/rDp71ab 

Dp71ab 7 
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En resumen, las eficiencias de transformación de las células DH5α fueron menores a lo 

aceptable (<1x103 ufc/µg), así mismo la cantidad limitante del vector impidió realizar 

más ensayos para mejorar la eficiencia de transformación y/o descartar algún problema 

técnico con el vector comercial. Se lograron obtener las siguientes ufc de los plásmidos 

recombinantes: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a = 16 ufc, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab = 17 ufc, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e = 11 ufc, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ = 7 ufc y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 = 3 ufc, 

los cuales fueron caracterizados por PCR, restricción enzimática y secuenciación. 

 

4.6 Caracterización de los plásmidos recombinantes pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ78-79 y pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp40 por PCR, restricción enzimática y secuenciación. 

Como primer paso en la caracterización de los candidatos de los plásmidos 

recombinantespcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ78-79 y 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 se realizó una reacción de PCR de las colonias 

transformadas con los plásmidos recombinantes mencionados anteriormente para 

detectar los insertos de rDp71 y rDp40 respectivamente. En este sistema (Directional 

TOPO cloning), los productos de la reacción de PCR se clonan en forma orientada  por 

la adición de cuatro bases que están presentes en el “forward primer ” (CACC); el vector 

posee 4 bases de cadena sencilla (GTGG) que son complementarias al extremo 5’ del 

producto de la reacción de PCR, estabilizando y orientando en dirección correcta la 

ligación del producto de la reacción de PCR, por lo anterior el amplificado esperado en 

el gel de agarosa, indicó una orientación correcta del cDNA de interés en el vector 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO. Primeramente se analizaron los productos de PCR en un gel 

de agarosa de 7 candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a (rDp71a 1.8, rDp71a 2.1, 

rDp71a 2.2, rDp71a 2.3, rDp71a 2.4, rDp71a 2.5 y rDp71a 2.6), 2 candidatos 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e (rDp71e 1.1 y rDp71e 2.1) y  2 candidatos 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 (rDp40 1.1 y rDp40 1.2), en donde se observó que 

solo los candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 muestran el fragmento esperado 
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de alrededor de 1000 pb y que es comparable con el producto amplificado a partir de 

colonias transformadas con pPROEX-1/rDp40 utilizado como control (fig. 12). 

Seguidamente se analizaron 5 candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rD71ab (rDp71ab 

4.1, rDp71ab 4.2, rDp71ab 4.3, rDp71ab 4.4, rDp71ab 4.5), 5 candidatos  

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71∆ (rDp71∆  4.1, rDp71∆  4.2, rDp71∆ 4.3, rDp71∆ 4.4, 

rDp71∆ 4.5) y el candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6; en gel de agarosa se 

observaron dos fragmento de alrededor de 1800 pb en los carriles correspondientes a 

los candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71∆ 4.1 y  pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71a 1.6 (fig. 13). Hasta ahora se contaban con 4 candidatos positivos 

correspondientes a las isoformas; pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 (rDp40 1.1 y rDp40 

1.2), pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71∆ 4.1 y  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6. 

Por lo tanto se realizó la misma caracterización para 9 candidatos pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71e (rDp71e  4.1,  rDp71e  4.2, rDp71e  4.3, rDp71e  4.4, rDp71e  4.5, 

rDp71e  4.6, rDp71e  4.7, rDp71e  4.8 y  rDp71e  4.9); encontrando un fragmento de un 

tamaño superior a 1800 pb para los candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.6 y 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8 (fig. 14), que se verificó nuevamente en 

experimentos posteriores. Finalmente  se analizaron los candidatos pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab (rDp71ab  3.1, rDp71ab 3,2, rDp71ab 3, rDp71ab  4, rDp71ab 1.2, 

rDp71ab 1.4, rDp71ab 1.5, y rDp71ab 1.6); encontrando el fragmento del tamaño 

esperado para los candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 1.5; aunque 

la banda de este último se observó de menor intensidad con respecto a los otros dos 

candidatos (fig. 15), por lo que se decidió seguir con el análisis de los primeros dos 

candidatos. 
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Figura 12. Productos del PCR de las colonias transformadas con los candidatos 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e y pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp40. Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, 
teñido con bromuro de etidio. Carril 1: pPROEX-1/rDp71ab (1870 pb), 5 µl,  carril 2: vacío, carril 3: 
candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a2.1, carril 4: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a2.2, 
carril 5: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a2.3, carril 6: candidato  pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71a2.4, carril 7: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a2.5, carril 8: candidato 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a2.6, carril 9: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.8, carril 10: 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e2.1,  carril 11: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e1.1. En el carril 12: 
control de rDp40, carriles 13 y 14: candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 y 1.2 respectivamente, 
utilizando el mismo volumen del carril 1. El tamaño esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 
pb, mientras que para la Dp40 se espera un tamaño alrededor de 1016 pb M: marcador de peso 
molecular 100 pb los números a la  izquierda  indican el tamaño en pares de bases. 

 

Figura 13. Productos del PCR de las colonias transformadas con los candidatos 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab y pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71Δ. Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, 
teñido con bromuro de etidio.  Carril 1: pPROEX-1/ rDp71a, 5µl, carril 2: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71a1.6, carril 3: pPROEX-1/rDp71ab, carril 4: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4.1, 
carril 5: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4.2, carril 6: candidato  pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab4.3, carril 7: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4.4, carril 8: candidato 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4.5, carril 9: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1, carril 10: 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.2,  carril 11: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.3, carril 12: 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.4,  carril 13: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.5; utilizando el 
mismo volumen del carril 1. El tamaño esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 pb, M: 
marcador de peso molecular λ-Hind III, los números a la  izquierda  indican el tamaño en pares de bases. 
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Figura 14. Productos del PCR de las colonias transformadas con los candidatos 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e. Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel de 
agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1: pPROEX-1/rDp71a, 5µl,  carril 2: 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.1, carril 3: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.2, carril 4: 
candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.3, carril 5: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.4, 
carril 6: candidato  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.5, carril 7: candidato pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e4.6, carril 8: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.7, carril 9: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e4.8, carril 10: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.9; utilizando el mismo volumen del carril 
1. El tamaño esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 pb, M: marcador de peso molecular λ-
Hind III, los números a la  izquierda  indican el tamaño en pares de bases. 
 

Figura 15. Productos del PCR de las colonias transformadas con los candidatos 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab. Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel 
de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 
3.1, cargando 5 µl,  carril 2: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab3.2, carril 3: candidato pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab3, carril 4: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4, carril 5: candidato 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 1.2, carril 6: candidato  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab1.4, carril 
7: pPROEX-1/rDp71ab, carril 8: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab1.5, carril 9: candidato 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 1.6, utilizando el mismo volumen del carril 1. El tamaño esperado de 
las isoformas Dp71ab  es alrededor de 1800 pb, M: marcador de peso molecular 100 pb, los números a la  
izquierda  indican el tamaño en pares de bases. 
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Una vez analizadas las colonias bacterianas que fueron transformadas,  se realizó la 

propagación de las colonias recombinantes en medio liquido para posteriormente 

extraer los plásmidos recombinantes por los métodos de maxiprep  (método alcalino) 

para los candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp40 1.2 (fig. 16) y miniprep (kit QIAprep Spin Miniprep) para 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.5, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6 

,pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3,  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4,  

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.6, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 y 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.2 (fig. 17). Una vez obtenidos los plásmidos por el 

método maxiprep, se cuantificaron y se analizó la relación 260/280 que indica la pureza 

de los mismos, los resultados se muestran en la tabla 6. 

 

Como siguiente paso se analizaron nuevamente los plásmidos obtenidos por el método 

maxiprep mediante  PCR (fig. 18), en donde se observan las bandas esperadas de 

alrededor de 1800 pb de los plásmidos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/Dp71e 4.8 y  

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1,  en cuanto al pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 

1.6 se observó una banda correspondiente al tamaño pero de intensidad menor  

comparada con la de rDp71e y rDp71Δ78-79;  la isoforma rDp40 1.2 genero una banda 

de menor tamaño (1016 pb.), con respecto a las rDp71. En cuanto a la caracterización 

de los plásmidos recombinantes obtenidos por el método miniprep (fig. 19) se encontró 

el mismo patrón que la figura anterior donde,  los plásmidos pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab 3, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71e 4.8,  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 muestran un fragmento de 

1800 pb,  y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 uno de 1016 pb.  

 

De acuerdo a los resultados de la  caracterización por PCR los plásmidos 

seleccionados para el  análisis por digestión enzimática fueron ocho en total: 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.5, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, 
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pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8,  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.2. 

 
 
Tabla No. 6  Cuantificación de los plásmidos recombinantes pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/Isoformas rDp71 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40. 

 
 

Concentración 260/280 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp71a 1.6 600 ng/µl 2.0 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp71e 4.8 300 ng/µl 2.0 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp71Δ  4.1 400 ng/µl 2.0 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPOrDp40 1.2 500 ng/µl 2.0 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16.  Plásmidos recombinantes pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6, pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1  y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.2. El 
DNA de los plásmidos se obtuvo por el método maxiprep (método alcalino) descrito en materiales y 
métodos. Los plásmidos obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido 
con bromuro de etidio. Carriles 1 y 2: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.6, 2 y 4 µl 
respectivamente, carriles 3 y 4: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.8, carriles 5 y 6: plásmido 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1 y carriles 7 y 8: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.2, 
utilizando los mismos volúmenes que en los carriles 1 y 2. 
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Figura 18. Caracterización de los plásmidos recombinantes (maxiprep) pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 por PCR. Las muestras fueron 
analizadas por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1: 
candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.6; carril 2: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.8, 
carril 3: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1; el tamaño esperado de las isoformas Dp71 es 
alrededor de 1800 pb, y en el carril 4: candidato  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.2 con un tamaño de 
1016 pb. M: marcador de peso molecular λ-Hind III, los números a la  izquierda  indican el tamaño en 
pares de bases. 
 

Figura  17.  Plásmidos recombinantes pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a (1.5 y 1.6), 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab (3 y 4), pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e (4.6 y 4.8), 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 (1.1 y 1.2).  El DNA de los 
plásmidos se obtuvo por el método miniprep  descrito en materiales y métodos. Los plásmidos obtenidos 
se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1 y 2: 
plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.5, 2 y 8 µl respectivamente, carril 3 y 4:  plásmido 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6, carril 5 y 6:  plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab3, carril 7 
y 8: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4, carril 9 y 10: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e4.6, carril 11 y 12: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.8, carril 13 y 14:  plásmido 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1,  carril 15 y 16: plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1  y en 
el carril 17 y 18: se muestra el plásmido pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.2, utilizando los mismos 
volúmenes que en los carriles 1 y 2. 
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Posteriormente se diseño una estrategia para verificar a los plásmidos aislados 

utilizando digestión enzimática, los cortes teóricos se realizaron en el programa 

VECTOR NT utilizando las enzimas PstI que realiza 4 cortes en las isoformas de rDp71 

y 3 en la rDp40; mientras que la enzima HindIII  lineariza el plásmido (fig. 20). La tabla 

10  muestra los tamaños de los fragmentos esperados que van desde 4296 pb  hasta 

178 pb. Los plásmidos candidatos fueron analizados por restricción con las enzimas 

mencionadas y posteriormente se analizaron los fragmentos generados en geles de 

agarosa al 1 % (fig. 21). En el panel A los plásmidos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 

1.5 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a 1.6 digeridos con la enzima PstI muestran solo 

2 bandas de las 3 que esperábamos ver; mientras que pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab 3 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4 muestran los tres fragmentos 

de los tamaños esperados. La digestión con HindIII para los primeros plásmidos no 

mostro el resultado esperado, pero en el caso del plásmido pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab 4 se observó una sola banda que corresponde al plásmido linearizado, 

respecto a  pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3 donde la digestión fue parcial, ya que 

Figura 19. Caracterización de los plásmidos recombinantes (miniprep) pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ y 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 por PCR. Las muestras fueron analizadas por electroforesis en un gel 
de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. Carril 1: candidato pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab3, carril 2: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4, carril 3: candidato 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.8, carril 4: candidato pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1 el tamaño 
esperado de las isoformas Dp71 es alrededor de 1800 pb y en el carril 5: candidato  pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp40 1.1; con un tamaño de 1016 pb. M: marcador de peso molecular λ-Hind III, los números a la  
izquierda  indican el tamaño en pares de bases. 
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se observó un fragmento similar al del plásmido anterior, pero adicionalmente se 

observó un patrón similar al del plásmido sin restringir.  En el panel B se descartó la 

digestión con la enzima HindIII, debido a los resultados obtenidos en el panel A, que 

indicaron una disminución en su actividad; así la digestión del plásmido 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1  con la enzima PstI generó los tres fragmentos 

esperados, para este ultimo el fragmento de menor tamaño fue de 800 pb.  Con este 

resultado se decidió secuenciar los cinco plásmidos que mostraron el patrón de 

digestión esperado (pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab 4, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71Δ 4.1 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1) 

 

A                                                     B                                                                      
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p cD NA3 .1 D /V5 -H is- T O P O - r D p 7 1 a b

7 3 80  b p

6xHis

Amp (R)

Neo (R)

V5 epitope

rDp71ab

SV40 pA

BGH pA

BGH reverse primer

T7 primer

V5 reverse primer

CMV promoter

SV40 early promoter

bla promoter

T7 promoter

directional TOPO overhang

TOPO binding site

TOPO binding site

f1 origin

pUC origin

HindIII (7345)

Pst I (24 3)

Pst I (1614 )

Pst I (1888)

Pst I (3327)

Figura 20.    Digestión enzimática teórica  de los plásmidos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71Δ y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 con PstI y HindIII. Se observan los 4 sitios de 
corte de la enzima PstI (azul) en el caso de las isoformas Dp71 y 3 sitios para la Dp40; mientras que 
para la enzima HindIII  (verde) solo observamos un sitio de corte que lineariza los plásmidos. 
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Tabla   7. Fragmentos de restricción teóricos de los plásmidos recombinantes 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ78-79 y 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 digeridos con PstI. 
 

rDp71a 
(pb) 

rDp71ab 
(pb) 

rDp71e 
(pb) 

rDp71Δ78-79 
(pb) 

rDp40 
(pb) 

4296 4296 4296 4296 4296 

1439 1439 1439 1439 1439 

1371 1371 1371 1371 799 

220 274 208 178  
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Una vez caracterizados por PCR y por restricción enzimática, los plásmidos 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3 y 4, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1, se 

secuenciaron según lo descrito en materiales y métodos. La estrategia fue  secuenciar 

el extremo 5’ donde se encuentra el ATG y el extremo 3’ del cDNA de cada isoforma 

utilizando los iniciadores provistos en el kit del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO para 

secuenciación; así para el extremo 5’ se utilizó el oligo T7, excepto para la isoforma 

rDp71e y la mutante rDp71Δ78-79 en la cual se empleó el oligo  T1DV5 (véase materiales 

métodos); para secuenciar el extremo 3’. Se utilizó el oligo denominado  BGH, este es 

complementario a una región del vector localizada después del epítope V5 y del tag de 

histidinas, que se encuentran al final del C-terminal de la proteína recombinante (fig. 2-

6). 

 

Figura  21. Caracterización de los plásmidos recombinantes pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71Δ y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 por restricción enzimática. El DNA de los 
plásmidos candidatos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ y pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp40 fue digerido con las enzimas de restricción HindIII y PstI: los productos fueron separados 
en un gel de agarosa al 1 % y teñidos con bromuro de etidio. El corte con HindIII  lineariza a los 
plásmido; mientras que la enzima PstI genera 4 fragmentos para las isoformas Dp71, 2 de estos 
fragmentos muestran un tamaño muy aproximado por lo que  se ven como una banda en el gel, por lo 
tanto en los plásmidos pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/Dp71 se observaron 3 fragmentos después de la 
digestión: 4296, 1439-1371 y uno  de alrededor de 200 pb; para el pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/Dp40 se 
observaron tres fragmentos, los dos primeros corresponden con los fragmentos de mayor tamaño del 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/Dp71 y el tercero es de 799 pb. A. Carril 1:   pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71a1.5 sin restringir, carril 2: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.5 restringido con HindIII, 
carril 3: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.5 restringido con Pstl, carril 4: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71a1.6 restringido con HindIII, carril 5: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71a1.6 restringido con 
PstI,  carril 6: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab3 sin restringir, carril 7: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab3 restringido con Hind III, carril 8: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab3 restringido con 
PstI, carril 9: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4  restringido con HindIII, carril 10: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab4 restringido con PstI, las construcciones correctas son: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab3 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab4 (recuadro negro), M1: Marcador λHindIII, M2: 
Marcador φ174, los números a la  izquierda y derecha de cada figura indican el tamaño en pares de 
bases. B. Carril 1: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.8 sin restringir, carril 2: pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e4.8 restringido con PstI, carril 3: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1 sin restringir, carril 
4: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1 restringido con PstI, carril 5: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 
1.1 sin restringir, carril 6: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/ rDp40 1.1 restringido con PstI, las construcciones 
correctas son: pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ4.1 y 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 (recuadro negro), M1: Marcador λ Hind III, M2: Marcador φ174, los 
números a la  izquierda y derecha de cada figura indican el tamaño en pares de bases.  
 



46 

 

Una vez obtenidos los cromatogramas se analizaron  y se realizaron alineamientos con 

las secuencias reportadas en el GenBank, utilizando el programa CLUSTALX2. Para  la 

isoforma Dp71ab  se comparó la secuencia obtenida con la reportada  NM_00100524, 

que corresponde a la Dp71 isoforma ab de rata. Está isoforma carece de exones 71 y 

78 por lo que pertenece a la familia Dp71f (fig. 1). Primeramente se secuenció  

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3 en la que se leyeron un total de 802 pb, menos 

del 50 % de la longitud total de la rDp71ab, posteriormente se secuenció, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, en donde fue posible leer más del 50 % de la 

secuencia de rDp71ab; al analizar los alineamientos, no se encontraron cambios en la 

secuencia obtenida respecto a la reportada para la Dp71 isoforma ab de rata por lo que 

se determinó que las construcciones pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3 y 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4 son correctas (fig. 22 y 23). 
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Figura 22. Secuenciación del extremo 5’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab. A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 5’ de las construcciones 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab3 (ab3_T7) con una lectura de 452 pb, pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab4 (ab4_T7) con una lectura de 628 pb y la secuencia del GenBank que corresponde a la 
Dp71 isoforma ab de rata (NM_001005244_rDp71ab) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el 
software Seaview, para la identificación de cada nucleótido,  adenina (verde), citosina (azul), guanina 
(amarillo) y  timina (rojo); la raya discontinua indica los nucleótidos no leídos durante la secuenciación. No 
se encontraron cambios en la región secuenciada. B. Cromatograma obtenido en la secuenciación 
utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
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Posteriormente se analizó la secuencia de pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8; el 

alineamiento se realizó con la secuencia reportada JF510048.1 correspondiente a la 

Dp71 isoforma e de rata. Esta isoforma posee una secuencia denominada “e” que 

codifica para un único C-terminal que no permite la traducción de los exones 78 y 79 

(fig. 1). Se alcanzó una lectura total de 1154 pb cubriendo un 60 % de la longitud total 

Figura 23. Secuenciación del extremo 3’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab. A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 3’ de las construcciones 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab3 (ab3_T7) con una lectura de 350 pb, pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71ab4 (ab4_T7) con una lectura de 433 pb y la secuencia del GenBank que corresponde a la 
Dp71 isoforma ab de rata (NM_001005244_rDp71ab) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el 
software Seaview, para la identificación de cada nucleótido,  adenina (verde), citosina (azul), guanina 
(amarillo) y  timina (rojo); la raya discontinua indica los nucleótidos no leídos durante la secuenciación. No 
se encontraron cambios en la región secuenciada. B. Cromatograma obtenido en la secuenciación 
utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
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de la isoforma rDp71e. Al analizar los alineamientos no se encontraron cambios en la 

secuencia obtenida, por lo que se determinó que la construcción pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71e 4.8 es correcta (fig. 24 y 25). 

 

A 

 
B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24.  Secuenciación del extremo 5’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e. A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 5’ de la construcción pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e 4.8 (E4.8_T1DV5) con una lectura de 696 pb, y la secuencia del GenBank que corresponde 
a la Dp71 isoforma e de rata (gb Ι JF510048.1) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el 
software Seaview, para la identificación de cada nucleótido,  adenina (verde), citosina (azul), guanina 
(amarillo) y  timina (rojo); la raya discontinua indica los nucleótidos no leídos durante la secuenciación. No 
se encontraron cambios en la región secuenciada. B. Cromatograma obtenido en la secuenciación 
utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
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La Dp71Δ78-79 es una proteína mutante que carece de los exones 78 y 79; con el objeto 

de determinar la secuencia obtenida de la pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 se 

utilizo para el extremo 5’ la secuencia reportada NM_00100524 que corresponde a la 

Dp71 isoforma ab  de rata y para el extremo 3’ la  secuencia AY326947 correspondiente 

a  la Dp71 variante a de rata  ya que está última pierde el exón 71 al igual que la 

Dp71Δ78-79 pero tiene el 78 y 79. Con esta reacción fue posible leer un total de 941 pb 

cubriendo un 50 % de la secuencia de la mutante Dp71Δ78-79. Al analizar los 

alineamientos no se encontraron cambios en la secuencia obtenida, por lo que se 

determinó que la construcción pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 es correcta (fig. 26 

y 27). 

 

Figura 25.  Secuenciación del extremo 3’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e. A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 3’ de la construcción pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71e 4.8 (e4.8_BGH) con una lectura de 434 pb, y la secuencia del GenBank que corresponde 
a la Dp71 isoforma e de rata (gb Ι JF510048.1) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el 
software Seaview, para la identificación de cada nucleótido,  adenina (verde), citosina (azul), guanina 
(amarillo) y timina (rojo); se indica la región “e” (recuadros negros). No se encontraron cambios en la 
región secuenciada. B. Cromatograma obtenido en la secuenciación utilizando el equipo automatizado 
ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
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Figura 26.  Secuenciación del extremo 5’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ. A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 5’ de la construcción pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71Δ 4.1 (D4_4.1_T1DV5) con una lectura de 501 pb y la secuencia del GenBank que 
corresponde a la Dp71 isoforma ab de rata (NM_001005244_rDp71ab) realizado en el programa 
ClustalX2 y editado en  el software Seaview, para la identificación de cada nucleótido,  adenina (verde), 
citosina (azul), guanina (amarillo) y timina (rojo); la raya discontinua indica los nucleótidos no leídos 
durante la secuenciación. No se encontraron cambios en la región secuenciada. B. Cromatograma 
obtenido en la secuenciación utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
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La rDp40 comparte los exones 63-70 con la rDp71, por lo tanto el análisis de la 

secuencia del pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 se realizó empleando la secuencia 

genómica de rata correspondiente al gen dmd NW_048042.2 (Rattus norvegicus strain 

BN/SsNHsdMCW chromosome X genomic scaffold, RGSC_v3.4), donde se identificaron 

y utilizaron  los exones del 63-70 para el alineamiento, adicionalmente se empleó la 

secuencia reportada por Tinsley y cols (1993) llamada apo-distrofina-3 (X69767.1) 

correspondiente  a la Dp40, cuyo origen es de rata. En esta reacción de secuenciación 

fue posible leer un total de 905 pb cubriendo cerca del 90 % de la secuencia completa 

Figura 27.  Secuenciación del extremo 3’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ.  A.  Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 3’ de la construcción pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp71Δ 4.1 (delta_BGH) con una lectura de 440 pb, y la secuencia del GenBank que corresponde a 
la Dp71 isoforma a de rata (gb Ι AY326947.1_Dp71a) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el 
software Seaview, para la identificación de cada nucleótido,  adenina (verde), citosina (azul), guanina 
(amarillo) y timina (rojo). No se encontraron cambios en la región secuenciada. B. Cromatograma obtenido 
en la secuenciación utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
 



53 

 

de la rDp40. Al analizar los alineamientos se observó que la secuencia obtenida 

(delta_BGH) con respecto a la Dp71 no muestra cambios de base; mientras que el 

alineamiento con  la secuencia de Tinsley (APO-dystrophin-3) revela 3 cambios hacia el 

extremo 5’. La base 250 que corresponde a una timina es sustituida por una adenina, el 

segundo cambio implica la base 275 (C/T); y un tercer cambio donde la base 325 (G/A), 

estos cambios ya han sido reportado previamente por Santos-Coy en el 2008 y solo el 

segundo cambio provoca una sustitución de una tirosina por asparagina, aunque los 

dos aminoácidos poseen la misma polaridad. 
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Figura  28. Secuenciación del extremo 5’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40.  A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 5’ de la construcción pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp40 1.1 (TOPOrDp40_T7) con una lectura de 515 pb,  la secuencia genómica de la Dp71 
(gi|62667035_Rattus_novergicus), y la secuencia reportada por Tinsley y cols (X69767.1) (APO-
dystrophin-3) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el software Seaview, para la identificación 
de cada nucleótido,  adeninas (verde), citosina (azul), guanina (amarillo) y timina (rojo); las flechas 
negras indica tres cambios de la secuencia de Tinsley con la secuencia genómica de la Dp71 
(gi|62667035:Rattus_novergicus) y la secuencia pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 (TOPOrDp40_T7); 
la raya discontinua indica los nucleótidos no leídos durante la secuenciación. B. Cromatograma obtenido 
en la secuenciación utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
 

Figura 29.  Secuenciación del extremo 3’ de la isoforma pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40.  A. Se 
observa el alineamiento de la secuencia obtenida del extremo 3’ de la construcción pcDNA3.1D/V5.His-
TOPO/rDp40 1.1 (TOPOrDp40_T7) con una lectura de 390 pb,  la secuencia genómica de la Dp71 
(gi|62667035_Rattus_novergicus), y la secuencia reportada por Tinsley y cols. (X69767.1) (APO-
dystrophin-3) realizado en el programa ClustalX2 y editado en  el software Seaview, para la identificación 
de cada nucleótido,  adeninas (verde), citosina (azul), guanina (amarillo) y timina (rojo). No se 
encontraron cambios en la región secuenciada. B. Cromatograma obtenido en la secuenciación 
utilizando el equipo automatizado ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 
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V. DISCUSIÓN 
 
La distrofina Dp71 es una proteína que se expresa en una gran variedad de tejidos no 

musculares incluyendo cerebro. Su expresión es regulada en forma temprana durante 

la embriogénesis lo cual sugiere una importante función biológica. En el sistema 

nervioso esta proteína tiene una función fundamental: a) la expresión de Dp71 ocurre 

en paralelo con el desarrollo del cerebro, b) Dp71 es requerida para el anclaje y la 

organización de las DAPC en el cerebro y c) las mutaciones en el C-terminal de la 

distrofina pueden afectar la expresión de Dp71 lo cual se ha asociado con retardo 

mental (Moizard et al., 2000). 

 

Los transcritos de Dp71 pueden experimentar procesamiento alternativo en los exones 

71 y/o 78.  La deleción del exón 71 no modifica el marco de lectura de la proteína, 

generando productos proteicos con el exón 78 intacto que son llamados Dp71d. Así 

mismo la pérdida del exón 78 cambia de marco de lectura; que resulta en el 

reemplazamiento de por lo menos 13 aminoácidos hidrofílicos de la distrofina con 31 

aminoácidos hidrofóbicos en la Dp71 (Lederfein et al., 1992), esta proteína se denomina 

Dp71f, y existen 2 variantes: Dp71b (exón 71 presente) y Dp71ab (exón 71 ausente). La 

Dp71c pierde los exones 71-74 que son importantes para la unión con sintrofina. 

Recientemente se ha descrito una nueva isoforma llamada Dp71e cuyo transcrito 

experimenta eventos de procesamiento alternativo en el exón 77, generando un codón 

de paro que impide la traducción de los exones 78 y 79. Esta isoforma posee un 

extremo carboxilo terminal nuevo compuesto de una región de 10 aminoácidos de 

carácter hidrofílico denominada “región e”. Saint-Martin y cols en el 2011 reportaron 

transcritos  que corresponden a  Dp71e presentes  en varios tejidos de rata, incluyendo 

cerebro, corazón, pulmón, testículos, páncreas, riñón, intestino, hígado y ojo; sin 

embargo el músculo esquelético no expresa este transcrito e interesantemente la 

expresión de la proteína solo se encontró en corazón y pulmón. 

 

Alemán  y cols en el 2001, utilizando anticuerpos para cada isoforma encontraron que la 

Dp71d y Dp71f están presentes en extractos nucleares  obtenidos de neuronas de 

hipocampo. Análisis realizados por inmunofluorescencia y microscopia confocal 
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confirmaron este hallazgo: Dp71d se observa prominentemente en gránulos nucleares 

en astrocitos del prosencéfalo, mientras que la Dp71f se observó exclusivamente en 

neuronas. 

 

En cuanto a su localización subcelular, las isoformas  Dp71f se encontraron 

exclusivamente en citoplasma; mientras que Dp71d presentan una localización 

predominantemente nuclear en las líneas celulares HeLa, C2C12,  N1E-115 (Gonzalez 

et al., 2000) y PC12  (Marquez et al.,   2003).  Estas última ha sido ampliamente 

utilizada para estudiar la expresión de las variantes Dp71 durante el proceso de 

diferenciación. En células PC12 no diferenciadas se ha reportado la Dp71 variante ab 

en citoplasma y periferia celular, mientras que en células diferenciadas con NGF se 

localiza en citoplasma, siendo más abundante en la periferia de las células, 

varicosidades y conos de crecimiento (Marquez et al., 2003 y Romo-Yanez et al., 2007). 

Por otra parte se ha analizado la expresión de la Dp40, la cual se concentra en el 

núcleo en células PC12 no diferenciadas, mientras que en células diferenciadas con  

NGF la mayor parte de la señal de Dp40 se localiza en el citoplasma (Santos Coy, 

2008). Tozawa, y cols. En el 2012, determinaron por fraccionamiento celular que Dp40 

es expresada en cerebro y enriquecida en la fracción vesículas sinápticas, además de 

su interacción con proteínas presinápticas, incluyendo sintaxina 1A y SNAP25, lo que 

podría sugerir un papel en funciones presinápticas.  Así mismo se ha reportado que las 

células PC12 expresan la Dp71e y su expresión incrementa durante el proceso de 

diferenciación inducido por NGF. También se ha analizado la mutante denominada 

Dp71Δ78-79 que carece de los exones 78-79 y al sobreexpresar está proteína células 

PC12 se observó una diferenciación más eficiente;  por lo que los exones 78 y 79 

probablemente no son requeridos para dicha función. En cuanto a la localización, 

Dp71Δ78-79  ésta se localiza en la periferia de la célula (Aragon et al., 2011) 

 

En el laboratorio se cuenta con algunas construcciones que generan proteínas 

recombinantes que tienen diferentes  banderas fusionada en el extremo N-terminal, 

Xpress-rDp71a, Xpress-rDp71c, Xpress-Dp71Δ78-79, Myc-rDp71a, Myc-rDp71c, HA-

rDp71a, HA-rDp71c; existen anticuerpos específicos para la detección de cada bandera 
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por lo que es posible determinar mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal 

su localización subcelular. Estudios previos  han observado a la proteína recombinante 

Xpress-Dp71Δ78-79 localizada en la periferia celular en la línea celular PC12; así mismo 

la proteína recombinante Xpress-Dp71a, expresada transitoriamente en células PC12, 

se localiza principalmente en la periferia celular, pero también se presente en 

citoplasma y núcleo de dichas células (Aragon et al., 2011), sugiriendo que los exones 

78 y 79 podrían participar en la regulación de la localización nuclear y citoplasmática, 

así mismo la secuencia de aminoácidos generada cuando el exón 78 sufre 

procesamiento alternativo  también podría participar en controlar la localización de la 

Dp71ab en el citoplasma y en la periferia celular como se ha descrito anteriormente 

(Marquez et al., 2003 y Romo-Yanez et al., 2007).  

 

El carboxilo terminal de la Dp71 contiene múltiples dominios que interactúan con 

proteínas integrales y periféricas de membrana plasmática. Existe evidencia que 

soporta la idea de la importancia del C-terminal en la localización de las variantes Dp71, 

por lo que es fundamental la construcción de proteínas recombinantes con una bandera 

en el C-terminal  para analizar si la bandera puede afectar su distribución y función, con 

respecto a las proteínas recombinantes con banderas en el N-terminal. 

 

En el desarrollo de este trabajo, primeramente se realizó una búsqueda de vectores que 

permitieran la obtención de proteínas con banderas en el C-terminal, una vez 

encontrado el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO se procedió a extraer el cDNA de las 

isoformas rDp71a, rDp71ab, rDp71e, rDp71Δ78-79 y rDp40 a partir de vectores pPROEX-

1 que contenían a cada isoforma y que previamente se habían caracterizado por 

secuenciación,  seguidamente se realizó el diseño de oligos para la reacción de PCR, 

donde era importante la eliminación del codón de paro del oligo 3’ de cada isoforma 

Dp71  y de la Dp40, para garantizar la obtención de proteínas recombinantes Dp71 y 

Dp40 fusionadas con la bandera en el extremo C-terminal. Posteriormente se llevó a 

cabo la estandarización de la PCR, ya que la concentración de Mg2+, puede tener un 

efecto sobre la especificidad como en el rendimiento, cuando es insuficiente se tiene 

rendimientos muy bajos o nulos, esto fue observado utilizando 50 mM de MgCl2, donde 
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no obtuvimos amplificados (fig. 9, A). Por el contrario cuando está en exceso el MgCl2, 

se obtienen amplificaciones inespecíficas (fig. 9, C). Por lo anterior se decidió trabajar 

con la concentración de 75 mM de MgCl2 en las reacciones de PCR subsecuentes; 

estos amplificados se purificaron y nuevamente se amplificaron empleando una Taq 

DNA polimerasa que produce mejores rendimientos, disminuye los errores y tiene 

mayor fidelidad que una Taq DNA polimerasa común, ya que es importante obtener las 

proteínas con la secuencia original, es decir sin cambios que pudieran afectar el marco 

de lectura y para eliminar los artefactos propios de la reacción de PCR. 

 

Existen diversas publicaciones donde se utiliza el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO para 

clonación, por lo que consideramos que el sistema que utiliza el vector para clonar el 

DNA es eficiente., Este sistema utiliza la propiedad de la Topoisomerasa I del virus de 

Vaccinia para unir el DNA., Este sistema tiene la utilidad de  no requerir  enzimas de 

restricción y de  ligación para la clonación. 

 

Los productos de PCR obtenidos se clonaron en el vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO, 

posteriormente se transformaron células E. coli DH5α competentes y se sembraron en 

placa sólida, para seleccionar posibles candidatos que incorporaron el DNA 

recombinante con éxito.  Las eficiencias de transformación en los diferentes ensayos 

con distintas mezclas de clonación  fueron menores a lo mínimo aceptable, 1x10-3 

ufc/µg de DNA; cabe mencionar que se siguieron las indicaciones del fabricante donde 

sugería utilizar 5-10 ng de producto de PCR de 2 kb, adicionalmente se ampliaron los 

tiempos de incubación a 30 min, ya que sugerían 5 min. También se concentró la 

mezcla de clonación para espatular todo el volumen y así aumentar las eficiencias de 

transformación; pero nuestros resultados no fueron lo esperado, una limitante es la 

cantidad de vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO, ya que al tener que realizar 5 

construcciones diferentes se tiene que optimizar el uso para las diferentes mezclas de 

clonación. Por otra parte al utilizar las células E. coli competentes (One Shot TOP 10) 

que contenía el kit del vector pcDNA3.1D/V5.His-TOPO, con el DNA control pUC19, no 

obtuvimos transformantes; en contraste con las células DH5α químicamente  

competentes que se prepararon en el laboratorio, donde obtuvimos eficiencias de 
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transformación de 1x10-6 ufc/µg de DNA; por lo que no se descarta que el almacenaje o 

transporte del kit probablemente fue incorrecto. A pesar de las dificultades se lograron 

obtener las siguientes transformantes:  

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1, las cuales fueron verificadas por PCR, restricción 

enzimática y secuenciación. 

 

Se analizaron por secuenciación los extremos del cDNA de las variantes Dp71 

(pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 3, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, 

pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1) y de la 

Dp40 (pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1), con esto se verificó la correcta orientación 

del DNA de interés en el vector;  hacia el extremo 5’ se encontró la secuencia 

complementaria con el sitio de inicio de la traducción y el primer exón de las proteínas 

Dp71 y Dp40 que corresponde al exón  63 de la distrofina de longitud completa, hasta el 

exón 67-68. En cuanto al extremo 3’, para las Dp71ab, se secuenció  parte el exón 75, 

exón 76, 77 y la secuencia del exón 79 que pertenece al marco de lectura abierto.   En 

la  Dp71e identificamos parte del exón 75, el exón 76, 77 y  la región “e” que pertenece 

al intrón 77, para la Dp71Δ78-79 se secuenció parte del exón 75, el exón 76 y 77.  Para la 

Dp40 se observó parte de la secuencia del exón 68, exón 69  y 70, donde las dos 

últimas bases AC completan el triplete ACG con una base del intrón 70 antes del codón 

de paro. En cuanto a la cobertura de la lectura de secuenciación, podemos decir que 

fue buena,  ya que se alcanzo un 50 % o más  para las isoformas Dp71, mientras que 

para la Dp40 fue posible leer un 90 %, esta última (pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 

1.1) mostró cambios hacia el extremo 5’ en el exón 65 respecto a la secuencia de 

Tinsley, cuyo origen es de rata, pero no específica de que tejido. Nuestra secuencia se 

obtuvo a partir de la línea celular  PC12, derivada de un feocromocitoma de medula 

adrenal de rata; aunque estos cambios han sido encontrado en trabajos previos 

(Santos-Coy, 2008) lo que sugeriría que en la línea celular PC12 la secuencia de la 

Dp40 incluye estos cambios o que son generados por la Taq polimerasa. Además el 

alineamiento de pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1 con la secuencia de la Dp71 no 
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exhibe cambios  (fig. 28 y 29) y dado que la Dp40 comparte los exones 63-70 con la 

Dp71, definimos que la secuencia es correcta; aunque posteriormente sería necesario 

secuenciar  en doble cadena y la longitud completa de la secuencia codificante de cada 

isoforma Dp71 y de la Dp40, para descartar cambios hacia la parte central y para 

verificar nuevamente los extremos. 

 

Considerando todo lo anterior, se determinó que las construcciones pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71ab 3, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, pcDNA3.1D/V5.His-

TOPO/rDp71e 4.8, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y de la Dp40 

(pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1) son correctas y se verificó la identidad de la 

secuencia codificante de la Dp71 variantes ab, e, Δ78-79 y de la Dp40. Estas 

construcciones van a ser utilizadas en estudios posteriores, en los que se tendrá la 

oportunidad de evaluar la localización de las isoformas con diferentes epítopes 

localizados en el extremo amino y/o carboxilo y así descartar, la posibilidad de que la 

localización subcelular de las proteínas sea un artefacto generado por la bandera 

añadida.     
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VI. CONCLUSIONES 
 
 

 Se construyeron los vectores recombinantes pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 
3, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71ab 4, pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71e 4.8, 
pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp71Δ 4.1 y pcDNA3.1D/V5.His-TOPO/rDp40 1.1, 
los cuales contienen las secuencias de las isoformas de Dp71 y Dp40 fusionadas 
a la bandera V5. 
 

 Cada vector recombinante se   caracterizó por PCR, restricción enzimática y 
secuenciación y se determinó que contienen la secuencia de cDNA de las 
proteínas Dp71ab, Dp71e, Dp71Δ y Dp40 respectivamente. 
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