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RESUMEN

La hormona de crecimiento (GH) es una proteina sintetizada y secretada en la
hipofisis, que promueve el desarrollo y crecimiento, ademas de otras importantes
funciones metabdlicas, en todos los vertebrados. Sin embargo, en reptiles se sabe
poco sobre las funciones que regula la GH; por ello es necesario desarrollar
herramientas para estudiar la fisiologia de la GH en estos organismos. Este trabajo
tuvo por objetivo desarrollar un sistema in vitro de expresion constitutiva de GH
recombinante de iguana verde (rgiGH), asi como también de evaluar su bioactividad.
Se amplific6 el ARNm de GH hipofisiaria de iguana (giGH), para subclonarse en un
vector de expresion constitutivo (pCAG) y posteriormente se transfecto en una linea
celular inmortalizada proveniente de neurorretinas de codorniz (QNR/D). El medio de
cultivo se recolecto a las 24 y 48 h post-transfeccion y se analizdé por Western Blot
utilizando un anticuerpo contra GH de pollo (cGH). Los resultados mostraron una
banda inmunorreactiva de 26 kDa (en condiciones reductoras), indicando la
presencia de rgiGH, similar al control positivo (rcGH). Los medios con rgiGH
demostraron ser bioactivos al incrementar, significativamente, la proliferacion en la
linea celular Nb2 en comparacion con el grupo sin tratar. Los resultados indican que
la linea celular QNR/D fue capaz de producir rgiGH. Es necesario purificar a la rgiGH
para realizar otros bioensayos. Se desarrollé un proceso que permite producir
cantidades importantes de rgiGH, la cual podria utilizarse para el control del
crecimiento y desarrollo de la iguana verde con un interés pecuario.



1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de la hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento (GH) es una proteina conformada por 191 aminoacidos,
con un peso molecular de aproximadamente 22 kDa, que presenta dos puentes
disulfuro en las posiciones 53-165 y 182-189 (Figura 1) (Herman-Bonert, 2011). La
estructura secundaria de la GH, determinada mediante cristalografia de rayos X,
consta de 4 a-hélices antiparalelas. La hormona es sintetizada y secretada por
células somatotropas ubicadas en el I6bulo anterior de la hipofisis (Frohman, 2009).
Se sabe que la hormona del crecimiento es producida en todos los grupos de
vertebrados, v.gr. en humano (Tanner, 1972), en pollo (Ardmburo y col., 1989), en
tortuga (Yasuda y col., 1989), en rana (Hayashida y col., 1973) y en tilapia (Ber y
Daniel, 1992). Si bien existen diferencias particulares en la secuencia de
aminoacidos de la GH entre las diversas especies, la estructura terciaria de la

proteina mantiene sus caracteristicas generales en todos los vertebrados.
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Figura 1. Estructura de aminoacidos que conforman a la hormona de crecimiento
humana (hGH), una cadena lineal de 191 con dos puentes disulfuro
intramoleculares (Herman-Bonert, 2011).



En la mayoria de los vertebrados, el gen de la GH cuenta con 5 exones divididos por
4 intrones; sin embargo, en el grupo de los teledsteos consta de 6 exones y 5
intrones. La longitud de dicho gen es de aproximadamente 2 kb en mamiferos,
aunque es mas extensa en el grupo de los peces que en los demas vertebrados,
pudiendo llegar a 3y 5 kb, e inclusive, en el caso de la pirafia de vientre rojo, llega a
12 kb (Mazurowski y col., 2015; Liang y col., 2018). A pesar de las diferencias
existentes en la estructura del gen de GH entre los grupos de vertebrados, el gen es
transcrito en un ARNm precursor que posteriormente se convierte en un ARNmM
maduro de aproximadamente 650 pb, para ser luego traducido a una proteina
precursora que, después de ser procesada proteoliticamente, da origen a la hormona

madura de alrededor de 191 aa en distintas especies (Avila-Mendoza y col., 2014).

A pesar de que la forma mas comun de la GH es su isoforma de 22 kDa, se sabe que
la GH estd compuesta de una familia de proteinas de diferentes isoformas y
variantes, que son producidas por diversos mecanismos. El splicing alternativo del
ARNmM de la GH produce una variante de 20 kDa, la cual representa el 10% de la GH
circulante (Tongy col., 2012). A través de las modificaciones postraduccionales como
la glicosilacion se genera la GH glicosilada de 26 kDa, la cual ha sido caracterizada
en el pollo (Berumen y col.,, 2004). Otra variante que es generada mediante
protedlisis es el fragmento de 15 kDa, el cual solo es observado al someter en
condiciones reductoras a la variante de 22 kDa; en un estudio previo, se genero el
fragmento de 15 kDa in vitro al tratar a rcGH con trombina, la cual tiene actividad
angiogénica (Aramburo y col.,, 2001). La GH de 22 kDa puede formar tanto
oligobmeros como dimeros, trimeros, tetrdmeros o pentdmeros, de los cuales la

mayoria estan unidas por puentes disulfuro (Ardmburo y col., 2000).

La regulacion de la expresion y la secreciéon de GH es controlada, principalmente,
por dos neuropéptidos hipotalamicos: la hormona liberadora de la hormona del
crecimiento (GHRH) y la somatostatina (SST). La GHRH estimula tanto la sintesis
como la liberacién de GH, mientras que la SST tiene fundamentalmente una accion
inhibidora sobre la liberaciéon de GH (Jameson y col., 2015) y en algunas especies

también sobre su sintesis (Yada y Tetsuya, 1992). Adicionalmente, otros péptidos
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participan en la compleja regulacion de la expresion de GH hipofisiaria. La ghrelina
es un secretagogo de GH sintetizado en el estbmago que actla a través del receptor
de secretagogos de la hormona del crecimiento (GHS-R), el cual es un receptor
acoplado a proteina G (Yin y col., 2014). La GHRH y ghrelina tienen un efecto
sinérgico al aumentar la concentracion de GH circulante (Khatib y col., 2014). El
factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I) tiene un efecto negativo sobre la
secrecion de GH; se ha demostrado que en tratamientos in vivo con IGF-I en truchas,
se suprimio la secrecion de GH (Canosa y col., 2007). La hormona liberadora de
tirotropina (TRH) es un tripéptido sintetizado en las neuronas del area hipotaldmica
del nacleo paraventricular y tiene una accién estimuladora en la liberacion de GH en
las células somatotropas de todos los grupos de vertebrados (Gahete y col., 2009).
La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es producida por neuronas del
hipotalamo; en estudios realizados en peces se ha mostrado que tiene un efecto en
la liberacion de GH, asi como también en su sintesis (Li y col., 2002).

Cerca del 50% de la GH circulante se encuentra unida a una proteina de unién
(GHBP), esta proteina corresponde al dominio extracelular del receptor de GH (GHR)
producida mediante protedlisis del receptor (Frystyk y col., 2008). La GHBP ayuda a
prolongar la vida media de GH cuando se encuentra en circulacion, también inhibe
la unién GH-GHR ya que compite con GH por la unién al ligando (Herman-Bonert,
2011).

Las acciones de la GH a nivel celular estan mediadas por su receptor. El receptor de
la GH (GHR) pertenece a la familia de clase | de receptores de citocinas. Los
receptores de esta familia tienen varias caracteristicas en comdn: un dominio
extracelular involucrado en la unién al ligando, una porcién transmembranal y un

dominio intracelular (Harvey y col., 2014).
1.2. Fisiologia de la hormona del crecimiento

La hormona del crecimiento ejerce una amplia gama de acciones bioldgicas, tanto
de forma directa como indirecta, en un namero considerable de tejidos blanco, las

cuales promueven, entre otras, la diferenciacién y la proliferacion celular, lo que lleva



a un aumento en el crecimiento de los tejidos blandos y esqueléticos (Figura 2).
Adicionalmente, también tiene un papel importante dentro del metabolismo de
proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos, asi como en la regulacion
hidromineral (Frohman, 2009).

La GH promueve efectos de crecimiento a través del factor de crecimiento insulinico
tipo | (IGF-I); al unirse a sus receptores estimula la sintesis y secrecion de IGF-1 en
el higado y en otros 6rganos. A su vez, el IGF-I tiene efectos sobre el crecimiento y
diferenciacion celular en una gran variedad de tejidos mediante receptores a IGF-I
(Bergan-Roller y Sheridan, 2017).

En el caso del metabolismo de lipidos, la GH es capaz de estimular la lipdlisis en
tejido adiposo e incrementa los niveles de acidos grasos libres en la sangre. Ademas,
la GH influye en la diferenciacion de pequefios pre-adipocitos en adipocitos maduros,
los cuales incrementan la capacidad de almacenar triglicéridos y tienen un mayor
potencial lipolitico (Herman-Bonert, 2011). Bajo ciertas condiciones, sin embargo,

también puede presentar un efecto anti-lipolitico (Aramburo y col., 1990).

La GH es una hormona anabdlica, aumenta la sintesis de proteinas, ocasionando un
incremento en la retencion de nitrégeno en el musculo, lo cual repercute en el
crecimiento del tejido muscular (Lieberman y Marks, 2012). Asimismo, la GH
aumenta la concentracion de glucosa en la circulacion y disminuye el consumo de
glucosa en el tejido adiposo; estos efectos se deben a que la GH antagoniza los
efectos de la insulina (Fanjul y col., 1998). En conjunto, la insulina, GH e IGF-I tienen
un papel importante en la regulacion de crecimiento y la funcién de las células 3 del
pancreas. La resistencia a la insulina es superada en cierto grado, al incrementar la
secrecion de insulina, lo que lleva a una hiperplasia de las células B. Las células 3
expresan GHR, sin embargo, no se conocen totalmente los efectos directos de GH
en las células. En reportes previos se ha mostrado que GH estimula la expresion,
biosintesis y liberacion de la insulina en las células . Se ha demostrado que la
delecién de GHR en ratones provoc6 una disminucion en la proliferacion de células
B, teniendo como consecuencia una ausencia de hiperplasia compensatoria en

respuesta a la obesidad producida en los animales (Wu y col., 2011; Sperling, 2015).
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Figura 2. Esquema representativo de las diversas acciones que GH efectua en el
organismo (Sperling, 2015).

La GH tiene diversas acciones en el sistema inmunitario: promueve el desarrollo de
linfocitos B y T, modula la produccion de citocinas, entre otras; estas acciones
pueden ser mediante un efecto directo o indirecto a través de la produccion de IGF-I
(Hattori, 2009). En el sistema reproductor la GH modula la secrecion de
gonadotropina la cual ejerce acciones en las funciones de las gonadas como la
esteroidogénesis y la gametogénesis (Hull y Harvey, 2014). Ademas, en estudios
previos se ha observado que después de tratamientos con GH en modelos de ratén
con esclerosis lateral amiotréfica, la GH tiene efectos neuroprotectores
probablemente al promover la supervivencia neuronal a través de sus propiedades

antiapoptéticas (Chung y col., 2015).

1.3 Expresion de GH en tejidos extrahipofisiarios

La GH se expresa mayoritariamente en la hipdfisis y es liberada al torrente
sanguineo; sin embargo, recientemente se ha demostrado que GH también se
expresa localmente en diversos tejidos. La expresion de la hormona en diversos
sitios refleja el hecho de que todas las células poseen el potencial de expresar
cualquier gen que se encuentre presente en el genoma (Harvey y col., 2012), aunque

para ello deben existir mecanismos especificos de regulacion. En diversos
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organismos se ha encontrado que tanto la GH como su receptor (GHR) se expresan
en el sistema inmunitario (Lunay col., 2008), en el sistema nervioso (Aramburo y col.,
2014; Harvey y col., 2016) y en el aparato reproductor (Lunay col., 2014), entre otros.
Esto ha demostrado que la expresion extrahipofisiaria de GH y la co-localizacion de
GHR pueden estar involucrados en mecanismos de regulacion paracrina o autocrina.
A manera de ejemplo, se ha descrito que en el sistema nervioso del pollo se expresa
el gen de GH en varias estructuras, incluido el cerebelo, y que su secuencia es
idéntica a la expresada en la hipofisis. En el cerebelo se encontrg, en, que la GH se
expresaba mayoritariamente en las células de Purkinje y en células de la capa
granular (Alba-Betancourt y col., 2011).

En el sistema reproductor se ha descrito que la GH se expresa en las gonadas, tanto
en machos (Harvey y col., 2004; Luna y col., 2004) como en hembras (Ahumada-
Soldrzano y col., 2012). Tanto la GH como su receptor estan presentes en los
testiculos de pollo, principalmente en el nicleo de las células germinales
(espermatogonia, espermatocitos y espermatidas); la co-localizacion de GH junto con
el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) sugiere que esta involucrada
en mecanismos de proliferacién y diferenciaciéon celular durante el proceso de
espermatogénesis (Martinez-Moreno y col., 2011). También se ha mostrado que en
el foliculo ovérico de gallinas se expresan tanto el ARNm de GH y GHR, como sus
productos proteinicos, principalmente en las células de la granulosa; y se describid
gue el ADNc de GH en estas células es idéntico al de la hipofisis (Ahumada-
Solérzano y col., 2012). Por otra parte, se obtuvo evidencia de que la GH fue capaz
de estimular la produccion de progesterona en cultivos primarios de células de la

granulosa (Ahumada-Soloérzano y col., 2012).

En el sistema inmunitario de aves se ha descrito la expresion de GH en la bolsa de
Fabricio, el timo y el bazo (Luna y col., 2005; Luna y col., 2008; Rodriguez-Méndez
y col., 2010). Se ha sugerido que la GH que se produce en la bolsa de Fabricio
participa en la diferenciacion y maduraciéon de linfocitos B, mediante mecanismos

paracrinos o autocrinos, en la corteza de la bolsa de Fabricio (Luna y col., 2013).



Asimismo, la GH tiene efectos anti-apoptoticos directos en linfocitos B (Luna-Acosta
y col., 2015).

Por otra parte, también se mostr6 que la GH se expresa en varias estructuras
oculares (Harvey y col., 2016). En la retina del embrién de pollo, se observo que la
GH producida en las células ganglionares de la retina (RGC) promueve la
sobrevivencia de las RGCs durante los periodos de apoptosis que repercuten a las
células durante el proceso de proliferacion para el establecimiento de una retina
madura; esto se concluyo al observar que la inmunoneutralizacion de GH en cultivos
celulares de RGCs provoc6 un aumento en el nivel de muerte celular (Sandersy col.,
2005). Asimismo, se ha mostrado que la GH tiene efectos neuroprotectores que
previenen el dafio excitotdéxico inducido por acido kainico en la retina, tanto en aves
como en reptiles (Avila-Mendoza y col., 2016a; Martinez-Moreno y col., 2016;

Fleming y col., 2018; Martinez-Moreno y col., 2018).
1.4 La hormona del crecimiento en reptiles

Como se menciond previamente, la GH es producida en todos los grupos de
vertebrados; sin embargo, en los reptiles ha sido poco estudiada. Hasta hace unos
pocos afos, solo se conocia la secuencia de GH de la tortuga marina y del cocodrilo
de Nueva Guinea; en los dos organismos, esta compuesta por 191 aminoacidos
(Yasuday col., 1989; Noso y col., 1995).

Recientemente se caracterizaron tanto la GH hipofisiaria de iguana verde (giGH)
como su receptor (GHR) (Avila-Mendoza y col., 2014). El peso molecular de la
isoforma principal de giGH fue de 22 kDa; también se detectaron 2 isoformas
adicionales: el dimero de 44 kDa y el tetramero de 88 kDa. El ADNc de giGH en
hipéfisis (1015 bp) codifica a una pre-hormona de 218 aminoé&cidos, de los cuales
191 representan a la proteina madura y 28 al péptido sefial, como se observa en la
Figura 3, los niumeros de la derecha indican la posicién del nucleétido y los nUmeros
de la izquierda se refieren a la posicion del aminoéacido; las regiones funcionales son:
el codon de inicio ATG en la posicion 1 (caja blanca), el codén de paro TGA en la

posicidn 655 (se muestra con un guion). Los oligonucledtidos 3 RACE y 5 RACE se



indican en letras cursivas y negritas. El péptido sefial de 28 aa esta subrayado, el
sitio de poliadenilacion en letras mayusculas y un posible sitio de glicosilacién en un

rectangulo gris (Avila-Mendoza y col., 2014).
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Figura 3. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la GH de iguana verde. La
secuencia obtenida del ADNc fue de 1015 pb de longitud (Avila-Mendoza y col.,
2014).

Aungue la region codificante permanecié razonablemente conservada, la regién no
codificante de la hormona tuvo variaciones importantes en comparacion con la GH
de pollo y del tibur6n mielga. La estructura primaria de la giGH madura tuvo un
82.1%, 83.2% y un 92.6% de homologia en comparacién con las de cocodrilo, tortuga
y anolis, respectivamente. Mientras que, en otros vertebrados, mostré un 82.1%,
74.2%, 66.3%, 55.2% y 42.3% de homologia en pollo, rata, rana, humano y pez

cebra, respectivamente.

El ADNc de giGHR fue parcialmente secuenciado, se obtuvo una secuencia de 1065
bp, que codifica para los ultimos 547 amino&cidos de la proteina madura; la proteina

contiene una porcién del dominio extracelular de 166 aminoacidos, un dominio



transmembranal de 23 aminoacidos y un dominio intracelular de 353 aminoacidos
(Avila-Mendoza y col., 2014).

También se encontré que la GH se expresa en diversas estructuras que componen
el ojo de la iguana, identificAndose dos isoformas: su forma monomeérica (26 kDa, en
SDS-PAGE, bajo condiciones reductoras) en la cérnea, esclera y retina; y una
isoforma sub-monomérica de alrededor de 15 kDa, ubicada en la cérnea, esclera,

iris, vitreo, retina y cristalino (Avila-Mendoza y col., 2016a).

Por otra parte, en un experimento donde se afiadié acido kainico a la retina de la
iguana provocando dafio excitotoxico, y se observo que la adicion de hormona del
crecimiento recombinante de pollo (rcGH) provocaba una reversion en el nimero de
células apoptéticas inducidas por el dafio, lo que indica que la GH tiene un efecto
neuroprotector, de manera directa o mediada por IGF-I, en neurorretina (Avila-

Mendozay col., 2016a).

Se conoce que en los reptiles, que son organismos ectotérmicos, la temperatura
ambiental ejerce una regulacion muy importante sobre la activacion de su
metabolismo. En la iguana se estudi6é el efecto de los cambios en la temperatura
ambiental sobre los componentes del eje somatotrépico y el eje tiroideo, dado que
participan de manera dindmica en diversas actividades metabdlicas. Se encontré que
cuando las iguanas se sometieron a una disminucion en la temperatura ambiental
(25 y 18 °C), se indujo un aumento significativo en la sintesis y secrecion de GH e
IGF-I, mientras que las hormonas tiroideas (T4 y T3) disminuyeron, en comparacion
al grupo control que se mantuvo en la temperatura 6ptima (35 °C). También se
observé una baja en la regulacion del metabolismo, disminuyeron los niveles de
glucosa y de &cidos grasos en el suero. Por lo tanto, hubo una respuesta diferencial
de los ejes somatotrépico y tiroideo cuando la temperatura ambiental esta por debajo
de la optima, lo que sugiere que la GH podria tener un papel importante en
mecanismos de adaptacion. Las respuestas observadas en estos reptiles fueron
diferentes a las reportadas en organismos endotermos (Avila-Mendoza y col.,
2016b).



Por otra parte, también se han caracterizado, en la iguana verde, a los neuropéptidos
hipotalamicos involucrados en la regulacion de la expresion y secrecion de la giGH
hipofisiaria, tales como: GHRH, PACAP, STT; asi como también al IGF-I (Avila-
Mendozay col., 2018). Asimismo, se estudiaron las similitudes estructurales de estas
moléculas a lo largo de la escala filogenética, encontrdndose que, en general, los
componentes del eje somatotrépico mantienen una alta conservacion de sus

secuencias activas en los diversos grupos de vertebrados.

El estudio de la GH, asi como también los mecanismos de su sintesis y liberacion en
reptiles, permite determinar desde un enfoque comparativo, el grado de conservacién
o divergencia de estos mecanismos a lo largo de la filogenia.

1.5 Iguana verde

La iguana verde (Iguana iguana) es un reptil del orden Squamata. En su estado
adulto puede llegar a pesar de 4 a 8 kilos y medir hasta 2 metros del hocico hasta la
punta de la cola (Millefanti, 2016). La iguana verde se encuentra en el Sureste de
México, a lo largo de América Central, en Sudamérica hasta Paraguay y el Sureste
de Brasil y en islas del Caribe (Arcos-Garcia y col., 2010). Tiene importancia en el
ambito bioldgico, pecuario y econémico. Los reptiles han sido estudiados en cuanto
a la evolucion de los amniotas, por ello la iguana verde es un modelo ideal (Elinson
y col., 2014). La iguana verde es comercializada como mascota, como una fuente de
alimento (en ciertas regiones se consume su carne y huevos), o para manufacturar
diversos productos con su piel, por estas razones han sido victimas de la caza,
ademas de que han sufrido la modificacion y destruccién de su habitat; por lo cual ha
disminuido la poblacién de esta especie (Mufioz y col., 2003).

Actualmente en México, la iguana verde es una especie sujeta a proteccién especial
gracias a la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010. Con el propésito de
proteger a esta especie se han implementado Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre (UMA). Debido a la demanda del consumo de
iguanas, se han implementado granjas para la crianza del animal en México y en

Centroamérica (Stephen y col., 2012).
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El crecimiento de las iguanas es muy lento, a los 5 aflos pueden llegar a pesar 3
kilos, aunque se ha reportado que pueden llegar a los 3 kilos en 3 afios (Arcos-Garcia
y col., 2002; Millefanti, 2016). La iguana verde alcanza su talla comercial en 3 afios;

mientras que, en comparacion, un pollo alcanza los 3 kilos en 4 meses (Scherf, 2000).

Aln se conoce muy poco de la fisiologia de la iguana verde, sobre todo de los
mecanismos que podrian estar involucrados en el desarrollo y crecimiento del reptil.
Por ello, la generacion de algunas herramientas biotecnoldgicas permitirian indagar
en el estudio de la fisiologia de reptiles, asi como también utilizarlas con un propdosito

pecuario.

1.6 Proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes se producen como resultado de la expresién de ADN
recombinante que se introduce a células hospederas que naturalmente no expresan

el gen de una proteina proveniente de otro organismo (Overton, 2014).

Para la produccién de proteinas recombinantes se requiere de un vector de
expresion, el cual se disefia con ciertos elementos genéticos necesarios para lograr
una expresion eficiente del gen de interés en el organismo hospedero, también
conocido como sistema de expresion. Existe una gran variedad de sistemas de
expresion, la eleccion del sistema adecuado dependera de diversos factores como:
el origen bioldgico, las propiedades quimicas y biolégicas de la proteina, los costos,
el rendimiento de produccién y su aplicacién posterior. Las bacterias representan el
sistema de expresion con una produccién veloz y de menor costo, pero una
desventaja es que no realizan modificaciones postraduccionales ni llevan a cabo el
plegamiento correcto de proteinas complejas ajenas. En contraste, la produccién en
células eucariotas tiene un mayor costo, pero con la ventaja de que si se llevan a
cabo las modificaciones postraduccionales necesarias de forma adecuada, para
generar proteinas recombinantes completamente funcionales (Clark y Pazdernik,
2016).

La produccion de proteinas recombinantes es una tecnologia que surgidé hace mas

de 30 afios. Es una respuesta para proveer proteinas de uso terapéutico, con buena
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calidad y sin depender de fuentes animales (Lara, 2011). Una de las primeras
proteinas recombinantes que se produjeron fue la GH humana (hGH), con el
proposito de ser utilizada como tratamiento para nifios con trastornos en el
crecimiento. La hGH se produjo mediante un sistema de expresion bacteriano en E.
coli. En 1981 la compafia Genentech desarroll6 la primera hormona de crecimiento
recombinante de humano (rhGH), la cual fue aprobada para su uso clinico por la FDA
en 1985 (Ayyar, 2011). A partir de la innovacion que trajo consigo el desarrollo de
proteinas recombinantes, se ha producido la hormona de crecimiento recombinante
de diferentes vertebrados, principalmente de mamiferos, en diferentes sistemas de
expresion (Cuadro 1). Sin embargo, como se puede observar, el grupo de los reptiles
es el menos investigado por lo cual es necesario el desarrollo de nuevas
herramientas biotecnolégicas para el estudio de la fisiologia del crecimiento y

desarrollo en estos organismos.

Cuadro 1. Sistemas de expresion utilizados para producir GH recombinante

Proteina Sistema de expresion Referencia

GH canina Pichia pastoris (Ascacio-Martinez y
Barrera-Saldafa, 2004)

GH bufalo E. coli (Mukhopadhyay y Sahni,
2002)

GH cabra E. coli (Mukhopadhyay y Sahni,
2002)

GH humana Vaca transgénica (Salamone y col., 2006)

GH humana Nicotiana benthamiana (Rabindran y col., 2009)

GH humana Semillas de soya | (Cunhay col., 2010)

transgénicas

GH murina E. coli (Frandkin y col., 2010)

GH tilapia Pichia pastoris (Acosta y col., 2008)

GH esturion belga Pichia pastoris (Poermehr y Pourkazemi,
2015)

GH pez conejo E. coli (Funkenstein y col., 2005)

GH pollo QNR/D (Martinez-Moreno y col.,
2016)

GH iguana Pichia pastoris (Flores, 2014)

Al expresar GH recombinante en E. coli, las ventajas que se obtienen son el costo y

tiempo de produccién; sin embargo, se pueden formar agregados de la proteina,

12



conocidos como cuerpos de inclusidn, los cuales al tratar de deshacer y de obtener
un plegamiento adecuado de la misma, disminuye el rendimiento de la proteina total
(Mukhopadhyay y Sahni, 2002).

Se ha logrado la correcta expresion de GH bioactiva de tilapia y GH canina en la
levadura Pichia pastoris como sistema de expresion (Ascacio-Martinez y Barrera-
Saldafa, 2004; Acosta y col., 2008). Una de las ventajas de este sistema es el bajo
costo y que es capaz de generar modificaciones postraduccionales. En ambos
trabajos se sugiri6 modificar algunas condiciones de cultivo para obtener una mayor

produccién.

Por otra parte, en un trabajo preliminar utilizando el sistema de expresion de Pichia
pastoris, fue posible la produccién de hormona de crecimiento recombinante de
iguana verde (rgiGH), utilizando como vector a pPIC9, el cual es especifico para
levaduras (Flores, 2014). La presencia de rgiGH se detecté al quinto dia de induccion
con metanol en el cultivo de las colonias positivas de Pichia pastoris, a las que
previamente se administrd glicerol para su crecimiento. Se analizo la presencia de la
proteina recombinante mediante Western Blot, utilizando un anticuerpo heterdlogo
dirigido contra GH de pollo, el cual reconoce a la GH de iguana, y se observo una
banda inmunorreactiva de 26 kDa en condiciones reductoras. Sin embargo, se
considerd la necesidad de realizar mas estudios para modificar las condiciones de

cultivo, a fin de obtener una mayor produccion y poder purificarla (Flores, 2014).

En cuanto a otros sistemas de expresion en células eucariotas, se ha reportado la
produccion de GH humana en la planta del tabaco (Nicotiana benthamiana), con un
rendimiento de 700 mg de GH humana por cada kilogramo de hoja (Rabindran y col.,
2009); en semillas de soya transgénicas tuvieron un estimado de 9 gramos de GH
humana por cada kilogramo de semillas maduras (Cunhay col., 2010). La utilizacién
de plantas como sistema de expresion es econdémica, permite la facilidad de escalar
una producciéon y genera las modificaciones postraduccionales necesarias para la
proteina recombinante. Sin embargo, el uso de plantas como sistema de expresion
es un proceso lento, ademas pueden producir metabolitos que afecten la calidad de

la proteina (Kawaka y Ngetich, 2017).
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Otra alternativa que se ha propuesto para la produccion de GH humana
recombinante (rhGH) a gran escala es la utilizacion de animales transgénicos. Asi,
se ha reportado la produccion de GH humana en vacas transgénicas, recolectando
la rhGH en la leche que producen, obteniéndose hasta 5 gramos por litro (Salamone
y col., 2006). El tiempo de produccion suele ser muy largo, ya que la obtencion del
animal transgénico en si mismo es un proceso complicado ya que el animal debe

producir la proteina conservando su integridad (Sanchez y Gadea, 2014).

Previamente, en nuestro laboratorio se ha utilizado la linea celular derivada de
neuroretinas de codorniz (QNR/D) como sistema de expresion para la hormona de
crecimiento de pollo (Martinez-Moreno y col., 2016), por lo que se plante6 la
posibilidad de valorar si estas células podrian expresar y sintetizar a la hormona de

crecimiento de iguana verde.
1.7 Vector de expresion pCAG

pCAG (Addgene) es un vector de expresion que consta de 5556 pares de bases (pb),
contiene un gen para resistencia a ampicilina, ademas de mdultiples sitios de
restriccion, dentro de los cuales dos muy importantes son EcoRI ubicado en la
posicion 1723 y Notl, ubicado en la posicién 2495. Al realizar una digestion en los
sitios mencionados, se corta el gen para la proteina verde fluorescente (GFP), para
asi poder insertar el gen de la proteina de interés (Figura 4). Ademas, cuenta con el
promotor CAG, el cual esta compuesto por el potenciador CMV, el promotor beta-
actina de pollo y el sitio de aceptor de beta-globina, lo cual induce altos niveles de

expresion (Matsuda y Cepko, 2004; Alexopoulou y col., 2008).

En un experimento previo realizado en nuestro laboratorio, se comprob6 que el vector
pCAG, insertado en células QNR/D, fue capaz de expresar la hormona de
crecimiento recombinante de pollo (rcGH) y de secretar la proteina al medio de cultivo

(Martinez-Moreno y col., 2016).
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Figura 4. Diagrama del vector pCAG (Addgene).
1.8 Linea celular derivada de neurorretinas de codorniz (QNR/D)

La linea celular QNR/D proviene de neurorretinas de embriones de codorniz
(Coturnix coturnix japonica). Se trata de células que fueron inmortalizadas con el
virus del sarcoma de Rous; las células se mantienen en cultivo a una temperatura de
38.5a 39 °C (Pessac y col., 1983; American Type Culture Collection No. CRL-2532).
La linea celular esta conformada principalmente de células ganglionares (80%), pero
también contiene células amacrinas (20%). Esta linea celular se ha utilizado como
modelo experimental de RGC (células ganglionares de la retina), ya que expresa los
mismos marcadores moleculares que las RGCs de retina de pollo, asi como también
a la GH y su receptor. Ademas, expresa los genes que codifican para factores de
crecimiento como NTF3, IGF-1, BNDF; los cuales aumentan al haber un incremento
de GH (Martinez-Moreno y col., 2013). Esta linea celular se ha utilizado en la
produccion de GH recombinante de pollo (rcGH), obteniendo una expresion eficiente

de la proteina (Martinez-Moreno y col., 2016).
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2. HIPOTESIS

La linea celular derivada de células ganglionares de codorniz (QNR/D) puede ser
utilizada para sintetizar y secretar de manera eficaz al medio de cultivo la GH

recombinante de iguana verde (rgiGH).
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3. OBJETIVOS
3.1 General

e Construir un sistema eficiente para la expresién constitutiva, in vitro, de GH

recombinante de iguana verde.

3.2 Especificos

o Establecer un sistema de células eucariontes para producir GH
recombinante de iguana.

e Valorar la funcionalidad biolégica de la rgiGH producida por este sistema.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales

4.1.1 Animales

Se utilizaron ejemplares juveniles de iguana verde, de aproximadamente ocho meses
de edad, obtenidos de una donacién de parte de una Unidad de Manejo Ambiental
para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) ubicada en Oaxaca, México. Los
animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (33 °C),
humedad (40 %) y ciclo de luz-oscuridad (12-12) Optimas para la especie y se
alimentaron ad libitum con zanahoria, calabaza y manzana. Para obtener las
hipdfisis, las iguanas se sacrificaron mediante decapitacion siguiendo el protocolo
No. 32: Caracterizacién estructural y funcional de la hormona de crecimiento en
iguana verde (lguana iguana), aprobado por el comité de bioética del Instituto de
Neurobiologia, UNAM. La decapitacion es un método rapido que evita el sufrimiento
de estos animales, permitiendo la obtencion de diferentes tejidos de la iguana sin la
influencia de farmacos o agentes que alteren la estructura quimica, y por tanto la

bioactividad, de la hormona de crecimiento.

4.2 Métodos

4.2.1 Extraccion de ARN total

Las hipofisis que se utilizaron para la extraccion de ARN se obtuvieron de iguanas
decapitadas rapidamente. Para la extraccion del ARN, se utilizé el estuche Direct-zol
RNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, USA) siguiendo las instrucciones
establecidas por el fabricante. Finalmente, se cuantifico el ARN obtenido empleando

un espectrofotdmetro Nanodrop1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a transcriptasa reversa (RT-
PCR)

Se sintetizO ADN complementario (ADNc) a partir de 150 ng de ARN obtenido
previamente, al que se adicioné 1 uL de Oligo-dT, 1 yuL de cebadores aleatorios, 1

pL de una mezcla de desoxinucledsido trifosfatos (ANTPs), 8 uL de amortiguador de
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reaccion 5X y agua estéril para obtener un volumen de 34 puL; la mezcla se incub6 a
65 °C durante 5 min. Se agregaron 4 pL de ditiotreitol (DTT) 0.1 mM, 0.25 pL de
inhibidor de ribonucleasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1 yL de transcriptasa
reversa (200 U/uL, Promega, Madison, WI, USA) y agua estéril para un volumen final
de 40 pL. La mezcla se incub6 a 42 °C durante 50 min, posteriormente a 70 °C por 5

min y para finalizar a 4 °C.
4.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADNc se sometié a una reaccion de PCR con la pareja de oligonucleétidos:
giGHcagF-giGHcagR que amplifican el ARNm que codifica para la GH de iguana y
afaden sitios de restriccion para el vector de expresion pCAG (EcoRl y Notl) en las
posiciones 5’ y 3’, respectivamente (Cuadro 2). La amplificacién se realiz6 en una
mezcla de reaccién con un volumen total de 50 uL, la cual contenia 1 pL de cada
oligonucleétido 5 mM, 1 pL de dNTPs 10 mM, 4 uL de MgClz 25 mM, 0.25 pL de Taq
polimerasa (5 U/uL, Thermo Fisher Scientific),10 pL de amortiguador Taq 10x, 2 pL
de ADNc y 30.75 pyL de agua estéril. Como control negativo se realizé la misma
mezcla de reaccién mencionada previamente, con excepcion de que se afiadié agua
estéril en lugar del ADNc. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 95°C por 5
min, seguido de 35 ciclos de 93 °C por 30 seg, 58 °C por 30 seg, 72 °C por 30 segy
finalmente una extensién a 72 °C por 7 min. Para visualizar el producto de PCR
obtenido, la muestra se analizdé en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE
(Tris, Acetato, EDTA) y se tifid con bromuro de etidio; las condiciones de la corrida

fueron de 100 V durante 50 min.

Cuadro 2. Secuencia de oligonucle6tidos empleados para amplificar el ARNm de
giGH y la adicion de sitios de restriccion para su respectivo vector.

Nombre Secuencia
giGHcagF AAAAAGAATTCACCATGGCTTCAGTACTTAGCCCTTCTCC
giGHcagR AAAAAGCGGCCGCTCATATGGTGCAGTTAATTTCTCC
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4.2 .4 Clonacion molecular

El producto de PCR obtenido se ligé en el vector pGEM-T Easy (Promega) de
acuerdo con las especificaciones del fabricante, a una relacion 1:3 (inserto:vector).
El vector se insertd en bacterias competentes de Escherichia coli de la cepa Blue XL-
1 (Thermo Fisher Scientific) mediante choque térmico, el cual consistio en afadir 10
ML de reaccién de ligacion a las células competentes, se colocaron en hielo por 30
min, se incubaron a 42 °C por 2 min, posteriormente permanecieron en hielo por 1
min, se agregaron 300 uL de medio Luria (LB, Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA) y
se incubaron a 37 °C, con agitacion a 200 rpm durante 1 h. Las bacterias se
sembraron en placas de agar LB con ampicilina (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37
°C por 16 h. Posteriormente, las colonias que crecieron se inocularon en medio LB

con ampicilina y se incubaron a 37 °C y 200 rpm por 16 h.
4.2.5 Miniprep

Se realizé una extraccion de plasmido utilizando el estuche Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realiz6 una PCR con los oligonucledétidos previamente utilizados para corroborar que
el inserto estuviera presente en los plasmidos. Simultaneamente, se realizé una
secuenciacion con los oligonucledtidos SP6 y T7, los cuales son los mas
comunmente utilizados para secuenciacion del inserto deseado en vectores de
clonacion; para comprobar mediante un analisis informético usando el programa
Clustal Omega (EMBL-EBI), que la secuencia de giGH se encontrara insertada
dentro del plasmido. Con base en la secuencia obtenida, se realizé un diagrama in
silico utilizando el software SnapGene (GSL Biotech, Chicago, IL, USA).

4.2 .6 Restriccion enzimatica

Se realizaron dos mezclas para realizar una doble digestion de los plasmidos pCAG-
GFP y pGEM-giGH. Las mezclas fueron las siguientes: a partir de 1 pg de los
plasmidos pCAG-GFP y pGEM-giGH se afiadieron 3 pyL del amortiguador de las
enzimas de restriccion (Anza, Thermo Fisher Scientific), 1 yL de la enzima EcoRl

(Anza, Thermo Fisher Scientific), 1 pL de la enzima Notl (Anza, Thermo Fisher
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Scientific) y se complet6é con agua estéril para un volumen final de 30 uL. Las mezclas
se incubaron a 37 °C durante 1 h; posteriormente las enzimas se inactivaron
incubando a 80 °C por 20 min. Para verificar que la digestion se realizo eficazmente,
los productos digeridos se analizaron en un gel de agarosa al 1% TAE, el gel se tiiid
con bromuro de etidio para visualizar las bandas presentes. Como referencia de peso
molecular se utilizaron los marcadores de 1 Kb plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
Finalmente se purificaron los productos digeridos utilizando PureLink™ Quick Gel

Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific).
4.2.7 Subclonacion molecular en vector pCAG

El inserto obtenido mediante digestion con enzimas de restriccion previamente fue
clonado en el vector pCAG mediante una reaccion de ligacion, a una proporcion 4:1
(inserto:vector). Las bacterias Escherichia coli de la cepa Blue XL-1 (Thermo Fisher
Scientific) se transformaron con el producto de ligacidn mediante choque térmico
como se describio previamente. Las células se sembraron en placas con agar LB y
ampicilina, se incubaron a 37 °C por 16 h. Se seleccionaron colonias que crecieron
en las placas, para luego expandirlas en medio LB con ampicilina, incubandolas a 37
°C y 200 rpm por 16 h. Se realiz6 un miniprep como se mencioné previamente; el
plasmido extraido fue secuenciado para comprobar mediante un analisis
bioinformatico usando el programa Clustal Omega (EMBL-EBI) que la secuencia de
giGH se encontrara insertada dentro del plasmido. Se realizé un diagrama del vector
con base en la secuencia obtenida utilizando el software SnapGene. También se
realizd un PCR de la colonia con los oligonucleétidos previamente utilizados con el

objetivo de observar que el inserto de interés se encontrara dentro del plasmido.
4.2.8 Transfecciéon en células QNR/D

El plasmido pCAGgiGH se transfectdo en células QNR/D mediante liposomas,
utilizando Lipofectamina 3000 (Invitrogen) en una relacion de 1 pL de
Lipofectamina/uL de plasmido, utilizando 0.5 pug de plasmido. Previamente, se
sembraron 5x10° células en placas de cultivo de 6 pozos y se estabilizaron en medio
DMEM con suero fetal bovino (SFB) al 10% y 100 pL de Primocin (InvivoGen, San
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Diego, CA, USA) por cada 50 mL de medio, por 24 h a 39 °C. Se transfectaron las
células y después de 24 y 48 h post-transfeccidn se colectd el medio para evaluar la
produccion de la GH recombinante de iguana (rgiGH). Como control positivo para
medir la eficiencia de la transfeccion, se utilizo el plasmido pCAG-GFP para
transfectar en las mismas condiciones previamente descritas. Se utiliz6 un
microscopio invertido de fluorescencia con el objetivo de magnitud 10x (Olympus
IX50, Center Valley, PA, USA) y el software Fiji (UW Madison, WI, USA) para contar
las células y obtener un porcentaje del nimero total de células con respecto a las

células transfectadas.

4.2.9 Western Blot

A partir del medio recolectado, se analizé la produccion de rgiGH mediante un
Western Blot utilizando para su identificacion un anticuerpo primario anti-GH de pollo,
el cual se ha demostrado que es capaz de reconocer a la GH de iguana (Avila-
Mendoza y col., 2014). Se realiz6 un gel de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) a una concentracién de 12.5%, bajo condiciones
reductoras. Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa empleando un amortiguador con Tris 25 mM, glicina 192
mM, etanol al 20%, pH 8.3 a 200 mA durante 1 h. Posteriormente, se bloquearon los
sitios no especificos de unidn a la membrana con leche al 5% (Bio-Rad) en TBS (Tris
100 mM, NaCl 2.5 M, pH 7.5) durante 1 h, con una agitacion suave y constante. La
membrana se lavé 3 veces con TTBS (Tween 20 al 0.05% en TBS); posteriormente,
se afiadio el anticuerpo primario anti-cGH CAP-2 (diluido 1:10,000) (Avila-Mendoza
y col., 2014) en una solucion de leche al 1% en TTBS y se dej6 incubar toda la noche
con agitacion suave. Después de tres lavados con TTBS, la membrana se incub6
con el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo hecho en cabra, conjugado con
peroxidasa de rabano, Invitrogen) en una dilucién 1:6,000. Finalmente, la membrana
se colocd dentro de una bolsa de plastico, en donde se agregd el sustrato de
qguimioluminiscencia (ECL) y se expuso en una pelicula de autorradiografia en el
cuarto oscuro. Una vez sensibilizada, la pelicula se introdujo a una solucion

reveladora, se enjuagd en agua Yy finalmente se coloco en solucion fijadora. Una vez
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seco, el Iluminograma se analizd6 mediante densitometria utilizando el
fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-rad) para capturar la imagen y se utilizé

el software ImagelLab (Bio-rad) para su analisis.

4.2.10 Cuantificacion de rgiGH

Para cuantificar la produccién de rgiGH, se realizé un ELISA competitivo indirecto
(Martinez-Coria y col., 2002), utilizando un anticuerpo (CAP-2) dirigido contra GH de
pollo (anti-cGH), el cual se ha demostrado que también reconoce a la GH de iguana
(Avila-Mendoza y col., 2014). Se forro la placa con 12 ng de GH recombinante de
pollo (rcGH) en cada pozo y se dejo incubando por 16 h a 4 °C. Posteriormente, se
lavo la placa 5 veces con una solucién de TPBS (0.01 M Tween 20, 0.05% pH 7.8).
Se bloquearon los sitios inespecificos utilizando una solucién bloqueadora de PBS
con leche al 3% durante una hora, después se lavo la placa. Las muestras de medio
de cultivo se incubaron por 16 h con la solucion del anticuerpo primario (anti-rcGH)
en TPBS con 1% de leche, a una dilucion de 1:25,000. También se realiz6 una curva
de calibracién de rcGH, con concentraciones de 1024 a 0.5 ng/mL, las cuales se
incubaron con el mismo anticuerpo durante 16 h a 4 °C. La placa se incub6 por 2 h
a 25 °C con la curva patron de GH y con las muestras de medios de cultivo. Después
de que se lavo la placa, se agrego la solucion del anticuerpo secundario (anti-lgG de
conejo hecho en cabray conjugado a peroxidasa de rabano), en una dilucién 1:3,000,
se incubd por 2 h a 25 °C. Después de que se lavo la placa, se revel6 con los
reactivos del estuche de revelado ABTS (Roche), siguiendo las condiciones del

fabricante. La placa se leyo en un lector de microplacas (Bio-Rad) a 405 nm.
4.2.11 Ensayo de proliferacion celular de Nb2 con MTT

Para analizar si la rgiGH producida era bioactiva, los diversos medios de cultivo y
tratamientos se probaron en un bioensayo de proliferacién celular empleando la linea
celular de linfoma de rata Nb2. Las células se mantuvieron en medio DMEM con
suero fetal bovino al 10%, suero de caballo al 10%, 0.1 mM de 3-mercaptoetanol y
500 pl de antibiotico (10,000 unidades/mL de penicilina, 10,000 upg/mL de

estreptomicina y 25 pg/mL de antimicético Fungizone®). Un dia antes del ensayo,
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las células se sincronizaron con medio estacionario (DMEM con suero fetal bovino al
1%, suero de caballo al 10%, 0.1 mM de B-mercaptoetanol y 500 pL de antibiético).
En una placa de 96 pozos se sembraron 15,000 células por pozo, posteriormente se
afiadio el tratamiento respectivo a cada pozo, la placa se incubé a 39 °C durante 72
h. El estimulo a la proliferacion celular se evalué mediante el ensayo colorimétrico de
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio); se afladieron 50 pL
de MTT a cada pozo (0.5 mg/mL en PBS estéril) y la placa se incub6 por 4 h a 39 °C.
Después se afiadieron 100 pL de la solucion de paro (10 % SDS en 0.01 M HCl) y la
placa se incub6 a 39 °C hasta que el precipitado se disolviera (12 horas). Finalmente
se leyo la placa a 595 nm en un lector de microplacas (BioRad).

4.2.12 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se llevo a cabo utilizando las siguientes pruebas:
ANOVA de una via con un andlisis post hoc Dunnett y t de Student, dependiendo de
la naturaleza de los datos, con el programa PRISM version 6 (Graph Pad, La Jolla,
CA).
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5. RESULTADOS

5.1 Clonacién del ADNc de la hormona de crecimiento de iguana verde

El gen de la hormona de crecimiento de iguana verde fue amplificado mediante PCR
utilizando el ADNc de hipdfisis de iguana previamente sintetizado. Se obtuvo un
producto de 684 pb aproximadamente (Figura 5). El producto de PCR se purifico
mediante extraccion de gel para su posterior clonacién en el vector pGEM T-Easy;
esta construccion se denomind pGEM-giGH y se utilizé para transformar bacterias E.
coli (Blue XL-1) mediante choque térmico.

Para corroborar la identidad del inserto, se secuencié el pladsmido con los
oligonucledtidos T7 y SP6, asi como también se realiz6 un PCR con los

oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen de la giGH (Figura 7)

M 1 2

700 pb -

600 pb - 684 pb

Figura 5. Producto amplificado por PCR. M: marcador de peso molecular; 1: cDNA
de hipdfisis de iguana; 2: control negativo.

5.2 Subclonacion de giGH en pCAG

El vector pGEM T-Easy-giGH (Figura 7) y el vector pCAG-GFP (Figura 8) fueron
digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y Notl obteniendo dos fragmentos de
cada vector: a) uno de 3016 pb y el otro de 684 pb, para el caso de pGEM-giGH; b)
uno de 4784 pb y otro de 772 pb, para el caso de pCAG-GFP (Figura 6). Los
fragmentos de 684 pb y de 4784 pb fueron purificados mediante extraccién de gel

para realizar una subclonacién.
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La construccion pCAG-giGH se utilizo para transformar bacterias E. coli Blue XL-1,
el pldsmido fue secuenciado y analizado mediante PCR con los oligonucledétidos
giGHcagF y giGHcagR, previamente utilizados para amplificar el gen de giGH (Figura
8).

4784 pb
3016 pb

772 pb
684 pb

750 pb -
500 pb -

Figura 6. Analisis de restriccién enzimatica de los vectores pGEM giGH y pCAG-
giGH. M: marcadores de peso molecular; 1: vector pGEM-giGH; 2: vector pCAG-
GFP; ambos digeridos con EcoRl y Notl.

5.3 Andlisis de secuencias de los plasmidos pGEM-giGH y pCAG-giGH

De acuerdo con las construcciones formadas, pGEM-giGH y pCAG-giGH, se
realizaron las representaciones esquematicas in silico de ambos vectores utilizando

el software SnapGene.
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(43) NotI ECoRI (52)
ECORI (67)

NotI (734)
ECORI (756)
— NotI (763)

pPGEM T-Easy giGH
3701 bp

- 684 pb

Figura 7. Andlisis de pGEM giGH. A) Diagrama del plasmido pGEM-giGH
construido con SnapGene. B) PCR de colonias transformadas con el plasmido
pPpGEM-giGH. M: marcador de peso molecular; 1-2: colonias seleccionadas al azar;
3: control negativo.

El vector pGEM T-Easy giGH (Figura 7A) de 3701 pb cuenta con los sitios de
restriccion para EcoRI y Notl en los nucle6tidos 67 y 734 respectivamente. Estos
fueron digeridos para subclonar a giGH, encontrandose entre los nucleotidos 76-732
pb. Se realiz6 un PCR para corroborar que los plasmidos obtenidos tuvieran el inserto
de giGH, de las dos colonias analizadas, ambas amplificaron un producto esperado
de 684 pb (Figura 7B).
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pCAG-giGH
5451 bp

EcoRI (1723)

&\
B-globin p"‘\/(M

3000

NotI (2390)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- 684 pb

Figura 8. Andlisis de pCAG-giGH A) Diagrama del plasmido pCAG-giGH construido
con SnapGene. B) PCR del miniprep de colonias transformadas con el plasmido
pCAG-giGH. M: marcador de peso molecular; 1-9: miniprep de colonias
seleccionadas al azar; 10: control negativo.

El vector pCAG-giGH (Figura 8A) consta de 5451 pb, cuenta con un Unico sitio de
restriccién para EcoRI en la posicion 1723 y para Notl en la posicion 2390. El gen
gue codifica a giGH se encuentra situado en la posicién 1732-2388 pb. Se realiz6 un
PCR a los minipreps de colonias que fueron seleccionadas al azar con el propdsito
de verificar que estas tuvieran el inserto del gen de giGH; de los nueve plasmidos
analizados, ocho amplificaron un producto esperado de 684 pb aproximadamente,

mientras que solamente un plasmido no amplificé lo esperado (Figura 8B).
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giGH
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giGH
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pCAGgiGH

giGH
PGEMgiGH
pCAGgiGH

giGH
PGEMgiGH
pCAGgiGH

giGH
PGEMgiGH
pCAGgiGH

giGH
PGEMgiGH
PCAGgiGH

giGH
PGEMgiGH
pCAGgiGH

giGH
PGEMgiGH
PCAGgiGH

ATGGCTTCAGTACTTAGCCCTTCTCCTCTATTCACCATTGCTTTGTTTATCTTGGCCCTC
ATGGCTTCAGTACTTAGCCCTTCTCCTCTATTCACCATTGCTTTGTTTATCTTGGCCCTC
ATGGCTTCAGTACTTAGCCCTTCTCCTCTATTCACCATTGCTTTGTTTATCTTGGCCCTC

KA A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A A A A Ak x kK

CAATGGCCTGAGGGAACAACAGCTTTCCCCACAATGCCTCTCTCCAGTCTCTTTGCCAAC
CAATGGCCTGAGGGAACAACAGCTTTCCCCACAATGCCTCTCTCCAGTCTCTTTGCCAAC
CAATGGCCTGAGGGAACAACAGCTTTCCCCACAATGCCTCTCTCCAGTCTCTTTGCCAAC

KA A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR AR A A A A A A A Ak Ak xh kK

GCAGTACTAAGAGCCCAGCATCTTCACCTGCTTGCAACGGATACCTTCAAGGAATTTGAA
GCAGTACTAAGAGCCCAGCATCTTCACCTGCTTGCAACGGATACCTTCAAGGAATTTGAA

GCAGTACTAAGAGCCCAGCATCTTCACCTGCTTGCAACGGATACCTTCAAGGAATTTGAA
Kk K ok ok kK k kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok k ok k kK ok ok ok ok k ok ok k kK ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok k kK

CGCTCCTACATCCCAGAAGACCAGCGACAGTCCAACAAGAACTCTCAGTCTGCATTTTGT
CGCTCCTACATCCCAGAAGACCAGCGACAGTCCAACAAGAACTCTCAGTCTGCATTTTGT
CGCTCCTACATCCCAGAAGACCAGCGACAGTCCAACAAGAACTCTCAGTCTGCATTTTGT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR A AR A A A AR Ak kK

TCCTCTGAAACCATCCCTGCACCCACAGGGAAAGATGATGCCCAGCAAAAAACAGACATG
TCCTCTGAAACCATCCCTGCACCCACAGGGAAAGATGATGCCCAGCAAAAAACAGACATG

TCCTCTGAAACCATCCCTGCACCCACAGGGAAAGATGATGCCCAGCAAAAAACAGACATG
Kok K ok ok Kk k kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok k ok kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok Kk ok kK

GAATTGCTCAGGTTTTCACTCACTCTCATTCAGTCATGGCTGAGTCCTGTACAGCACCTC
GAATTGCTCAGGTTTTCACTCACTCTCATTCAGTCATGGCTGAGTCCTGTACAGCACCTC
GAATTGCTCAGGTTTTCACTCACTCTCATTCAGTCATGGCTGAGTCCTGTACAGCACCTC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR AR A A AR A ARk kK

AGTAGAATGTTCAGTAATACTCTGGTCTTTGGAACGTCAGACAGAGTCTATGAAAAACTT
AGTAGAATGTTCAGTAATACTCTGGTCTTTGGAACGTCAGACAGAGTCTATGAAAAACTT
AGTAGAATGTTCAGTAATACTCTGGTCTTTGGAACGTCAGACAGAGTCTATGAAAAACTT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A KR A IR A AR AR A AR AR A AR AR A A AR AR A AR AR A Ak Ak kK

CAGGACTTAGAACAAGGAATACAGGCTCTGATGAGGGAACTGGAGGATGGGAGCTCTCGG
CAGGACTTAGAACAAGGAATACAGGCTCTGATGAGGGAACTGGAGGATGGGAGCTCTCGG

CAGGACTTAGAACAAGGAATACAGGCTCTGATGAGGGAACTGGAGGATGGGAGCTCTCGG
Kk K ok ok kK ok kK ok kK ok ok ok ok k ok kK ok ok ok ok k ko kK ok ok ok ok ko ok K ok ok ok ok kK k kK ok ok ok ok k kK

GGCCTTCAACTCTTCAGACCTACTTATGAGAAGTTTGAATCCAACCTCCGGAATGAAGGT
GGCCTTCAACTCTTCAGACCTACTTATGAGAAGTTTGAATCCAACCTCCGGAATGAAGGT
GGCCTTCAACTCTTCAGACCTACTTATGAGAAGTTTGAATCCAACCTCCGGAATGAAGGT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A Ak A A Ak kA k) K

TCCTTGCAGAAAAATTACGGTCTTCTGTCCTGCTTCAAAAAGGACCTGCACAAGGTGGAG
TCCTTGCAGAAAAATTACGGTCTTCTGTCCTGCTTCAAAAAGGACCTGCACAAGGTGGAG

TCCTTGCAGAAAAATTACGGTCTTCTGTCCTGCTTCAAAAAGGACCTGCACAAGGTGGAG
Kk K ok ok kK ok kK ok kK ok ok ok ok k ok kK ok ok ok ok ko ok kK ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok k kK

ACATATCTGAAAGTGATGAAATGCAGGCATTTTGGAGAAATTAACTGCACCATATGA
ACATATCTGAAAGTGATGAAATGCAGGCATTTTGGAGAAATTAACTGCACCATATGA
ACATATCTGAAAGTGATGAAATGCAGGCATTTTGGAGAAATTAACTGCACCATATGA
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias de los plasmidos pGEM-giGH y pCAG-

giGH comparadas con la secuencia de la region codificante de la hormona de
crecimiento de iguana verde (giGH) utilizando el algoritmo Clustal Omega. Los

asteriscos corresponden a los nucleotidos conservados.
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Las secuencias obtenidas de pGEM-giGH y pCAG-giGH se alinearon con respecto
al gen de giGH utilizando el algoritmo Clustal-Omega con el propdsito de analizar el
grado de conservacion de las bases en los plasmidos (Figura 9). Para el alineamiento
se utilizé la secuencia de la giGH que abarca desde el péptido sefial hasta el codén

de término de la region codificante para giGH.

Los resultados mostraron que ambos vectores, el pGEM-giGH y el pCAG-giGH,
tuvieron un 100% de similitud en comparacién a la secuencia del gen de giGH
(Cuadro 3). Asi pues, ambos vectores confirmaron poseer el inserto deseado para
Su posterior expresion.

Cuadro 3. Porcentaje de similitud que existe entre las secuencias alineadas
utilizando el algoritmo Clustal Omega.

giGH pCAGgiGH pGEMgiGH
giGH 100 100 100
pCAGgIiGH 100 100 100
pGEMgIiGH 100 100 100

5.4 Eficiencia de la transfeccion en células QNR/D

Los plasmidos pCAG-giGH y pCAG-GFP fueron transfectados en células QNR/D con
lipofectamina, cada uno en un pozo independiente. Para determinar la eficiencia de
transfeccion, se contaron las células transfectadas que expresaban GFP con
respecto al numero de células totales observadas, utilizando el software Fiji (Figura
10).

Se observé que a las 24 h el 26% de las células habian sido transfectadas (Figura
10A), y que a las 48 h la transfeccion se aumenté a un 45% (Figura 10B), siendo
significativamente diferente (P<0.001) en comparacion con las células transfectadas
a las 24 horas (Figura 10C).
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Figura 10. Determinacion de la eficiencia de transfeccion con GFP en células
QNR/D. A) Micrografia de los cultivos transfectados durante 24 h. B) Micrografia de
los cultivos transfectados durante 48 h. C) Analisis de la eficiencia de transfeccién
determinada por el nUmero de células transfectadas con GFP. Las barras muestran
la media * error estandar (n=3); los asteriscos indican diferencia significativa,
**P<0.001 (t de Student).

5.5 Determinacion de la expresion de giGH recombinante

La producciéon de giGH recombinante por las células QNR/D transfectadas con
pCAG-giGH se evalu6 en los medios de cultivo mediante SDS-PAGE/Western Blot,
en condiciones reductoras, utilizando un anticuerpo dirigido contra GH de pollo, que

es capaz de reconocer a la giGH (Figura 11). Se observé la presencia de una banda
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inmunorreactiva de 26 kDa; se cree podria ser la rgiGH, dado que esta banda tiene
el mismo peso molecular que la rcGH, la cual se utiliz6 como un control positivo
También se evaluaron mediante SDS-PAGE/Western Blot en las mismas
condiciones los medios de células QNR/D transfectadas con pCAG-GFP como
control negativo, y en ese caso no se observd ninguna banda presente en el
luminograma, lo cual nos indicé que el plasmido pCAG-GFP no induce ninguna
expresion de GH (Figura 11A). Se analiz6 el luminograma mediante densitometria
utilizando el software de ImagelLab (Bio-rad). Los resultados mostraron un
incremento muy significativo (P<0.0001) de la produccion de rgiGH a las 48 h con
respecto a las 24 h (Figura 11B).

A rcGH1 2 3 4 5 6 rcGH 7 8 9 10 11 12
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Figura 11. Analisis de la produccién de rgiGH (A) Western Blot en condiciones
reductoras de los medios de células QNR/D transfectadas. rcGH: como control
positivo; 1-5: medio de células transfectadas con pCAG-giGH a las 24 h; 6: medio
de células transfectadas con pCAG-GFP a las 24 h; 7-11: medio de células
transfectadas con pCAG-giGH a las 48 h; 12: medio de células transfectadas con
pCAG-GFP a las 48 h. (B) Densitometria de la banda de 26 kDa observada en la
membrana de Western Blot. Las barras muestran la media + error estandar (n=5),
los asteriscos indican diferencia significativa; ****P<0.0001 (t de Student).

32



5.6 Cuantificaciéon de rgiGH

Se midio la concentracién de GH obtenida en los medios de cultivo, proveniente de
las células QNR/D transfectadas con el gen de rgiGH, mediante un ELISA indirecto
utilizando un anticuerpo dirigido contra GH de pollo. Los resultados mostraron que
en el medio recolectado a las 24 h después de la transfeccién, se obtuvo una
concentracion de 268.7 £ 5.7 ng de rgiGH por cada mL de medio. Por su parte, el
medio correspondiente a las 48 h de transfeccion mostroé una concentracion de 419.4
+ 1.1 ng de rgiGH por cada mL de medio, siendo significativamente mayor (P<0.0001)

en comparacion con el medio recolectado a las 24 h (Figura 12)

5001
Kk kK
400 4
3004

2001

100 A

ng GH/mL de medio

24 h 48 h

Figura 12. Cuantificacion de rgiGH en medios de cultivo de células QNR/D
mediante un ELISA indirecto. Las barras muestran la media * error estandar (n=3),
los asteriscos indican diferencia significativa; ****P<0.0001 (t de Student).

5.7 Bioactividad de la hormona de crecimiento recombinante de iguana verde

Se analiz6 la bioactividad de la rgiGH producida a través de su capacidad para
estimular la proliferacion de células Nb2, utilizando un ensayo con MTT. Para ello, se
sembraron 15,000 células por pozo en una placa de 96 pozos y se afiadieron los
tratamientos correspondientes; después de incubar por 72 h se afadi6é el MTT y
posteriormente se leyo la placa en un espectrofotometro a una longitud de onda de
595 nm. En los resultados obtenidos se observdé un incremento significativo

(P<0.0001) de las células tratadas con rgiGH a 1 y 10 nM con respecto al control de
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células Nb2 sin tratar. Por su parte, el control positivo utilizado, la hormona de
crecimiento de rata (rGH) a 1 y 10 nM, también mostré un efecto significativo
(P<0.0001) con respecto a los controles no tratados, aunque con menor intensidad
gue el observado con los medios de rgiGH. Ademas, se analizaron otros controles
negativos, como la adicion de medio de células QNR/D transfectadas con GFP y
medio de células QNR/D sin transfectar, los cuales no mostraron ningun efecto sobre

la proliferacion de las células Nb2 sin tratar.
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Figura 13. Grafica de la proliferacion celular de Nb2 inducida al aplicar diferentes
tratamientos medida mediante MTT. Control: ningun tratamiento; GFP: medio de
QNRDs que fueron transfectadas con el plasmido pCAG-GFP; DMEM+SFB 10%:
medio de QNRDs que no fueron transfectadas; rGH: hormona de crecimiento de
rata; rgiGH: medio de QNRDs transfectadas con el plasmido pCAG-giGH. Las
barras muestran la media * error estandar (n=6), los asteriscos indican diferencia
significativa; ****P<0.0001 (ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnett).
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6. DISCUSION

En nuestro laboratorio se ha logrado la purificacion y caracterizacion bioquimica
preliminar de la hormona de crecimiento de la iguana verde, asi como la
secuenciacion de su estructura primaria utilizando metodologias moleculares. Ello
nos ha permitido iniciar una serie de estudios que posibilitard avanzar en la
investigacion sobre la fisiologia de la GH y del eje somatotrépico en reptiles, un grupo
de vertebrados poco analizado. Para continuar dichos estudios a mayor escala, se
requiere contar con cantidades razonables de esta proteina. Obtenerla por métodos
convencionales a partir de la fuente biologica original (la hipofisis) implicaria el
sacrificio de un numero importante de ejemplares, lo que no se considera
conveniente. Por ello, se hizo necesario desarrollar una estrategia alternativa que
permitiera la produccion de esta proteina en cantidades suficientes, de manera
confiable y con la posibilidad de emplearla en procesos biotecnoldgicos para el
manejo pecuario de esta especie.

Asi pues, en el presente trabajo se desarrollé un proceso de produccién de hormona
de crecimiento recombinante de iguana verde (rgiGH), utilizando como sistema de

expresion la linea celular QNR/D.

Inicialmente se amplifico el gen de la giGH a partir del ARN previamente extraido de
hipdéfisis de iguana, obteniendo como resultado un producto de aproximadamente
684 pb; considerando que los oligonucleétidos disefiados no solo amplificaban al gen
de giGH, sino que ademas afiadian dos sitios de restriccion para EcoRI y Notl, y a
su vez también se afadio la secuencia Kozak (ACC) antes del codén de inicio, para
el reconocimiento del sitio de inicio de la traduccion por parte del ribosoma en células
eucariotas (Kozak, 2002). Se han reportado estudios que demuestran que la
ausencia de la secuencia Kozak disminuye los niveles de expresion de proteinas

recombinantes (Dvir y col., 2013).

Una vez que se obtuvo el gen amplificado, este se purifico extrayéndolo del gel para
ser ligado al vector de clonacién pGEM T Easy, con el propdésito de poder verificar
que el fragmento deseado haya sido digerido correctamente con las enzimas de

restriccion EcoRI y Notl. Al utilizar dos enzimas se lleva a cabo una clonacion
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direccional la cual genera fragmentos de ADN y plasmidos lineales con extremos
cohesivos diferentes; debido a ello, el plasmido no puede unirse consigo mismo,
ademas el ADN foraneo solo podra insertarse en el vector deseado con una sola

orientacion (Devlin, 2006).

El plasmido se secuencié con los oligonucle6tidos SP6 y T7, se obtuvo una similitud
de 100% con respecto a la secuencia de la giGH previamente reportada (Avila-
Mendoza y col.,, 2014). De igual manera, se analiz6 mediante PCR con los
oligonucledtidos previamente utilizados y se observO una banda de
aproximadamente 684 pb, por lo cual se verificé de ambas maneras que el plasmido
contenia el inserto esperado. Por otro lado, los vectores pGEM-giGH y pCAG-GFP
fueron digeridos con las enzimas EcoRI y Notl, los fragmentos de 684 pb y 4784 pb
se purificaron por extraccion del gel y posteriormente ligados para obtener el
plasmido pCAG-giGH, mismo que se utilizé para transfectar células QNR/D y asi
poder evaluar su capacidad para sintetizar y secretar rgiGH. El plasmido pCAG-giGH
se analiz6 de la misma manera que pGEM-giGH, para conocer si se encontraba el
inserto de giGH. Los resultados mostraron un producto de 684 pb en el PCR que
presento el 100% de similitud en el alineamiento de la secuencia con respecto a la
giGH reportada (Avila-Mendoza y col., 2014).

El plasmido generado, pCAG-giGH, contiene el promotor CAG, el cual en estudios
previos se conoce gue induce a largo plazo altos niveles de expresion de transgenes
en diferentes tipos de células, como en la linea de células madre embrionarias de
raton (Alexopoulou y col., 2008; Abe y col., 2011); en células de ovario de hamster
chino (CHO) (Niway col., 1991); y en la linea celular de carcinoma epitelioide cervical
humano (HelLa) (Shoji y col., 1997).

Las células QNR/D fueron transfectadas con el plasmido pCAG-giGH para la
expresion de GH recombinante de iguana verde; a su vez también se transfectaron
células con el plasmido pCAG-GFP con el propésito de calcular la eficiencia de la
transfeccion, ya que GFP es una proteina muy utilizada como gen reportero debido
a su facilidad de poder identificar si fue correctamente expresada (Soboleski y col.,

2005). A las 24 horas post transfeccion se observo que un 26% de las células que
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fueron transfectadas con pCAG-GFP acoplaron adecuadamente el gen para su
expresion y que a las 48 horas aumento6 considerablemente el porcentaje a un 45%
de células transfectadas. De acuerdo con los resultados reportados en la produccion
de rcGH con el plasmido pCAG en células QNR/D, se obtuvo un porcentaje mayor
de células transfectadas a las 24 horas en comparacién con los resultados obtenidos
en este trabajo (Martinez-Moreno y col., 2016).

Las células QNR/D se mantuvieron en las mismas condiciones de incubacion
previamente reportadas, es decir en DMEM con suero fetal bovino al 10% a una
temperatura de 39 °C (Martinez-Moreno y col., 2014; Martinez-Moreno y col., 2016),
con el propdsito de mantenerlas en un ambiente 6ptimo para la produccién de rgiGH.
El suero fetal bovino contiene una gran cantidad de componentes como albamina,
hormonas, factores de crecimiento y nutrientes que ayudan a propiciar el crecimiento
de las células (Zheng y col., 2006); sin embargo, para la produccion de una proteina
recombinante se sugiere utilizar un medio que contenga una menor concentracion
de proteinas, un medio libre de suero, o un medio quimicamente definido, el cual
consiste en conocer con exactitud la cantidad de cada uno de los compuestos. Al
utilizar un medio que no contenga una cantidad abundante de proteinas, se
simplificaria el proceso de purificacion y se podria obtener un mayor rendimiento de
la proteina de interés. Este tipo de medios son utilizados, por ejemplo, en lineas
celulares de hibridoma para la produccion de anticuerpos monoclonales (Brunner y
col., 2010; Manna y col., 2015) y también se han evaluado para la produccién de

proteinas recombinantes en la linea celular CHO (Schroder y col., 2003).

Las células QNR/D, al ser una linea celular de células eucariontes, proveerian las
condiciones necesarias para obtener el adecuado doblamiento y configuracion
espacial de la proteina, asi como también para llevar a cabo las modificaciones
postraduccionales que eventualmente requiera. Se decidio utilizar esta linea celular
debido a que la cantidad de GH que generan de manera enddégena es muy baja
(Martinez-Moreno y col., 2013), por lo cual se podria distinguir facilmente a la rgiGH
sobreproducida de forma inducida. Previamente, esta linea celular se utiliz6 como

sistema de expresion para producir a la hormona de crecimiento recombinante de
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pollo (rcGH) (Martinez-Moreno y col., 2016). Los resultados obtenidos en SDS-
PAGE/Western Blot mostraron una banda de alrededor de 26 kDa, bajo condiciones
reductoras, similar a la hormona de crecimiento de iguana verde purificada y al
extracto hipofisiario de iguana verde previamente reportados (Avila-Mendoza y col.,
2014), lo cual indicé que las células QNR/D fueron capaces de producir a la GH
recombinante, tanto de iguana como de pollo, y de secretar a la hormona producida

al medio extracelular.

En el caso de la cuantificaciéon de rgiGH presente en los medios de cultivo de las
células QNR/D, se obtuvo un estimado de la cantidad de proteina inmunorreactiva
presente mediante un ELISA indirecto, el cual utiliza un anticuerpo heterélogo dirigido
contra GH de pollo, por lo que puede haber cierta variaciéon en la medicion. Se ha
descrito que el anticuerpo contra GH de pollo es capaz de reconocer a la GH de
iguana; sin embargo, para la competencia en el ensayo de ELISA, se requirié de
mayor concentracion de GH de iguana en comparacion a la GH de pollo (Avila-
Mendoza y col., 2014). Por ello, es recomendable desarrollar un anticuerpo
homologo, dirigido especificamente contra la GH de iguana, para contar con un
inmunoensayo que permita una cuantificacion mas precisa. Para lograr este objetivo,
ahora se tiene la posibilidad, con la rgiGH producida en cantidades suficientes con el
procedimiento desarrollado en este trabajo, de inmunizar conejos y producir
antisueros policlonales especificos contra giGH, o bien para producir anticuerpos

monoclonales.

Otro aspecto importante de este trabajo fue analizar la bioactividad de la rgiGH
producida. Para ello, se realiz6 un ensayo de proliferacion celular utilizando la linea
de linfoma de rata Nb2 y midiendo la proliferaciéon con el método de MTT, el cual es
un procedimiento confiable, tal como se ha mostrado en diversos estudios que han
utilizado esta técnica para medir la bioactividad de GH de humano (Bozzola y col.,
1998) y GH canina (Ascacio-Martinez y Barrera-Saldafa, 2004). De acuerdo con los
resultados obtenidos, la rgiGH demostrd ser bioactiva y capaz de incrementar de
manera significativa la proliferacién celular de las células Nb2. Sin embargo, es

posible que dicho efecto pudiera estar mediado también por el incremento de la
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produccién de factores de crecimiento que son elaborados por las células QNR/D,
en respuesta a la rgiGH que estan produciendo. Se sabe que las células QNR/D
producen de manera basal diversos factores de crecimiento, tales como IGF-I, BDNF,
NTF3, entre otros, y se ha demostrado que cuando las células QNR/D fueron tratadas
con rcGH, se provoco un aumento en la expresion de los ARNm de IGF-l y NTF3
(Martinez-Moreno y col., 2013). También se reportd que células QNR/D, que fueron
transfectadas con un plasmido para sobreproducir rcGH, mostraron no solo un
aumento en la produccién de GH sino también un incremento en la expresion de los
ARNmM de BNDF y NTF3 (Martinez-Moreno y col., 2018), asi como en el caso de IGF-
| en donde se observé que tanto la expresion de su ARNm como del péptido se
incrementaron (Martinez-Moreno y col., 2016). Ademas, se conoce que IGF-I induce
la proliferacion celular en cultivos de linfocitos T de humano (Brocardo y col., 2001),
NTF3 en oligodendrocitos de rata (McTigue y col.,, 1998) y BDNF en células del
musculo liso de las vias respiratorias de humano (Aravamudan y col., 2012). Estos
tres factores son capaces de inducir proliferacion en diferentes tipos celulares, por lo
cual probablemente también podrian actuar sobre las células Nb2. Los resultados
obtenidos en este trabajo mostraron que los medios de células QNR/D transfectadas
para producir rgiGH estimularon la proliferacion celular ain mas que la rGH (Figura
13). Esto podria explicarse porque los medios contenian una dosis mayor de rgiGH
gue la aplicada en el caso de rGH, o bien porque dichos medios contuvieran una
mayor concentracion de factores de crecimiento, debido a que la rgiGH podria estar
actuando de forma autocrina o paracrina en las células QNR/D y estimulando
también la expresion de IGF1, BDNF y NTF3, entre otros factores. Por lo que, el
incremento tan notable en la proliferacion de las células Nb2 podria ser el resultado

combinado del efecto de la propia rgiGH y el de estos factores de crecimiento.

Previamente en nuestro laboratorio, se desarroll6 un método de produccion de rgiGH
en Pichia pastoris como sistema de expresion, en el cual se concluy6 que al quinto
dia de induccién con metanol se podia apreciar mediante SDS-PAGE/Western Blot
una banda inmunoreactiva de 26 kDa bajo condiciones reductoras que representaba

a la rgiGH con base en los controles positivos (Flores, 2014). Sin embargo, en
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comparacion con el presente trabajo, al utilizar células QNR/D como sistema de
expresion, en los resultados obtenidos del SDS-PAGE/Western Blot se observa que
desde el primer dia después de la transfeccion se produce rgiGH y que esta aumento
de manera considerable al segundo dia (Figura 11). Ademas, se observé una mayor
intensidad en la inmunoreactividad de las bandas a comparacion de la rgiGH
producida en Pichia pastoris; en ambos trabajos se utilizé el mismo anticuerpo contra
giGH, por lo cual podriamos deducir que las células QNR/D producen rgiGH con

mayor rapidez y rendimiento.

Los resultados de este trabajo muestran que se logré producir la rgiGH en un sistema
de expresion constitutiva en células QNR/D y que ademéas se demostré que es
bioactiva. La rgiGH producida en las células QNR/D no se encuentra completamente
aislada, ya que el medio de las células contiene diversas proteinas que estan
presentes en el suero fetal bovino o que son producidas por las QNR/D, por lo cual
serd necesario la purificacion de la rgiGH. Con la rgiGH pura se podrian realizar
diversos bioensayos para caracterizar la bioactividad de la hormona, asi como
también se podran generar anticuerpos especificos y homaologos dirigidos contra GH
de iguana, a fin de contar con una herramienta estratégica para profundizar los

estudios sobre la fisiologia de la GH y del eje somatotropico en reptiles.
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7. CONCLUSIONES

Se desarrollé un sistema recombinante de expresion constitutivo para producir rgiGH
utilizando células QNR/D, las cuales fueron capaces de sintetizar y secretar a la

hormona de crecimiento recombinante de iguana verde.

El plasmido pCAG-giGH contiene el casete de expresion para giGH que abarca
desde el codon de inicio del péptido sefial hasta el codén de término, logrando la

expresion de su ARNm.

La rgiGH producida por este sistema fue bioactiva, estimulando la proliferacién de
células Nb2. Se requiere discernir, si el efecto observado fue directo o mediado,
indirectamente, por su capacidad para inducir la expresion de otros factores de

crecimiento.

Es necesario purificar a la rgiGH producida para analizar su bioactividad en otros
bioensayos, asi como también para producir anticuerpos especificos y homélogos y
para posibles aplicaciones biotecnoldgicas en el ambito agropecuario relacionadas

con la iguana verde.
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