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Introduccion. Las metalotioneinas (MT) son proteinas
intracelulares, de bajo peso molecular, ricas en cisteinas,
las cuales les confieren la capacidad de unir metales.
Actualmente, en muchas investigaciones se ha
demostrado la capacidad de la MT1 de raton para
remover metales pesados en solucion.™? La MT1 de ratén
ha demostrado que es capaz de remover metales como
mercurio, zinc® y en mejores rendimientos cadmio 90%
de soluciones sintéticas durante las primeras 4 horas de
contacto.”

El objetivo de este trabajo fue obtener una cepa
recombinante capaz de producir la proteina quimérica
metalotioneina-tiorredoxina y encontrar condiciones
Optimas de remocion de cadmio en solucién acuosa.

Metodologia. Se extrajo el tejido hepatico de un ratén
previamente intoxicado para inducir la expresion de la
MT. Se prosigui6é a extraer el RNA y por RT se obtuvo el
cDNA el cual se amplifico por PCR utilizando primers
especificos con el fin de tener sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccién Kpnl y Xbal. Una vez que
se obtuvo el gen amplificado se digirié con las enzimas
Kpnl y Xbal al igual que se hizo con el vector pThioHis A.
FinalImente ambos el gen y el vector se ligaron utilizando
la enzima ligasa para obtener el plasmido recombinante
pThioMT1. Se prosiguié con la transformacién de la cepa
de E. coli insertando el plasmido a través de choques
térmicos, para confirmar la transformacién se sembré en
caja con LB-amp, se aislo y creci6 en medio LB-amp
induciendo la expresion con IPTG, la cual se confirmo en
PAGE-SDS. Las pruebas de remocion de Cd se
realizaron con E. coli, pThioMT1 sin inducir e inducida la
expresién de la proteina con IPTG. En el exp 1 después
de 2 h de la induccién se agrego Cd teniendo como
concentracion inicial 100 mg/L. En el exp 2 después de
24 h de la induccién se retiro el la biomasa y se puso en
contacto con la soluciéon de 100 mg/L de Cd. En ambos
se monitoreo durante 24 h y se determino por EAA.

Resultados y discusion. Para la amplificacion del gen
de la MT1 se realizo un gradiente de temperatura para la
alineacién y encontrando el 6ptimo en 56°C (figura 1a).
Después de transformar e inducir la expresion de la
proteina se monitoreo la produccion de la misma durante
24 h, en la figura 1b se demuestra el aumento en la
produccion de la proteina de fusién que corresponde a un
peso aproximado 31 KDa. La remocion de Cd(ll) se
realizo con mayor eficiencia en la cepa de pThioMT1

previamente inducida a la expresion de la proteina de
fusion después de 24 h de crecimiento. (Tabla 1)
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Fig. 1. a) Gradiente de temperatura aplicado en PCR del gen de
la MT1 obtenido b) Electroforesis en PAGE-SDS del a proteina
de fusion durante 24 h.

Tabla 1.Capacidad de sorcion (mg/g) en E. coli, pMt-Thio sin
inducir e inducida a la expresion en diferentes condiciones.

MBE52"553 545556 57 °C

Expl Exp2
t(h) pMt-Thio pMt-Thio | pMt-Thio
E coli S/ pMt-Thio Ind E coli S/ Ind
1 4.208 6.637 8.473 18.138 | 11.202 23.891
2 1041 0.000 5.776 33.003 | 26.413 39.243
3 9.077 0.371 4.518 32.416 | 35.684 45.944
4 13.18 2.349 2.254 37.032 | 30.990 40.684
12 | 16.42 0.000 0.000 34.178 | 36.013 43.187
24 | 13.93 0.000 0.000 25.981 | 36.524 39.702

Conclusiones. La cepa recombinante fue capaz de
producir la proteina metalotioneina-tiorredoxina vy
remover Cd en solucion bajo diferentes condiciones.
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