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Resumen 

La proteína morfogenética ósea 11 (BMP11) pertenece a la super familia del Factor de Crecimiento 

Transformante beta (TGF-β). Dicha proteína ha sido clonada solo una vez en vector plasmídico, 

pero nunca se ha realizado su clonaje en vectores de expresión de tipo viral, con el fin de expresarla 

de manera heteróloga en cultivos celulares (in vitro) con el sistema de baculovirus tipo Bac to Bac, 

por lo tanto, no se ha generado un constructo in silico que permita hacerlo en laboratorio a futuro. 

El objetivo del presente proyecto fue el diseño de un constructo pFastBac-HT-BMP11 

correctamente mapeado, acompañado del diseño de iniciadores que permitan el clonaje direccional 

de la secuencia del gen BMP11, adaptada al uso de codones para que pueda llevarse a cabo el 

experimento en el laboratorio en células de Spodoptera frugiperda (Sf-9). Para llevar a cabo el 

clonaje, se usaron de manera alternativa los programas Serial Cloner v 2.6.1 y RF Cloning de uso 

gratuito, que permitieron el mapeo y el diseño del constructo con todos los parámetros adecuados 

para un posterior uso de los resultados en el laboratorio. 
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Abstract 

Bone morphogenetic protein 11 (BMP11) belongs to the Transforming Growth Factor beta (TGF-

β) superfamily. This protein has only been cloned once in a plasmid vector, but it has never been 

cloned in viral-type expression vectors in order to heterologously express it in cell cultures (in 

vitro) using the Bac to Bac baculovirus system. Therefore, an in silico construct has not been 

generated to allow future laboratory experiments. The objective of this project was the design of a 
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correctly mapped pFastBac-HT-BMP11 construct, along with the design of primers for the 

directional cloning of the BMP11 gene sequence, adapted for codon usage, so that the experiment 

can be carried out in Spodoptera frugiperda (Sf-9) cells in the laboratory. To perform the cloning, 

the free software programs Serial Cloner v 2.6.1 and RF Cloning were alternatively used, enabling 

the mapping and design of the construct with all the appropriate parameters for later use of the 

results in the laboratory. 
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Introducción 

Las Proteínas Morfogenéticas Óseas (BMPs) pertenecen a la super-familia Factores de 

Crecimiento Transformantes (TGF) (Winyard et al, 2014), que inducen la formación de hueso 

nuevo, cartílago, tejido conjuntivo (Bello-Hernández et al, 2016) y facilitan la remodelación de la 

estructura interna de cada hueso (Yang et al, 2013). Se conocen más de 20 BMP (Wotton et al, 

2013), que corresponden a cuatro subclases: la primera BMP2 y BMP4, se diferencian en la región 

amino terminal (Jain et al, 2013). La segunda subclase BMP5, BMP6, BMP7 y 8 son proteínas de 

mayor tamaño, con un 70% de aminoácidos idénticos entre sí (Carreira et al, 2014). La tercera 

subclase BMP9 y BMP10 (Oryan et al, 2014). Por último, el cuarto subgrupo incluye la BMP-3 u 

osteogenina, que funcionan como BMP inhibidores (Kajimoto et al, 2015). Estas proteínas 

desempeñan un papel crucial en todos los sistemas de órganos, la embriogénesis y en el 

mantenimiento de la homeostasis del tejido adulto (Carreira et al, 2014a). Siendo su principal papel 

la inducción y formación (ectópica) (Santaolalla-Montoya et al, 2012) de cartílago y hueso en un 

microambiente pro-fibrótico (Zhang et al, 2013; Salazar et al, 2016). 

 

BMP11 se conoce también como Factor de diferenciación y crecimiento 11 (GDF11), se ha 

vinculado con la regulación del patrón esquelético axial, la formación del esqueleto de las 

extremidades, incrementando la actividad celular de los osteoblastos (Li et al, 2011). Mutaciones 

en este gen puede generar braquipodismo en ratones y condrodisplasia en humanos (Chen et al, 

2004). Actualmente, se han reportado 89 estudios clínicos principalmente en BMP2, BMP4 y 

BMP7 de acuerdo con lo reportado en Clinical Trials (https://clinicaltrials.gov/), ninguno hasta el 

momento con BMP11. Sólo hay un ensayo de inducción en la reparación de la dentina en perros 

adultos, gracias a la sonoporación directa de un constructo (pEGFPTIMP-Gdf11), para la 

expresión heteróloga de BMP11 (Nakashima et al, 2003). 

 

Con la expresión heteróloga de la proteína BMP11, se busca su producción masiva para potenciales 

usos clínicos en la cicatrización ósea de fracturas a nivel veterinario y humano. El sistema 

baculovirus ha probado ser una plataforma que genera niveles altos de expresión para proteínas, 

de tal modo que el objetivo del presente trabajo es dar inicio con esta producción, a través de la 

propuesta de un protocolo bioinformático adecuado para el clonaje de la secuencia génica de 

BMP11, en el sistema de baculovirus Bac-to-Bac para que sea probado in vitro posteriormente. 

https://clinicaltrials.gov/


 

 

Materiales y métodos 

Obtención de las secuencias del vector y del inserto 

La secuencia correspondiente al gen BMP11 de Homo sapiens se obtuvo de la base de datos del 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), a través de una búsqueda del ARNm en la base 

de datos RefSeq. La secuencia seleccionada finalmente fue aquella identificada con el Id 

NM_005811.5, la selección se basó en las características del comentario asociado a ella, en este 

caso se trata de una secuencia revisada (reviewed) y curada por parte del staff del NCBI. La 

secuencia del vector pFastBac HT A fue obtenida del repositorio Addgene 

(https://www.addgene.org/).  

 

Análisis in silico del plásmido donante pFastBac HT A y del inserto correspondiente a la secuencia 

BMP11: 

El análisis y la ubicación de los hitos moleculares del vector se mapearon en el software Serial 

Cloner v 2.6.1 (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html).  Igualmente, se usó el software para 

localizar el sitio de clonaje múltiple y determinar la orientación o direccionalidad de la inserción 

del gen de interés, buscando los sitios de restricción que permitirán dicho clonaje. Una vez 

seleccionadas los dos sitios de restricción, se realizó la verificación de los sitios de corte en la 

secuencia del inserto BMP11, esto se realizó con el software NebCutter 

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) (Vincze et al, 2003), con esto se identificaron las enzimas 

adecuadas que hicieran sólo cortes en el sitio de clonaje múltiple del vector, pero que no lo hicieran 

en la secuencia del inserto. 

 

Adicionalmente, se llevó a cabo un análisis de la secuencia del inserto BMP11, utilizando Blastx 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), con el fin de caracterizar la secuencia de nucleótidos y  

generar su traducción in silico para identificar los dominios de los proteína, los cuáles se 

compararon con las bases de datos de dominios conservados CDD del NCBI (Marchler-Bauer et 

al, 2015). Posteriormente, se hizo uso de la secuencia proteica de BMP11 identificada en el 

Genbank con el Id NP_005802.1 para complementar el análisis con el uso de la herramienta 

InterProScan del EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Quevillon et al, 2005; Mitchell et 

al, 2019), para identificar la posición de dichos dominios en la secuencia del inserto. Para la 

identificación del péptido señal, se usó la herramienta Signal IP v 5.0 de Expassy 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 

 

Optimización en el uso de codones 

Una vez se seleccionaron los sitios de restricción en el vector pFastBac HT A, estos fueron 

agregados a los extremos 5’ y 3’ de la secuencia NM_005811.5 de BMP11, para luego llevar a 

cabo la optimización en el uso de los codones, con el fin de lograr un adecuado nivel de expresión 

de la proteína BMP11 con el vector tipo Bac-to-Bac en células de Spodoptera frugiperda Sf9, se 

realizó la optimización en el uso de los codones utilizando Codon Optimization Tool de IDT – 

Integrated DNA Technologies (https://www.idtdna.com/CodonOpt), el proceso se llevó a cabo de 

https://www.addgene.org/
http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
https://www.idtdna.com/CodonOpt


 

manera iterativa (dos veces) hasta lograr un puntaje adecuado para la síntesis de la secuencia 

optimizada con base en los valores de IDT. 

 

Clonaje in silico de la secuencia génica BMP11 optimizada en el vector pFastBac HT A 

Para el clonaje in silico del inserto BMP11 optimizado, se emplearon dos software de uso gratuito, 

Serial cloner v 2.6.1 (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html) y RF Cloning (https://www.rf-

cloning.org/) (Bond & Naus, 2012). 

 

Evaluación de la especificidad de los iniciadores y las características fisicoquímicas para la 

formación de homodímeros, horquillas (hairpins) y heterodímeros: 

La especificidad de los iniciadores y el cálculo de su temperatura de fusión se llevó a cabo a través 

del software Serial Cloner v 2.6.1, los resultados se compararon con los resultados de especificidad 

obtenidos manualmente usando Blastn (Altschul et al, 1990). Igualmente se analizaron 

fisicoquímicamente con la formación de homodímeros, horquillas y heterodímeros con el software 

OligoAnalizer v 3.1 de IDT (Integrated DNA Technologies - 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer) (Owczarzy et al, 2008). 

 

Resultados 

Se obtuvo la secuencia de ARNm de BMP4 de Homo sapiens de la base de datos RefSeq 

identificada con el Id: NM_001202.5, para llevar a cabo su caracterización, se comparó con las 

secuencias de los ARNm maduros reportadas igualmente en el GenBank, específicamente con la 

variante XM_006719194.3, para lograrlo se usó el algoritmo de alineamiento de dos secuencias 

de Blastn, con ello se logró identificar la posición de la cola Poli-A para el gen. La caracterización 

completa se puede observar en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Análisis y caracterización de la secuencia de ARNm de la proteína BMP11 de Homo 

sapiens identificada con el Id NM_005811.5 

 

Características de la Secuencia Ubicación (nt) 

Tamaño de la secuencia 8801 bp 

Ubicación del gen 196 - 1419 

Codón de inicio 196 - 198 

Codón de parada 1417 - 1419 

Cola poli-A 8545 - 8731 

 

Los resultados en Blastx identificaron secuencias consenso que coinciden con la ubicación de la 

preproteína y la proteína perteneciente a la familia del Factor de Crecimiento Transformante β. De 

igual modo se utilizó InterProScan para la búsqueda de dominios proteicos y confirmar los 

hallazgos a través de CDD, de la secuencia BMP11 (NP_005802.1) de Homo sapiens. 

 

Tabla 2. Ubicación de dominios proteicos en la secuencia de aminoácidos de la proteína BMP11, 

de Homo sapiens, a partir de la secuencia proteica NP_005802.1 

http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
https://www.rf-cloning.org/
https://www.rf-cloning.org/


 

 

Proteína Péptido señal Propéptido Nudo de 

Cisteína 

Péptido TGF β 

BMP11 1 - 24 65 – 275 299 – 407 295 – 407 

Datos arrojados por Signal IP e Interproscan en el presente estudio. 

 

En la secuencia de BMP11 se identificó hacia el lado N-terminal de la secuencia, un péptido señal 

entre los aminoácidos 1 al 24 (Signal IP No TM, Signal IP TM y PHOBIUS) (Tabla 2). Igualmente, 

entre los aminoácidos 65 y 275, un dominio perteneciente a la familia del Factor de Crecimiento 

Transformante β (InterPro domain, Pfam), correspondiente a la secuencia identificada en la figura 

1 como el propéptido TGF β. Hacia el extremo C-terminal se determinó la presencia de un nudo 

de cisteína entre los aminoácidos 299 al 407 (Superfamily y CATH) ubicado en el dominio del 

péptido TFG β (295-407), confirmado igualmente con CDD, coincide con el monómero de BMP11 

que actúa como una citoquina. 

 
MVLAAPLLLGFLLLALELRPRGEAAEGPAAAAAAAAAAAAAGVGGERSSRPAPSVAPEPDGCPVCVWRQ

HSRELRLESIKSQILSKLRLKEAPNISREVVKQLLPKAPPLQQILDLHDFQGDALQPEDFLEEDEYHATTETVI

SMAQETDPAVQTDGSPLCCHFHFSPKVMFTKVLKAQLWVYLRPVPRPATVYLQILRLKPLTGEGTAGGGG

GGRRHIRIRSLKIELHSRSGHWQSIDFKQVLHSWFRQPQSNWGIEINAFDPSGTDLAVTSLGPGAEGLHPFM

ELRVLENTKRSRRNLGLDCDEHSSESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGQCEYMFMQKYPH

THLVQQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNDKQQIIYGKIPGMVVDRCGCS 

 

Figura 1. Identificación y ubicación de dominios en la secuencia proteica de BMP11 del péptido 

señal (verde), el propéptido TGFβ (rojo), nudo de Cisteína (Subrayado negro) y el péptido TGFβ 

(Amarillo). 

 

Inicialmente, se mapeó el plásmido pFastBac HT A con ayuda de la base de datos addgene, con el 

fin de caracterizar y reconocer los principales hitos de la secuencia de ADN del vector, identificar 

la zona de clonaje múltiple y la dirección en la cual el gen deberá ser clonado in silico. Para lograrlo 

se usaron los software Serial cloner v 2.6.1 y RF-Cloning (se puede acceder al proyecto completo 

en RF-Cloning en el siguiente URL: https://www.rf-

cloning.org/rf_cloning_project.php?proj_id=96a6960d2f68fb4fa7a88152b4d2ecde  - usando el 

número de identificación 96a6960d2f68fb4fa7a88152b4d2ecde)  (Figura 2). 

 

 

 

https://www.rf-cloning.org/rf_cloning_project.php?proj_id=96a6960d2f68fb4fa7a88152b4d2ecde
https://www.rf-cloning.org/rf_cloning_project.php?proj_id=96a6960d2f68fb4fa7a88152b4d2ecde
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Figura 2. Caracterización y mapeo de la secuencia del plásmido pFastBac HT A, a partir de la 

secuencia de la base de datos addgene. A. Mapeo con RF-Cloning B. Mapeo con Serial Cloner v 

2.6.1. 

 

Con base en la caracterización de la secuencia del plásmido pFastBac HT A, el clonaje in silico de 

la secuencia BMP11 se realizó en el sitio de clonaje múltiple de manera direccional, teniendo en 

cuenta que el extremo 5’ de la secuencia BMP11 quedara orientada corriente abajo después de la 

secuencia del promotor de poliedrina (PH promoter – Ver Figura 2), para lo cual se evaluaron los 

sitios de restricción de la región de múltiple clonaje del vector. Una vez hecho esto se 

seleccionaron los sitios correspondientes a las secuencias blanco de las enzimas BamHI y HindIII, 

y se evaluó la secuencia de BMP11 en NeBCutter para determinar si las enzimas tenían sitios 

blancos que escindan el interior de la secuencia del inserto. 

 

Una vez analizada la secuencia del inserto BMP11, se llevó a cabo la optimización en el uso de 

los codones, dicha optimización se realizó dos veces, de manera iterativa, con el fin de mejorar el 

puntaje y hacer posible la síntesis posterior del inserto, para su amplificación por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) en el laboratorio. La secuencia editada del inserto BMP11 con los 

sitios de restricción y optimizada, se evaluó a través de Blastx para predecir si dará lugar a la 

síntesis degenerará a una proteína similar a BMP11 de Homo sapiens. Adicionalmente, se llevó a 

cabo un alineamiento entre la secuencia proteica generada por Blastx y la secuencia proteica de 

referencia NP_005802.1. El alineamiento realizado en Blastp tuvo un cubrimiento del 88%, ya que 

el algoritmo de predicción Blastx no generó la proteína con el péptido señal al extremo N-terminal 

de BMP11, sin embargo, al realizar el alineamiento de las dos secuencias en Blastp, se presentó 

un 100 % de identidad, no se presentaron gaps entre las secuencias y el resumen gráfico del 

alineamiento mostró la falta del péptido señal en la secuencia predicha a partir de la secuencia 

optimizada del inserto. 

 

Posteriormente, se realizó el clonaje direccional in silico con Serial cloner v 2.6.1 y RF-Cloning, 

para generar el constructo pFastBac HT-BMP11. El inserto BMP11 se ubicó adecuadamente en el 

sitio de clonaje múltiple, corriente abajo de la etiqueta de Histidina para facilitar su purificación y 

del promotor de poliedrina, como se puede observar en la figura 2. 
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Figura 2. Mapeo del constructo pFastBac HT-BMP11. A. Resultado del clonaje con RF-Cloning, 

inserto en color rojo. B Resultado del clonaje con Serial cloner v 2.6.1, inserto en color azul claro. 

 

Finalmente, se diseñaron los iniciadores para la amplificación por PCR en el laboratorio, para ello 

se empleó RF-Cloning (Tabla 3). Y se realizó la evaluación de su especificidad (Figura 3) y sus 

características fisicoquímicas (Tabla 3). 

 

 

Tabla 3. Evaluación de las características fisicoquímicas de los iniciadores diseñados en RF-

Cloning. 

 
Iniciador Secuencia Tm Horquilla  Homodímeros Heterodímeros 

Sentido 5’- GAGAGGATCCCGTCCGAGACCTC-3’ 62,2 SI NO NO 

Antisentido 5’- GAGAAAGCTTAATTATGGAGAACTGGCCATAGTA -3’ 59,2 SI NO NO 

 

Desde el punto de vista fisicoquímico, ambos iniciadores (sentido y antisentido) presentaron un 

ΔG de -1,5 y -1,68 Kcal/mol, respectivamente, para la formación de horquillas. La energía libre 

de Gibbs arrojó un resultado negativo, lo que indica la aparición espontánea de este tipo de 

estructuras gracias a las características inherentes de las secuencias, en ambos casos tienen 

temperaturas de fusión (Tm) de 38,9 y 41,3 0C, respectivamente, lo que indica que se puede 

controlar la formación de estas estructuras con ayuda del manejo de temperaturas en el 

termociclador en el laboratorio. Para las otras características como homodímeros y heterodímeros, 

los iniciadores presentaron ΔG muy bajos, asociados con la no conformación de este tipo de 

estructuras, por lo que no interferirán con el proceso de PCR. 

 

Por otro lado, se evaluó igualmente la especificidad de los iniciadores, para ello se usó Serial cloner 

v 2.6.1, ya que el software tiene la ventaja de evaluar el segmento idéntico a la secuencia blanco 

(para este caso la del inserto BMP11) y el segmento no idéntico (Figura 3). 
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Figura 3. Evaluación de la especificidad de los iniciadores generados por RF-Cloning A. muestra 

los resultados del fragmento amplificado usando los iniciadores B. muestra que el amplicón 

generado coincide con el inserto BMP11 y muestra los sitios donde harán blanco las endonucleasas 

de restricción BamHI y HindIII. 

 

Discusión 

El clonaje molecular de una secuencia de ADN en un vector de expresión es una técnica de biología 

molecular que permite la expresión heteróloga de gen en un cultivo celular procariote o eucariote 

según las necesidades de producción. Es una estrategia biotecnológica con el fin de obtener 

purificados de proteínas funcionales para determinados tratamientos exógenos o para la 

inmovilización en matrices o andamios. Para lograr esto en el laboratorio y luego pretender 

escalarlo productivamente, se debe iniciar con la planificación de una estrategia in silico que 

permite soslayar los posibles imponderables que puedan llegar a presentarse en el laboratorio, con 

el fin de allanar el camino experimental, y en la medida de lo posible, ahorrar tiempo y dinero 

durante el proceso de experimentación in vitro. 

 

Se realizó un análisis de la secuencia seleccionada (BMP11) para el experimento in silico de 

clonaje. El inserto de elección debe ser caracterizado en su secuencia primaria a nivel nucleotídico 

y aminoacídico, con el fin de minimizar las posibilidades de error en el procedimiento. En este 

sentido, se realizó un alineamiento de la secuencia de ARN seleccionada NM_005811.5 con los 

ARNm maduros reportados en Blastn, con ello se pudo verificar que la secuencia codificante 

consta de dos exones que se encuentran adyacentes, y una cola de poliadenilación que se encuentra 

a una distancia de 7126 bp (Ver Tabla 1). Igualmente, se llevó a cabo una búsqueda con Blastx, 

cuyo algoritmo permite la traducción de la secuencia nucleotídica en los diferentes marcos de 

lectura, con el fin de comparar la secuencia proteica generada aquellas reportadas en la base de 

datos. Con la secuencia generada, se realizó un alineamiento en Blastp con la secuencia 

aminoacídica reportada NP_005802.1.  

 

La comparación inicial permitió observar que el alineamiento sin gaps sólo iniciaba a partir del 

aminoácido 47 de la secuencia NP_005802.1, lo que sugiere la presencia de un péptido señal en el 

extremo N-terminal de la proteína (Tabla 2), por lo que se realizó un análisis más completo de la 

proteína con InterProScan (Quevillon et al, 2005) y se hizo una búsqueda simultánea en diferentes 

bases de datos (familias, dominios, sitios y repeticiones) como: InterPro family, Smart, Prosite, 

Pfam, PANTHER, Superfamily, CATH (Mitchell et al, 2019), para caracterizar la secuencia 



 

primaria de la proteína (Figura 1), con todo esto se definió la secuencia nucleotídica que se utilizó 

como inserto en la elaboración del constructo. 

 

El mapeo del vector de expresión pFastBac HT A (Figura 2) permitió la identificación de los hitos 

más importantes de la secuencia, especialmente la ubicación del promotor de poliedrina, 

importante para la producción de la proteína, ya que se trata de un promotor muy fuerte que en 

baculovirus controla la expresión tardía de poliedrina, y además por la ubicación de la producción, 

facilitará la purificación de la proteína heteróloga expresada bajo su control (Beljelarskaya, 2011; 

Ono et al, 2018). Además, se logró la localización del sitio de clonaje múltiple, con el cual se 

facilitó la elección de los sitios de restricción para las endonucleasas que escindieron la secuencia 

del vector y permitir así la inserción de la secuencia de BMP11. Así que se realizó el análisis de 

los potenciales sitios blanco de las endonucleasas de restricción seleccionadas (BamHI y HindIII) 

dentro de la secuencia de BMP11, para verificar que no digirieran la secuencia, lo que en el 

laboratorio significaría la generación de fragmentos y el potencial clonaje de los mismos sin 

dirección alguna, con consecuencias notables en el tipo de proteína que se buscará producir in 

vitro.  

 

Una vez analizada la secuencia con NeBCutter, se añadieron manualmente las secuencias blanco 

de las endonucleasas de restricción a la secuencia, BamHI en el extremo 5’ y HindIII en el extremo 

3’, posteriormente se realizó la optimización del uso de codones, con el fin de sustituir codones 

sinónimos que puedan ser expresados sin inconvenientes en Spodoptera frugiperda, esta decisión 

no cambia la secuencia aminoacídica de la proteína resultante, con la ventaja de que los sistemas 

de expresión viral resisten un gran número de sustituciones sinónimas, siempre y cuando se 

conozcan las estructuras biológicas relevantes de la proteína (Montes et al, 2012). Al parecer la 

tasa de expresión es controlada por la eficiencia en el inicio y la elongación de la traducción, las 

cuales pueden verse afectadas en el sistema de expresión, en caso de no haber realizado una 

optimización en el sesgo de los codones utilizados (Quax et al, 2015; Markina et al, 2020), lo que 

genera una alta tasa de expresión de la proteína de interés (Papamichail et al, 2018; Bornelöv et al, 

2019). 

 

Una vez adaptada la secuencia con los sitios de restricción flanqueantes y la optimización de 

codones, se realizó el clonaje con ayuda de los algoritmos de Serial cloner y RF-Cloning, con los 

que se generó el constructo pFastBac HT-BMP11 (Figura 2). El mapa del constructo permite 

visualizar la secuencia del inserto en la dirección correcta y ubicado corriente debajo de la etiqueta 

de Histidina y el promotor de poliedrina. Finalmente, se diseñaron los iniciadores con el algoritmo 

de RF-Cloning (Tabla 3) y se evaluó su especificidad con Serial cloner (Figura 3). Las 

características fisicoquímicas inherentes de las secuencias de los oligos se evaluaron 

termodinámicamente para identificar la probabilidad en la formación de estructuras secundarias 

tipo horquillas, homodímeros y heterodímeros que pueden interferir posteriormente con las 

reacciones in vitro (Bonnet et al, 1999). Los valores de ΔG representan la energía requerida para 

romper la estructura secundaria formada; para el caso de los dos iniciadores evaluados, la 

probabilidad de formar homodímeros y heterodímeros es tan baja, que los oligos mantendrán su 

estructura lineal con muy poca energía (Haasnoot et al, 1983; Elkins, 2011), incluso para la 

estructura tipo horquilla identificada en el análisis, a pesar de los valores negativos de ΔG 

encontrados, la energía requerida para desnaturalizar las estructuras es de -1,5 y -1,68 Kcal/mol, 



 

por lo que se requerirán temperaturas de fusión programadas en el termociclador por encima de 

los 45 0C para mantener la estabilidad lineal de las estructuras de ambos oligos. 

 

El presente trabajo se desarrolló no sólo como un ejercicio académico sino como un primer paso 

de un proyecto de largo aliento para la producción de proteínas heterólogas que puedan ser 

purificadas para ensayos in vivo en cultivos celulares y modelos animales, o para ser embebidas 

en andamios que faciliten la proliferación y diferenciación celular, en un enfoque relacionado con 

la ingeniería de tejidos. El sistema baculovirus es una de las plataformas biotecnológicas que ha 

demostrado una gran eficiencia productiva en este aspecto, por lo que se espera que esta 

aproximación in silico pueda ser evaluada a mediano plazo en ensayos in vitro. 
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