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Propósito y método de estudio: Las proteínas recombinantes son aquellas que se 
obtienen al expresar un gen clonado en una línea celular distinta a la original. Su 
producción ha mejorado gracias al uso de proteínas de fusión, las cuales tienen la 
capacidad de mejorar la solubilidad y facilitar la purificación de la proteína que se desee 
sintetizar. El interferón- es una glicoproteína que presenta propiedades antivirales, 
antirpoliferativa e inmunoestimuladora, por lo que se ha estudiado como tratamiento 
contra diversas enfermedades. Se propone utilizar CusF3H+ y SmbP como proteínas de 
fusión para la síntesis del interferón-, mejorando los procesos post-traduccionales y de 
purificación, potenciando su aplicación como biofármaco. Se diseñó el gen IFNB1 
optimizado, que codifica para el interferón-, con el fin de expresarse en E. coli, se 
realizaron las técnicas de clonación y expresión utilizando el plásmido pET30a, 
finalmente se realizó una purificación mediante una columna de afinidad a iones metálicos 
inmovilizados (Ni+2). Se obtuvieron las clonas positivas de las construcciones y se 
procedió con la expresión y purificación de la proteína, para su caracterización se realizó 
un SDS-PAGE; logrando identificar las bandas correspondientes al PM del interferón-


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Contribuciones y conclusiones: En este trabajo se propone utilizar CusF3H+ y SmbP 
como proteínas de fusión para la síntesis del interferón-, logrando mejorar los procesos 
post-traduccionales y de purificación, obteniendo así mayores rendimientos y bajos costos 
de producción, para su potencial aplicación como biofármaco.  

Se expresar el interferón- en Escherichia coli obteniendo proteína completamente 
soluble, sin embargo, al legar al proceso de purificación se presentaron problemas.  

Se observo que la proteína presenta afinidad al Ni+2, no obstante, se debe de trabajar en 
estandarizar esta etapa, ya que debemos asegura el grado de pureza para poder pasar a la 
siguiente etapa que es la de evaluación.  
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CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Proteínas recombinantes 

A mediados de 1970 se inició el desarrollo de la ingeniería genética basada en la 

tecnología del ADN recombinante que marcó a su vez, el comienzo de la industria 

biofarmacéutica actual. Mediante la tecnología del ADN recombinante ha sido posible 

modificar genéticamente diversos tipos de células que actúan como “reactores” biológicos 

o biorreactores, capaces de sintetizar biofármacos con aplicaciones terapéuticas basadas 

en proteínas recombinantes. [7] 

La producción de proteínas recombinantes es una tecnología que surgió a base de la 

necesidad de proveer proteínas de uso terapéutico con un abasto asegurado, es decir que 

no dependiera de fuentes animales además de contar con una calidad constante.  

Esta Biotecnología de las proteínas recombinantes está implicada en el aislamiento, 

producción y mejoramiento de las propiedades biológicas de proteínas especificas a partir 

de diversas fuentes naturales tales como plantas, animales y/o microorganismos, con el 

fin de satisfacer las necesidades de la población. Por lo que una proteína recombinante es 

aquella cuya síntesis y expresión se realiza en un organismo distinto al organismo nativo. 

[15]  
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A diferencia de las proteínas de origen natural, las proteínas recombinantes pueden 

ser producidas en grandes cantidades lo que ha permitido cubrir la creciente demanda 

actual. En contraste con las proteínas no humana obtenidas de animales como por ejemplo 

la insulina de cerdo. Las proteínas recombinantes son idénticas o difieren ligeramente 

respecto a las proteínas nativas de origen humano, por lo que las reacciones inmunológicas 

adversas disminuyen significativamente. 

La fase inicial de producción de biofármacos consiste en el diseño del sistema de 

expresión que implica la elaboración mediante ingeniería genética del vector de clonación 

del gen, el cual codifica la proteína de interés en la célula hospedera adecuada. La segunda 

fase se enfoca en el proceso de purificación, evaluación y validación del producto. En 

termino generales, la producción de proteínas recombinantes sigue el siguiente esquema 

[7]: 

 

 

 

 

Figura 1.  Producción de proteínas recombinantes 
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1.2 Sistemas de expresión 

En la industria biofarmacéutica suelen emplearse como células receptoras del ADNr 

la bacteria Escherichia coli, la levadura Saccharomyces cerevisiae y las células de 

mamíferos como la línea celular CHO (Chinese Hamster Ovary) y BHK (Baby Hamster 

Kidney). 

Las bacterias son ideales para producir pretinas de tamaño pequeño que no requieran 

de modificaciones post-traduccionales. Pero al ser procariotas no son tan aptas para 

sintetizar proteínas de gran tamaño o procedentes de organismos superiores, estas a 

menudo muestran plegamientos complejos que incluyen muchos puentes disulfuro o que 

necesitan la intervención de chaperonas. Además, muchas de estas proteínas requieren 

para su función la inclusión de modificaciones tras su síntesis. 

Escherichia coli es ampliamente utilizada en la industria biotecnológica para la 

producción de proteínas recombinantes con fines terapéuticos, ya que está muy bien 

caracterizada fisiológica como genéticamente. Dentro de las ventajas que brinda es que su 

velocidad de crecimiento es mayor que células de mamífero y levaduras, no requiere de 

gran cantidad de nutrientes para poder crecer y los que requiere no son costosos. Entre los 

parámetros más importantes para la producción de recombinantes es su eficiencia 

transcripcional y traduccional, así como también la posibilidad de secretarlas al 

periplasma siempre y cuando se utilicen los péptidos adecuados. Sin dejar atrás las 

ventajas antes mencionadas, E. coli es un microorganismo aprobado por las entidades 

reguladoras para ser utilizado como hospedero en la producción de biofármacos. [8] 
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Cabe resaltar que su maquinaria se utiliza para la expresión de proteínas no 

glicosiladas recombinantes, ya que, a escala industrial, el cultivo de esta bacteria para la 

producción de dichas proteínas suele llevarse a cabo en medios químicamente definidos. 

Los medios sintéticos facilitan el aislamiento y purificación de producto además de reducir 

los costos de su producción. En términos generales los vectores de clonación y expresión 

para E. coli contienen: origen de replicación, sitio mutile de clonación, gen de selección y 

un promotor.  

 

1.3 Proteínas de fusión 

La producción de proteínas recombinantes ha mejorado gracias al uso de proteínas 

de fusión, éstas son polipéptidos originados al traducirse dos o más genes previamente 

unidos en un mismo marco de lectura para dar origen a una sola proteína, estas proteínas 

tienen la capacidad de mejorar la solubilidad y facilitar la purificación de la proteína que 

se desee sintetizar. Actualmente las proteínas de fusión más utilizadas son: la proteína A 

de estafilococo, la G de estreptococo, la proteína de unión a maltosa (MBP), glutatión-S-

transferasa (GST) de Schistosoma japonicum y Tiorredoxina. [19] 

CusF es una proteína periplásmica que forma parte del complejo CusCBFA, el cual 

juega un papel importante en la resistencia de E. coli a niveles altos de iones cobre y plata. 

Tiene una estructura de barril beta y un peso molecular de 9.9 kDa. Esta proteína se ha 

aplicado como proteína de fusión; al obtener la proteína fusionada, su purificación sería 

mediante cromatografía de afinidad por iones metálicos inmovilizados (IMAC), 

utilizando la afinidad que esta presenta por  los iones Cu(II), sin embargo los resultados 
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que se encuentran reportados muestran que no se obtienen proteínas con alto grado de  

pureza como las que se obtiene utilizando iones Ni(II), por lo que se realizó una 

modificación agregando 3 histidinas en su extremo N-terminal para mejorar la afinidad 

hacia Ni(II), así con CusF3H+ se logra obtener mejores grados de pureza. [2] 

SmbP es otra proteína que se le ha dado uso como proteína de fusión, es una proteína 

pequeña de unión a metales con un peso de 9.9 kDa, aislada del periplasma de 

Nitrosomonas europaea. Tiene la capacidad de unirse a iones metálicos divalentes como 

Cu, Ni y Zn, por lo que se ha propuesto que es una proteína de eliminación de cobre a 

concentraciones altas en N. europea. Al obtener la proteína fusionada, la purificación se 

realizaría por cromatografía de afinidad por iones metálicos inmovilizados (IMAC), 

utilizando la afinidad que la proteína presenta a los iones Ni(II). [21] 

 

1.4 Interferón- 

Los interferones (INFs) son una familia de citosinas producidas por las células 

mononucleares como parte de la respuesta inmunológica contra virus y otros agentes 

infecciosos, presentan propiedades antivirales, inmunomoduladoras y antiproliferativas.  

El interferón- forma parte de esta familia, es una glicoproteína antiviral de bajo 

peso molecular que consta de 166 aminoácidos con un peso molecular de 18 kDa; es 

secretada por los fibroblastos primarios humanos después de la inducción con un virus o 

un RNA de doble cadena. Permite inducir proteínas antivirales, limita la presentación de 

antígenos, activa a las células natural killer (NK) y presenta actividad antiproliferativa. 
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Debido a esto se ha estudiado como tratamiento contra diversas enfermedades como: 

esclerosis múltiple, artritis, enfermedades infecciosas, melanomas, entre otras. Además, 

mediante la degradación del RNA y/o la inhibición de síntesis proteica, pueden aumentar 

o disminuir la respuesta inmune, dependiendo de la dosis. [4] 

Por las características que brinda se ha llevado a la producción de manera in vitro. 

Existen dos maneras de producirlas: la primera es la forma glicosilada la cual es producida 

en células de mamíferos (CHO), siendo su secuencia aminoacídica idéntica a la humana; 

la segunda consta de 165 aminoácidos y sufre modificaciones en su secuencia (deleción 

de la Met-1 y una mutación en la Cys-17 por una Ser) para así poder tener un producto 

estable, además de ser producida en Escherichia coli, aunque no está glicosilada es 

fisiológicamente activa. [12] 

Estas proteínas de fusión CusF3H+ y SmbP serán utilizadas con el fin de aumentar 

la solubilidad de la proteína sintetizada, en este caso interferón -1b, y así tener un método 

de purificación y producción más eficiente. 
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CAPITULO 2 

ANTECDENTES 

La producción de proteínas recombinantes es una de las aportaciones más 

importantes de la biotecnología. El hospedero más común es Escherichia coli por ventajas 

destacables como: el conocimiento de su genoma hasta que cuenta con vectores bien 

establecidos para la producción de proteínas recombinantes; cerca del 30% de las 

proteínas con fin terapéutico son producidas en E. coli. [14] 

Se investigó la unión de interferón- recombinante marcado con 125I, en el cual se 

realizó una mutación en la Cys 17 por una Ser. Se ha demostrado que los interferones 

compiten por receptores, el gen de fibroblastos interferón humano (IFNB1) se ha clonado 

modificado por mutagénesis especifica de sitio, y se ha expresado en Escherichia coli para 

generar un interferón altamente activo y estable. La proteína no presenta glicosilación y 

carece de la metionina N-terminal. Se desea desarrollar un método de radioyodación del 

interferón para la caracterización directa del receptor, y así determinar si la unión del 

interferón a varias células es un indicador útil de la respuesta celular. Los resultados se 

utilizaron para determinar si la unión al receptor se puede utilizar como una prueba de 

detección para la selección de pacientes antes del tratamiento con el IFN-P Ser17. Con 

esto se demuestra que el interferón al ser modificado genéticamente y sin presentar 

glicosilación puede permanecer activo. [1] 
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El interferón de fibroblastos humano cuenta con 3 residuos de cisteína, utilizando la 

técnica de mutagénesis especifica de sitio, se cambió el codón que codificaba para la Cys-

17 por un codón para Ser, se clonó y expresó en Escherichia coli, el interferón resultante 

tiene solo 2 residuos de cisteína, por lo tanto puede formar solamente un único puente 

desulfuro intramolecular, sin dejar  ningún grupo sulfhidrilo libre para formar dimeros u 

oligómeros y conservar su actividad antiviral, la activación de células natural killer y las 

actividades antiproliferativas de interferón de fibroblastos nativa. Cuenta con una 

actividad específica antiviral de 2 X108 unidades/mg, similar a la del interferón nativo, sin 

dejar de lado que su conservación puede ser por un plazo largo a -70°C, y esta no pierde 

actividad. [5] 

La estructura de hidratos de carbono de los principales oligosacáridos del interferón 

humano, han sido sintetizados por una línea celular de ovario de hámster chino mediante 

ingeniería genética. La cadena de azúcar es importante para mantener la solubilidad de la 

proteína. El interferón humano es una glicoproteína secretada por los fibroblastos 

primarios después de la inducción con un virus o un ARN de doble cadena. La proteína 

producida por las células humanas tiene aproximadamente un peso molecular de 23 kDa, 

mientras que la forma no glicosilada sintetizada por las células de E. coli genéticamente 

modificadas es de 18 kDa. El peso molecular más alto del interferón es debido a la 

presencia de hidratos de carbono en una secuencia señal del tripéptido de oligosacáridos 

ligados al N-terminal de la proteína, sin embargo no hay más información del resto de los 

carbohidratos, tanto en la proteína nativa como en la recombinante, por lo que se 

caracterizó el resto de los oligosacáridos del interferón recombinante, secretada por una 
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línea celular de ovario de hámster chino obtenida por transfección con un plásmido que 

lleva el gen del interferón humano, bajo un promotor constitutivo. [10] 

Con el tiempo la producción de proteínas recombinantes ha ido incrementando, por 

lo que se busca la manera de que el producto sea lo más similar y fácil de producir, como 

lo es la proteína nativa. En este estudio se probaron diversos sistemas de expresión entre 

los cuales se incluyeron diferentes vectores y proteínas de fusión en E. coli del interferón-

beta humano, para poder ver si los procedimientos podrían crear variaciones al momento 

de la producción y/o expresión. El gen que codifica para el interferón-beta humano, fue 

diseñado con los codones preferenciales para E. coli, además incluyendo la mutación de 

la Cys17 por Ser. [9] 

La optimización para la producción, así como también para aumentar el potencial 

de acción de las proteínas recombinantes es lo que se busca para poder seguir innovando 

o mejorando los fármacos contra enfermedades que en la actualidad se vuelven más 

resistentes a los fármacos ya existentes. El problema que se presenta en la producción de 

proteínas recombinantes en células de mamíferos es que presentan muerte celular 

prolongada, por lo que se ha estudiado  la expresión del gen 30kc6 para la producción del 

interferón-beta recombinante en células de ovario de hámster chino (CHO) en una 

suspensión libre de suero, los resultados mostraron que si se expresa este gen se muestra 

una menor actividad apoptótica y se puede aumentar la viabilidad de las células 

adicionando diferentes compuestos. [22] 

Al saber todas las implicaciones que lleva a cabo la producción de proteínas 

recombinantes en células de mamíferos, en este estudio se utiliza E. coli para la 

producción del interferón-beta recombinante, ya que este microorganismo cuenta con la 
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capacidad intracelular de poder secretar proteínas al periplasma. Por lo que el proceso y 

la purificación son más simples, la estabilidad no se ve afectada y proporciona un estado 

oxidante para promover el plegamiento apropiado de las proteínas producida (interferón-

beta). Se diseñó un vector de expresión y clonación basado en el vector pET-25b con el 

promotor T7, el gen que codifica para el interferón fue optimizado con los codones 

preferenciales de E. coli y se utilizó el péptido señal PelB en el N-terminal, para poder 

aumentar su solubilidad y permitir que sea secretada al espacio periplásmico. Como 

resultado se obtuvo que el vector diseñado puede sobre-expresar eficazmente el 

interferón-beta recombinante en el espacio periplásmico. [12] 

La sobre expresión de proteínas recombinantes en el periplasma de E. coli, se ha 

llevado a la optimización, con el fin de aumentar la producción del interferón-beta 

recombinante en E. coli se han estudiado diferentes factores para poder predecir y 

desarrollar las condiciones óptimas de fermentación para la expresión del mismo. Las 

variables estudiadas fueron la concentración de glucosa como fuente de carbono, la 

densidad celular antes de la inducción y la temperatura de inducción. De acuerdo a los 

valores observados y/o pronosticados, confirmaron la precisión del método estadístico: 

superficie de respuesta (RSM) para predecir las condiciones óptimas de producción y 

expresión de la proteína. [11] 

El uso de proteínas de fusión para la producción de proteínas recombinantes ha sido 

de mucha ayuda, ya que permite facilitar la solubilidad del péptido diana, su purificación 

y hasta la detección de la proteína recombinante. Entre las proteínas de fusión más 

comunes se encuentran: proteína de unión a maltosa (MBP), glutatión S-transferasa (GST) 

y tiorredoxina. Las proteínas CusF y SmbP son nuevas proteínas de fusión que se 
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utilizaron para mejorar la expresión de distintas proteínas en E. coli.  Estas proteínas ha 

incrementado la solubilidad de las proteínas recombinantes comparadas con MBP y GST 

además facilitan la purificación gracias a que cuentan con cierta afinidad hacia metales, 

Cu(II) y Ni(II)  respectivamente, los datos que se han obtenido en estudios anteriores 

muestran que se llega a obtener hasta 95 mg de proteína soluble total a partir del lisado de 

1 L de cultivo de E. coli, y después de la purificación por afinidad se ha recuperado 8.0 

mg de la proteína (8.42% de rendimiento) utilizando CusF. Utilizando SmbP los 

rendimientos también son similares ya que en el estudio que se realizó permitió obtener 

4.0 mg de la proteína de interés pura a partir de 5.6 mg de la proteína con SmbP [21] [2] 
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CAPITULO 3 

JUSTIFICAIÓN  

3.1 Planteamiento del problema 

En la actualidad el proceso de producción de los interferones recombinantes se lleva 

a cabo de dos formas la primera a partir de E. coli, el cual es un producto no glicosilado 

cuya secuencia aminoacídica en la posición Cys 17 es sustituida por una Ser; la segunda 

es mediante células de mamíferos (CHO) en el cual el producto es glicosilado, sin 

embargo, los costos para producción en estas son muy elevados. [14] 

Partiendo de los resultados que se han obtenido para la síntesis de quimeras 

utilizando las proteínas CusF3H+ y SmbP como proteínas de fusión, las cuales fueron 

aplicadas como tales en el laboratorio de Biotecnología 2 de la Facultad de Ciencias 

Químicas de la UANL, se desea obtener la producción del interferón- recombinante 

utilizando  estas proteínas de fusión para poder facilitar la purificación de la proteína de 

interés así como mejorar su procesamiento post-traduccional ya que son más pequeñas 

que las que se encuentran ya reportadas, logrando el transporte de la proteína al espacio 

periplásmico, mejorando los rendimientos de producción. 
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Este proyecto propone utilizar a Escherichia coli genéticamente modificada con el 

gen IFNB1 (Homo sapiens), el cual codifica para el interferón-, utilizando las proteínas 

de fusión CusF3H+ y SmbP para mejorar los procesos post-traduccionales y de 

purificación en la proteína, logrando así mayores rendimientos y bajos costos, para su 

potencial aplicación como biofármaco. 

 

3.2 Hipótesis 

Utilizando las proteínas de fusión CusF3H+ y SmbP se producirá interferón- 

recombinante en Escherichia coli con actividad biológica comparable al producto 

farmacéutico comercial. 

  



14 

 

 

 

CAPITULO 4 

OBJETIVOS  

4.1 Objetivo general 

Aplicar la tecnología de expresión y purificación de proteínas recombinantes en 

Escherichia coli utilizando CusF3H+ y SmbP como proteínas de fusión a la producción 

del interferón-. 

 

4.2 Objetivos específicos 

1. Sintetizar el gen que codifica para el interferón-, IFNB1. 

2. Construir los plásmidos para la expresión del interferón- recombinante en 

Escherichia coli marcado con CusF3H+ y SmbP. 

3. Purificar el interferón- recombinante mediante cromatografía de afinidad a 

iones metálicos. 

4. Evaluar la actividad biológica del interferón- recombinante mediante un 

ensayo de cuantificación de partículas víricas. 
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CAPITULO 5 

METODOLOGIA 

5.1 Diseño del gen IFNB1 

Se mandó a sintetizar el gen IFNB1 el cual codifica para el interferón-, esto con el 

fin de optimizar la secuencia con los codones preferenciales de E. coli, más una 

modificación de cambio de aminoácido en la posición Cys-17 por una Ser, para poder 

asegurar el correcto plegamiento de la proteína y mantener su actividad. Además de añadir 

una región de reconocimiento para las enzimas de restricción NcoI (CCATGGCT) y XhoI 

(TAACTCGAG). 

La síntesis del gen fue realizada por GenScript Corporation, la secuencia modificada fue 

entregada en el vector pUC57, enseguida se presenta la secuencia optimizada:  

CCATGGCTTCTTATAACCTGCTGGGCTTTCTGCAGCGTAGCTCTAATTTCCAG

TCCCAAAAACTGCTGTGGCAGCTGAACGGTCGTCTGGAATACTGCCTGAAAG

ATCGCATGAATTTTGACATTCCGGAAGAAATCAAACAGCTGCAGCAATTCCA

AAAAGAAGATGCGGCCCTGACCATTTATGAAATGCTGCAGAACATTTTTGCG

ATCTTCCGTCAAGACAGTTCCTCAACCGGCTGGAATGAAACGATTGTCGAAA

ACCTGCTGGCAAATGTGTACCATCAGATCAACCACCTGAAAACCGTTCTGGA

AGAAAAACTGGAAAAAGAAGATTTCACGCGCGGCAAACTGATGTCGAGCCT

GCATCTGAAACGTTATTACGGTCGCATTCTGCATTATCTGAAAGCAAAAGAA
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TACAGCCACTGTGCTTGGACCATTGTGCGTGTTGAAATCCTGCGCAACTTTT

ATTTCATCAATCGTCTGACGGGTTACCTGCGCAATTAACTCGAG 

 

5.2 Construcción de plásmidos 

El plásmido que se utilizo fue pET30a por lo que fue necesario extraer el gen 

mediante una digestión enzimática. Por lo que primero se replicó el plásmido para 

posteriormente realizar una extracción de DNA plasmídico, seguir con la digestión del 

DNA y obtener las construcciones deseadas, es decir el plásmido pET30a|PelB-

SmbP|IFNB1 y pET30a|CusF3H+|IFNB1. 

 

5.2.1 Transformación de E. coli con pUC57+IFNB1 

La transformación se realizó en células de E. coli DH5a, siendo estas las más 

utilizadas para clonación ya que aumentan la estabilidad del inserto y mejoran la calidad 

del DNA plasmídico; esta se llevó a cabo mediante la técnica de rubidio competentes. Se 

añadieron 30 l de células a un tubo eppendorf, seguido de 10 ng del DNA plasmídico, 

ya que se homogenizó la muestra, se dejó incubando en hielo por 30 min, concluido el 

tiempo se realizó el choque térmico en el cual la muestra se coloca a 44°C por un tiempo 

de 45 s, enseguida se pasó a hielo por 2 min, terminado el choque térmico se añadieron 

800 ml de medio de cultivo LB y se dejó incubando 1 h a 37°C 200 rpm, la muestra fue 

centrifugada a 10,000 rpm durante 2 min, se descartó el sobrenadante y con el remanente 

se resuspendió la pastilla celular, esta suspensión celular fue transferida a una placa de LB 

adicionada con ampicilina (a una concentración final de 100 g/ml) y se sembró por 
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dispersión, del mismo modo se realizó un control negativo para   finalmente la placa fue 

incubada aproximadamente 16 h a 37°C.  

 

5.2.2 Extracción de DNA plasmídico pUC57+IFNB1 

De las colonias que se obtuvieron al transformar las células, se realizó una selección. 

Estas se inocularon en 6 mL de caldo LB adicionado con Ampicilina (a una concentración 

final de 100 g/mL) y se incubaron a 37 °C durante 16 horas con agitación a 200 rpm. Se 

colecto en un tubo y se llevó a centrifugación por 2 min a 10000 rpm. Una vez obtenido 

el sedimento celular se procedió a extraer el ADN plasmídico utilizando el kit QiaPrep 

Spin Miniprep.  

 

5.2.3 Preparación de los insertos, proteínas de fusión  

Para la construcción de los plásmidos primero se deben de tener las construcciones 

con las proteínas de fusión, es decir CusF3H+ y PelB-SmbP, por lo cual primero se 

amplificaron las secuencias por el método de PCR siguiendo las condiciones que se 

presentan a continuación en la tabla 1 y 2. 
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Tabla 1  

Reactivos para la amplificación de las proteínas de fusión 

Reactivos  Cantidades  

DNA 10ng 1 L 

Vent polimerasa (2U/L) 0.5 L 

Buffer 10X 5 L 

Oligonucleótido 5’-3’ (PelB) 60pmol 3 L 

Oligonucleótido 3’-5’ (SmbP) 60pmol 3 L 

dNTP’s (10 mM) 1 L 

Agua MQ 36.5 L 

Total de reacción  50 L 

 

 

Tabla 1 

Condiciones para PCR 

Ciclo de PCR   

Desnaturalización inicial 95 °C 2 min 

Desnaturalización  95 °C 1 min 

Alineamiento 58 °C 30 s 

Amplificación 72 °C 45 s 

Extensión final 72 °C 10 min 

Mantenimiento  10 °C - 
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Al finalizar la amplificación de los genes se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa a una concentración del 0.7%, con el fin de poder confirmar la secuencia 

amplificada. Enseguida se cuantificó la cantidad de DNA presente utilizando el Nanodrop, 

un espectro de UV-Vis, obteniendo una concentración de 68.4 ng/mL. 

5.2.4 Digestión de los insertos: CusF3H+ y PelB-SmbP 

Para que las proteínas de fusión puedan ser insertadas en el plásmido estos deben de 

ser complementarios entre si, por lo cual se realizó una digestión enzimática utilizando 

NdeI y KpnI como se muestra en la siguiente tabla. Tabla 3 y 4 

Tabla 2  

Digestión de insertos, CusF3H+ y PelB-SmbP 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos Cantidades 

NdeI (10U/l) 1 L 

DNA (1500 ng) 22 L 

10 X NeBuffer (1.1)  5 L 

Agua MQ 21 L 

Incubar a 37 °C por 1 h  

KpnI (10U/l) 1 L 

Incubar a 37 °C por 1 h  

Total de reacción 50 L 
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Tabla 3 

 Reacción de digestión para el pET30a 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se incubó durante 2 h a 37C, al término de la incubación se añadieron 

2 L de SAP (1U/L) y se incubo a 37 C por 1 h. Este último paso se realizó con la 

finalidad de evitar que el plásmido se vuelva a cerrar, los extremos que quedaron libres 

no se vuelvan a unir.  

A finalizar la digestión se realizó una purificación para eliminar sales y poder 

desactivar las enzimas. este proceso se realizó de la siguiente manera: en un tubo 

eppendorf se mezcló 1 parte de DNA con 3 partes de buffer QG más 1 parte de 

isopropanol. Esta mezcla fue colocada en una columna y centrifugada a 6000 rpm durante 

1 min. Se descartó el filtrado y se añadieron 750 L de solución amortiguadora PE y se 

centrifugo a 6000 rpm durante 1 min, este paso se realizó por duplicado. Una vez seca la 

columna, se colocó en un tubo nuevo y se añadieron 30 L de agua MQ, por último, se 

incubo por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 rpm durante 2 min. 

Reacción  Cantidades  

DNA plasmídico (1500ng) 10 L 

NeBuffer 10X (1:1) 2 L 

NdeI (10U/L) 1 L 

KpnI 1 L 

Agua MQ 6 L 

Total de reacción 20 L 
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5.2.5 Ligación y clonación molecular  

Ligación del plásmido con las proteínas de fusión: pET30a + PelB-SmbP y pET30a 

+ CusF3H+. 

Para llevar a cabo las ligaciones se preparó la reacción que se encuentra en la tabla 

5, posteriormente se incubo toda la noche a 4 °C, pasado el tiempo se inactivo la enzima 

a una temperatura de 65 °C por un tiempo de 10 min. 

 

Tabla 4 

Reacción de ligación: pET30a + PelB-SmbP/ pET30a + CusF3H+ 

 

Reacción  Cantidad  

DNA plasmídico 3 L 

DNA inserto (proteína de fusión) 1 L 

10X T4 DNA ligasa Buffer 2 L 

T4 DNA ligasa (2.5 U) 0.5 L 

Agua MQ 13.5 L 

Total de reacción  20 L 
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5.3 Transformación en células de E. coli con pET30a|CusF3H+|IFNB1 y 

pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 

Ya realizadas las construcciones, se procedió con la transformación de cada una de 

ellas, este paso se realizó de la siguiente manera: primero se descongelaron las células de 

E. coli DH5 competentes en hielo, ya descongeladas se tomaron 30 L y se colocaron 

en un tubo nuevo eppendorf y se añadió 2 L de la construcción, lo cual corresponde 

aproximadamente a 10 ng de DNA. Se homogenizó la muestra y se incubó en hielo por 

30 min, enseguida se realizó el choque térmico en baño de agua a una temperatura de       

44 °C por 45 s. Inmediatamente se pasaron a hielo y se mantuvieron ahí por 2 min. Pasado 

el tiempo, en un ambiente estéril se añadieron 800 L de medio LB a cada una de las 

muestras y se incubaron durante 1 h a 37 °C con agitación. Transcurrido el tiempo de 

incubación las muestras fueron centrifugadas a una velocidad de 10000 rpm durante 2 

min, se retiró el sobrenadante dejando un volumen aproximado de 50 L del mismo, con 

el cual se resuspendió el pellet celular, posteriormente se tomó el homogenizado y se 

sembró en una placa que contenía agar LB adicionado con Kanamicina (a una 

concentración final 30 g/mL). Por último, se incubó 16 h a 37 °C, para poder observar 

las clonas positivas.  

5.4 Extracción de ADN plasmídico 

Para poder asegurar que lo que transformamos era el DNA correcto, se realizó una 

extracción de DNA plasmídico utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep kit, siguiendo el 

protocolo que a continuación se presenta: se levantó una colonia de las clonas positivas 

que se obtuvieron del paso anterior, es decir de las transformaciones, esta se inoculó en 
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un tubo que contenía 6 mL de caldo LB adicionado con 6 mL de Kanamicina, se incubó a 

37 °C con agitación por 16 h. Transcurrido el tiempo se centrifugó el cultivo a una 

velocidad de 8000  rpm durante 3 min, el pellet resultante fue resuspendió en 250 L de 

solución amortiguadora P1, se añadieron 250 L de la solución amortiguadora P2 y se 

homogenizo por inversión hasta que la solución se tornó clara. Se agregaron 350 L de la 

solución amortiguadora Buffer N3 y de igual manera se mezcló por inversión. Este 

homogenizado se centrifugo por 10 min a una velocidad de 13000 rpm. El sobrenadante 

fue transferido a una columna QIAprep y se centrifugo durante 1 min a 13000 rpm. Se 

añadieron 750 L de solución de lavado PE se centrifugo por 1 min a13000 rpm. Se 

descarto el sobrenadante y la columna se colocó en u tubo nuevo, se añadieron 30 ml de 

agua MQ, para realizar la elusión, se incubo por 5 min a temperatura ambiente y 

posteriormente se centrifugó por 1 min a 13000 rpm. 

Posteriormente se realizó una PCR para poder confirmar las construcciones 

realizadas, por lo cual se utilizaron los reactivos que se presentan en la tabla, y las 

condiciones que se describen a continuación: 
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Tabla 5  

Reactivos para PCR 

Reactivos  Cantidades  

ADN (10ng) 1 l 

Taq polimerasa (5U/L) 0.5 l 

Buffer 10X 5 l 

Primer Forward T7 (60 pmol) 3 l 

Primer Reverse T7 (60pmol) 3 l 

dNTP´s (10mM) 1 l 

Agua MQ 36.5 l 

Total 50 l 

Tabla 6 

Condiciones de PCR confirmatoria para construcciones en pET30a 

Ciclo de PCR   

Desnaturalización inicial 95° C  2 min 

Desnaturalización 95°C 1 min 

Alineamiento 55°C 1 min 

Amplificación 72°C 1.20 min 

Extensión final 72°C 2 min 

Mantenimiento 4°C - 
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Finalizada las PCR, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0.7%, la cual 

se pudo observar las bandas correspondientes a los pesos moleculares de las 

construcciones. 

5.5 Secuenciación 

 Las construcciones fueron mandas a secuenciar al Instituto de Biotecnología de la 

UNAM. 

5.6. Transformación en E. coli BL21(DE3) 

Para poder llevar a cabo a expresión y síntesis del interferón-, fue necesario la 

transformación de las células de E. coli competentes BL21(DE3) con las construcciones 

que se obtuvieron en el paso anterior, estas células fueron seleccionadas ya que aumenta 

la eficiencia de la transformación, lo que nos da seguridad de que el plásmido permanezca 

en la células además de ser deficiente de proteasas, cuenta con el gen de la ARN 

polimerasa  T7 el cual es necesario ya que la expresión está bajo la regulación del 

promotor T7. Esta parte experimental se llevó a cabo siguiendo la metodología que se 

redactó en el punto 5.3. 
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5.7 Expresión piloto 

5.7.1 Expresión piloto en E. coli BL21(DE3) con pET30a|CusF3H+|IFNB1 y 

pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 

Se realizó una expresión piloto de las clonas positivas que se obtuvieron de la 

transformación de en E. coli BL21(DE3), con la finalidad de poder expresar el interferón-

. Se levantó una colonia de las clonas positivas que se encontraban en las placas de agar, 

esta se inoculó en un tubo con 2 mL de medio LB adicionada con 2 L de Kanamicina (a 

una concentración final de 30 g/ml), se incubo durante 16 h a 37°C 200 rpm, 

posteriormente se tomaron 20 mL del cultivo y se inocularon en matraces de 250 L con 

2 mL de caldo LB + 20 L de Kanamicina (30 g/ml). Se dejaron crecer hasta llegar a 

una D.O de 0.4, al alcanzar a esta densidad se agregó 20 ml de ITPG a una concentración 

de 0.1 M, el cual es utilizado como inductor ya que el plásmido que se empleó se encuentra 

bajo la represión del gen lacI. Como control se utilizó un cultivo sin transformar. Los 

matraces fueron incubados por 16 h a 25 °C, 200 rpm. Finalizada la incubación se 

centrifugaron los cultivos a 10000 rpm durante 2 min para así obtener el sedimento celular 

y poder realizar lisis del mismo. 

5.7.2 Lisis celular, expresión piloto 

Se tomaron 2 mL de los cultivos expresados y se pasaron a tubos eppendorf, estos 

fueron centrifugados por 2 min a 10000 rpm, se retiró el sobrenadante y quedo el pellet al 

cual se le añadieron 120 L de agua MQ y 40 L de Sample Buffer y se homogenizó. Las 

muestras se sometieron a una temperatura de 100 °C en baño de agua durante 10 min, 

transcurrido el tiempo se centrifugaron a 13000 rpm por 10 min. Se obtuvieron dos fases: 
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el sobrenadante y el pellet, se tomó el sobrenadante y se colocó en un tubo nuevo, a esta 

fracción se le denomina fracción soluble. Por el contrario, al sedimento celular restante se 

le añadieron 120 L de Urea al 8 M y se homogenizó. De la misma manera se colocó a 

baño de agua a 100 °C por 10 min, se centrifugo a 13000 rpm durante 10 min, y el 

sobrenadante se colocó en un tubo nuevo, a esta fase se le denomina fracción insoluble. 

5.7.3 Choque osmótico, expresión piloto 

Para poder obtener la proteína que se encuentra almacenada en el periplasma, se 

llevó a cabo un proceso el cual desestabiliza la membrana sin lisar la célula, una de las 

principales ventajas que presenta esta metodología es que al solo desestabilizar la 

membrana celular evitamos contaminaciones por proteínas que se pueden encontrar en el 

citoplasma al momento de realizar una ruptura total de la célula.  

De los cultivos que fueron expresados se tomaron 2 mL y se pasaron a un tubo 

eppendorf, estos fueron centrifugados a 10000 rpm durante 10 min. se obtuvo la fase 

soluble el precipitado celular, se descartó el sobrenadante y se agregó un volumen de 2 

mL de agua MQ para lavar el sedimento celular y eliminar restos del medio de cultivo que 

pudieran encontrarse. Posteriormente se obtuvo el peso húmedo de la muestra, ya que 

dependiendo de la cantidad celular que se tenga se agregará la solución amortiguadora 

para realizar el choque a cada una de ellas. Primero se añadió la solución amortiguadora 

1 (solución hipertónica), por cada 0.05 g de células se añadió 1 mL que contiene 20% de 

Sacarosa, 200 mM de Tris-HCl, 2 mM de EDTA, 0.5 mg de Lisozima, a un pH de 8.0. se 

dejó incubando a 4°C por 1 h. estáticamente, se centrifugó nuevamente a 10000 rpm y se 

recuperó el sobrenadante, a esta fracción se denominó: fracción hipertónica. El pellet 
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resultante se resuspendió con la misma cantidad de mL utilizados con la solución número 

1, pero ahora se añadió agua MQ, de igual manera se homogenizó y se incubó durante 1 

h a 4°C. Finalizado el tiempo se centrifugó a 10000 rpm durante 10 min, se obtuvo el 

sobrenadante y se almacenó como fracción hipotónica.  

5.7.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida. SDS-PAGE 

Ya obtenidas las fracciones de la lisis (soluble e insoluble) como las del choque 

osmótico (hipertónica e hipotónica) se realizó una electroforesis, la cual nos permitió 

visualizar si el interferón- se estaba expresando, ya que esta técnica permite la separación 

de proteínas en base a su peso molecular. Para la elaboración del gel se utilizó una 

concentración del 4 y 12 % de poliacrilamida, siguiendo las especificaciones que se 

indican en la siguiente tabla: 

Tabla 7 

SDS-PAGE. Preparación de geles de poliacrilamida, apara análisis de proteínas 

 

Gel Separador al 12 % 

Agua MQ 4.4 mL 

Poliacrilamida 40% 3 mL 

Solución amortiguadora 1.5 M 2.5 mL 

SDS 10 % p/v 100 L 

APS 100 L 

TEMED 10 L 

Gel Concentrador al 4 % 

Agua MQ 6.4 mL 

Poliacrilamida 40% 1 mL 

Solución amortiguadora 1.5 M 2.5 mL 

SDS 10 % p/v 100 L 

APS 100 L 

TEMED 20 L 
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Las condiciones de voltaje que se utilizaron fueron 10 min a 100 V y 1.20 h a 110 

V al finalizar los geles se dejaron incubando en una solución de azul de Comassie hasta 

que las bandas se empezaron a visualizar. Posteriormente se destiñó con agua destilada, y 

se analizaron los resultados obtenidos.  

5.8 Expresión a escala de 1 L 

Se realizo un escalamiento a 1 L de la síntesis y expresión del interferón-. De las 

expresiones piloto que se realizaron anteriormente, se seleccionaron las colonias que 

presentaron mayor expresión. Los cultivos fueron elaborados en 8 matraces de 500 mL, 

es decir, cada uno contaba con 125 mL de medio de cultivo TB adicionado con 125 L de 

Kanamicina (30 g/ml) e inoculado con 125 mL de cultivo, el inoculo fue tomado de un 

cultivo que se dejó creciendo durante la noche de las colonias ya mencionadas. 

Los matraces fueron incubados a 37°C con agitación de 200 rpm y se dejaron crecer 

hasta llegar a una D.O de 1, al alcanzar la D.O se añadieron 125 L del inductor (IPTG), 

y se mantuvo la inducción por un lapso de 4 h. Transcurrido el tiempo se centrifugaron 

los cultivos en refrigeración a 4 °C a 10000 rpm durante 10 min. y se procedió a realizar 

una lisis celular.  

5.8.1 Lisis celular, escalamiento 1 L 

El equipo que se utilizó para realizar la lisis celular fue una cámara de lisado con perlas 

de vidrio. El sedimento celular se agregó a la cámara interior junto con las perlas de vidrio 

a los cuales se les añadió una solución amortiguadora (50 mM Tris-HCl y 500 mM NaCl) 

de lisado y antiespumante aproximadamente 10 L, y se colocó en la cámara exterior la 
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cual siempre debe estar rellena con hielo. Se realizaron 4 ciclos de licuado teniendo u 

tiempo de duración de 15 s cada uno. Transcurridos los ciclos se dejó sedimentar por 10 

min y se tomó el sobrenadante, el cual fue centrifugado a 4° C, 15000 rpm durante 10 min. 

Se tomó el clarificado o la fracción soluble y se centrifugó nuevamente para desgasificar 

la muestra, estando lista para poder pasar a la purificación. 

5.9 Purificación de proteínas 

Para la purificación del interferón- se utilizaron diferentes metodologías, las cuales 

implican la técnica de IMAC (Cromatografía de afinidad a iones metálicos 

inmovilizados), a continuación, se describirán cada una de ellas. 

5.9.1 Purificación del interferón- por resina IMAC 

En un tubo se añadió la resina, se centrifugó por 15 s. a 1000 xg y se retiró el 

sobrenadante dejando un poco para no dejarla completamente seca. Se lavó con agua MQ 

utilizando un volumen de resina, este paso se realizó 5 veces. Se equilibró la resina con 5 

volúmenes de columna utilizando una solución amortiguadora para equilibrar la resina 

(5mM de acetato de sodio, 0.3 M de NaCl, pH 4.0), posteriormente se lavó con 5 

volúmenes de la solución NiSO4 0.1 M, y de nuevo se pasaron 5 volúmenes de la solución 

de equilibrio, posteriormente se realizó otro lavado con agua MQ utilizando 10 volúmenes 

de resina. Se equilibró nuevamente utilizando la solución amortiguadora con la que se 

realizó la lisis (50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 8.5). Enseguida se añadió la fracción 

obtenida, siendo esta de la lisis o del choque osmótico y se incubó toda la noche (16 h) en 

refrigeración a 4°C. posteriormente se recolectó la resina y se colectó en un tubo 
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eppendorf. Se realizó un lavado con solución amortiguadora (50 mM Tris-HCl, 500 mM 

NaCl, pH 8.5) y posteriormente con una solución de lavado que contenía imidazol (50 

mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.5) por último se realizó la elusión de la 

proteína utilizando 5 volúmenes de columna con solución amortiguadora (50 mM Tris, 

500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.5). 

 

5.9.2 Purificación de interferón- por cromatografía de afinidad a iones 

metales inmovilizados (IMAC)  

Este proceso se realizó utilizando el equipo AKTA de GE, se cargó una columna 

empacada HisTrap HP de 1 mL (GE Healtcare) con iones Ni. Posteriormente esta fue 

equilibrada con 5 volúmenes de columna con una solución amortiguadora compuesta de 

Tris-HCl 300 mM- NaCl 500 mM pH 8.5, posteriormente se pasó la muestra por la 

columna utilizando 0.5 mL de flujo y 0.5 MPa el límite de presión, al mismo tiempo se 

recolectó la fracción no unida para analizarla al final de la purificación; se realizó un 

lavado de la columna utilizando la misma solución de tampón ya antes mencionada hasta 

que se logró diluir la muestra y disminuir la señal de absorbancia hasta alcanzar el punto 

en el que se mantuviera constante, posteriormente se realizaron lavados a la columna  

pasando tres volúmenes de la misma utilizando la solución amortiguadora ya antes usada 

adicionada con 10 mM de imidazol, para finalizar se realizó una elución utilizando una 

solución amortiguadora de Trs-HCl 300 mM – NaCl 500 mM – Imidazol 200 mM, 

manteniendo el flujo y la presión constante se recolectaron fracciones de 500 L cada una, 

las cuales fueron refrigeradas para su posterior análisis.  
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5.9.2.1 Diálisis 

De las fracciones que se colectaron al realizar la elusión de la proteína, se 

seleccionaron aquellas en las cuales se mostró un aumento en la absorbancia, la cual 

indicaba que la proteína estaba pasando por la columna, además de corroborar la presencia 

de la misma por SDS-PAGE. Se realizo una diálisis con la finalidad de remover la solución 

amortiguadora con la cual se realizó la elusión de la proteína ya que este contenía 

imidazol, esta fue realizada en una membrana de diálisis SnakeSkin Pleated (10K 

MWCO) utilizando como solución amortiguadora Tris-HCl 50 mM y NaCl 500 mM pH 

8.5, este proceso se realizó dos veces en constante agitación y refrigeración, cambiando 

la solución amortiguadora cada hora.  Posteriormente la muestra se conservó a -20° C.  

5.9.3 Cuantificación de proteínas  

La cuantificación de proteínas se realizó por medio del método Bradford, el cual 

consiste en agregar un colorante que al encontrarse en un, medio hidrofóbico, como es el 

interior de una proteína, tiende a originar un color azul intenso el cual se puede medir 

fácilmente por un espectro de absorción (agregar referencia). Para poder determinar la 

concentración de la proteína se requiere de una curva de calibración, la cual se realizó con 

un estándar de albúmina de suero bovino (ASB) a distintas concentraciones:  
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Concentración mg/mL ASB Agua MQ 

1.0 15 l 0 

0.8 16l 4 l 

0.6 12 l 8 l 

0.4 8 l 12 l 

0.2 4 l 16 l 

0.1 2 l 18l 

 

Enseguida en una placa de 96 pocillos se colocaron 5 L de cada estándar por 

triplicado, así como de la muestra (nuestra proteína) y se colocó en un lector de 

microplacas Thermo Scientific (Modelo MultiSkan Go) y se mantuvo en incubación por 

5 min en agitación para después pasar a realizar la medición a una longitud de onda 595 

nm.  

5.9.4 Remoción de la proteína de fusión  

Para poder remover la proteína de fusión fue necesario realizar un corte con la 

enzima enteroquinasa de cadena ligera de (NEB), ya que entre la proteína de fusión y el 

interferón- se encuentra este sitio de reconocimiento , para lo cual se tomó 1 mL de la 

proteína que se dializo, y se agregaron 3 l de la enzima enteroquinasa, se dejó incubar 

por 16 h a temperatura ambiente y posteriormente se realizó una purificación por resina 

siguiendo los pasos de la apartado anterior, para poder separar las proteínas y obtener el 

interferón- puro. Se realizo la elusión y las fracciones obtenidas se analizaron por medio 

de un SDS-PAGE utilizando un gel de una resolución del 15 %. 
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CAPITULO 6 

RESULTADOS 

6.1 Síntesis del gen IFNB1 

Se mandó a sintetizar la secuencia del gen IFNB1, el cual codifica para el interferón-, 

esto lo realizó en GenScript,  quien optimizo la secuencia con los codones preferenciales 

para E. coli, los cuales son presentados en la siguiente tabla X: 

Además, se agregaron los sitos de corte de las enzimas Nco I CCATGGCT y Xho I  

TAACTCGAG en el extremo 5´ y 3´ prima.  

 

 

Figura 2 Secuencia nucleotidica optimizada para la síntesis de interferón- en E. coli, el codón de 
inicio que codificaba para una Met fue suprimido, además se realizó un cambio en la posición Cis-
17 fue sustituida por una Ser 
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6.2 Amplificación de los insertos CusF3H+ y PelB-SmbP 

Se realizó un análisis de restricción para poder obtener las secuencias de las 

proteínas de fusión, utilizando las enzimas Nde I y Kpn I. Posteriormente se realizó la 

amplificación de los mismos por medio de una PCR siguiendo los pasos que se describen 

en el apartado de metodología X, los productos amplificados se analizaron a través de una 

electroforesis en gel de agarosa los cuales obtuvieron un peso aproximado de 

aproximadamente de 354 pb para PelB-SmbP y  348 pb para CusF3H+ observándose los 

resultados en las figuras 1 y 2  que se presentan a continuación: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Productos de amplificación de PelB-SmbP en gel de 
agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular 
(GeneRuler 1 Kb DNA Ledder), 2 y 3: PelB-SmbP, 4: Control 
(-) sin enzima. 
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6.3 Clonación 

molecular de los plásmidos pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 y 

pET30a|CusF3H+|IFNB1 

6.3.1 Construcción de pET30a|PelB-SmbP y pET30a|CusF3H+ 

Ya obtenidos los insertos se continuó realizando una reacción de ligación en el 

plásmido pET30a siguiendo la metodología ya antes descrita en el apartado X. 

Posteriormente el producto de ligación fue transformado en la cepa de E. coli DH5a para 

la propagación del plásmido. 

6.3.1.1 Construcción de pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 y 

pET30a|CusF3H+|IFNB1 

El plásmido pUC57 se sometió a una digestión enzimática ya que en este se 

encontraba el gen IFNB1, el cual codifica para el interferón-, la digestión se llevó a cabo 

con las enzimas Nco I y Xho I, ya que el gen cuenta con esos sitios de reconocimiento en 

Figura 4  Productos de amplificación de CusF3H+ en gel 
de agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular 
(GeneRuler 1 Kb DNA Ledder), 2 y 3  CusF3H+. 
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sus extremos 5’ y3’. De la misma manera se realizó la digestión para la construcción 

pET30a|PelB-SmbP y pET30a|CusF3H+. para analizar los fragmentos obtenidos de la 

digestión del pUC57, se realizó un análisis por electroforesis en gel de agarosa al 0.7%, 

en el cual se observaron dos bandas, las cuales corresponden al plásmido linealizado con 

un peso de 2710 pb y otra que corresponde al gen IFNB1 con un peso de 512 pb, fig. 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realizo una extracción de la banda que corresponde al peso molecular del IFNB1 para 

poder realizar una extracción de ADN por medio del QUIAPrep Spin Miniprep.  

Ya que se obtuvo el DNA digerido se procedió a realizar la reacción de ligación para poder 

tener las siguientes construcciones: pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 y 

pET30a|CusF3H+|IFNB1, para lo cual se siguió el procedimiento ya mencionado en la 

sección de metodología. Se tomaron 5 ml de la reacción de ligación para transformare en 

la cepa de E. coli BL21(DE3), la cual se utilizó para la expresión de la proteína.  

Figura 5 Digestión enzimática de pUC57|IFNB1. Gel de agarosa 
al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb 
DNA Ledder), 2: pUC57|IFNB1 
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Se seleccionaron 2 clonas positivas de cada construcción y se realizó una extracción de 

ADN plasmídico para ser analizada y confirmada por PCR. Se realizo la PCR del ADN 

extraído, posteriormente los productos amplificados se analizaron por electroforesis en 

gel de agarosa nuevamente al 0.7%. se obtuvo una banda de un peso de 1086 pb para la 

construcción que corresponde a pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 y otra de 1080 pb para la 

construcción de pET30a|CusF3H+|IFNB1, figuras 6 y 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Productos amplificados de PCR para confirmar el gen 
PelB-SmbP|IFNB1 en el plásmido pET30a. Gel de agarosa al 
0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb DNA 
Ledder), 2: control (-) sin DNA, 3: control (+) IFNB1, 4 y 5: 
pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 
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6.3.2 Secuenciación 

Una vez realizadas las construcciones y confirmadas por medio de PCR, se mandó 

a realizar una secuenciación, para asegurarnos de que las secuencias tanto de las proteínas 

de fusión como la del interferón- estuvieran insertadas en el plásmido. Por lo cual se 

mandó una muestra de 50 l, los resultados fueron analizados utilizando el programa 

Finch TV, mostrando las bases nucleotidicas, las cuales fueron comparadas con las 

secuencias codificantes que se tenían de cada una de las proteínas. Figuras 8 y 9 

 

 

 

Figura 7  Productos amplificados de PCR para confirmar el gen 
Cusf3H+|IFNB1 en el plásmido pEt30a. Gel de agarosa al 0.7%. Carril 
1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb DNA Ledder), 2 y 3: 
pET30a|CusF3H+|IFNB1, 4: control (+) IFNB1. 
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6.4 Condiciones para la expresión de la proteína recombinante 

Figura 8 Secuenciación de la construcción de pET30a|PelB-SmbP| IFNB1 

Figura 9 Secuenciación de la construcción de pET30a|CusF3H+|IFNB1 
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Se han reportado diferentes condiciones para la expresión de proteínas 

recombinantes, por lo cual se decidió variar las siguientes condiciones: temperatura, 

medio de cultivo, concentración del inductor, y la D.O a la que se requiere para iniciar la 

expresión.  

Se comenzó utilizando las condiciones que ya se encuentran establecidas para 

trabajar con las proteínas PelB-SmbP y CusF3H+, las cuales son medio de cultivo LB a 

una temperatura de 37°C a 200 rpm, una D. O alcanzada de 0.4 para poder iniciar la 

inducción, una concentración de IPTG de 0.01 mM y una temperatura y tiempo de 

expresión a 25 °C durante 16 h. Estas condiciones fueron probadas en un volumen de 25 

mL en matraces de 125 mL. Al realizar el choque osmótico y analizar las fracciones 

hipertónicas e hipotónicas, se observó que no se encontraba la banda correspondiente al 

peso molecular esperado de la proteína recombinantes, aproximadamente 30 kDa.  

Dados los resultados y basándonos en los reportes consultados, se decidió modificar 

la temperatura de expresión, por lo cual se realizó de nuevo una expresión piloto de la 

misma manera solo que ahora se cambió la temperatura a 37°C y la D.O s dejo alcanzar a 

1.0, y al momento de observar los resultados se mostró el mismo comportamiento por lo 

que se optó por la modificación del medio de cultivo y las concentraciones del inductor.  

Nuevamente se realizó la expresión utilizando las siguientes condiciones: 

Temperatura de incubación a 37°C 200 rpm, D.O alcanzada de 1.0, temperatura de 

expresión de 37°C durante 4, 6 y 8 h., y variando la concentración del inductor a 0.2, 0.5 

y 1 mM. En esta ocasión se lograron observar las bandas en el peso esperado, y se pudieron 

elegir las mejores condiciones para su expresión, las cuales fueron de: temperatura de 
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incubación de 37°C a 200 rpm hasta llegar a una D.O de 1.0, posteriormente añadir IPTG 

a una concentración de 1 mM y expresar por 4 h con las mismas condiciones. Figura 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ya establecidas las mejor condiciones de expresión, se transformó en  la cepa E. coli 

BL21(DE3), se preparó un pre inoculo (overnight) y se cultivó en 25 mL de caldo LB 

adicionado con Kanamicina (30g/ml) para su crecimiento posteriormente al llegar a la 

densidad 1 se realizó la inducción de la síntesis de la proteína recombinante con diferentes 

concentraciones de IPTG, esto con el fin de poder obtener mejor resultados al momento 

de su extracción y purificación, concluido el tiempo de la inducción se obtuvieron los 

sedimentos celulares y se realizó la lisis celular utilizando la metodología ya antes descrita 

en el 5.1.2 , posteriormente se realizó un análisis de las fracciones en gel de poliacrilamida, 

SDS-PAGE para visualizar la expresión de la proteína en base a su peso molecular. 

Resultando las bandas en aproximadamente en 30 kDa para ambas construcciones y 

Figura 10  Fig. 2 Expresión piloto, a diferentes concentraciones de 
IPTG.SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, 2 y 3: 

Concentración  1 mM, 4 y 5: Concentración 0.5 mM, 6 y7: Concentración 
0.2 mM 
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mostrando proteína soluble, sin embargo se puede observar que hay mayor presencia de 

proteína en la construcción que cuenta con la proteína de fusión PelB-SmbP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.1 Expresión piloto del interferón- utilizando el método de choque osmótico  

Las construcciones, se transformaron en la cepa E. coli BL21(DE3) y se inocularon 

en 25 mL de caldo LB adicionado con Kanamicina (a una concentración final de 30 g/ml) 

para realizar una expresión piloto del interferón-, se obtuvieron los sedimentos celulares 

y se realizó la extracción de las proteínas por medio de choque osmótico, el cual se 

describe en el apartado de metodología, posteriormente se realizó un análisis de las 

fracciones solubles e insolubles en gel de poliacrilamida, SDS-PAGE para visualizar la 

expresión de la proteína en base a su peso molecular. Resultando las bandas en 

aproximadamente en 30 kDa y mostrando proteína soluble, sin embargo, la banda que 

pertenece a la construcción pET30a|CusF3H+|IFNB1, no es tan visible. Figura 11 

Figura 11Lisis celular de expresiones piloto. SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador 
de peso molecular, 2 y 3: control (-) E. coli BL21(DE3) sin transformar, 4-7: 

pET30a-PelB-SmbP-IFNB1 inducida (fracción soluble/fracción insoluble), 8-11: 
pET30a-CusF3H+IFNB1 inducida (fracción soluble/fracción insoluble 
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6.4.2 

Expresión a escala del interferón- 

6.4.2.1 Expresión en medio de cultivo LB adicionado con Kanamicina 

Al observar la presencia de la banda en las fracciones analizadas tanto de la lisis 

celular y del choque osmótico, se optó por llevar el proceso a una escala de 1 L, en el cual 

solo se expresó la construcción de pET30a|SmbP-PelB|IFNB1. Se preparó 1 L de medio 

de cultivo LB y se vacío en matraces bafleados, cada uno con 125 mL adicionados con 

Kanamicina (a una concentración final de 30 g/ml), estos fueron inoculados con el 1% 

de su volumen. Se realizo la incubación y posteriormente se obtuvieron los sedientos 

celulares para proceder con la extracción de la proteína recombinante, para llevar a cabo 

el choque osmótico se tomó en cuenta la cantidad de masa celular que se obtuvo ya que 

Figura 12 Choque osmótico de expresiones piloto. SDS-PAGE 12%. 
Carril 1: marcador de peso molecular, 2 y 3: control (-) E. coli BL21 
(DE3) sin inducir, 4-7: PelB-SmbP-IFNB1 inducida, 8-11: CusF3H+-

IFNB1 
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las condiciones para poder realizar el procedimiento son dependiente de la masa que se 

haya obtenido, por lo cual se tomó en cuenta el peso húmedo de los mismo así como el 

peso de los tubo en los que se encontraban para poder obtener el peso exacto que se obtuvo 

a partir de 1 L de cultivo. Tabla 9 

Tabla 8  

Peso húmedo de sedimentos celulares de las construcciones pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 
y pET30a|CusF3H+|IFNB1, como control negativo se utilizó la cepa  E. coli BL21(DE3) 

Muestra Tubo 

vacío (gr.) 

Tubo con sedimento 

celular (gr.) 

Sedimento celular 

(gr.) 

Control negativo 16.1309 16.3854 0.3 

pET30a|PelB-SmbP|IFNB1 16.1309 16.3566 0.3 

pET30a|CusF3H+|IFNB1 16.1564 16.4071 0.3 

 

Cada una de las muestras fue resuspendida en 6 mL de la solución hipertónica, de 

igual manera al retirar esa fracción se añadieron 6 mL de la solución hipotónica al 

sedimento celular resultante y se procedió con el mismo protocolo. Posteriormente estas 

fracciones fueron analizadas por una electroforesis de poliacrilamida SDS-PAGE, el cual 

las bandas resultantes no se lograron observar cómo se visualizaron en las expresiones 

piloto, sin embargo, se esperaba la banda correspondiente al peso molecular de la proteína 

recombinante en 30 kDa. Figura 13 
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6.4.2.2 Expresión a escala de 200 mL utilizando como medio de cultivo TB 

adicionado con Kanamicina. 

Utilizando la misma metodología, se preparó un matraz con 200 mL de medio TB 

adicionado con Kanamicina, se llevó a cabo la expresión de la proteína, se realizó una lisis 

y una purificación por IMAC utilizando resina cargado cargada con Ni+2, se analizaron 

las fracciones por medio de SDS-PAGE y se visualizó la banda esperada en un peso de 

30kDa como se muestra en la figura 14. 

 

 

 

 

Figura 13 Purificación por reina IMAC.SDS-PAGE 12%. Carril 1: 
marcador de peso molecular, 2 y 3: control (-) E. coli BL21(DE3) sin 

inducir, 4-7: PelB-SmbP-IFNB1 inducida, 8-11: CusF3H+-IFNB1 
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6.4.3 Expresión a escala de 1 L, en medio de cultivo LB adicionado con 

Kanamicina 

Al observar la presencia de la banda en las fracciones analizadas tanto de la lisis 

celular y del choque osmótico, se optó por llevar el proceso a una escala de 1 L, en el cual 

solo se expresó la construcción de pET30a|SmbP-PelB|IFNB1. Se preparó 1 L de medio 

de cultivo LB y se vacío en matraces bafleados, cada uno con 125 mL adicionados con 

Kanamicina (30 g/ml), estos fueron inoculados con el 1% de su volumen. Se realizo la 

incubación y posteriormente se obtuvieron los sedimentos celulares para proceder con la 

extracción de la proteína recombinante, para llevar a cabo el choque osmótico se tomó en 

cuenta la cantidad de masa celular que se obtuvo ya que las condiciones para poder realizar 

el procedimiento son dependiente de la masa que se haya obtenido, por lo cual se tomó en 

cuenta el peso húmedo de los mismo así como el peso de los tubo en los que se 

encontraban para poder obtener el peso exacto que se obtuvo a partir de 1 L de cultivo. 

Posteriormente se realizó una diálisis para poder solubilizar la muestra y así realizar la 

Figura 14 Lisis de expresión a escala en 200 mL. SDS-PAGE 12%. 
Carril 1: marcador de peso molecular, 2: Muestra sin purificar, 3: 

fracción no unida, 4-8: fracciones de elusión. 
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purificación por el ÄKTA Prime Plus utilizando cromatografía IMAC. Posterior a la 

purificación se analizaron las fracciones eluidas, sin embargo, la expresión fue muy baja, 

observándose en las bandas correspondientes a la proteína recombinante, PelB-SmbP. 

Figura 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.4 Expresión a escala 4L, en medio de cultivo TB adicionado con 

Kanamicina 

Se realizo el método para la expresión de la proteína y se llevó a cabo un lisado 

celular, recolectando la fracción soluble del mismo, esta fracción se purifico por 

cromatografía IMAC utilizando el FPLC ÄKTA Prime Plus, se realizaron lavados y para 

la elusión se utilizó una solución de lavado con imidazol a una concentración de 200 mM.  

Figura 15 Purificación de la fracción soluble del lisado en 1L. SDS-PAGE al 
12%. Carril 1: marcador peso molecular, Carril 2 muestra son purificar, Carril 
3: Fracción no unida, Carril 4 y 5: Lavados con imidazol al 5 y 10 mM, Carril 
del 6 al 15: Fracciones eluidas 
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Posteriormente las fracciones en las cuales se encontraba la proteína fueron 

analizadas por medio de SDS-PAGE. Mostrando resultados positivos, ya que se encontró 

una banda con el peso esperado de la quimera: 30 kDa. Figura 16 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 Purificación de la fracción soluble del lisado en 4L. SDS-PAGE al 12%. 
Carril 1: marcador peso molecular, Carril 2 muestra son purificar, Carril 3: 
Fracción no unida, Carril 4: Lavados con imidazol al 10 mM, Carril del 5 al 15: 
Fracciones eluidas con imidazol 
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Figura 17 Cromatograma de la purificación por cromatografía IMAC de Pelb-SmbP-IFNB1 
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Siguiendo el mismo procedimiento ya descrita con anterioridad, de nuevo se realizó 

la expresión del interferón- en 4 L de medio de cultivo TB, al término de la expresión se 

recolecto el sedimento celular y se realizó una lisis utilizando las soluciones 

amortiguadoras a un pH de 8.5 posteriormente se realizó la purificación por resina la cual 

se mantuvo en contacto con la muestra lisada durante 16 h, posteriormente se siguieron 

los pasos para lavar y colectar las fracciones eluidas y se tomó el sobrenadante o la 

fracción no unida a la resina, esta fracción fue desgasificada para de nuevo someterse a 

una segunda purificación pero ahora por cromatografía IMAC utilizando el FPLC ÄKTA 

Prime Plus, se realizaron los lavados y la elución, las fracciones eluidas fueron analizadas 

mediante SDS-PAGE, en el cual se puede observar una banda que corresponde al peso 

molecular de la proteína quimera la cual se presenta en ~30kDa Figura 18, además se 

puede apreciar que la banda muestra una cantidad menor de proteínas contaminantes si 

aplicamos el paso de purificación en resina comparada con la fig 15 en la cual solo se 

realizó una purificación.  

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 18 Segunda purificación por IMAC del lisado de 4L. SDS-PAGE al 12%. 
Carril 1: marcador peso molecular, Carril 2 muestra son purificar, Carril 3: 

Fracción no unida, Carril 4: Lavados con imidazol al 10 mM, Carril del 5 al 12: 
Fracciones eluidas con imidazol al 200 mM, Carri 13Fracción eluida con 300 mM 

de imidazol 
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CAPITULO 7 

DISCUSIÓN 

En este trabajo se realizó la síntesis del interferón- recombinante, utilizando proteínas de 

fusión con el fin de facilitar la purificación y obtener un producto con mayor solubilidad. 

Con la finalidad de poder utilizar este sistema de expresión en Escherichia coli para la 

síntesis de diferentes proteínas recombinantes, principalmente biofármacos, los cuales son 

muy costosos de realizar, además los procesos para su purificación requieren de múltiples 

etapas, las cuales elevan aún más sus costos.  

Para la construcción de los vectores fue necesario la síntesis del gen que codifica para el 

interferón-, para lo cual fue necesario realizar unas modificaciones en la secuencia como 

se menciona en el apartado de resultados, ya que si la secuencia se mantiene tal cual como 

codifica para una célula eucariota, al momento de sintetizarse en una procariota es decir 

en E. coli, esta pierde su actividad, debido a la formación de enlaces disulfuro que la 

bacteria no puede llevar a cabo. Sin embargo, con las modificaciones sufridas (deleción 

de la Met inicial, cambio de aminoácido Cis-17 por Ser) y además la inserción de la 

proteína de fusión (PelB-SmbP), esta fue posible sintetizarse y expresarse en la bacteria, 

además permite que la proteína traducida en su estructura primaria sea capaz de viajar al 

periplasma a través de la ruta de transporte dependiente de Sec. El péptido señal de escinde 

y la proteína recombinante se pliega en el periplasma con la ayuda de chaperonas, 
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favoreciendo la formación de enlaces disulfuro que requiere para su funcionalidad. Ya que 

el periplasma mantiene un ambiente oxidado el cual permite que se realice la formación 

de dichos enlaces. [11] [12] 

La Met inicial de la secuencia del interferón- fue eliminada ya que, al momento de 

sintetizar la quimera, la proteína de fusión proveerá una solo proteína.  

Las expresiones piloto fueron llevadas a cabo a un volumen de 25 mL las cuales al 

principio se tomaron las condiciones que ya se encontraban establecidas en el laboratorio, 

las cuales consistían llegar a una D.O de 0.4 posteriormente la inducción con IPTG al 0.1 

mM a una temperatura de 25 °C, ya que se ha comprobado que las temperaturas bajas 

ayudan a disminuir la formación de cuerpos de inclusión además como su metabolismo se 

ve reducido, la cinética del plegamiento de las proteínas se puede ver beneficiado. [23]. 

Sin embargo, no se observaron resultados, a pesar de que las temperaturas bajas son las 

que elevan o ayudan a la expresión de proteínas recombinantes, se debe resaltar que no 

funciona de la misma manera para todas, ya que cada una presenta características 

diferentes, por lo cual requieren de condiciones distintas. Encontrando que la temperatura 

no es solo la que puede variar, si no también el medio de cultivo, la D.O a la que se trabaja 

para iniciar la expresión, el tiempo al cual se deja induciendo la proteína y la concentración 

del inductor (IPTG). [18] Sin embargo, en la literatura consultada no se encontró una 

condición establecida, por lo cual se trabajó realizando un pequeño diseño de 

experimentos para encontrar las mejores condiciones de síntesis y expresión. 

Mostrando los mejores resultados a temperaturas altas y tiempos de expresión cortos 

(37°C y 4 hr.) [24] 
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Para poder extraer la proteína del espacio periplásmico se probaron dos metodologías: el 

choque osmótico y la lisis celular. El choque osmótico es el método más recomendado, ya 

que al solo crear poros en la membrana, evita la contaminación con desechos celulares y 

otras proteínas que puedan encontrarse en el citoplasma, sin embargo, se decidió optar por 

la lisis, ya que, al momento de obtener la fracción hipotónica del choque, se mostraba muy 

denso, lo cual no permitía la purificación por IMAC, cabe mencionar que al momento de 

realizar choque osmótico no todas las células sufren el daño hacia su membrana, por lo 

cual la cantidad de proteínas que se extraen es menor. [21] 

Uno de los problemas más comunes que se presentan en la producción de proteínas 

recombinantes, es la solubilidad. Al utilizar una proteína de fusión, en este caso PelB-

SmbP pudimos observar que esta característica se mejoró, como se visualiza en la figura 

10, la proteína se encuentra en su gran mayoría o en su totalidad de manera soluble. Esto 

es un gran paso ya que si deseamos escalar el proceso podemos evitar una etapa en la que 

se tenga que replegar la proteína, ya que la producción del interferón- en células 

procariotas conlleva la máxima expresión de la proteína de manera insoluble, por lo que 

en su mayoría son cuerpos de inclusión, que estos representan proteína inactiva .[23]Por 

lo cual podemos asumir que el aumento de solubilidad y expresión fue gracias a la proteína 

de fusión.  

 

En investigaciones anteriores la purificación de esta proteína recombinante se ha realizado 

a través de cromatografía de afinidad a iones metálicos (IMAC) utilizando un His-Tag, 

por otra parte, la cantidad obtenida de proteína se debe de someter a un proceso de 

replegamiento para mantener su forma activa. Este proyecto tiene como finalidad crear un 
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sistema de expresión que permita facilitar la purificación de las proteínas recombinantes, 

sin embargo, en los experimentos que se realizaron se presentaron dificultades para poder 

llevar a cabo una purificación exitosa. No obstante, como resultados de esta investigación 

se ha logrado mejorar la producción y solubilidad del interferón- recombinante, y 

finalmente se ha logrado disminuir la formación de cuerpos de inclusión. 
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CAPITULO 8 

CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos se clono y se transformó en Escherichia coli la 

secuencia sintetizada del IFNB1, el cual codifica para el interferón-así mismo se logró 

su expresión en el periplasma de la bacteria. 

Las condiciones ideales para la expresión del interferón-b son: inducción con IPTG a 

una concentración de 1 mM al llegar a un D.O de 1, temperatura de 37 °C a 200 rpm 

durante 4 horas. 

Durante la purificación se observa que se retiene la proteína tanto en la resina como en 

la columna ambas cargadas con Ni+2, sin embargo, se debe seguir trabajando en esta 

etapa probando diferentes condiciones, para lograr aumentar la pureza de nuestra 

proteína. 
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CAPITULO 9 

PRESPECTIVAS 

El presente trabajo de investigación forma parte de una línea de investigación que 

continua en desarrollo, cabe recalcar que PelB-SmbP ha mostrado resultados positivos 

para la expresión de proteínas recombinantes y exportación de estas mismas hacia el 

periplasma, proporcionando una gran ventaja sobre la producción de biofármacos en 

células eucariotas, ya que se podrán realizar modificaciones post-traduccionales como la 

formación de enlaces disulfuro.  

La purificación fue la etapa en la que se presentaron problemas, por lo cual este 

trabajo nos permite seguir creando diversas estrategias las cuales nos permitan aumentar 

el grado de pureza de nuestra proteína de interés, como lo son: 

• Expresar la proteína recombinante (PelB-SmbP-IFNB1) en una célula que permita 

la formación de enlaces disulfuro en el citoplasma 

• Estandarizar el proceso de purificación, probando así diferentes métodos tales 

como la precipitación a pH ácidos para poder elevar el grado de pureza de nuestra 

proteína de interés 
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CAPITULO 10 

SEGURIDAD EN EL TRABAJO DE DISPICIÓN DE RESIUOS 

La disposición de residuos que se generaron durante el presente trabajo fueron 

realizados de acuerdo a lo establecido en el Programa de Gestión para el Manejo Integral 

de los Residuos Generados en la Facultad de Ciencias Químicas de la UANL. 
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