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RESUMEN 

 

 En los últimos años se ha observado un incremento en el número de casos de 

infecciones por alguno de los 4 serotipos del virus del Dengue, provocando cuadros 

clínicos que van desde fiebre autolimitada hasta fiebre con hemorragias, y en los casos 

más graves se presentan choques hipovolémicos. Esto ocurre en distintas partes del 

mundo, principalmente aquellas regiones de las zonas tropicales y subtropicales donde 

se desarrolla el principal vector del virus: el mosquito Aedes. En México se presentan 

un gran número de infecciones, donde el serotipo 2 tiene una alta prevalencia y ha sido 

asociado con los cuadros clínicos más graves. Una de las estrategias para combatir este 

problema es el obtener péptidos virales, que tras ser evaluados en su capacidad de 

promover una respuesta inmune protectora, puedan ser utilizados para crear defensas en 

el organismo contra el virus. Por lo tanto, en este trabajo se planteó realizar la 

producción recombinante de la proteína estructural M del virus del Dengue. Objetivo. 

Clonar y expresar la proteína recombinante del gen M del virus del Dengue serotipo 2 

en Escherichia coli. Métodos. Se utilizaron programas de bioinformática para el diseño 

de oligonucleótidos, así como herramientas de ingeniería genética para la clonación del 

gen, la expresión de la proteína recombinante en el sistema procariote, y su detección 

por Western Blot.  Resultados. El producto amplificado del gen M fue clonado en 

pGEMT Easy Vector, subclonado en el vector de expresión pET22b(+) y 

posteriormente fue secuenciado. Se realizó la inducción de la expresión de la proteína 

recombinante en Escherichia coli BL21 DE3, y se detectó su presencia mediante 

análisis en SDS-PAGE y Western Blot. Conclusión. La cepa Escherichia coli BL21 

DE3 fue capaz de expresar la proteína recombinante del gen M del virus del Dengue 

serotipo 2 bajo el promotor de T7lac. 
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ABSTRACT 

 

 In recent years it has been observed an increasing in the number of infections by 

some of the four serotypes of the Dengue virus, causing clinical syndromes ranging 

from an undifferentiated fever to a fever with hemorrhages, and in the most severe cases 

hypovolemic shock may appears. Millions of cases of Dengue infection occur 

worldwide each year, most often in urban areas of tropical and subtropical regions 

because they harbor the particular types of mosquitoes that transmit it (Aedes mosquito). 

In Mexico the number of infections has raised, serotype 2 has the highest prevalence 

and it has been associated to the most severe clinical syndromes. One of the strategies to 

fight this problem is to isolate viral peptides, which after being evaluated by their 

capacity to promote an immune response, these can be used to induce defenses in the 

organism against the virus. Therefore, in this study we are focus to produce the 

recombinant structural protein M of the Dengue virus. Aims: Cloning and expression of 

the recombinant structural protein M of the Dengue virus serotype 2 in Escherichia coli.  

Methods: Bioinformatics programs were used to design oligonucleotides, as well as 

genetic engineering tools to cloning the M gene, expression of the recombinant protein 

in the prokaryotic system, and its detection by Western Blot assays. Results: The 

amplified product of the M gene was cloned in the pGEMT Easy Vector, subcloned in 

the pET22b (+) expression vector and thereafter, it was sequenced. The induction of the 

expression of the recombinant protein was in Escherichia coli BL21 DE3, and detected 

by SDS-PAGE and Western Blot analysis. Conclusions: The Escherichia coli BL21 

DE3 was able to express the recombinant protein of the M gene of the Dengue virus 

serotype 2 under the promoter of T7lac.  
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

 

La fiebre por dengue es ocasionada por la infección con alguno de los cuatro 

serotipos del virus del Dengue, perteneciente a la familia Flaviviridae. Las partículas 

virales poseen una nucleocápside icosaédrica formada por la proteína C, en el interior 

se encuentra el genoma viral constituido por ARN monocatenario positivo. La 

nucleocápside se encuentra envuelta por una membrana bilipídica, y en la membrana se 

encuentran las proteínas E y M para su unión a receptores celulares.  

El virus se transmite al ser humano a través de la picadura de los mosquitos del 

género Aedes, donde el mosquito Aedes aegypti ha sido detectado como el principal 

vector. Las manifestaciones clínicas de la infección varían desde ser asintomática y/ó 

un cuadro febril autolimitado denominado fiebre por dengue (FD), hasta un cuadro 

clínico de fiebre acompañada con desórdenes coagulatorios, denominado como fiebre 

hemorrágica por dengue (FHD), y en los casos más severos se presenta un síndrome de 

choque hipovolémico (SCH). Los individuos reinfectados con un serotipo diferente 

presentan una mayor probabilidad de desarrollo de FHD/SCH y una de las teorías para 

explicar estas complicaciones es que los anticuerpos formados para el primer serotipo 

reaccionan de manera no neutralizante con el nuevo serotipo, provocando que 

favorezca la entrada al macrófago a través del receptor Fc, como consecuencia, un 

mayor número de células son infectadas y hay una mayor liberación de citocinas y 

quimiocinas que incrementan la permeabilidad vascular en células endoteliales 

provocando un choque hipovolémico. No obstante, se presentan incógnitas sobre el 

desarrollo de FHD/SCH en casos de infección primaria, por lo que se hipotetiza que 

factores como la virulencia del serotipo o predisposición genética a serotipos pueden 

influir en el desarrollo de la patogénesis. En estudios con diversos inmunizantes se 

demuestra que la inducción de anticuerpos neutralizantes contra un serotipo es capaz de 

proveer protección de por vida contra dicho serotipo, y que estos anticuerpos no 

predisponen a la amplificación de la enfermedad.  

En este trabajo se obtuvo la proteína transmembranal M del virus del Dengue 

serotipo 2 por medio de técnicas de ADN recombinante, la cual podrá utilizarse en 

estudios posteriores para realizar una evaluación inmunológica y determinar una 

posible alternativa en el desarrollo de una vacuna.  
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES 

 

2.1 Agente etiológico. 

El virus del Dengue pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, y 

ha sido categorizado en el grupo de los Arbovirus debido a su transmisión por  

artrópodos vectores. La familia Flaviviridae se conforma por virus con ARN 

monocatenario de polaridad positiva por genoma viral, los cuales son capaces de 

multiplicarse en células de vertebrados y de algunos artrópodos. Esta familia se 

compone de 3 géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus (Chambers, et al., 1990). 

 

En el género Flavivirus se incluyen alrededor de 70 virus y la mayoría son 

transmitidos al humano por artrópodos hematófagos (mosquitos o garrapatas). Mas del 

50 % de estos virus han sido asociados a algunos padecimientos en humanos, donde los 

virus más importantes son: el del Dengue (DEN), Fiebre Amarilla (YF), Encefalitis 

Japonesa (JE), y el de la Encefalitis transmitido por garrapatas (TBE) (Monath and 

Heinz, 1996). 

 

La estructura del virus del Dengue (Fig. 1) consiste en una nucleocápside 

icosaédrica de 50 nm de diámetro envuelta que contiene una cadena de ARN por 

genoma viral. La nucleocápside, constituida por la proteína C, se encuentra envuelta por 

una membrana bilipídica procedente de la célula hospedera, en la cual hay alrededor de 

180 copias de las proteínas E (envoltura) y M (membranal) para su unión a receptores 

celulares. El virus del Dengue está constituido por 4 serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 

ó DEN-4), los cuales presentan reacciones cruzadas entre ellos en las pruebas 

serológicas, sin embargo, se ha demostrado que los anticuerpos producidos contra un 

serotipo poseen una sensibilidad mayor contra ese serotipo y menor contra el resto (Shu, 

et al., 2004). Dentro de cada serotipo se presentan variantes genéticas: los genotipos y 

topotipos, los cuales se utilizan como herramientas para la asociación de niveles de 

virulencia y la procedencia topográfica de la cepa (Rico-Hesse, 1990; Rice, 1996). 
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2.1.1 Organización genómica. 

 

El genoma viral (Fig. 2) está conformado de ARN monocatenario de polaridad 

positiva de un tamaño aproximado de 10.6 kb. La cadena presenta un “cap” en su 

extremo 5’, pero carece de poliadenilación en el extremo 3´, y en ambos extremos hay 

regiones no traducibles (UTR) involucradas en la traducción y síntesis del ARN 

genómico. Tiene un solo marco de lectura abierto (ORF), el cual codifica para una 

poliproteína de ~3 000 aa, que al ser catalizada por proteasas virales y celulares, genera 

3 proteínas estructurales (C, prM y E) y 7 proteínas no estructurales (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, y NS5) (Del Ángel, 2006; Whitehead, et al., 2007).  

 

Figura 1.- Estructura del virus del Dengue. (Cabezas, et al., 2005) 

 

 

Figura 2.- Organización del genoma del Virus del Dengue. (Whitehead, et al., 2007) 

 

2.1.2 Ciclo viral.  

El ingreso del virus a la célula (Fig. 3) es por endocitosis mediada por 

receptores, donde la proteína E es la principal molécula de interacción con los 

receptores celulares DC-SIGN y CD-14 (Wu, et al., 2000; Navarro, et al., 2003)  

indicando que se presenta un mayor tropismo hacia los monocitos/macrófagos. Sin 

embargo, se han presentado reportes de interacción con receptores del tipo 

glicosaminoglicanos los cuales se encuentran presentes en una gran diversidad celular 
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(Hilgard, et al., 2000). El endosoma formado tras la entrada viral es acidificado por 

acciones enzimáticas provocando la fusión de la membrana viral con la celular y la 

liberación del genoma viral en el citoplasma, donde la cadena de ARN es traducida en 

una poliproteína, la cual es transportada y procesada por proteasas virales y celulares en 

el retículo endoplasmático. La replicación del genoma ocurre entre las membranas 

intracelulares y éste es ensamblado con las proteínas estructurales en el retículo 

endoplasmático formando partículas virales inmaduras que después son transportadas 

por medio del aparato de Golgi, momento en el cual sufren un cambio en la 

conformación estructural de las proteínas membranales (cambio de preM a M) por la 

acción de la proteasa furina convirtiéndose así en partículas virales maduras. 

Finalmente, la partícula viral es liberada de la célula por exocitosis (Mukhopadhyay, et 

al., 2005; Del Ángel, 2006). 

  

Se especula que tras la inoculación del virus por la picadura del mosquito, éste 

se replica en las células dendríticas locales, y posteriormente en los macrófagos y 

linfocitos en circulación sistémica. Los niveles de viremia rondan alrededor de 105 – 106 

unidades infecciosas/mL, aunque se ha reportado que en los casos de FHD pueden 

aumentar de 10 hasta 100 veces, y estos altos niveles de viremia pueden promover la 

infección en otras áreas del organismo, lo cual podría explicar la presencia de 

hepatocitos infectados (Chen, et al., 1997; Whitehead, et al., 2007). 

 

Figura 3.- Ciclo del virus del Dengue. (Mukhopadhyay, et al., 2005) 
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2.1.3 Transmisión del virus del Dengue. 

Se ha identificado al mosquito Aedes aegypti como el principal vector de los 

cuatro serotipos del virus del Dengue en América, pero también se ha detectado en 

otras especies del mosquito Aedes, por ejemplo: A. albopictus, A. albifasciatus, A. 

mediovittatus, A. polinesiesis, A. scutellaris y A. niveus. (Gubler, 1998). Las 

condiciones climáticas y geográficas para la sobrevivencia de los mosquitos son las 

regiones tropicales y subtropicales adyacentes a las zona Ecuatorial, lo cual engloba a 

mas de 100 países afectados (OMS, 2002). 

 

El virus del Dengue se multiplica principalmente en el epitelio intestinal, 

esófago y glándulas salivales del mosquito, el cual permanece infectado y asintomático 

durante toda su vida. Después de 7 días de incubación, el mosquito es capaz de  infectar 

al hombre por picadura, donde la hembra es el principal transmisor epidémico, ya que 

ésta se alimenta con mayor frecuencia debido a la necesidad calórica requerida durante 

la gestación (Gubler and Clark, 1994, 1995). En estudios recientes, se ha determinado 

que la resistencia del mosquito a la infección con el virus se debe a la presencia de la 

bacteria endosimbiótica Wolbachia que inhibe la replicación y diseminación acelerada 

del virus, cuyos mecanismos aún no han sido elucidados (Bian, et al., 2010). Debido a 

los altos niveles de viremia desarrollados en los humanos infectados,  no es necesario 

un ciclo enzoótico para el mantenimiento de la transmisión epidémica del virus en el 

humano. En África se presenta un ciclo selvático de transmisión entre los primates y los 

mosquitos, pero se cree que la contribución de este ciclo a la transmisión epidémica 

urbana es mínima (Fig. 4) (Whitehead, et al., 2007). 

 

Figura 4.- Ciclo de transmisión del virus del Dengue. (Whitehead, et al., 2007) 
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En estudios con poblaciones sin intercambios migratorios, se observó que los 

genotipos del virus se mantenían en su zona; mientras que en las poblaciones con 

intercambios migratorios, se detectaron los distintos genotipos de las poblaciones 

partícipes en las migraciones; por lo tanto, la diseminación del virus del Dengue esta 

dada por el ser humano y no por los mosquitos Aedes, además se ha determinado que 

las distancias de vuelo de éstos son de 100 hasta 1 000 mts. (Harrington, et al. 2005).  

 

2.2 Epidemiología. 

Las primeras epidemias de fiebre por Dengue reportadas fueron en el año de 

1780 en Asia, África y Norteamérica, y los periodos epidémicos se presentaban cada 3-

5 años, lo cual indica que tanto la presencia del virus y del mosquito transmisor han 

tenido una distribución amplia en los trópicos por más de 200 años. (Gubler 1989) 

 

En 1952, la PAHO organizó campañas para la erradicación del mosquito 

transmisor del virus del Dengue, y como resultado se obtuvo la disminución de las 

epidemias excepto por algunas islas del Mar Caribe. En 1970, se interrumpió el 

programa y gradualmente los países se reinfestaron con mosquitos Aedes, 

principalmente el Aedes aegypti, y para el año de 1995 había una distribución 

geográfica de los mosquitos vectores similar a la presentada antes de inicio de la 

campaña, así como el incremento de casos de fiebre por dengue en estas zonas (Fig. 5). 

 

Las principales causas de esta reinfestación son: la inexistencia actual de un 

programa de control del mosquito vector, el desequilibrio en los sistemas de manejo de 

aguas residuales provocado por el crecimiento acelerado de la población, y el 

incremento de movimientos migratorios entre poblaciones favoreciendo el transporte de 

los serotipos. (Gubler y Clark, 1995) 
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Figura 5.- Distribución de Aedes aegypti en América en los años 1970 y 1995.  
(Gubler y Clark, 1995) 

 

En los últimos años el número de casos de infección por el virus del Dengue ha 

aumentado de manera extraordinaria. Alrededor de 2.5 mil millones de personas 

(correspondiente a dos quintos de la población mundial) radican en los 100 países 

endémicos (Fig. 6), por lo tanto, se incrementa el riesgo de contraer la enfermedad 

mientras que antes de 1970 sólo nueve países presentaban este riesgo. La OMS calcula 

que cada año puede haber 50 millones de casos de fiebre por Dengue, y se calcula que 

anualmente se producen unas 500 000 hospitalizaciones con una tasa de mortalidad de 

2.5%. Conforme la enfermedad se distribuye ampliamente a distintas zonas no solo se 

aumenta el número de casos, sino que se producen brotes explosivos; como en el año 

2007, donde Venezuela notificó más de 80 000 casos, entre ellos más de 6 000 de FHD, 

y en general en las Américas se registraron más de 890 000 casos, de los cuales 26 000 

eran de FHD. (OMS, 2010) 

La infección por cualquier serotipo del virus del Dengue es capaz de inducir la FD en 

infecciones primarias, y FHD/SCH en caso de infecciones secundarias. En estudios 

retrospectivos, el DEN-2 ha sido asociado a los cuadros clínicos más severos de 

FHD/SCH tanto en casos de infecciones secundarias como primarias, habiendo reportes 

de epidemias de proporciones considerables en Cuba y otros países; mientras que otros 

reportes parecen indicar de una susceptibilidad de la población a un serotipo, ya que de 

igual manera se detectaron cuadros clínicos más severos asociadas a la infección por 

DEN-3 en epidemias ocurridas en Nicaragua y Panamá. (CDC, 2008) 
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Figura 6.- Distribución de países o áreas en riesgo de transmisión del Dengue. 

(OMS, 2008) 

 

 

2.2.1 Epidemiología en México. 

El Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Control de Enfermedades 

(CENAVECE), se encarga de señalar la distribución de los serotipos del virus del 

Dengue en distintos estados de la República Mexicana, donde la presencia de varios 

serotipos en una misma área provoca un aumento en la probabilidad de presencia de 

casos de FHD. 

 

En el período de 1995-2002, se ha reportado una alta prevalencia de los 

serotipos DEN-2 y DEN-3, donde el DEN-2 se ha asociado con los casos clínicos de 

mayor severidad, mientras que en el transcurso del período de 2005-2007 se ha 

observado variaciones en los porcentajes de los serotipos identificados, donde el DEN-

2 predominó en el año 2005, el DEN-1 y DEN-3 durante el año 2006 y el DEN-1 

durante el año 2007  

 

En el período de 2004-2009 se observó un incremento en el número de casos de 

FD y FHD (Tabla 1), y la mayoría de éstos se presentaron entre los meses de 

septiembre a noviembre que corresponden a la temporada de lluvias favoreciendo así la 

multiplicación del mosquito vector. (Secretaria de Salud, 2009). 
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Tabla 1.- Cierres anuales de casos confirmados de infección por virus del Dengue 
en México 2004-2009.  

 2004 2005 2006 2007 2008 2009 

Fiebre por Dengue 6 243 16 862 17 487 42 936 27 964 47 972 

Fiebre Hemorrágica 
por Dengue 

1 959 4 255 4 418 9 433 7 560 10 562 

(CENAVECE, 2010). 

 

2.3 Cuadro clínico de la enfermedad. 

La infección por alguno de los serotipos del virus del Dengue puede cursar desde 

ser asintomática hasta fiebre con episodios de hemorragias, y en algunos casos hasta 

presentar trastornos hipovolémicos del sistema vascular.  

 

Tras la infección por la picadura del mosquito, el virus es incubado por 3 días 

antes de iniciar la patogénesis. En la mayoría de los casos de FD, los signos y síntomas 

se caracterizan por una fiebre repentina con dolor de cabeza, retro-orbital y abdominal, 

falta de apetito, náuseas, prurito en tórax, superficie plantar y palmar, mialgias y 

artralgias, razón por la cual se le conoce como la fiebre “quebranta-huesos”, y en 

análisis clínicos se ha reportado cuadros de leucopenia y trombocitopenia durante la 

infección. Estas manifestaciones se pueden presentar en la población en general pero se 

ha observado que afecta principalmente a jóvenes. 

 

Los casos de FHD se caracterizan por iniciar con signos y síntomas similares a 

FD, pero durante la disminución de la fiebre se presentan de manera inmediata 

episodios graves de leucopenia y trombocitopenia (<100,000 plaquetas/mm3), 

manifestaciones hemorrágicas como lo es la fragilidad capilar, aparición de petequias, 

sangrado gastrointestinal y en mucosas; además puede presentarse un incremento de 

permeabilidad vascular con derrame de fluido intravascular en los espacios 

intersticiales, provocando así los trastornos hipovolémicos. En algunos casos se han 

reportado hepatomegalias y problemas neurológicos (Patey, et al., 2003) donde las 

causas aún no han sido elucidadas por completo. (Halstead, et al., 1973; Lei, et al., 

2001; Whitehead, et al., 2007; Limonta, et al., 2010) 
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Para el diagnóstico de la severidad de FHD/SCH, la OMS estableció 4 grados de 

la enfermedad: el grado I es el caso menos severo, el cual se caracteriza por presentar  

aparición de petequias, aumento de permeabilidad vascular, y trombocitopenia; en el 

grado II se presenta un aumento en el hematocrito y trastornos hemorrágicos; en el 

grado III se presenta hipovolemia, hipotensión y pulso débil; y en el grado IV se 

manifiestan casos de choques hipovolémicos profundos, coagulopatías diseminadas y 

sangrados severos. Los casos de FHD/SCH se presentan en mayor proporción en niños 

menores de 15 años en zonas endémicas con los cuatro serotipos (OMS, 2010).  

 

En infecciones secundarias se ha observado que los individuos reinfectados con 

un serotipo diferente al primero presentan cuadros clínicos característicos de FHD/SCH, 

por lo cual han surgido algunas hipótesis para explicar el desarrollo de esta patogénesis, 

y una de estas es la Amplificación Dependiente de Anticuerpos (ADA) que sugiere que 

la presencia de anticuerpos contra el primer serotipo da reacción cruzada con el nuevo 

serotipo infectante, los cuales son incapaces de neutralizarlo y además les confiere un 

mayor flujo de entrada a los macrófagos a través del receptor Fc en donde se replican y 

promueven una estimulación en la producción de citocinas (principalmente IFN, TNF-α, 

IL-2), las cuales alcanzan concentraciones elevadas en sangre periférica provocando así 

los trastornos en la homeostasis vascular. En un estudio retrospectivo se observó el 

papel de los niveles de anticuerpos en el desarrollo de FHD, en el que infantes 

alimentados con leche materna de madres que presentaban anticuerpos específicos para 

DEN-2 desarrollaron solamente FD después de haber sido infectados por el mismo 

serotipo; mientras que en el grupo de infantes que habían dejado de recibir los 

anticuerpos maternos habían desarrollado FHD, calculándose que la ventana de este 

riesgo consistía en los primeros 2 meses de haber dejado recibir dichos anticuerpos, por 

lo tanto, este estudio sugiere que los anticuerpos de la leche materna inicialmente 

protegen al infante contra la infección por DEN-2 pero cuando éstos se degradan y 

bajan a niveles no protectores pueden predisponer al desarrollo de FHD en el infante. 

(Kliks, et al., 1988). Por otro lado, no todos los casos de FHD/SCH son reinfecciones, 

sino también se ha presentado en infecciones primarias, por lo que se piensa que 

factores como la virulencia del serotipo o predisposición genética de la población 

puedan influir en el desarrollo de la patogénesis.  (Kliks, et al., 1989; Lei, et al., 2001; 

Whitehead, et al., 2007).  
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Un factor que ha sido asociado a beneficiar el desarrollo de la patogénesis, es la 

citocina MIF; donde los pacientes que fallecieron por FHD presentaban niveles séricos 

altos mientras que los pacientes sobrevivientes a FD y FDH presentaban niveles 

inferiores a 50 ng/mL, sugiriendo que el MIF podría ser utilizado como un agente 

predictor en el desarrollo de la enfermedad. (Chen, et al., 2006). Además, se ha 

observado que los ratones Balb/c deletados para el gen del MIF presentan un índice de 

letalidad y viremia menor en comparación con la cepa “wild type” ante una infección 

por el virus del Dengue. (Assuncao-Miranda, et al., 2010) 

 

En pacientes con casos graves de FHD/SCH se ha detectado la presencia de 

apoptosis en leucocitos y células endoteliales de pulmón, intestino, y cerebro; lo cual 

podría explicar las extravasaciones de plasma, hemorragias e isquemias observadas en 

algunos pacientes. Además, los macrófagos infectados son estimulados para la 

producción de TNF-α, lo cual a su vez aumenta la producción de RNS y ROS en las 

células endoteliales infectadas provocando la muerte celular en endotelios y un cambio 

de la permeabilidad vascular  (Cardier, et al., 2006; Wu-Hsieh, et al., 2009; Limonta, et 

al., 2010). 

 

2.4 Métodos de detección de infección por virus del Dengue. 

 En la actualidad, los métodos usados por la mayoría de los laboratorios para la 

detección de infección por el virus del Dengue son: el aislamiento, cultivo y detección 

del virus por pruebas serológicas, la detección del genoma viral por medio de RT-PCR 

y qPCR, y la detección de anticuerpos IgG e IgM específicos para el virus (Del Pilar, 

2000; Shu y Huang, 2004). El método de aislamiento y cultivo del virus ha sido 

desplazado por los métodos de RT-PCR y de anticuerpos específicos, ya que estos 

últimos son métodos rápidos con resultados que se obtienen en 24 hrs mientras que el 

otro método tarda de 4 - 5 días. El virus puede ser aislado a partir de sangre periférica y 

tejidos linfoides entre los días 3 a 7 cursantes de la infección, mientras que en suero 

debe realizarse antes de los 3 días de infección ya que su presencia se reduce 

drásticamente (Wang, et al. 2000).  

 

La detección de anticuerpos específicos en suero contra los distintos serotipos  

del virus del Dengue se realiza por medio de la técnica de ELISA, donde las placas son 

recubiertas con las proteínas estructurales E/M ó la proteína no estructural NS1, las 
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cuales no solo han demostrado ser capaces de detectar la infección por el virus, sino que 

es posible serotipificar >80% de los casos de infecciones primarias (IgM) y un >40% en 

infecciones secundarias (IgG), indicando que el uso del método ELISA para la 

detección de infecciones primarias posee potencial para serotipificación del virus (Shu, 

et al., 2004 a,b). 

 

2.5 Desarrollo de inmunidad contra el virus del Dengue. 

Una de las principales metas contra la infección por el virus del Dengue es la 

inducción de niveles protectores de anticuerpos neutralizantes en el organismo. A pesar 

de la hipótesis ADA y su posible participación en el desarrollo de los cuadros clínicos 

más severos, hay suficiente evidencia de que los candidatos a vacunas que provocan una 

fuerte inducción de anticuerpos neutralizantes contra un serotipo proporcionan una 

protección de por vida contra la reinfección por el mismo, y que éstos no contribuyen a 

la amplificación dependiente de anticuerpos de la enfermedad. (Whitehead, et al., 

2007). 

 

Uno de los principales obstáculos en el área de inmunizantes es el limitado 

entendimiento de la patogénesis de la enfermedad por Dengue y la ausencia de un 

modelo animal idóneo, económico, y confiable, donde el mono Rhesus es el más 

aproximado al desarrollo de la enfermedad en el hombre pero éste tiene la desventaja de 

ser costoso. Uno de los modelos planteados es el ratón Balb/c de un mes de edad que 

demostró presentar una sensibilidad a la exposición con el DEN-2, la presencia de éste 

en sangre fue confirmada por RT-PCR al día 2 después de la infección, y en 5 a 6 días 

todos los ratones mostraron cuadros clínicos severos con anorexia y pérdida de peso 

terminando en parálisis lumbar y con una tasa de mortalidad del 100% a los 7 días, 

donde el cambio más impresionante fue el aumento abrupto de TNF-α 24 horas antes de 

la muerte, pero si se les mantenía en tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-

TNF-α se redujo la mortalidad hasta un 40%. Este modelo implica que la activación del 

sistema inmune innato es parcialmente responsable en la mortalidad por la infección con 

el DEN-2. También se ha propuesto como modelo al ratón AG129, el cual es un ratón 

deficiente en la respuesta de IFN, en el cual se observó una mortalidad del 100 % 7 días 

después de la inoculación intraperitoneal con DEN-2 mientras que en los ratones que se 

les administró IFN exógeno se disminuyó drásticamente la mortalidad (40%), 
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evidenciando así el rol protectivo del IFN ante la infección por el virus del Dengue. 

(Sierra, et al., 1999; Peng, et al., 2004) 

 

Hay distintos tipos de candidatos vacunales, donde algunos se basan en el uso 

del virus modificado mientras que otros se basan en el uso de moléculas propias del 

virus para inducir una respuesta inmune específica. Los virus atenuados fueron los 

primeros candidatos vacunales, los cuales fueron obtenidos mediante el pase seriado en 

cerebro de ratón lactante, estos trabajos permitieron demostrar que era posible lograr la 

atenuación del virus y que la administración de dichos virus atenuados en humanos son 

capaces de inducir inmunidad de tipo específica. (Sabin, 1945). 

 

Las vacunas del virus del Dengue inactivado, aunque presentan la 

inconveniencia de tener una pobre replicación en cultivos celulares, no han sido del 

todo descartadas. Se ha desarrollado un candidato vacunal inactivado en células Vero y 

se evaluó la respuesta inmunológica en ratones Balb/c, obteniendo altos títulos de 

anticuerpos neutralizantes contra el serotipo homólogo y una protección parcial 

temporal contra los otros serotipos. (Putnak, et al. 1996). 

 

 Otro candidato de vacuna es el uso de ADN recombinante codificante para las 

proteínas de premembrana y de envoltura del virus del Dengue serotipo 1. La 

inmunización se realizó en monos Rhesus por vía intramuscular e intradérmica con el 

fin de determinar la vía de administración para una obtener una respuesta inmune 

idónea. Los resultados mostraron que los monos inoculados por vía intramuscular 

presentaban una seroconversión más rápida, altos títulos de anticuerpos y una mayor 

reducción en los niveles de viremia al ser retados con el virus (Raviprakash et al., 

2000). 

 

Una de las proteínas recombinantes evaluadas es el dominio III de la proteína E 

de los cuatro serotipos formando una poliproteína tetravalente, la cual fue probada en 

ratones Balb/c y se obtuvo una sobrevivencia del 70% de los retados con el DEN-1, 

DEN-2 y DEN-4, mientras que para el DEN-3 se obtuvo un 18% (Chen, et al., 2007). 

Otro candidato como vacuna tetravalente es la mezcla de los 4 serotipos del virus del 

Dengue atenuados, la cual se utilizó para inmunizar monos Rhesus, los que mostraron 

una protección total contra la viremia al ser retados con el DEN-2, mientras que un 
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80%, 80% y 50% de protección para DEN-1, DEN-3 y DEN-4, respectivamente. (Sun, 

et al., 2006) 

 Ratones inmunizados con virus recombinantes que expresaban la proteína preM 

ó M del DEN-4 mostraron niveles óptimos de protección al ser retados con el virus 

homólogo, mientras con la proteína E del DEN-2 se observó una protección parcial 

contra el virus homologo; por otro lado, en un estudio similar se observó que tanto la 

proteína M como la E del DEN-2 por si solos solo inducían una protección parcial, sin 

embargo, se observó que si eran administradas juntas en forma de una sola poliproteína 

o como dos proteínas independientes se lograba la inducción de altos niveles de 

protección, principalmente en ésta última forma. (Bray y Lai, 1991). Se ha reportado 

que la proteína M, además de dar una protección, puede estar implicada en el proceso de 

apoptosis en las células infectadas (Catteau, et al., 2003), proceso al que se le atribuye 

como la posible causa de las complicaciones desarrolladas durante el cuadro de 

FHD/SCH (Limonta, et al., 2010).  

 

2.6 Aspectos generales de la tecnología recombinante. 

 El desarrollo de la ingeniería genética, específicamente el área de la tecnología 

de ADN recombinante ha revolucionado el campo de la medicina clínica, ya que ha 

impulsado el desarrollo de la preparación de vacunas, pruebas diagnosticas de 

laboratorio con alta especificidad, producción de proteínas sintéticas a gran escala, 

donde esté ultimo caso ha mejorado la obtención de proteínas de interés humano, como 

la insulina y la hormona de crecimiento.  

 

 Los inicios de la manipulación del ADN tomaron lugar a finales de los años 

50´s, donde Arthur Kornberg realizó los primeros intentos para sintetizarlo, y esto 

provocó el descubrimiento de un gran número de enzimas que tenían una actividad 

sobre el ADN. Una de estas enzimas es la ADN polimerasa, aislada a partir de 

Escherichia coli, que demostró la actividad de ensamblar nucleótidos en una cadena de 

ADN sencilla formando así una cadena complementaria. Otra enzima es la ligasa, 

descubierta a través de los mecanismos de reparación del ADN de Escherichia coli 

infectada con el bacteriófago T40, es capaz de unir extremos de cadenas de ADN a 

través de su enlace fosfodiéster dando como resultado una sola molécula de ADN 

integra. Otras de las herramientas descubiertas son las enzimas de restricción, 

descubiertas como el mecanismo de control en bacterias sobre la propagación del ADN 
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de virus invasores, son capaces de reconocer cierto patrón de nucleótidos y cortar en él 

dando como resultado fragmentos de ADN con extremos inapareados, los cuales pueden 

ser después unidos a extremos complementarios de otra cadena por acción de la enzima 

ligasa. Una de las enzimas que impulsó de manera considerable la ingeniería genética 

fue la transcriptasa reversa, descubierta en los retrovirus por su capacidad de copiar su 

ARN a forma de ADN, que abrió paso al convertir el ARN mensajero en ADN para su 

posterior manipulación. Finalmente se desarrolló la técnica de producción en masa del 

ADN mediante su inserción en células eucariotas ó procariotas, las cuales al crecer y 

reproducirse no solo replican al ADN insertado, sino también son capaces de producir la 

proteína codificada por ese ADN, la cual posteriormente es recolectada y purificada del 

medio de cultivo. (Wright, 1986; Ohtsuka, et al., 2009) 

 

2.6.1 Expresión de proteínas heterólogas en Escherichia coli. 

 En la actualidad hay distintos sistemas de expresión de proteínas basados en 

cultivos celulares de mamíferos, insectos, levaduras, bacterias y sistemas libre de 

células, de los cuales el de bacterias ha demostrado ser un método eficiente para la 

producción de proteínas recombinantes debido al bajo costo del material, a la alta 

productividad, y a su uso sencillo y rápido. 

 

 La cepa Escherichia coli es la entidad biológica más utilizada para la 

producción de proteínas recombinantes, donde sus características principales son: 

facilidad de cultivo, un genoma caracterizado por completo, y la amplia gama de 

herramientas moleculares desarrolladas que son compatibles con este sistema.  Algunas 

cepas de Escherichia coli han sido modificadas en su genotipo con el fin de 

incrementar la producción y estabilidad de las proteínas recombinantes expresadas a la 

vez que se reducen los costos necesarios para el proceso (Terpe, 2006). 

 

 Las proteínas heterólogas expresadas pueden localizarse en distintos 

compartimentos celulares como: citoplasma, membrana interna, periplasma, membrana 

externa, y espacio extracelular. Esto es determinado por el péptido señal que contenga y 

en algunos casos el grado de solubilidad de la proteína. Algunos de los problemas que 

se presenta en las proteínas destinadas al perisplasma son la translocación incompleta a 

través de la membrana interna, la degradación proteolítica, y la falta de capacidad de la 

maquinaria de transportación. El péptido señal generalmente se compone de 20 aa 
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hidrofóbicos en el extremo N terminal sirviendo como base de reconocimiento para 

proteínas chaperonas que interaccionan y translocan la proteína recombinante al 

compartimiento celular correspondiente; una vez ahí, la proteína adopta su forma 

madura mediante el plegamiento estructural de la misma y la remoción del péptido 

señal por medio de proteasas propias del área celular (Terpe, 2006; Chou, 2007). 

 

 La mayoría de los vectores de expresión utilizados poseen características como: 

el poseer promotores fuertes con una expresión basal baja (la cual puede ser regulada), 

el ser transferibles a otras cepas de Escherichia coli, y ser inducidos por métodos 

simples y económicos. El promotor T7lac es inducido por la lactosa o su análogo 

sintético el IPTG promoviendo una fuerte inducción en el sistema de ARN polimerasa 

T7, siendo ideal para altos niveles de expresión de las proteínas recombinantes pero 

posee la desventaja de que puede promover la formación de cuerpos de inclusión, y por 

consiguiente, provocar una baja tasa de obtención de proteína recombinante madura; así 

mismo la producción elevada de proteínas tóxicas podría afectar el crecimiento de la 

bacteria hospedera, pero aún así ha sido posible la expresión de éstas. Los vectores de 

expresión basados en el promotor ara, que es inducido por la arabinosa, poseen la 

ventaja de ser un sistema de niveles bajos de expresión que favorece la tolerancia de la 

síntesis de proteínas tóxicas, pero los niveles de expresión suelen ser demasiado 

variables obteniéndose desde  una concentración aceptable de producto (pero no masiva 

a la obtenida con el promotor T7lac) hasta concentraciones no detectables. 

(Hashemzadeh-Bonehi, et al., 1998) 
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CAPÍTULO 3 

HIPÓTESIS 

 

La clonación del gen M en un vector regulado por un promotor constitutivo permite 

inducir la expresión de la proteína M del Virus del Dengue serotipo 2 en un sistema de 

expresión procariote basado en Escherichia coli. 
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CAPÍTULO 4 

OBJETIVO GENERAL. 

 

Clonar y expresar el gen M del virus del Dengue serotipo 2 en el sistema de expresión 

en Escherichia coli. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

. 

• Diseñar los oligonucleótidos específicos para el gen M y el sistema de expresión 

en  procariotas. 

 

• Realizar la construcción del plásmido de expresión pET22b-DEN2M. 

 

• Inducir y detectar la expresión de la proteína recombinante en Escherichia coli 

BL21 DE3.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

20 
 

CAPÍTULO 5 

MÉTODOS 

 

5.1 Diseño de oligonucleótidos para el gen M del virus de Dengue serotipo 2. 

 Para el diseño de los oligonucleótidos se consultó la secuencia del gen M en la 

base de datos VBRC, y se utilizaron las herramientas Primer3 y BLAST  para el diseño 

y especificidad de los mismos.  

 

5.2 Obtención del gen M del virus de Dengue serotipo 2. 

El gen de interés se obtuvo a partir del plásmido p2DEN2 que contiene clonado 

el genoma completo del virus del Dengue serotipo 2. El plásmido fue donado por el Dr. 

Stephen Whitehead, responsable de la Unidad de Enfermedades Infecciosas y 

Reemergentes del NIH. (Anexo 1) 

 

5.3 Amplificación del gen M a partir del plásmido p2DEN2 por PCR.  

La mezcla de reacción y programa de PCR utilizados se muestran en las Tablas 

2 y 3, respectivamente. La temperatura óptima de fusión de los oligonucleótidos se 

determinó mediante un PCR en gradiente en el termociclador PTC-200 Peltier Thermal 

Cycler (MJ Research). 

 

Tabla 2.- Mezcla de reacción para PCR convencional. 

Reactivo Concentración 

final 

Volumen 

empleado 

H2O MQ -- 13 µL 

Buffer PCR 1 x 2.5 µL 

MgCl2  2.5 mM 3 µL 

dNTP´s 0.8 mM 1 µL 

Oligo 5´  20 pmol 0.5 µL 

Oligo 3´  20 pmol 0.5 µL 

ADN -- 4 µL 

Taq10 polimerasa 1 U 0.5 µL 

Volumen final -- 25µL 
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Tabla 3.- Programa de temperaturas y tiempos para PCR convencional. 

Paso Temperatura Tiempo Proceso 

1 94 °C  5 min Separación inicial de doble hélice 

2 92 °C 45 seg  Separación de doble hélice   

3 50-63 °C 45 seg Alineamiento de oligonucleótidos 

4 72 °C 45 seg Elongación de la cadena 

5 Regresar al paso 2 por 30 ciclos. 

6 72 °C 7 min Elongación final 

 

5.4 Electroforesis de ácidos nucleicos en gel de agarosa. 

 Los ácidos nucleicos fueron analizados en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x. 

En el gel se colocaron 5µL de muestra con Buffer de Carga para ADN 6x. La 

electroforesis se realizó a 100 volts por 25 min, después el gel fue teñido en una 

solución de bromuro de etidio (1 µg/mL) y se observó bajo luz UV. 

 

5.5 Cuantificación de ADN y proteínas por espectrofotometría UV.  

La cuantificación de las muestras se realizó en el equipo Nanodrop 

Spectrophotometer (Thermo Scientific). Las longitudes de onda utilizadas son: 260 nm 

para ácidos nucleicos y 280 nm para proteínas.  

 

5.6 Clonación del gen M en pGEMT Easy Vector. 

El producto de PCR se clonó en el plásmido pGEMT Easy Vector (Promega) en 

una relación 1:1 inserto-plásmido (50 ng), en presencia de  buffer de ligación 1x  y 1U 

de T4 ADN Ligasa (Promega), y se incubó a 4 ºC por 16 hrs. La acción enzimática se 

detuvo a 65 ºC por 15 min y se almacenó a -20 °C.  

El cálculo de las concentraciones necesarias para cumplir la relación inserto-plásmido 

se realizó en base a la siguiente fórmula:  

A = [ng Plásmido a utilizar x Tamaño inserto en kb] / Tamaño plásmido en kb 

B = Relación molar entre inserto-plásmido. 

(A x B) = ng necesarios de inserto para la reacción. 
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Figura 7.- Mapa de vector de clonación de productos de PCR: 

 pGEMT Easy Vector 

 

5.7 Preparación de bacterias Escherichia coli calcio competentes. 

Las cepas de Escherichia coli (DH5α y BL21 DE3) se activaron  sembrando 5 µl 

de cultivo primario en 7 mL de caldo LB base y se incubaron a 37°C por 16 hrs.  

 Se inoculó 1 mL del cultivo activado en 30 mL de caldo LB base y se incubó a 

37 °C con 300 rpm hasta conseguir una densidad óptica (D.O.) de 0.5 a 600 nm. Se 

centrifugó a 6 000 rpm por 10 min a 4°C (Centrífuga BeckmanAllegra 64R). La pastilla 

celular se resuspendió en una mezcla de 800 mM de MgCl2 y 200 mM de CaCl2  

(soluciones frías estériles). Se dejó reposar en hielo por 3 min y se centrifugó bajo las 

mismas condiciones, y la pastilla celular se resuspendió en 1 mL de CaCl2 0.1M frío. 

Las bacterias calciocompetentes se dividieron en alícuotas de 80 µl en  glicerol al 25 % 

y se almacenaron a -70 °C.  

 

5.8 Transformación de  Escherichia coli DH5α con pGEMT-DEN2M. 

Una alícuota de Escherichia coli DH5alpha calciocompetente se descongeló en 

hielo por 5 min, se añadieron 5 µL de la reacción de ligación pGEMT-DEN2M y se 

incubó en hielo por 20 min. Después se le realizó el choque térmico en baño de agua a 

42°C por 1 min e inmediatamente se regresó a incubar en hielo por 5 min. Se agregaron 

900 µL de caldo LB base y se incubó a 37 °C con agitación de 500 rpm por 1 h. Se 

plaquearon 200 µL de la transformación en cajas Petri con Agar LB con Ampicilina 
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(100 µg/mL) impregnadas con 600 ng de IPTG (isopropil β-D-tiogalactosido) y 800 ng 

de X-Gal ( 5-Bromo,4-Cloro,3-indolil- β -D-Galactosido), y se incubaron a 37 ºC por 

12-16 hrs.  

 

5.9 Extracción de ADN plasmídico de Escherichia coli por Miniprep. 

Las colonias seleccionadas de la transformación se inocularon en 7 mL de caldo 

LB base con Ampicilina (100µg/mL) y se incubaron a 37°C por 12-16 hrs. Cada cultivo 

se procesó de la siguiente manera: se centrifugó a 8 000 rpm por 10 min, la pastilla 

celular se resuspendió en 200 µL de Solución I por agitación en vortex( S/P Vortex 

mixer), después se añadieron 400 µL de Solución II, se mezcló y se incubó a 

temperatura ambiente por 5 min,  se le añadió 300 µL de Solución III,  se mezcló 

nuevamente por inversión y se incubó en hielo por 20 min. Se centrifugó a 14 000 rpm 

por 10 min, el sobrenadante se recolectó y se mezcló con un volumen igual de 

isopropanol, precipitándose el  ADN plasmídico, y se incubó por 30 min a -20 °C. Se 

centrifugó a 14 000 rpm por 10 min,  y la pastilla se lavó con etanol al 70%, se secó a 

60 °C y se resuspendió en 25 µL de H2O MQ. Los plásmidos obtenidos fueron 

almacenados a -20 °C. 

 

5.10 Análisis de los plásmidos pGEMT-DEN2M por PCR y digestión con enzimas 

de restricción. 

A los plásmidos se les realizó un PCR para determinar la presencia o ausencia 

del inserto en el plásmido. A los plásmidos positivos por PCR se les realizó una 

digestión con la enzima de restricción EcoRI. La reacción consistió en 1 µg de 

plásmido, 2 µg de BSA, buffer de digestión 1X y 1U de la enzima de digestión 

(BamHI/XhoI/EcoRI), se incubó a 37ºC por 1 h, y la reacción se detuvo a 65ºC por 10 

min.  

 

5.11 Amplificación del gen M en pGEMT-DEN2M por PCR con oligonucleótidos 

M13. 

El plásmido positivo para el gen M confirmado por PCR y digestión con 

enzimas de restricción, se le realizó un PCR utilizando oligonucleótidos 

complementarios a las secuencias M13 en el pGEMT Easy Vector, las cuales se 

encuentran adyacentes a la zona de clonación donde se encuentra el gen clonado, 

amplificando así un fragmento que contiene el gen de interés y los sitios multicorte para 
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las enzimas de restricción. La temperatura óptima de fusión para los oligonucleótidos 

M13 es de 55°C. 

 

5.12 Digestión del producto de PCR de DEN2M-M13 y del plásmido pET22b(+). 

 El producto de PCR de DEN2M-M13 y el plásmido pET22b(+) (Promega) 

fueron sometidos a digestión con las enzimas de restricción BamHI y XhoI, siguiendo el 

protocolo de digestión descrito en 5.10. Los productos se analizaron por electroforesis 

en gel de agarosa 1%.  

 

5.13 Purificación de ácidos nucleicos a partir de geles de agarosa. 

Los fragmentos obtenidos fueron cortados del gel de agarosa, y por cada 10 mg 

de gel se le añadió 10 µl de la Solución de unión a membrana (Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System de Promega), y se incubó a 55°C hasta la disolución total del gel.  

Se ensambló la Minicolumna SV en un tubo colector y se transfirió el gel 

disuelto en la Minicolumna SV, se incubó por 1 min a temperatura ambiente y 

posteriormente se centrifugó a 14 000 rpm por 1 min. Se lavó con 700 µl de la Solución 

de lavado de membrana y se centrifugó a 14 000 rpm por 1 min. Se descartó lo 

recolectado, se repitió nuevamente el lavado con 500 µl y se centrifugó a 14 000 rpm 

por 5 min. Se centrifugó nuevamente la columna a 14 000 rpm por 1 min para eliminar 

toda traza de solución en la membrana. Se ensambló la Minicolumna SV a un tubo 

Eppendorf de 1.5 mL, se añadió de 25 µl de H2O MQ  y se dejo incubando por 2 min a 

temperatura ambiente. Se centrifugó a 14 000 rpm por un minuto y lo recolectado se 

almacenó a -20°C. 

 

5.14 Subclonación del gen M en el plásmido de expresión pET22b(+). 

Se realizó la ligación de los productos purificados siguiendo el protocolo 

mencionado en el punto 5.6. Se utilizó una relación de 1:5 de plásmido-inserto.  

 

5.15 Transformación de  Escherichia coli DH5α con pET22b-DEN2M. 

 Se realizó la transformación de Escherichia coli DH5α con pET22b-DEN2M 

por medio del protocolo mencionado en el punto 5.8. 
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Figura 8.- Mapa de vector de expresión en procariotas pET22b(+) 

 

 

5.16 Análisis y caracterización del plásmido pET22b-DEN2M. 

 Las colonias E. coli transformadas con pET22b-DEN2M fueron cultivadas y se 

les realizó extracción del plásmido. Los plásmidos positivos por PCR se les realizó una 

caracterización, esto consistió en una digestión con enzimas de restricción (XbaI/XhoI y 

XbaI/BamHI) y poder así determinar la orientación del inserto en el plásmido por medio 

de la ausencia o presencia de fragmentos generados. Las plásmidos confirmados se 

mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México. 

 

5.17 Transformación de Escherichia coli BL21 DE3 con pET22b-DEN2M. 

 Los plásmidos pET22b-DEN2M se utilizaron para la transformación de la cepa 

de expresión de proteínas recombinantes, Escherichia coli BL21 DE3, siguiendo el 

protocolo  descrito anteriormente. A las clonas obtenidas se les realizó PCR para 

constatar la presencia del pET22b-DEN2M. 
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5.18 Inducción de la expresión de la proteína M en Escherichia coli BL21 DE3. 

 Se inocularon 500 µL del cultivo de las clonas pET22b-DEN2M en 20 mL de 

caldo LB con Ampicilina (50 µg/mL), y como controles negativos se utilizaron clonas 

con plásmido pET22b sin inserto. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitación de 

300 rpm hasta alcanzar una D.O.600nm de 0.6, a esta densidad óptica  se indujo la 

expresión  con IPTG 1 mM de concentración final. Se incubaron a 30 °C con agitación 

de 300 rpm por 4 hrs. Se centrifugaron los cultivos a 8 000 rpm por 10 min, se decantó 

y la pastilla celular obtenida se almacenó a -70°C.  

 

5.19 Extracción de proteínas totales de Escherichia coli BL21 DE3.  

 Las pastillas celulares se descongelaron en hielo y se resuspendieron en PBS-

EDTA hasta alcanzar una D.O.600nm de 10.0. La suspensión celular se lisó utilizando el 

sonicador Ultrasonic Cleaner 3210 (Bransonic) con pequeños pulsos de 30 segundos 

seguido de 30 segundos de incubación en hielo, este proceso se repitió hasta acumular 

un total de 7 min de sonicación. Se centrifugó a 10 000 rpm por 10 min a 4 °C, y el 

sobrenadante recolectado se almacenó a -20 °C. 

 

5.20 Análisis de proteínas totales de Escherichia coli BL21 DE3 en SDS-PAGE. 

Los sobrenadantes se prepararon con Buffer de Muestra 1x, se mezcló por 

inversión, y se sometieron a ebullición en baño de agua por 5 min. 

En el gel se cargó 50-100 µg de las muestras y como marcador de peso 

molecular se utilizó el Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad), y se realizó el 

corrimiento electroforético en Buffer Tris-Glicina 1x a 100V/20mA por 2 hrs. 

Posteriormente, el gel se tiñó en solución de Azul de Coomassie por 30 min, se retiró el 

excedente de colorante con H2O dd, y finalmente se mantuvo en Solución Decolorante 

por 16 hrs.  

 

5.21 Detección de la proteína M recombinante por Western Blot. 

Después del corrimiento electroforético se realizó la transferencia de las 

proteínas en el gel hacia una membrana de PVDF (Immobilon). Se armó el transblot 

(Mini-V 8-10) de la siguiente manera (en dirección de cátodo a ánodo): pad, filtro, gel 

de poliacrilamida, membrana de PVDF, filtro, pad; y la transferencia se realizó en 

Buffer de Transferencia 1x a 25V/100mA a 4°C por 12 hrs.  
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Después de la transferencia, la membrana de PVDF se tiñó con Rojo de Ponceau 

(Sigma-Aldrich) por 2 min. Se eliminó el colorante por medio de 3 lavados de 5 min 

con PBST 0.05%. Se añadió Solución de Bloqueo 5% y se incubo  por espacio de 1 h 

en agitación suave. Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBST 0.05%. Posteriormente 

se añadió el anticuerpo primario Anti-His 1:2000 (Qiagen/Sigma), y se incubó a 4°C en 

agitación suave por 16 hrs. Se procedió nuevamente con 3 lavados de 10 min con PBST 

0.05%. Se añadió el anticuerpo secundario IgG-HRP caprino anti-ratón 1:5000 y se 

incubó a temperatura ambiente en agitación suave por 1 h. Posteriormente se realizaron 

3 lavados de 5 min con PBST 0.05%. Se agregó 1mL de sustrato para peroxidada, se 

dejó incubando hasta la aparición de la señal, y la reacción se detuvo con H2O dd. 
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CAPÍTULO 6 

RESULTADOS 

 

6.1 Diseño de los oligonucleótidos. 

 La secuencia del gen M del virus del Dengue serotipo 2 contenida en el 

plásmido pDEN2, que contiene el genoma completo del virus del Dengue serotipo 2, se 

obtuvo de la base de datos VBRC a través del número de acceso, VP0048827, 

proporcionado por el National Institute of Health (Fig. 9). 

 

 

Figura 9.- Secuencia del gen M del virus del Dengue serotipo 2 

 

En base a esta secuencia obtenida, se realizó el diseño de los oligonucleótidos 

flanqueando la secuencia que codifica para la proteína M, los cuales poseen 

adaptadores para las enzimas de restricción BamHI y XhoI (Tabla 4), y se realizó un 

PCR in silico en el programa Primer 3 Outpout, obteniendo la amplificación esperada 

de 247 pb. 
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Tabla 4.- Secuencia de oligonucleótidos específicos para DEN2M. 

Oligonucleótidos Longitud 
(pb) 

Tm calculada 
(ºC) 

Secuencia 

denM2 5´ 
Forward 

25 68.0 tcc gga tcc gat gtc agt ggc gct t 
Sitio BamHI 

denM2 3´ 
Reverse  

24 65.9 gag ctc gag tgt cat tga agg agc 
Sitio XhoI 

 

 

6.2 Obtención del gen M del virus de Dengue serotipo 2. 

El plásmido pDEN2 donado por el National Institute of Health (NIH), además de 

contener el genoma del virus del Dengue serotipo 2, posee una región codificante para 

resistencia a Tetraciclina. Se recibieron 10 µg de plásmido liofilizado, el cual se 

reconstituyó en H2O MQ a una concentración final de 100ng y se verificó la integridad 

del mismo por medio de una electroforesis. Con el fin de preservar el plásmido en 

bacterias, se realizó una transformación en Escherichia coli DH5α, y se sembró en agar 

LB con Tetraciclina (30 µg/mL). A las colonias se les realizó una extracción de 

plásmidos mediante un Miniprep (Fig. 10). Las colonias positivas se almacenaron en 

glicerol al 25% a -70°C, y los plásmidos a -20°C 

 

. 

Figura 10.- Electroforesis del plásmido p2DEN2 en gel de agarosa al 0.8%. Los 
carriles corresponden a: 1) Marcador Lambda DNA Hind III (Promega), 2-4) Plásmidos 
p2DEN2 extraídos por Miniprep. 
 

 

6.3 Construcción del plásmido pGEMT-DEN2M. 

 Se determinó la temperatura óptima de fusión de los oligonucleótidos mediante 

un PCR en gradiente, obteniendo como resultado una Tm de 57°C, ya que se observó la 

amplificación del fragmento esperado (247pb) con una mayor intensidad y limpieza en 
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la banda (Fig. 11a). Posteriormente se realizó un PCR convencional y se procedió con 

una electroforesis en gel de agarosa 1% del producto obtenido (Fig. 11b). 

      

 

Figura 11.- Electroforesis del PCR del DEN2M en gel de agarosa al 1%. a) 
Electroforesis del PCR en gradiente. Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso 
molecular 100-3000pb (Axygen), 2) 50°C, 3) 53°C, 4) 57°C, 5) 60°C, 6) 62°C, y 7) 
Control negativo de la reacción. b) Electroforesis del PCR convencional con Tm de 
57°C. Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso molecular 100-3000pb 
(Axygen), 2) PCR del DEN2M.  
 

 

La transformación y selección de colonias  de E.coli DH5α con el producto de 

PCR ligado al plásmido pGEMT-Easy Vector se realizó utilizando el sistema de 

“blue/white screening” del mismo vector, donde la presencia de la coloración azul en la 

colonia indica la ausencia del inserto. 

 

 Las colonias seleccionadas fueron cultivadas, se les realizó la extracción del 

plásmido, y se confirmó la presencia del inserto por PCR (Fig.12a), y las muestras 

positivas se sometieron a digestión con EcoRI para liberar el inserto del plásmido y 

confirmar la presencia del gen M clonado (Fig. 12b). 
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Figura 12.- Análisis de clonas recombinantes pGEMT-DEN2M por PCR y 
digestión con enzimas de restricción. a) Electroforesis del PCR de los plásmidos 
pGEMT-DEN2M en gel de agarosa al 1%. Los carriles corresponden a: 1) Marcador de 
peso molecular 100pb-3000pb (Axygen), 2-6) Plásmidos muestra pGEMT-DEN2M, 7) 
pGEMT Easy Vector, y 8) Control negativo de la reacción. b) Electroforesis de 
digestiones de pGEMT-DEN2M con EcoRI en gel de agarosa al 1%. Los carriles 
corresponden a: 1-4) Plásmidos muestra pGEMT-DEN2M, 5) Marcador de peso 
molecular 100-3000pb (Axygen), 6) Plásmido muestra pGEMT-DEN2M, y 7) pGEMT 
Easy Vector como control negativo.  
 

 

6.4 Construcción del plásmido pET22b-DEN2M.  

 Con la finalidad de obtener una mayor cantidad de inserto, se realizó un PCR 

del plásmido pGEMT-DEN2M utilizando los oligonucleótidos M13 para amplificar la 

zona de clonación que contiene al gen M. El producto de PCR-M13 y el plásmido 

pET22b(+) se sometieron a digestión con las enzimas de restricción BamHI y XhoI,  y 

se realizó una electroforesis del producto en gel de agarosa 1%. Se observó que el 

producto de PCR con los oligonucleótidos M13 daban por resultado una amplificación 

de ~450 pb; y su digestión con las enzimas mencionadas resultaron en 3 fragmentos, 

donde el fragmento de ~450 pb consiste en producto no digerido, el de  ~350 pb 

consiste en el producto digerido por solo una de las enzimas, y el de 247 pb 

corresponde al producto con digestión completa con ambas enzimas (Fig. 13a). En la 

digestión del plásmido pET22b(+) se observó la linearización de éste en comparación 

con el control negativo que muestra las formas del plásmido sin digerir (Fig. 13b).  
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Figura 13.- Obtención del gen DEN2M y del plásmido pET22b(+) digeridos con 
BamHI/XhoI. a) Electroforesis de PCR con M13 y su digestión con las enzimas de 
restricción BamHI/XhoI en gel de agarosa al 1%. Los carriles corresponden a: 1-2) 
PCR de pGEMT-DEN2M con oligonucleótidos M13, 3-4) PCR de pGEMT-DEN2M, 
5) Marcador de peso molecular 100-3000pb (Axygen), 6-7) Digestión de PCR-M13 con 
BamHI/XhoI. b) Electroforesis de la digestión del plásmido pET22b(+) con las enzimas 
de restricción BamHI/XhoI en gel de agarosa 0.8%. Los carriles corresponden a: 1) 
Plásmido pET22b(+) sin digerir, 2-6) Plásmido pET22b(+) digerido con BamHI/XhoI. 
 

 Los fragmentos anteriormente obtenidos fueron extraídos del gel de agarosa por 

medio del kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), y al finalizar se 

realizó una electroforesis en gel de agarosa 1% para constatar la presencia y pureza de 

los fragmentos (Fig. 14). 

 

Figura 14.- Electroforesis en gel de agarosa 1% de fragmentos purificados del gen 
DEN2M y del plásmido pET22b(+).Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso 
molecular 100-3000pb (Axygen), 2) Fragmento gen DEN2M, y 3) Fragmento 
pET22b(+).  



 

33 
 

 Los fragmentos purificados se subclonaron mediante una reacción de ligación 

(relación 1:5 de vector-inserto), el producto se utilizó para transformar Esherichia coli 

DH5alpha, las colonias seleccionadas se cultivaron, se les realizó la extracción de 

plásmidos, y la presencia del inserto se detectó por PCR. Se efectuó la caracterización 

del plásmido para poder confirmar la presencia y orientación correcta del inserto 

subclonado, para esto se realizó la digestión del pET22b-DEN2M con XbaI/BamHI, en 

la cual no se obtuvo un fragmento visible, mientras que en la digestión con XbaI/XhoI 

se apreció una banda de ~247 pb, confirmando así la orientación correcta del inserto 

(Fig. 15a,b).  

 

Figura 15.- Caracterización de plásmido pET22b-DEN2M con enzimas de 
restricción. a) Diagrama para caracterización de la orientación del inserto en el 
plásmido. La imagen 1) corresponde a la orientación correcta del inserto, mientras que 
la imagen 2) corresponde a la inversión  del inserto. b) Electroforesis de caracterización 
de pET22b-DEN2M con XbaI/BamHI y XbaI/XhoI en gel de agarosa 1.2%. Los 
carriles corresponden a: 1) Digestión con XbaI/XhoI, y 2) Digestión con XbaI/BamHI. 
 

 

Los plásmidos pET22b-DEN2M secuenciados por el IBT de la UNAM fueron 

analizados con ayuda de los programas BLAST del NCBI y CLC Main Workbench 5, 

donde se obtuvo que el gen clonado corresponde al gen M del virus del Dengue serotipo 

2, y que además no presenta cambios en su secuencia con respecto a la reportada (DEN-

2-Tonga74) por el NIH (Fig. 16).  

 

 

 

 

1 

2 
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Figura 16.- Análisis del alineamiento de la secuencia del gen M recombinante. 

 

6.5 Detección de la proteína M recombinante por SDS-PAGE y Western Blot. 

 El plásmido de expresión pET22-DEN2M se utilizó para transformar  

Esherichia coli BL21 DE3. Las colonias resultantes se analizaron por PCR para 

corroborar la presencia del pET22-DEN2M, y las positivas se cultivaron en caldo LB 

con Ampicilina (50 µg/mL) a 37 °C con 300 rpm hasta alcanzar una D.O.600nm de 0.6, 

momento en el que se añadió IPTG al 1mM para iniciar con la inducción de la 

expresión de la proteína recombinante.  

 

 Los cultivos se centrifugaron y se resuspendieron con PBS-EDTA hasta una 

D.O.600 nm de 10.0. Las bacterias fueron lisadas por sonicación, se recolectó el 

sobrenadante y se desnaturalizó por calentamiento a ebullición por 5 min en presencia 

de Buffer de Muestra 1x. Se corrió una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% 

en condiciones desnaturalizantes. Se detectó que en la clona recombinante había una 

sobreexpresión de 2 bandas en el rango de 11-15 kDa, mientras que en el control 

negativo se observó una baja presencia de éstas (Fig. 17a,b). De acuerdo al programa 

Protparam, la proteína M recombinante tiene un peso de ~13 kDa.  
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Figura 17.- Electroforesis de proteínas totales de Escherichia coli BL21DE3 

pET22b-DEN2M en gel de poliacrilamida al 15%. a) SDS-PAGE de expresión de 
proteína recombinante a distintos tiempos. Los carriles corresponden a: 1 y 7) Control 
negativo  2) Inicio de inducción, 3) 1 hora, 4) 2 horas, 5) 3 horas, y 6) 4 horas b) SDS-
PAGE de expresión de proteína recombinante tras 4 horas de inducción. Los carriles 
corresponden a: 1) Marcador de peso molecular Kaleidoscope prestained standars (Bio-
Rad) 2) Control negativo, y 3) Clona recombinante. 
 
 Posteriormente se procedió a la detección de la proteína recombinante por 

medio de la técnica de Western Blot, la cual consistió en el reconocimiento de la cola 

de histidinas añadida por el sistema pET22b en el extremo C-terminal; el anticuerpo 

utilizado es el Penta-His (Qiagen), el cual reconoce la secuencia de 5 histidinas 

continuas. Con este anticuerpo detectaron bandas de distintos pesos moleculares: 11, 

28, 31, 34, 54, 70 y 85 kDa; pero en lo que concierne a la proteína recombinante de 

interés, observamos la presencia de una banda bajo la marca de los 17 kDa, la cual es 

más intensa en comparación con el control negativo (Fig. 18a). 
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Figura 18.- Western Blot para detección de la proteína M recombinante por 
reconocimiento del His-tag. a) Western Blot con anticuerpo primario Mouse Penta-
His (Qiagen). Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso molecular 
Kaleidoscope prestained standars (Bio-Rad), 2) Clona control negativo, 3-4) Clonas 
recombinantes pET22b-DEN2M b) Western Blot con anticuerpo primario Mouse Anti-
His (Promega). Los carriles corresponden a: 1) Control negativo, y 2) Clona 
recombinante.  
 

 Se repitió el procedimiento utilizando un anticuerpo primario Anti-His 

(Promega), el cual reconoce a 6 histidinas continuas en C terminal. En este Western 

Blot se detectó la presencia de dos únicas bandas de un peso molecular de ~12 y ~14 

kDa, y su ausencia de éstas en el control negativo (Fig. 18b). De estas dos bandas, se 

observa que la banda de ~12 kDa se presenta en mayor proporción con respecto a la de 

~14 kDa (Fig. 18b); la obtención de estas dos bandas posiblemente se deba a la 

ausencia y presencia, respectivamente, del péptido líder pelB (~2 kDa), el cual es 

incorporado en la proteína recombinante por parte del plásmido de expresión 

pET22b(+) para el traslado de la proteína al periplasma de la bacteria.  
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CAPÍTULO 7 

DISCUSIÓN 

 

 En nuestro país, el número de los casos de FD y FHD ha aumentado de forma 

considerable, donde los serotipos que han presentado una mayor prevalencia son el 

serotipo 1 y 2, de los cuales, el 2 ha sido asociado a los cuadros clínicos más severos.  

La proteína M del virus del Dengue es una proteína transmembranal implicada en la 

interacción con los receptores celulares durante la entrada de la partícula viral a la 

célula. Se ha observado que esta proteína es capaz de inducir la producción de 

anticuerpos neutralizantes en el organismo, hecho por cual se ha planteado su 

aplicación en los diseños de agentes inmunizantes y de pruebas utilizadas para el 

diagnóstico de infección por este virus.  

 

 En este estudio se planteó el clonar y expresar la proteína M recombinante del 

virus del Dengue serotipo 2 en un sistema basado en Escherichia coli y poder disponer 

de ésta para futuras evaluaciones inmunológicas.  

 

 A los oligonucleótidos diseñados para amplificar el gen M se les incorporaron 

secuencias específicas para las enzimas de restricción BamHI y XhoI para facilitar la 

subclonación, por lo tanto, fue necesario determinar la nueva especificidad de éstos 

mediante un análisis BLAST, el cual dio como resultados que la secuencia de estos 

oligonucleótidos presenta una especificidad (<70%) para algunos genes de otros 

organismos (Drosophila, Mus musculus, Candida albicans), pero que ninguno de estos 

produce un fragmento de ~200 pb, descartándose así posibles interferencias o falsos 

negativos. 

 

 Durante la construcción del plásmido de expresión se presentaron dificultades 

en la subclonación debido a la pérdida del inserto durante la purificación del mismo, 

por lo que se decidió a utilizar el protocolo de construcción de recombinantes por PCR 

descrito por Ausubel y col.(2003), el cual consiste en la amplificación del gen de 

interés junto con la zona de clonación (sitios de restricción) del plásmido que lo 

contiene, y de esta manera obtener un mayor número de copias del inserto, atenuando 

así la pérdida presentada durante la purificación facilitando la construcción del 

plásmido de expresión y sin producir mutaciones en su secuencia. 
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 En las electroforesis en los geles de acrilamida se observó que cuando la clona 

recombinante era inducida con IPTG se presentaba un aumento en la densidad de las 

bandas situadas dentro del rango de 11-15 kDa (Fig.17), hecho que concuerda con lo 

obtenido por Rath y col. (2009). Además fue posible observar de manera cualitativa el 

aumento de la densidad de la banda tras diferentes horas de inducción (Fig. 17a), donde 

a partir de las 3 hrs se observaba una mayor densidad de la banda en el gel. 

(Zomorodipour A, et al.,2003).  

 

La expresión de la proteína recombinante se detectó mediante Western Blot, para lo 

cual se utilizó un anticuerpo monoclonal dirigido a 5 histidinas continuas, el cual 

reconoció no solo a la proteína recombinante sino que también a proteínas constitutivas 

de E. coli (Fig. 18a) que poseen 5 histidinas continuas dentro de su estructura, estos 

resultados son similares a los obtenidos por Wahle y col. (1999), los cuales además 

fueron corroborados mediante un análisis en el programa BLAST del NCBI; mientras 

que en el Western Blot con el anticuerpo monoclonal que reconoce 6 histidinas en C-

terminal se detectó solamente la proteína recombinante (Fig.18b).  

 

 Un punto crítico en la producción de proteínas recombinantes es la formación de 

cuerpos de inclusión ocasionada por la síntesis elevada de las proteínas durante la 

inducción, éstos consisten en agregados densos insolubles de las proteínas 

recombinantes sintetizadas que se depositan en el citoplasma y no son transportados 

para su procesamiento; un factor que tiene impacto sobre la formación de éstos es el 

grado de solubilidad de dichas proteínas, donde las proteínas con mas dominios 

lipofílicos presentan una mayor tendencia a formar cuerpos de inclusión  (Villaverde y 

Carrio, 2003; Ventura y Villaverde, 2006; González-Montalbán, et al., 2007). En este 

trabajo se observó que posiblemente, debido a la naturaleza transmembranal de la 

proteína M, haya ocurrido dicho fenómeno en bajas proporciones, esto en base a la 

señal tenue de ~14 kDa obtenida en el Western Blot (Fig. 18b), la cual posiblemente 

consista en una pequeña fracción de la proteína recombinante que aún presenta el 

péptido líder pelB de 2 kDa (añadido por el sistema pET22b), indicando que esta 

fracción quedo atrapada en cuerpos de inclusión y no pudo ser transportada al 

periplasma, mientras que la señal  de ~12 kDa (Fig. 18b) corresponde a la proteína M 

recombinante que fue transportada y procesada de manera completa, estos resultados 
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son similares a los obtenidos por Zomorodipour A y col. (2003) en el estudio de 

diversos vectores de expresión a zona del periplasma.  

 

 La producción de proteínas recombinantes es un campo que representa un área 

de oportunidades para el desarrollo de biológicos que pueden ser incorporados como 

componentes para herramientas de detección en diagnostico clínico (Hogrefe, et al., 

2004; Shu, et al., 2004); en la obtención de proteínas, por mencionar enzimas y 

hormonas, que puedan sustituir la inactividad o carencia de dichas proteínas mediante 

su administración exógena (Walsh, 2006), y por último, la capacidad de producir 

proteínas (“wild type” y mutadas) de entidades biológicas con propiedades antigénicas 

y ser utilizadas para inducir niveles óptimos  de inmunidad (Sierra, et al., 1999; Chen, 

et al., 2007; Whitehead, et al., 2007) en el humano contra una posible infección por el 

microorganismo. 
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CAPÍTULO 8 

CONCLUSIONES 

 

 

Escherichia coli BL21 DE3 fue capaz de expresar la proteína M recombinante del virus 

del Dengue serotipo 2 clonada bajo el promotor de T7 lac. 

 

 

El péptido señal PelB funcionó eficientemente para el envió de la proteína M 

recombinante al espacio periplasmático de Escherichia coli. 
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CAPÍTULO 10 

ANEXO 1 
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ANEXO 2 

SOLUCIONES DE TRABAJO 

 

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

 

• Gel de Agarosa 1 % 

Agarosa pura     1.0 g 

Buffer de Corrida TAE 1x   100 mL 

Calentar hasta disolver agarosa. 

 

• Buffer de Corrida TAE 50x 

Trizma Base      242 g 

EDTA 0.5M pH8.0    100 mL 

Ácido acético glacial    57.2 mL 

Aforar con H2O dd a:    1 000 mL 

 

• Buffer de Corrida TAE 1x 

Buffer de Corrida TAE 50x   20 mL 

H2O dd     980 mL 

 

• Buffer de Carga para DNA 6x 

Glicerol 100%     3.75 mL 

H2O dd     6.25 mL 

Añadir una pizca de Xilen Cianlol y Azul de Bromofenol. 

 

• Bromuro de Etidio (Solución stock)  

Bromuro de Etidio    1 g 

H2O dd     100 mL 

El bromuro de etidio es mutágeno, utilizar en todo momento guantes.  
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SOLUCIONES PARA EXTRACCIÓN DE ADN PLASMÍDICO 

 

• Solución I Miniprep 

Tris-HCl 1.0M  pH 7.6   2.5 mL 

EDTA 0.5 M  pH 8.0    2 mL 

Glucosa 0.5 M    9 g  

Aforar con H2O dd a:    100 mL 

 

• Solución II Miniprep  

NaOH 5.0M      4 mL 

SDS 10%      10 mL 

Aforar con H2O dd a:    100 mL 

 

• Solución III Miniprep  

Acetato de potasio 5M pH 7.6   60 mL 

Ácido acético glacial    11.5 mL 

Aforar con H2O dd a:    100 mL 

 

 

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

 

• Buffer de Lisis 

Tris-HCl 1M pH8.0    5 mL  

Sucrosa      25 g 

EDTA 0.5M pH8.0    0.2 mL 

Aforar con H2O dd a:    100 mL 

 

• Acrilamida Mix 30 % 

Acrilamida     29.2 g 

Bis acrilamida     0.8 g 

H2O dd     100 mL 

Almacenar a 4°C en envase oscuro. Estable por 3 meses. La acrilamida es neurotóxica, 

es necesario el uso de cubrebocas, lentes y guantes.  
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• PSA 10 % 

PSA      0.1g 

H2O dd     1 mL 

Vida media corta en solución, por lo que se recomienda utilizar preparación nueva para 

maximizar polimerización de acrilamida. 

 

• Solución de Gel Separador de Poliacrilamida al 15 % (10mL) 

H2O dd     2.3 mL 

Acrilamida Mix 30 %    5.0 mL 

Tris 1.5M (pH 8.8)    2.5 mL 

SDS 10 %     0.1 mL 

PSA 10 %     0.1 mL 

TEMED     0.004 mL 

 

• Solución de Gel Concentrador de Poliacrilamida (3 mL) 

H2O dd     2.1 mL 

Acrilamida Mix 30 %    0.5 mL 

Tris 0.5M (pH 6.8)    0.38 mL 

SDS 10 %     0.03 mL 

PSA 10 %     0.03 mL 

TEMED     0.003 mL 

 

• Buffer SDS de Muestra 6x 

Tris-Fostato 0.5M pH 6.8   25 mL 

Glicerol 100%     20 mL 

SDS 10%     40 mL   

Azul de bromofenol 5%   2 mL 

H2O dd     13 mL 

Por cada 950 µL de buffer de Muestra 1x añadir 50 µL de β-mercaptoetanol 
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• Buffer Tris-Glicina de corrida 10x 

Trizma Base     30.25 g 

Glicina      144.13 g 

SDS       10 g 

Disolver en 900 mL de H2O dd  

Ajustar pH a 8.2 - 8.3 con HCl 

Aforar con H2O dd a:    1 000 mL 

 

• Azul de Coomassie 

Azul brillante de Coomassie R-250  0.25g 

Metanol     40 mL 

Ácido acético     10 mL 

H2O dd     50 mL 

 

• Solución Decolorante I 

Metanol      400 mL 

Ácido acético     70 mL 

Aforar con H2O dd a:    1 000 mL 

 

 

SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT 

 

• Buffer de Transferencia 1x 

Tris Base      3.03 g 

Glicina      14.4g 

SDS      1.0g 

H2O dd     800 ml 

Ajustar pH a 8.2 - 8.4 con HCl 

Metanol     200 ml 
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• Solución de PBS 10x 

NaCl      80.0 g 

KCl      2.0 g 

KH2PO4     2.4 g 

Na2HPO4     14.4g 

Disolver en 900 mL de H2O dd  

Ajustar el pH a 7.2 - 7.4 con HCl 

Aforar con H2O dd a:    1 000 mL 

 

• Solución Buffer de Lavado (PBST 1x)  

PBS 1x     1 000 mL 

Tween 20     0.5 mL  

 

• Solución de bloqueo 5% 

Leche Descremada    5 g 

PBST 1x     100 mL 

 

• Solución de Anticuerpo  

Anticuerpo     5 µL para 1:2 000 

      2 µL para 1:5 000 

PBST 1x     10 mL 

 

• Solución de Revelado para peroxidasa 

Diaminobencidina     10 mg 

H2O2 38%     20 µL  

Tris 0.1 M (pH 7.2)     20 mL 

 

• Colorante Rojo de Ponceu 

Rojo de Ponceu    100 mg 

Ácido acético     1 mL 

H2O dd     99 mL 
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