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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacién (colaboracién)
(co-participacién) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio
Social (acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar
cuenta de los saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacién profesional
(Opcion Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las

necesidades y retos del entorno (Aplicacion Profesional).

ElI PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de sus
saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar en

distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.
El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.

El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.



El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollo en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP “Estandarizacion de las condiciones de cultivo de dos cepas de E. coli para la
obtencion de una poliproteina multiepitopo” es parte de un proyecto que inicié por mejorar
el diagnostico de las micobacterias patdgenas para el ser humano y el bovino. Se abord6 de
objetivo lograr las condiciones Optimas de expresion de una proteina artificialmente disefiada

mediante bioinformética para uso potencial en diagndstico de la tuberculosis.

Se buscd utilizar y cultivar una cepa de Escherichia coli transformada con el gen expresante
de la proteina recombinante. Optimizar las condiciones experimentales para producir la
proteina en cultivos bacterianos a pequefia escala. Ademas, separar el producto de los cultivos
y determinar la presencia de la proteina recombinante por su tamafio y un marcador de

histidina.

Se trabajo con dos cultivos de E. coli expresantes de la proteina en dos vectores (pET-28a 'y
pET-32), para determinar las mejores condiciones de expresion de la proteina. Se indujo la
expresion de la proteina con diferentes temperaturas y tiempos de incubacion. Se realiz6 el
lisado y separacion del producto a partir de los cultivos. Para observar la proteina, se hizo
una electroforesis de proteinas complementada con una tincion con azul de Coomassie.
Asimismo, se realizé una deteccion con anticuerpos especificos por medio de la técnica de
Western blot.

La experimentacion permitié elaborar una metodologia con las mejores condiciones de
induccidn, visualizando una proteina soluble. Habiendo parte del producto en la fraccion

precipitada debido a una sobre produccidn por ello mal plegamiento de la proteina.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucién social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en logica de
proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.



El Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y disefio del Estado de Jalisco
(CIATEJ) cuenta con una linea de investigacion dedicada a la biotecnologia de productos
biofarmacéuticos para la salud. Este departamento busca atender las problemaéticas médicas

y farmaceéuticas del sector humano y pecuario de Jalisco a través de proyectos innovadores.

El CIATEJ desarrolla proyectos como la sintesis de proteinas recombinantes con interés
biotecnoldgico y con potencial biomédico, entre ellos a la obtencion de reactivos mejorados
para el diagndstico asertivo de la tuberculosis. EI presente proyecto es una parte de un

protocolo experimental encaminado a la obtencidn de la proteina de interés biotecnoldgico.
Obijetivo general:

Determinar las condiciones 6ptimas para la expresion y posterior identificacion de una
proteina recombinante disefiada con caracteristicas antigénicas optimizadas para el

diagnostico de la tuberculosis.
Obijetivos especificos:

e Cultivar la cepa de Escherichia coli transformada con los pldsmidos pET-28a 'y pET-
32 e inducir la produccidn de la proteina recombinante.

e Obtener las fracciones subcelulares con proteina recombinante a partir de lisados
bacterianos.

o Detectar la presencia de la proteina recombinante en las fracciones subcelulares de
los cultivos de E. coli.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

El Dr. Robert Koch en 1882 anuncié el descubrimiento de la bacteria causante de la
tuberculosis (TB). La TB en humanos fue encontrada hace 9,000 afios en personas y en
animales se encontrd en huesos de hace mas de 17,000 afios. No fue sino hasta 1890 que
Robert Koch desarrollo un extracto de bacilos de la tuberculosis, en 1907 Clemens von
Pirquet cre6 una prueba cutanea para medir la reaccion del cuerpo humano a dicho extracto
de bacilos, a lo que maés tarde en 1908 Charles Mantoux actualizé el método con una jeringa

al que se le conoce como prueba intradérmica de la tuberculina [1].



El diagndstico de la tuberculosis es un tema vigente en la sociedad actual. La prueba oficial
para el diagndstico de la tuberculosis en la camparfia contra la TB bovina en México es el
método de Mantoux (tuberculina), con una sensibilidad de 40 a 80% y una especificidad de
entre el 70 y 90% [2]. Para el desarrollo de las pruebas de tuberculina, suele usarse una
mezcla compleja e inespecifica de antigenos celulares de M. tuberculosis para evaluar la
respuesta inmune contra estos antigenos en la prueba de Mantoux [3], buscando que dicha
mezcla genere una respuesta inmune celular de hipersensibilidad retardada tipo 4 detectable

para el diagndstico de la tuberculosis.

El diagnostico confirmatorio de tuberculosis en la actualidad es mediante el cultivo y
aislamiento de Mycobacterium tuberculosis con la confirmacion de las lesiones pulmonares
asociadas mediante una radiografia de térax. Debido a que cada dia mueren 4,500 personas
en el Mundo por la TB se han desarrollado numerosas campafias de deteccion para el
diagnostico y prevencion de esta enfermedad [2], y en México se ha registrado mas de 28 mil
casos de tuberculosis en el afio 2022, y solo 70% conocia que era portador [4]. Por lo que un
producto innovador que pueda agregar un valor diagnostico superior en las pruebas de
diagnostico de la tuberculosis representa un beneficio para las personas en el sector médico

y veterinario que son expuestas a personas o animales infectados de tuberculosis.

La obtencion de una poliproteina optimizada de 33 kDa para el diagndstico de la tuberculosis
es posible debido al trabajo previo del disefio de la molécula desarrollado en el CIATEJ, a
partir de la seleccién de las secuencias proteicas mas antigénicas de 4 de las proteinas mas
caracterizadas para uso en diagnéstico molecular de la TB seleccionadas a partir de bases de
datos para epitopos inmunes (IEDB) [5]. En estudios previos la evaluacion de la respuesta
inmune de péptidos sintéticos derivados de superficie de M. tuberculosis expone que sin
modificaciones a dichos extractos estas secuencias no son reconocidas por el sistema inmune,
por lo tanto, ha habido diversos ensayos para realizar cambios estructurales en péptidos

capaces de generar una mejor presentacion antigénica [6].

Ademas, gracias a la prediccion in silico de la estructura molecular de la proteina y sus
propiedades fisicoquimicas con la herramienta ProtParam tool de Expasy, el disefio de la
proteina posee las caracteristicas necesarias para su expresion optimizada de manera
intracelular y solubilizacion en un medio acuoso. El disefio de la proteina recombinante tiene
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dos patdgenos como blancos infecciosos para detectar una respuesta inmune humoral y
celular para el diagndstico in vitro de la tuberculosis, Mycobacterium bovis y Mycobacterium
tuberculosis, dado que poseen una similitud genética del 99.95% [2].

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El CIATEJ es un centro publico de investigacion (CPI) del Consejo Nacional de
Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCYT) encargado de llevar a cabo proyectos
innovadores en las &reas de biotecnologia vegetal, biotecnologia industrial, tecnologia
ambiental, tecnologia alimentaria y biotecnologia médica y farmaceutica, para el desarrollo
tecnoldgico y de investigacion con el fin de dar soluciones a las problematicas actuales del
pais [7]. Ademas, esta organizacién ofrece servicios de formacion para maestrias,
doctorados, capacitaciones, estancias y tesis de pregrado en las diversas areas de trabajo ya

mencionadas.

El personal de investigacion del CIATEJ, expertos en sus areas de trabajo, llevan a cabo la
mision de la institucion a través de proyectos y servicios en los diversos laboratorios y plantas
de trabajo para generar nuevos conocimientos con la finalidad de mejorar procesos, productos
y servicios para el desarrollo sostenible de la sociedad actual. La vision del CIATEJ es
fomentar los conocimientos generados a través de las diversas investigaciones con ayuda de
la colaboracion del sector privado, publico y redes internacionales [7]. El area de
investigacion de biotecnologia médica y farmacéutica esta ubicada en la sede de Guadalajara,
su principal objetivo es atender problematicas para la prevencion, diagnéstico y tratamiento

de enfermedades humanas y animales [8].

El presente proyecto de tipo experimental es ejecutado por la estudiante de maestria en
Innovacidn biotecnoldgica quimico farmacobidloga Ana Cristina Dominguez Hernandez y
coordinado por el Dr. Angel Hilario Alvarez Herrera perteneciente al sistema nacional de
investigadores de nivel I, quien trabaja de manera independiente en el area de biotecnologia
médica y farmacéutica [9]. El principal interés en el area de trabajo es sintetizar proteinas

recombinantes para el diagnostico y prevencion de enfermedades.



1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

De acuerdo con Jilani et al. [10], 8 millones de personas llegan a desarrollar tuberculosis
activa en el mundo y el 25% muere debido a esta enfermedad al afio. La tuberculosis consiste
en una enfermedad multiorganica, que se ubica principalmente en los pulmones, causada por
una bacteria intracelular facultativa, Mycobacterium tuberculosis, patégeno exclusivo de
seres humanos, y otras micobacterias, como por ejemplo Mycobacterium bovis presente en
ganado bovino y otros animales. No cualquier organismo que presente la infeccion por
bacterias de la tuberculosis desarrolla la enfermedad, ya que existe la version latente y la

version activa del padecimiento [11].

En la actualidad, como infeccion crénica, es un desafio diagnosticar la TB en casos
asintomaticos para evitar la persistencia y diseminacion de la enfermedad. Una de las pruebas
para el diagnostico de M. tuberculosis es por la deteccion de los bacilos acidorresistentes
(BAAR) en secreciones. Otra técnica de diagndstico es mediante cultivos de micobacterias
del esputo del paciente, aunque suelen ser muy tardados debido al tiempo de incubacion
necesario para realizar la confirmacion de la bacteria [10]. También se realizan ensayos de
liberacion de interferon gamma (IGRA) de muestras sanguineas y pruebas intradérmicas de
tuberculina (TST), aunque estas pueden generar una gran cantidad de falsos positivos en el
diagnostico de la tuberculosis debido a la vacunacion con la vacuna BCG previa contra la
tuberculosis u a otras infecciones de micobacterias no tuberculosas [11].

La infeccion por tuberculosis no es exclusiva los seres humanos, también puede deberse por
el contacto con animales, se registran 230 casos al afio de tuberculosis por M. bovis en
Estados Unidos. Actualmente los casos disminuyen debido a la pasteurizacion de alimentos
provenientes del ganado bovino [12]. En Jalisco, de 133,778 pruebas realizadas para
tuberculosis bovina, el 0.97% de los animales fueron reactores, con una prevalencia promedio

de 2.5% en el pais sin contar cuencas lecheras [13].

En México las tasas mas elevadas de infeccion por M. bovis se encuentran en cuencas
lecheras, siendo que del 3 al 6% corresponden a heridas de animales en contacto con personas
[2]. Dado que suele haber una infeccién asintomatica entre granjeros, veterinarios y

trabajadores expuestos al ganado infectado, como mataderos o carniceros, los cuales



terminan por desarrollar tuberculosis, estas personas representan una fuente de infeccion para
otra gente en contacto con ellos. La deteccion correcta de micobacterias tuberculosas
representa una gran ventaja para el diagnostico y prevencion de la enfermedad, evitando

falsos positivos 0 negativos por pruebas ya existentes en el mercado actual.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Existen diversas metodologias para realizar la extraccion de proteinas intracelulares. Por
ejemplo, los métodos fisicos (sonicacién, homogenizacion y ciclos de congelado y
descongelado) buscan mantener la viabilidad de las proteinas de interés. Los métodos
quimicos (chogue osmotico, detergentes y enzimas) que dependen de reactivos y suelen ser
complementados con métodos fisicos de extraccion [14]. En el presente PAP, las
extracciones para la obtencion de la proteina del citoplasma de las células son mediante una
sonicacién. Este método se basa en aplicar energia sonora para romper la membrana celular
sin comprometer la proteina, y se complementa con el uso de un buffer de lisis Triton X-100

(detergente no idnico) para solubilizar el producto de interés, manteniendo su estabilidad.

Puesto que es necesario determinar la presencia del producto de interés en los cultivos
inducidos de E. coli para la expresion de la proteina, se realiza el reconocimiento mediante
la separacion del conjunto de proteinas de la bacteria y restos del lisado por electroforesis.
Es decir, una técnica de migracion de proteinas en respuesta de un campo eléctrico sobre una
matriz porosa. Existen diversos tipos de electroforesis como la capilar, en papel, en gel de
agarosa y en un gel de poliacrilamida. Las extracciones de proteinas suelen usar geles de
poliacrilamida (PAGE), ya que son inertes y estables en diferentes rangos de temperatura y
pH [15].

La electroforesis en gel de poliacrilamida puede ser con la proteina de manera nativa o
desnaturalizada. Para correr un gel con la proteina desnaturalizada se utiliza un detergente
(dodecilsulfato sddico, SDS) y la técnica es denominada SDS-PAGE en donde este reactivo,
al unirse a las proteinas, proporciona la cualidad de cargar negativamente la muestra,
encubriendo la carga nativa de la proteina, por lo que al correr el gel en la electroforesis se
separa exclusivamente de acuerdo con el tamafio de la proteina [15]. Debido a que la proteina

de interés en el presente PAP es de 33kDa, es posible reconocer la expresion positiva del



producto mediante esta técnica, que se complementa con la tincion del gel con azul de
Coomassie y un marcador de peso molecular que sirve para realizar la comparacion de

tamafio para la identificacion asertiva [16].

Al realizar la identificacion de la proteina por su tamafio es posible que existan proteinas de
tamanos similares, subproductos del lisado del cultivo. Por ello se puede optar por otro tipo
de electroforesis, por ejemplo, la bidimensional que separa de acuerdo con el peso molecular
y el punto isoeléctrico para visualizar una mayor cantidad de proteinas aisladas [17]. Sin
embargo, se opto en este proyecto por complementar la SDS-PAGE con un Western blot,
una técnica de electrotransferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a una membrana
de nitrocelulosa y que luego se utilizan anticuerpos para detectar la presencia especifica de
una proteina recombinante gracias a una etiqueta de histidinas 6xHis [14]. Debido a que la
proteina de interés en el proyecto posee un marcador de histidina, se emplea el anticuerpo

(anti-His6x) para realizar un reconocimiento definitivo de la proteina por una union antigeno-

anticuerpo.

En latabla 1 se expone el plan de trabajo del presente proyecto para llevar a cabo los objetivos
planteados. Se muestra una descripcion de las actividades y se alinea con la semana dentro

del programa de trabajo para la extraccion de la proteina de interés y en la tabla 2 se observa

los recursos necesarios.

Tabla 1. Cronograma de actividades previstas para la realizacion del PAP.

w w w w w w w w

. @D (1°} (1°} @D @D @D @ @D

Nombre de la ReCUr'sOs Tiempo | 3 3 3 3 3 3 3 3
actividad (dias) = = = = = = = 2
- N w N a1 o} ~ o8]

Investigacién y
familiarizacion de
los fundamentos
sobre las ) N A 2
metodologias
planteadas para la
experimentacion
del proyecto.

Practica de A. H.
induccion, l.O.
separacion, C.F. 5
electroforesis con S.D.
los vectores pET- G.E.
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28ay pET-32
para la
produccién de la
proteina.

Entrega avance
de rPAP 1.

N.

A.

Corrida 1
(induccion:
@37°C x4 h).
Separacion,
electroforesis y
Western blot, con
los vectores pET-
28ay pET-32
para la
produccién de la
proteina.

SO0 —4H

wmOmO o

Evaluacion de
avances y el
desarrollo del
trabajo por el
coordinador del
proyecto.

Corrida 2.
(induccién:
@37°C x 6 h).
Separacion
electroforesis y
western blot. con
los vectores pET-
28ay pET-32
para la
produccién de la
proteina.

SO —4H

wmOmO

Entrega avance
de rPAP 2.

Préactica de
ELISA.

Clase sobre los
fundamentos de
la protedmica.

Asesoria para el
avance del
proyecto.

>
L

Corrida 3.
(induccioén:
@37°C x 4 h).
Separacion
electroforesis y
western blot. con

SOuwo—H

mmOmO
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los vectores pET-
28ay pET-32
para la
produccion de la
proteina.

Entrega avance
de rPAP 3.

Corrida 4.
(induccion:
@30°Cx4y8 T.P
h). Separacion I.O
electroforesis y C.F.
western blot. con S.D.
el vector pET-28a G.E
para la W. B
produccién de la
proteina.

Entrega avance
de rPAP 4.

Presentar avance

4 al director. N. A, 1

Entrega final de

rPAP. N A !

Presentacion final

N. A. 1
oral.

Tabla 2. Abreviaturas de los recursos sefialados en el cronograma de actividades.

Recursos utilizados

Abreviatura Significado

A H. Asesoria Dr. Angel Hilario Alvarez Herrera

N. A. No aplicable

T.P. Trabajo personal

C.F. Centrifuga

I.O. Incubadora orbital

S.D. Sonicador

G.E. Mini-PROTEAN tetra vertical electrophoresis
cell

W. B. Mini Trans-Blot Cell

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Produccidn de una proteina recombinante mediante E. coli transformada

La generacion de proteinas con el sistema de expresion de E. coli es una herramienta popular
en la biotecnologia que surgio hace mas de 40 afios, cuenta con diversas ventajas como la

cantidad de vectores comerciales estandarizados, el rapido crecimiento en medios de cultivos
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simples y el gran conocimiento del genoma, fisiologia y metabolismo [18]. En este PAP, se
utilizaron dos cepas transformadas de E. coli BL21 para producir la proteina de interés: una
cepa con el vector pET-32 y otra con el vector pET-28a. Se realizaron cultivos preliminares
de 10 mL de E. coli por cada vector en medio Luria-Bertani (LB), con un inoculo del 4% v/v
a 250 rpm por 37°C hasta una ODeoo de entre 0.6 y 0.7.

El vector de expresion pET-32 (5,900 pb) esta disefiado para la produccion de proteinas,
posee un gen de resistencia a ampicilina y diversas etiquetas, como una secuencia peptidica
para la incorporacion de tiorredoxina (109 aa y 12 kDa) y una secuencia de histidina (6xHis)
[19]. Por otra parte, el vector pET-28a (5369 pb) cuenta con un gen de resistencia a
kanamicina y también una etiqueta de histidina (6xHis) [20]. Es necesario que la induccion
de ambos vectores para la produccion de la proteina de interés sea mediante isopropil B-D-
tiogalactésido (IPTG), andlogo de la lactosa para eliminar el represor del operador lac
presente en pET-28a y pET-32 para inducir la expresion del plasmido que esta basado en la
transcripcion de la RNA polimerasa del fago T7 como estrategia molecular del plasmido
recombinante [19], [20]. Cuando en el presente PAP se logro la densidad Optica establecida,
se procedio a separar la mitad del volumen del cultivo. Esta porcion se indujo con IPTG a
una concentracion final de 1 mM. Se dejo6 induciendo la expresion de la proteina de interés
de acuerdo con las condiciones correspondientes para cada corrida: a 37°C por 4y 6 horas y
30°C por 4y 8 horas.

Separacién de proteinas

La sintesis de proteinas recombinantes comienza con el estudio de las caracteristicas de la
proteina de interés, incluyendo su ubicacion dentro de un cultivo celular. Si la proteina se
encuentra de manera intracelular, es necesario hacer la lisis y separacion fisica de la proteina
del resto de la célula [14]. El disefio in silico de la proteina presente en este PAP expone que
es producida de manera intracelular y posee un tamafio de 33 kDa en el vector pET-28%y 45
kDa en el vector pET-32, debido a la etiqueta de tiorredoxina, y ademas debe de ser soluble
con marcador de histidina (6xHis) para su posterior purificacion por afinidad e identificacion.

Para la separacidn de proteinas, se realiz6 una centrifugacion de los cultivos de E. coli durante

2 min a 8,000xg para luego desechar el sobrenadante correspondiente al medio de cultivo.
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Posteriormente, se resuspendio la pastilla o pellet celular en un volumen de una décima parte
del cultivo inicial con buffer de PBS + Tritdn X-100 al 0.1%. Finalmente, se sonico la
suspension a 10 Hz en hielo durante 45 min, como se muestra en la Figura 1, en intervalos
de 30 seg de sonicacion y 30 seg de descanso, para terminar con una centrifugacion a las
mismas condiciones y asi evaluar la presencia de la proteina de interés en el sobrenadante

del lisado (fraccion soluble) y en el pellet (fraccion precipitada o insoluble).

Figura 1. Uso de hielo para la lisis por sonicacion de cultivos de E. coli transformados con pET-32 y
pET-282

Electroforesis mediante SDS-PAGE y Western Blot

La separacién de proteinas cargadas negativamente con dodecilsulfato sodico (SDS) se puede
realizar en respuesta a un campo eléctrico mediante una matriz porosa, como por ejemplo un
gel de poliacrilamida. Para aumentar la resolucién de una electroforesis de proteinas, en la
actualidad se trabaja con dos secciones diferentes en un gel (electroforesis discontinua): un
primer gel concentrador de poro grande seguido por un gel separador de mayor concentracion

para que las muestras se concentren en una zona estrecha antes de recorrer la matriz [21]. Por

14



lo tanto, se prepararon geles de poliacrilamida para realizar la electroforesis de proteinas,

correspondientes al lisado de cultivos de E. coli obtenidos en el PAP, de acuerdo con la

composicion expuesta en las tablas 3 y 4 con ayuda del equipo de electroforesis Mini-

PROTEAN tetra vertical electrophoresis cell (Fig. 2).

Tabla 3. Composicion del gel separador de poliacrilamida al 12%.

(TEMED)

Reactivo Cantidad
Acrilamida/Bis 30% 4 mL
4X Tris-HCI/SDS pH 8.8 2.5mL
Agua destilada 3.4mL
Persulfato de amonio (10%) 100 uL
N, N, N’, N’-Tetrametiletilendiamina AmL

Tabla 4. Composicion del gel concentrador de poliacrilamida al 6%.

(TEMED)

Reactivo Cantidad
Acrilamida/Bisacrilamida 30% (29%/1%) 600 uL
4X Tris-HCI/SDS pH 6.8 750 uL
Agua destilada 1620 uL
Persulfato de amonio (10%) 30 uL
N, N, N, N’-Tetrametiletilendiamina 24Ul

Figura 2. Preparacién de geles de poliacrilamida. Gel separador con concentracién del 12% vy gel
concentrador al 6%.

En una electroforesis discontinua se cambia la velocidad cuando las muestras que recorran

el gel concentrador lleguen a la interfase entre geles, antes del gel separador, por la diferencia
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que existe de pH y la concentracion entre los geles. Es necesario para el desarrollo de esta
técnica ajustar el voltaje de acuerdo con la posicion de las muestras en el gel de poliacrilamida
para aumentar la resolucion del resultado [21]. En las separaciones por electroforesis del
presente PAP se corrid cada gel de poliacrilamida en buffer de corrida 1X (tabla 5) a 160 V
durante 5 minutos o hasta que se visualizé una linea continua trazada por el buffer de carga
sobre el gel y luego a 120 V por 1 h y media o hasta separar completamente el marcador de

peso molecular (Fig. 3).

Tabla 5. Composicion del buffer de corrida 5X.

Reactivo Cantidad
Tris base 151¢g
Glicina 729
SDS 5¢
dH.0 1000 mL

Figura 3. Preparacidon de los pocillos para la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
proteinas pertenecientes al lisado de cepas de E. coli transformadas con el vector pET-28ay pET-32.

Las proteinas separadas en una electroforesis pueden ser visualizadas para determinar su peso
molecular, y por ende su identificacion parcial, con una tincion de azul de Coomassie que
tiene una sensibilidad de hasta 50 ng [15]. Al terminar la SDS-PAGE se extrajo el gel de
poliacrilamida de entre las placas de vidrio, se tifio con azul de Coomassie (Figura 4) durante
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toda la noche y posteriormente se lavo con solucion destefiidora (Tabla 6) hasta que se

visualizaron bandas correspondientes a la separacion de proteinas sobre el gel.

Tabla 6. Composicion de solucion destefiidora.

Reactivo Cantidad
Acido acético 100 mL
Metanol 400 mL
dH.O 500 mL

Figura 4. Tincién con azul de Coomassie de gel de poliacrilamida.

El objetivo de la tincion de geles luego de una SDS-PAGE es determinar la presencia de una
proteina desnaturalizada cargada negativamente debido al compuesto dodecilsulfato sddico
en una muestra desconocida [15]. La primera induccion de la sintesis de la proteina
recombinante de interés, realizada a 37°C por 4 h (Figura 5) no presenta una banda
sobresaliente, tefiida con azul de Comassie, en ninguno de los carriles que evidencie la
expresion de la proteina de interés ya sea de 33 kDa al usar pET-28a o de 45 kDa para pET-
32. El sexto carril de la electroforesis, correspondiente a la fraccion insoluble del lisado,
muestra una banda de un tamafio acorde a lo esperado en la sintesis con el vector pET-28a
(33 kDa), lo cual puede indicar que la proteina de interés para el PAP se fue a cuerpos de

inclusion debido a una sobreexpresion provocando su precipitado [22].
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Figura 5. Separacion de proteinas del lisado de E. coli transformada con los vectores pET-32 (proteina
de interés con un tamafio de 45 kDa debido a la integracion de tiorredoxina) y pET-28a (proteina de
interés con un tamafio de 33 kDa) en gel de poliacrilamida en una induccion de 37°C por 4 horas con
IPTG. Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards;
Carril 2: 5 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 3: 10

uL del sobrenadante lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 4: 5 uL del
sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 5: 10 uL del
sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 6: 3 uL de la fraccion
insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido.

En la segunda induccion (Figura 6), se afiadieron controles no inducidos del cultivo de E.
coli para replicar la corrida realizada a 37°C por 4 h. No se observé una diferencia
significativa en la tincion entre los carriles correspondientes al cultivo pET-28a con las
fracciones solubles e insolubles de un cultivo inducido con IPTG a uno no inducido, lo cual
puede indicar que no se expresoé la proteina de interés, o si lo hizo posee una concentracion
muy baja y, por lo tanto, las condiciones de la induccion no son favorables para el vector en
cuestion. Por otro lado, el sexto carril de la Figura 6 revela una clara banda sobresaliente,
correspondiente a la expresion de la proteina con el vector pET-32 en la fraccion soluble del
lisado, del tamafio esperado de 45 kDa, que no esta presente en los carriles del mismo cultivo

no inducido.
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Figura 6. Separacion de proteinas del lisado de E. coli transformada con los vectores pET-32 (proteina
de interés con un tamafio de 45 kDa debido a la integracién con tiorredoxina) y pET-28a (proteina de
interés con un tamafio de 33 kDa) en gel de poliacrilamida en una induccién a 37°C por 4 horas con
IPTG. Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards;
Carril 2: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 3: 3
uL de la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 4: 10 uL
del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a no inducido; Carril 5: 3 uL de la
fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a no inducido; Carril 6: 10 uL del
sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 7: 3 uL de la fraccion
insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 8: 10 uL del sobrenadante del
lisado de E. coli transformada con pET-32 no inducido; Carril 9: 3 uL de la fraccidén insoluble del
lisado de E. coli transformada con pET-32 no inducido

En la corrida correspondiente a la Figura 7 se realizd una induccion a 37°C en 6 h. En la
imagen se volvid a encontrar la expresion de la proteina con el uso del vector de pET-32 de
forma soluble y precipitada, sin embargo, no se encontrd evidencia con la tincion de la
expresion génica con el vector pET-28a en los carriles correspondientes al sobrenadante.
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Figura 7. Separacion de proteinas del lisado de E. coli transformada con los vectores pET-32 (proteina
de interés con un tamafio de 45 kDa debido a la integracion de tiorredoxina) y pET-28a (proteina de
interés con un tamafio de 33 kDa) en gel de poliacrilamida en una induccién a 37°C por 6 horas con

IPTG. Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained
Protein Standards; Carril 2: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a
inducido; Carril 3: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido;

Carril 4: 3 uL de la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril

5: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a no inducido; Carril 6: 3 uL
de la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 7: 10 uL del

sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 no inducido; Carril 8: 3 uL de la fraccion

insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a no inducido; Carril 9: 3 uL de la fraccion
insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-32 no inducido.

Debido a la deteccion constante de la proteina de interés con el vector pET-32 en las
condiciones previas de induccion, las siguientes corridas se realizaron solo para obtener
mejores resultados en las tinciones con azul de Coomassie en la cepa de E. coli transformada
con pET-28ay ver una expresion considerable en la fraccion soluble del lisado. Se realizaron
inducciones para la cepa de pET-28a con IPTG a 30°C por 4 y 8 h. En el segundo carril de
la Figura 8 se observé finalmente una banda tefiida con azul de Coomassie correspondiente
al tamafio deseado de 33 kDa de la proteina inducida por 4 h y presente de manera soluble.
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Mientras que el cuarto carril, con 8 h de induccidn, no se detecto la proteina soluble de interés

mediante la técnica de tincion con azul de Coomassie.

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

Figura 8. Separacion de proteinas del lisado de E. coli transformada con el vector pET-28a (proteina de
interés con un tamafio de 33 kDa) en gel de poliacrilamida en una induccién a 30°C por 4 y 8 horas con
IPTG. Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards;
Carril 2: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido por 4 horas;
Carril 3: 10 uL de la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido por 4
horas; Carril 4: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido por 8
horas; Carril 5: 10 uL de la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido
por 8 horas.

La electroforesis (SDS-PAGE) puede ser seguida y complementada con otra técnica, una
Western blot o electrotransferencia, para una deteccion mas especifica de una proteina
mediante anticuerpos. Este método consiste en poner en contacto el gel de poliacrilamida con
una membrana de nitrocelulosa para transferir las proteinas y detectar una banda Unica por
una reaccién quimica que detecta la union del antigeno con el anticuerpo, como una secuencia

de multiples Histidinas (6xHis), con un anticuerpo y posteriormente detectar esa union
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antigeno-anticuerpo con un segundo anticuerpo de revelado [14]. En este PAP, después de la
electroforesis realizada con un buffer de transferencia (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM y
metanol al 20%v/v), se colocé el gel de poliacrilamida entre papel filtro y almohadillas de
filtro en donde se afiadié una membrana de nitrocelulosa encima del gel, se monto en la
camara de electrotransferencia (kit Mini Trans-Blot Cell), y se sumergio el gel y la membrana

con buffer de transferencia a un voltaje constante de 100 V por una h (Figura 9).

Figura 9. Electrotransferencia de proteinas en gel de poliacrilamida a membrana de nitrocelulosa. A)
recoleccion de gel luego de la SDS-PAGE; B) Empaquetamiento del gel con la membrana de
nitrocelulosa entre papel filtro y almohadillas de filtro; C) Colocacién del sandwich en buffer de
transferencia; D) Electrotransferencia a 100 V por 1 hora.

Después de la electrotransferencia de proteinas a una membrana de nitrocelulosa, se incubé
por 1 h la membrana con las proteinas transferidas en buffer PBS-Tween 20 al 0.1% (buffer
PBS-T) con leche en polvo descremada (Svelty) al 5%. El propoésito de utilizar leche en polvo
es prevenir la union inespecifica del anticuerpo al area de la membrana que no posee
proteinas transferidas, con las proteinas no reaccionantes de la leche, evitando falsos
positivos [23]. Posteriormente, se lavo la membrana 3 veces con buffer PBS-T y se incub6
por 2 h con el anticuerpo monoclonal anti-His6x (1:2000) en buffer PBS-T 0.05% + 5% de

leche Svelty en agitacion ligera, para luego volver a lavar con buffer PBS-T por 15 min.
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Después, se volvo a incubar la membrana ahora con el anticuerpo Anti-IgG de ratén-POD
(1:2000) en buffer PBS-T 0.05% + 2.5% de leche Svelty. Finalmente se lavd en 3 ocasiones

con buffer PBS-T y se le afiadi6 solucién reveladora (Tabla 7).

Tabla 7. Composicion de la solucién revelador. Se mezcla la solucién A y B justo antes de usar.

Reactivo | Cantidad
Solucién A
Sustrato de HRP (sustrato de transferencia 0015
o . g
colorimétrica)
MeOH frio (-20°C) 5mL
Solucion B
Buffer PBS 25 mL
Perdxido de hidrégeno al 30% 30 uL

Se detectd por medio de anticuerpos la produccion de la proteina recombinante en los cultivos
de E. coli transformada con los vectores pET-28a y pET-32. La Figura 10 muestra los
resultados de la Western blot en los cultivos inducidos a 37°C con 4 h de induccion. En los
carriles correspondientes a los cultivos con pET-28a, con un tamafio de produccién de 33
kDa, se aprecia poca concentracion de la proteina en comparacion con los resultados
expuestos en los carriles cultivados con pET-32, lo cual indica que las condiciones de
induccién no favorecen adn la expresion por el vector pET-28a; en ambos casos existe una
fraccion de proteina soluble y otra insoluble. La Figura 11 corresponde a una réplica de las
condiciones de induccién mencionada con anterioridad, sin embargo, se expone la nula
expresion de la proteina de estudio en los carriles cultivados con pET-28a y la expresion de

una proteina soluble de 45 kDa con el uso del vector pET-32.

En los resultados correspondientes a la induccion de la expresion de la proteina recombinante
con E. coli a 37°C por 6 h (Figura 12), se detecto la produccion del producto de interés con
el vector pET-28a de manera soluble. Pero no se observé ningun resultado en la tincion con
azul de Coomassie (Fig. 7) de la proteina de interés en el carril correspondiente a la fraccion
soluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a, lo cual indica una baja concentracion
de la proteina en el sobrenadante del lisado y la ausencia de expresion en el precipitado (carril

3, Figura 12). Ademas, los carriles correspondientes a la expresion del vector pET-32 a 37°C
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por 6 h exponen resultados positivos y una banda pronunciada en la fraccion soluble del
lisado.

k2 w1 2 34 5 6 7

150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa
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15 kDa
10 kDa

Figura 10. Analisis de la expresion de la proteina recombinante de interés por medio de una etiqueta de
Histidinas (6xHis) por Western blot en cultivo de E. coli inducido a 37°C por 4 horas. Carril 1:
marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards;
Carril 2: 3 uL de la fraccién insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril
3: 3 uL de la fraccién insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 4: 10 uL
del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 5: 5 uL del
sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 6: 10 uL del
sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 7: 5 uL del sobrenadante
del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido
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Figura 11. Analisis de la expresion de la proteina recombinante de interés por medio de una etiqueta de
Histidinas (6xHis) por Western blot en cultivo de E. coli inducido a 37°C por 4 horas. Carril 1: 3 uL de
la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 2: 10 uL del
sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 3: 3 uL de la fraccion
insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 4: 10 uL del sobrenadante
del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 5: marcador de peso molecular
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards.
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Figura 12. Analisis de la expresion de la proteina recombinante de interés por medio de una etiqueta de
Histidinas (6xHis) por Western blot en cultivo de E. coli inducido a 37°C por 6 horas. Carril 1:
marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards;
Carril 2: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 3: 10
uL de la fraccién insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido; Carril 4: 10 uL
del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido; Carril 5: 10 uL de la fraccion
insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-32 inducido.

Finalmente, en un analisis final que corresponde a una induccion de la cepa de pET-28a por
4y 8 h resulto en la deteccion positiva con los anticuerpos en todas las muestras (Figura 13).
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La proteina se expreso tanto de manera soluble como insoluble en todos los carriles presentes

en la membrana de nitrocelulosa con el tamafio esperado de 33 kDa.

........... b

—

Figura 13. Andlisis de la expresion de la proteina recombinante de interés por medio de una etiqueta de
Histidinas (6xHis) por Western blot en cultivo de E. coli inducido a 30°C por 4y 8 horas. Carril 1:
marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards;
Carril 2: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido por 4 horas;
Carril 3: 10 uL de la fraccién insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido por 4
horas; Carril 4: 10 uL del sobrenadante del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido por 8
horas; Carril 5: 10 uL de la fraccion insoluble del lisado de E. coli transformada con pET-28a inducido
por 8 horas.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Los resultados correspondientes a la Figura 6 exponen que para la expresion de la proteina
recombinante con el vector pET-32 se requiere de un cultivo a 37°C por 4 h, obteniendo una

proteina soluble en una temperatura controlable con poco tiempo de induccion. Mientras que
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fue necesario disminuir la temperatura a 30°C por 4 horas para observar una expresion con
el vector pET-28a en la Figura 8 de la proteina de interés para el estudio. El tiempo y
temperatura optimizados para la induccion de la proteina y su solubilidad puede contribuir a
aumentar el rendimiento de extraccion para la posterior purificacion y su uso como una

proteina para el diagnostico de la tuberculosis.

Se determind que modificar las condiciones de induccion de la proteina altera la
concentracion del producto de manera soluble e insoluble, lo cual permite concluir que la
cepa de E. coli transformada con pET-28a requiere condiciones diferentes de induccién y
genera mayormente una sobreproduccién con un producto precipitado, ademas, la presencia
de la tiorredoxina en la proteina de interés, por el uso del vector pET-32, facilita la induccién
al ser una proteina presente en E. coli. Por lo tanto, se establecié qué condiciones seran
evaluadas para la purificacion y cuantificacion, para ahorrar tiempo en la extraccion y

produccidn de la proteina recombinante.

Se tienen contempladas varias etapas posteriores seguidas luego de determinar las mejores
condiciones para la expresion de la proteina de interés. Primero, la purificacion y
cuantificacion de la proteina producida con las cepas de E. coli con pET-28a y pET-32.
Posteriormente, pruebas con la proteina purificada para medir la cantidad de interferon

gamma producida en sangre bovina o0 humana.
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2. Productos

Se utilizo la experimentacion realizada en este PAP para desarrollar una metodologia para la
induccion y separacion de una proteina recombinante expresada mediante dos vectores (pET-
28a 'y pET-32) y su posterior identificacion mediante las técnicas de SDS-PAGE y Western
blot. Dicha informacién fue obtenida mediante mdultiples ensayos con diferentes condiciones

de temperatura y tiempo de induccion con IPTG.
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Tabla 8. Ficha descriptiva.

Nombre y codigo del PAP: 4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos I.

Nombre del proyecto: Estandarizacion de las condiciones de
cultivo de dos cepas de E. coli para la
obtencion de una poliproteina multiepitopo

Descripcion: Es un documento para expresar la proteina
recombinante multiepitopo dirigida para el
diagnostico de la tuberculosis como parte de
un proyecto mas amplio de un estudiante de
maestria, mediante el cultivo de dos cepas
de E. coli transformadas con los vectores de
pET-28a y pET-32 y su deteccion por
tamafio de proteina y anticuerpos. Esta
siendo realizado como parte inicial de un
desarrollo con fines diagndsticos contra la
TB en muestras clinicas sospechosas.

Autores: José Miguel Gonzalez Cisneros.

Producto:

“Protocolo de induccion de proteina en E. coli BL21 con el vector pET-28ay pET-32”
1. Cultivo e induccion:

-Preparar un pre-inéculo de la cepa recombinante BL21 (pET-28a 0 pET-32) en 5 mL de
caldo de medio LB estéril e incubar por 18 horas a 37°C y 250 rpm.

-Adicionar volumen suficiente del pre-indculo a nuevo caldo de cultivo LB estéril, para una
concentracion final de 4% v/v.

-Cultivar a 250 rpm por 37°C hasta una ODsoo de entre 0.6 y 0.7.

-Adicionar IPTG a una concentracion final de 1 mM (usar una solucién de 100 mM de IPTG)

E. coli transformada con p ET-32

-Incubar por 4 h mas a 37°C y 250 rpm.

-Congelar el cultivo a -20°C hasta su uso.

E. coli transformada con p ET-32

-Incubar por 4 h mas a 30°C y 250 rpm
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-Congelar el cultivo a -20°C hasta su uso.

2. Lisis celular y separacion:

-Descongelar medios previamente cultivados e inducidos de E. coli.

-Centrifugar a 8,000xg por 2 min y desechar sobrenadante.

-Resuspender la pastilla celular en una décima parte del volumen del cultivo con buffer de
PBS + Triton X-100 al 0.1%.

-Sonicar la suspension a 10 Hz en hielo durante 45 min en intervalos de 30 seg de sonicacion
y 30 seg de descanso hasta notar un aclaramiento de la suspension de células.

-Centrifugar por 2 min a 8, 000xg. Guardar el sobrenadante y desechar el resto (proteina

soluble).

3. SDS-PAGE:

-Preparar gel de poliacrilamida (Gel concentrador al 6% y gel separador al 12%) en placas
de vidrio.

-Colocar gel de poliacrilamida en cAmara de electroforesis de proteinas (Mini-PROTEAN
tetra vertical electrophoresis cell). Llenar camara interior con buffer de corrida 1x y exterior
de la cdmara interior de acuerdo con la cantidad de geles utilizados.

-Preparacién de muestras: afiadir partes iguales de muestra y buffer de carga y calentar en
bafio maria por 5 min.

-Cargar gel de poliacrimida con las muestras tratadas y marcador de peso molecular.
-Correr a 160 V por 5 min o hasta que se visualice una linea continua trazada por el buffer
de carga sobre el gel y luego a 120 V por 1 hora y media o hasta separar completamente el

marcador de peso molecular.

4. Tincion con azul de Coomassie:

-Después de la electroforesis. Sacar el gel de poliacrilamida de entre los vidrios.
-Colocar sobre un recipiente el gel y sumergir en colorante de azul de Coomassie.
-Dejar reposar 24 h.

-Retirar o recuperar colorante y enjuagar con agua el gel de poliacrilamida.
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-Afadir solucién destefiidora hasta sumergir el gel. Dejar reposar hasta ver saturada la
solucién y retirar.
-Seguir afiadiendo solucion destefiidora hasta visualizar bandas correspondientes a proteinas

en el gel de poliacrilamida.

5. Western blot:

-Despues de la electroforesis. Sacar el gel de poliacrilamida de entre los vidrios.

-Colocar gel de poliacrilamida entre papel filtro y almohadillas de filtro en donde se afiade
una membrana de nitrocelulosa encima del gel. Montar en la camara de electrotransferencia
de proteinas (Mini Trans-Blot Cell). Llenar la camara con buffer de transferencia y correr a un
voltaje constante de 100 V por lo menos una hora.

-Después de la electrotransferencia. Incubar por 1 h la membrana con las proteinas
transferidas en buffer PBS-Tween 20 al 0.1% (buffer PBS-T) con leche en polvo descremada
(Svelty) al 5%.

-Lavar la membrana 3 veces con buffer PBS-T.

-Incubar por 2 h con el anticuerpo Anti-6xHis (1:2000) en buffer PBS-T 0.05% + 5% de
leche Svelty en agitacion ligera.

-Lavar con buffer PBS-T por 15 min y 2 veces por 5 min.

-Incubar la membrana ahora con el anticuerpo Anti-IgG de raton (1:2000) en buffer PBS-T
0.05% + 2.5% de leche Svelty.

-Lavar con buffer PBS-T por 15 min y 2 veces por 5 min.

-Afadir solucion reveladora, esperar maximo 30 min. Secar membrana y guardar en un sobre

de papel.

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propoésito documentar la reflexidn sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Me impacté saber que la tuberculosis (TB) es un problema aun en la actualidad, que no es

solo exclusiva de los seres humanos y que inclusive existe una version latente de la
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enfermedad. El riesgo que representa una Mycobacterium bovis en ganado bovino para el ser
humano fue una verdadera sorpresa, dado que no existe una canal de comunicacion para
exponer cualquier sintomatologia para diagnosticar enfermedades en animales por lo que
solo se cuenta con los métodos actuales, como la prueba intradérmica de tuberculina que no
es capaz de distinguir entre micobacterias tuberculosas y no tuberculosas, para corroborar
una infeccion. Fue alarmante que no solo los médicos estan en riesgo de un contagio de
tuberculosis, los ganaderos y personal de mataderos o cuencas lecheras también son
propensos a una infeccidn, y me di cuenta de que es necesario una investigacion exhaustiva

abordando ideas innovadoras para proponer nuevas formas de diagndéstico para la TB.

En mi contexto social, la tuberculosis se presenta como una enfermedad que posee bastante
antigliedad que rara vez se puede padecer, lo cual me generd una creencia que es una
infeccion con un simple diagnostico y solo necesita tratarse con antibidticos. Es emocionante
que, gracias a mi formacion profesional, tengo los conocimientos necesarios para impulsar
la propuesta de una proteina con mayor precision para el diagnostico de las micobacterias
tuberculosas. Tener la capacidad de expresar una proteina recombinante es relevante por ser
una idea innovadora para cuidar la salud de los sectores de la poblacion que trabajan cerca
de fuentes potenciales de contagio de esta enfermedad, como por ejemplo el sector ganadero

y médico.

3.2 Aprendizajes logrados

Al comienzo del PAP tuve que enfrentar mi desconocimiento de las técnicas relacionadas
con los geles de poliacrilamida y la separacion de proteinas, como la SDS-PAGE, Western
blot y la tincién con azul de Coomassie. A lo largo del trabajo que se realizd, investigué y
aprendi el fundamento tedrico de todas las técnicas mencionadas anteriormente, e inclusive
tuve la oportunidad de conocer algunos consejos practicos en clases de biologia molecular
impartidas a estudiantes de maestria en el CIATEJ. En un principio necesité de guias y
supervision para desarrollar las actividades en el PAP, y por prueba y error, practique hasta
que logré trabajar de manera independiente.

Debido al riesgo que presentaban algunos reactivos, tomé en cuenta los protocolos de

seguridad y aprendi la necesidad de trabajar de manera segura, como empleando el uso de
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guantes y cubrebocas. Ademas, aprendi acerca del acondicionamiento previo que tenian

todos los insumos utilizados en el desarrollo del PAP, y consideré las consecuencias de los

residuos generados para desechar de forma correcta cada material y reactivo empleado. Son

aprendizajes que comencé a tomar en consideracion para mi desarrollo profesional en

proyectos futuros dentro del laboratorio.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Tabla 12. Inventario de competencias inicial e inventario de competencias final.

Competencias

Competencias

Competencia Evidencia Relevancia/Fortaleza o
Nuevas potencializadas
Principios de la | Disefié un Puedo aportar ideas Estudié los Mejoré mi
bioseparacion protocolo de para realizar la principios de la | conocimiento de
de productos. manera tedrica | separacion de una proteémicay bioseparacion
para la proteina. U optimizar separacion de de productos
separacion de los métodos y proteinas proteicos.
colagenasa. protocolos ya mediante
Ademas, existentes. electroforesis.
realizar la
separacion,
concentracion y
purificacion de
astaxantina
Funcionamiento | Trabajé por un Tengo experiencia Estudié los Se diversifico
y necesidades afio de becario utilizando muchos fundamentos de | mis
de diversos en el laboratorio | equipos para la una nueva conocimientos
equipos en el de quimica del separacion de técnica de lisado | sobre el
” laboratorio. ITESO, donde productos celulares y de cultivos funcionamiento
g utilicé diversos | puedo servir de celulares, de los equipos
2 modelos de consulta para recordar mediante un dentro del
E equipos las necesidades del sonicador. laboratorio.
§ utilizados correcto uso de estos.
3 comunmente. Ademaés, exponer sus
mayores beneficios
para el proyecto.
Técnicas de Transformé ala | Puedo realizar la Investigué el
transformacion | bacteria E. coli | transformacién de E. fundamento
celular. con el vector coli con el plasmido del | parael
pGLO para la proyecto si es necesario | desarrollo de la
produccion de la | obtener mas cultivosy | técnica de
proteina GFP. obtener una mayor Western blot
produccion de la para
proteina de interés. identificacion
Principios de He cultivado Puedo analizar las de proteinas.
biologia celular | varios tipos de posibles razones de la
y molecular bacterias para la | inexpresion de la
para la obtencién de proteina en los medios
expresion de productos de cultivo.
genes. celularesy
realicé una
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mutagénesis
sitio dirigida
para cambiar el
color de la
proteina GFP a
azul.

Cultivo de
bacterias en
medios liquidos

He realizado
proyectos con
diversas cepas
de bacterias,
como E. coliy

Puedo preparar medios
de cultivo y realizar un
cultivo de las bacterias
seleccionadas para la
expresion de la

Elaboré
mdltiples geles
de
poliacrilamida y
desarrollé su

Mejord mi
percepcion
sobre las
necesidades y
requisitos de los

L. plantarum, proteina de interés en el | tincion para cultivos
para obtener proyecto. exponer los celulares en
biomasa y resultados. medio liquido.
productos de
interés.
Analisis del Registré el Lograr detectar Trabajé
estado de un crecimiento de posibles realizando
cultivo de varias cepas a lo | contaminaciones del multiples SDS-
4 bacterias. largo del tiempo | medio y tener PAGE y
2 y el estado del informacion acerca del | Western blot
E medio, para momento critico para para la
g determinar la detener el crecimiento | separacion e
I estancia del normal bacteriano e identificacion
crecimiento inducir la produccion de proteinas.
bacteriano en un | de la proteina de
determinado interés.
momento.
Separacion de Realicé la Puedo separar
productos a separacion de productos de interés a
partir de astaxantina, partir de un caldo de
cultivos. acidos nucleicos | cultivo.
y otros
metabolitos a
partir de
levaduras y
bacterias.
Paciente al He trabajado Hay diversos procesos | Trabajé de Mejoré mi
trabajar con con que requieren una manera capacidad para
procesos de metodologias manipulacion constante | colaborativa con | atender 6rdenes
grandes prolongadas y por un periodo largo | diversas y anticipar
periodos de para el cultivoy | de tiempo para realizar | recomendacione | posibles
tiempo. la induccion de | la separacion de un s para realizar necesidades
un producto, producto celular. las actividades y | durante la
Y manteniendo la presentarlas de | elaboracion de
s calidad del la mejor manera | cada actividad
§ trabajo. posible. realizada.
< Poseo ingenio Me adapte a Si se carece de algun
para trabajar trabajar sin los material, equipo o
con diversos equipos por reactivo puedo ser
protocolos en excelencia en un | capaz de sobrellevar el
diversos proceso a lo trabajo y sacar adelante
ambientes. largo de mi el proceso, con
formacién alternativas ingeniosas.
académica.
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Facilidad para
delegar trabajos
o por el
contrario para
acatar ordenes.

He realizado
proyectos
siendo la
cabecilla del
grupo y he
participado
como un
trabajador
proactivo como
becario.

Puedo dar o seguir
ordenes de manera
rapida y concisa
representando una
ventaja para aumentar
el rendimiento y
aprovechamiento del
tiempo en el desarrollo
del proyecto.

Facilidad para
mantener
comunicacion
con todos los
involucrados en
el proyecto.

Trabajé con una
gran cantidad de
personas en
diversos
proyectos por lo
cual mantuve un
canal de
comunicacion

eficiente y claro.

Puedo evitar cualquier
equivocacion por falta
de comunicacion o no
atender correctamente
las indicaciones.

La tabla 12 expone las competencias presentadas al inicio del PAP que validan mi valor en

la participacion en el proyecto, y al final de este. Las competencias finales son enfocadas a

la extraccion de proteinas y colaboracion en las actividades para llevar a cabo los objetivos

descritos a lo largo del PAP. Desde los fundamentos necesarios para realizar su induccion

mediante vectores de expresion, seguido de su separacion fisica del medio celular y

finalmente su identificacion. Remarcando que los mayores aprendizajes fueron relacionados
a las técnicas de SDS-PAGE y Western blot.
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