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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicaciéon 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 vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) 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 formacion profesional (Opcion
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El 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 desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP “Purificacion de una poliproteina recombinante multiepitopo expresada en
Escherichia coli para evaluacion de la reactividad con anticuerpos dirigidos a micobacterias
tuberculosas” es parte de un proyecto iniciado el verano del 2023. Se abordo el objetivo de
producir un reactivo molecular de nueva generacion a partir de tecnologia de proteinas
recombinantes para valorar una posible respuesta inmune presente en sangre de bovinos

infectados por micobacterias tuberculosas.

Se busco producir y utilizar una cepa de Escherichia coli transformada con el vector pET-
32a que expresa el gen de una proteina recombinante multiepitopo de cuatro de los
principales antigenos de Mycobacterium tuberculosis. Después de su expresion en un cultivo,
se extrajo la proteina mediante una lisis celular y se determind la presencia de la proteina
recombinante por su peso molecular y también por la identificacion de una etiqueta de

histidina por medio de las técnicas de SDS-PAGE y Western blot a lo largo del proyecto.

Se purificaron los extractos totales de proteina bacteriana por medio de una cromatografia de
afinidad a etiquetas de histidina. Posteriormente, se dializ6 las muestras purificadas para la
eliminacién de imidazol y se cuantifico la concentracion total de proteinas presentes en el
reactivo final estando entre una concentracion de 9.27 y 20.2 pg/mL en la suspension. El
procedimiento biotecnoldgico permitié la obtencion de un nuevo reactivo basado en una
proteina quimérica artificial con el potencial de ser utilizado para el diagnostico de amplio
espectro de infecciones provocadas por micobacterias tuberculosas en individuos humanos y

animales.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion 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 ldgica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.



El desarrollo del presente PAP es llevado a cabo en el Centro de Investigacion y Asistencia
en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) que cuenta con diversas lineas de
investigacion dedicada a la biotecnologia, como el desarrollo de productos biofarmacéuticos
para la salud. El sector de Biotecnologia Medica y Farmacéutica (BMF) es un departamento
que busca atender las problematicas en el area de la salud del sector humano y pecuario de

Jalisco a través de proyectos innovadores.

El CIATEJ desarrolla diversos proyectos como la sintesis de proteinas recombinantes con
interés biotecnologico para el diagndstico de micobacterias tuberculosas. El presente PAP,
que es continuacién de un trabajo desarrollado en el verano del 2023, es parte de un protocolo

experimental encaminado a la obtencion de la proteina de interés biotecnoldgico.
Objetivo general:

Producir un reactivo a partir de tecnologia de proteinas recombinantes para valorar una
respuesta inmune de sangre bovina infectada por micobacterias tuberculosas y ser utilizado

en el futuro para el diagnostico de la tuberculosis.
Objetivos especificos:

e Cultivar la cepa de Escherichia coli transformada con el vector pET-32a e inducir la
produccion de la proteina recombinante.

e Purificar la proteina recombinante de interés mediante columnas de afinidad.

e Concentrar y cuantificar la cantidad de proteina recombinante expresada en los

cultivos de E. coli.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

En el afio de 1882 se hizo el descubrimiento de la bacteria que causaba la enfermedad de la
tuberculosis (TB), Mycobacterium tuberculosis. En 1908 se desarroll6 la prueba cutanea de
tuberculina, la forma mas comin de diagnosticar tuberculosis, sobre todo en animales, por
Charles Mantoux. La prueba consiste en la aplicacion de un extracto derivados proteicos

purificados y la medicién de la respuesta inmune posteriormente. Sin embargo, esta forma



de diagnostico, que sigue siendo utilizada en la actualidad, no posee la capacidad de

distinguir entre una reaccion por micobacterias tuberculosas o no tuberculosas [1].

Las pruebas de diagndstico para la tuberculosis requieren del desarrollo de estrategias para
aumentar la especificidad del diagndstico y su rapidez, por este motivo se estudia la
tecnologia de produccion de proteinas recombinantes antigénicas. Un ejemplo es el
desarrollo de anticuerpos, a partir de proteinas recombinantes, con mayor capacidad de
detectar multiples antigenos exclusivos de micobacterias tuberculosas para su uso en pruebas
de ELISA [2], o el desarrollo de una ELISA universal para el diagnostico de la tuberculosis

mediante una proteina recombinante con secuencias antigénicas de M. tuberculosis [3].

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) ha promocionado multiples campafias para
motivar a darle fin a la tuberculosis dado que se registran al dia 4,500 personas en el mundo
fallecidas por la TB [4]. Tan solo en México se han registrado mas de 28 mil casos de TB en

el afio 2022, de los cuales el 30% no conocia su estado como portador de la enfermedad [5].

La proteina recombinante dirigida a una estrategia para diagnosticar tuberculosis es una
proteina multiepitopo de 50 kDa disefiada en el CIATEJ, a partir de la seleccion de las
secuencias proteicas mas antigénicas de cuatro de las proteinas mas caracterizadas en la base
de datos para epitopos inmunes (IEDB) [6]. En estudios previos, la evaluacion de la respuesta
inmune de antigenos de M. tuberculosis expone que sin modificaciones estas secuencias no
son reconocidas por el sistema inmune, por lo tanto, ha habido una mayor cantidad de
enfoques para generar una mejor presentacion antigénica y con ello una estrategia de

diagnostico de la enfermedad [7].

1.2 Caracterizacion de la organizacién

El presente PAP es llevado a cabo dentro del CIATEJ, un centro publico de investigacion
gue forma parte del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia
(CONAHCYT). El CIATEJ posee diversas areas para el desarrollo de proyectos de
investigacion en biotecnologia vegetal, biotecnologia industrial, tecnologia ambiental,
tecnologia alimentaria y biotecnologia médica y farmacéutica [8]. También ofrece los
servicios de formacién de posgrado como maestrias, estancias y doctorados, y tesis de

pregrado.



Los investigadores que conforman el centro de investigacion del CIATEJ son los encargados
de llevar a cabo la mision de la institucion a través de proyectos innovadores para generar
nuevos conocimientos, con el fin de optimizar procesos, productos y servicios para un
desarrollo sostenible. La vision del CIATEJ es dar a conocer los descubrimientos generados
a través de las continuas investigaciones dentro de las diversas areas de trabajo y la
colaboracidn entre investigadores [8]. El &rea de investigacion de biotecnologia médica y
farmacéutica, donde se realiza este PAP, tiene como principal objetivo enfocarse y resolver
problematicas para la prevencion, diagndstico y tratamiento de enfermedades humanas y

animales con soluciones innovadoras [9].

El presente PAP es un proyecto de tipo experimental coordinado por el Dr. Angel Hilario
Alvarez Herrera perteneciente al sistema nacional de investigadores de nivel I, ademas,
trabaja de manera independiente en el area de biotecnologia médica y farmacéutica del
CIATEJ [10]. El principal interés de esta area de trabajo es sintetizar y purificar proteinas

recombinantes para el diagnostico y prevencion de enfermedades.

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

Al afio alrededor de 8 millones de personas suelen contraer un caso de tuberculosis activada,
y se estima que solo es una décima parte de las personas que pueden desarrollar tuberculosis
en su vida [1]. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la tuberculosis representa
una de las primeras diez causas de muerte en el mundo, en el 2019 se registré que América
reporta casi el 3% de los casos de tuberculosis en el mundo y el 15% de las personas

generalmente no logran ser tratadas con éxito [4].

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa multiorganica, causada principalmente
en humanos por la bacteria Mycobacterium tuberculosis, y por otras micobacterias como M.
bovis, M. canettii, M. microti, entre otras presentes en el ganado bovino y otros animales [1].
El diagnostico de una micobacteria tuberculosa es de interés mundial ya que no todos los
casos de la infeccion de tuberculosis presentan sintomas, debido a una version latente del
padecimiento [11]. Su principal método de propagacion en humanos es por aire, es decir,

cuando una persona tose o estornuda, ademas, las personas con el virus de inmunodeficiencia



humana (VIH) tienen hasta 30% mas probabilidad de desarrollar sintomas de tuberculosis

[1]

La tuberculosis es una enfermedad zoonética, puede transmitirse entre animales y seres
humanos, principalmente con el contacto de secreciones de animales. Una forma comun de
prevenir la infeccion utilizada en la actualidad es la pasteurizacion de alimentos provenientes
del ganado [12]. Sin embargo, casi el 1% de las pruebas realizadas a mas de 130,000 animales
tuvieron un diagnostico positivo para la tuberculosis en Jalisco, sin contar cuencas lecheras
[13]. En México las cuencas lecheras son de gran interés debido a que constituyen una
importante fuente de infeccidn por tuberculosis, llegando a representar hasta el 6% de los

casos de TB por contacto constante con el ganado [14].

La mayor problematica en el diagnostico de las micobacterias tuberculosas es que no se ha
encontrado un marcador antigénico que se exprese en todos los pacientes con tuberculosis.
Por ello, se han realizado multiples estudios para generar poliproteinas recombinantes como
estrategia para el diagnostico de la TB, principalmente con el objetivo de elaborar anticuerpos
disefiados para reconocer la enfermedad [2]. En 2023 la OMS se ha fijado diversas metas
para dar fin a la tuberculosis, declarando que es necesario llevar a cabo una mayor

investigacion para el diagndstico y tratamiento de la TB en el mundo [15].

Las pruebas para el diagndstico de M. tuberculosis se basan en la deteccion de los bacilos
acidorresistentes (BAAR) en secreciones. Sin embargo, el cultivo del esputo de los pacientes
es tardado debido al tiempo de crecimiento de una micobacteria [1] por lo que también se
suelen realizar ensayos de liberacion de interferon gamma (IGRA) y pruebas intradérmicas
de tuberculina (TST).

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Este PAP tiene el propdsito de producir un reactivo purificado de una proteina multiepitopo
para el diagnostico de micobacterias tuberculosas y evaluar su reactividad con anticuerpos
pertenecientes a ganado bovino con tuberculosis. Dado que no se ha encontrado un solo
antigeno que se reconozca de forma generalizada como biomarcador universal en todos los
pacientes con tuberculosis, el disefio propuesto de una proteina con mdltiples sitios de

reconocimiento antigénico permite el desarrollo de nuevos reactivos biol6gicos mejorados
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mas sensibles para el diagnostico de la TB [12]. En la actualidad, la Organizacion Mundial
de la Salud, sigue insistiendo en la necesidad de impulsar avances para eliminar la
enfermedad de la tuberculosis a nivel mundial, declarando en marzo del 2023 que es posible
ponerle finala TB [15].

La produccion de la proteina recombinante se realiza a partir de una bacteria transformada,
Escherichia coli. La cepa utilizada en el PAP posee el vector pET-32a, un plasmido del tipo
inducible que expresa una proteina fusionada de tiorredoxina que planea aumentar la
solubilidad de la proteina [16]. Debido a que la proteina es un producto intracelular la
extraccion de la proteina consiste en una lisis celular, puede ser mediante métodos fisicos de
rompimiento de la membrana como sonicacion, homogenizacion o ciclos de congelado o con

métodos quimicos como el uso de detergentes [17].

Las técnicas utilizadas para el reconocimiento de proteinas de interés en los cultivos
inducidos de E. coli, y la purificacion y concentracion de la proteina, son electroforesis y
Western blot. Las caracterizaciones de proteinas suelen usar geles de poliacrilamida dado
que es una manera habitual de realizar el andlisis de proteinas por su tamafio, ademas, la

composicion inerte del gel permite utilizar diferentes rangos de temperatura 'y pH [18].

La SDS-PAGE es la electroforesis de proteinas desnaturalizadas donde se les da una carga
negativa para facilitar su migracion, utilizando dodecilsulfato sédico (SDS), a través de la
matriz porosa del gel [19]. Debido a que la proteina de interés en el presente PAP es de
50kDa, es posible reconocer la expresion positiva del producto mediante esta técnica, que se
complementa con una tincién del gel con azul de Coomassie y un marcador de peso molecular

para identificar por tamafio la proteina luego de una electroforesis [18].

Otra manera de identificar la proteina recombinante es por Western blot, una técnica de
electrotransferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa para ser tratada con anticuerpos y detectar la presencia de multiples etiquetas
de histidina (6xHis) (Fig. 1), lo que permite el monitoreo constante del producto a través de
su bioseparacion [19]. Debido a que la proteina de interés en el proyecto posee marcadores

de histidina por la expresion del gen con el vector pET-32a, se emplea el anticuerpo anti-



His6x para realizar un reconocimiento definitivo de la proteina por una unién antigeno-

anticuerpo, del resto de proteinas correspondientes a E. coli.

Anticuerpo

- Anticuerpo o secundario: 7
£
- primario: —_ AA con actividad _

- *”we : - *”we enzimdtica —
— antze — asociada _
" E— o1} e
— (p. j., monoclonal | — (p-gj.,
de ratén) anti-1gG de ratdn)
— ° — . .

Figura 1. Representacion esquematica de la inmunodeteccidn de proteinas [19].

La purificacion de proteinas suele realizarse mediante cromatografia, por afinidad y por
hidrofobicidad [17]. En este PAP el extracto obtenido del cultivo, una vez identificada la
presencia de la proteina, se purifica mediante una columna de afinidad de iones metéalicos
inmovilizados (Fig. 2), debido a que es el método disponible en el &rea de trabajo, que consta
de una resina con un ligando quelante que esta cargado con iones de Ni?*, para retener
proteinas marcadas con histidina [20]. La muestra se divide en fracciones al realizar lavados
con soluciones a diferentes concentraciones de imidazol a lo largo del proceso y se realiza el
reconocimiento de la proteina en las fracciones mediante SDS-PAGE vy la calidad de la

purificacion por Western blot.

L9

’ I Bound target protein
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</
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‘ .
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Figura 2. Representacién esquematica de la cromatografia por afinidad [21].

La purificacion por columna de afinidad requiere un tratamiento posterior de las muestras,
debido al gran contenido de sales en las soluciones utilizadas para la cromatografia es
necesario su remocion selectiva de impurezas y otros contaminantes [17]. La dialisis es una
forma de filtracion en donde se hace uso de membranas semipermeables sumergidas en

soluciones para generar un gradiente negativo de concentracion mediante 6smosis inversa,
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hasta alcanzar un equilibrio entre el fluido externo e interno de la membrana sin permitir el
paso de macromoléculas de mayor tamafio como la proteina purificada. Otra manera de
eliminar impurezas provenientes de la purificacion es mediante ultrafiltracion con
membranas y tubos para centrifugacion modificados, los cuales, con ayuda de centrifugacion,
permiten la concentracion de la muestra y su limpieza de forma forzada al atravesar de forma
selectiva de acuerdo con el tamafio de poro de la membrana [22].

En la tabla 1 se expone el plan de trabajo del PAP para llevar a cabo los objetivos planteados.
Se indican las actividades a realizar junto con la semana dentro del programa de trabajo y en

la tabla 2 se observan los recursos necesarios para completar cada actividad.

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

Nombre de la
actividad

Recursos
Tiempo
(dias)
Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 5
Semana 6
Semana 7
Semana 8
Semana 9
Semana 10
Semana 11
Semana 12
Semana 13
Semana 14
Semana 15

Semana 16

Investigacion
sobre el
fundamento de
purificacion
mediante
columna de
afinidad. Y
préactica de
purificacion.

Z
>
w

Cultivo de cepa TP 2
de E. coli para 10
producir la
proteina
recombinante
(37°Cx 4h).

Separacion de la CF 1
proteina SD
recombinante
intracelular.

SDS-PAGE y GE 3
Western blot WB
para detectar la TP
presencia de
una proteina
recombinante.

Asesoria para el AH 1
avance del
proyecto.

Entrega avance NA 1
1 rPAP.

Preparacion de TP 1
soluciones de
lavado para
purificacion.
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Primera TP
purificacion. CTH
Segunda TP
purificacion. CTH
Andlisis de las TP
fracciones GE
purificadas por WB
SDS-PAGE y

Western blot.

Tercera TP
purificacion. CTH
Preparacion de TP
soluciones de

lavado para

purificacion.

Cuarta TP
purificacion. CTH
Andlisis de las TP
fracciones GE
purificadas por
SDS-PAGE.

Entrega avance NA
2 rPAP.

Investigacion de NA
la didlisis y
concentracién

de muestras.

Dialisis de las DIA
muestras

purificadas.
Electroforesis GE
de muestras

purificadas.
Concentracion CFV
de muestras.

Entrega avance NA
3 rPAP.

Cuantificacion EM
de las muestras.
Repeticibnde la | CFV
concentracién GE
de las muestras WB
y andlisis por

medio de SDS-

PAGE y

Western blot.

Entrega avance NA
4 rPAP.

Entrega final NA
rPAP.

Presentacién NA
final oral del

PAP.

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

Recursos utilizados

Abreviatura Significado

AH Asesoria Dr. Angel Hilario Alvarez Herrera
NA No aplicable

TP Trabajo personal
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CF Centrifuga

10 Incubadora orbital

CTH Columnas HisTrap™ FF

SD Sonicador

GE Mini-PROTEAN tetra vertical electrophoresis cell
wWB Mini Trans-Blot Cell

DIA Membrana para didlisis

CFV Centrifuga con vacio

EM Espectrofotémetro de microplacas

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Cultivo de Escherichia coli e induccion del vector de expresion

Debido al amplio estudio que se ha hecho de la bacteria E. coli, este microorganismo fue
seleccionado como la biofabrica por excelencia para la produccion de la proteina
recombinante de interés siendo una alternativa para generar productos sustentables [23]. El
vector pET-32a fue seleccionado debido a su uso constante en la sintesis de proteinas quimera
debido a la estabilidad y solubilidad que le proporciona la tiorredoxina fusionada a la proteina
de interés dentro del disefio del constructo del plasmido [16]. Asi, se utilizo la cepa de E. coli
BL21 junto con el vector de expresion pET-32a para expresar la proteina recombinante
multiepitopo de este PAP. Se cultivaron dos lotes de 200 mL de E. coli en caldo de medio
Luria-Bertani (LB), con un indculo al 4% v/v, en una agitacion de 250 rpm a 37°C hasta una
ODeoo de entre 0.6 y 0.7.

La induccidn del vector para la expresion de la proteina recombinante fue activada mediante
isopropil B-D-tiogalactosido (IPTG), analogo de la lactosa. Al llegar a la densidad 6ptica
establecida se afiadio IPTG para una concentracion final de 1 mM dentro del cultivo. Se dej6

incubando a 37°C por 4 horas mas.
Separacion de la proteina recombinante

La extraccion de metabolitos intracelulares fue posible mediante métodos fisicos y quimicos
del rompimiento de las membranas celulares. La sonicacion, en combinacion con un
detergente no idnico, mantiene la estabilidad de la proteina y permite la manipulacion con el
producto [17]. Se realiz6 una centrifugacién de los cultivos de E. coli durante 25 min a 4200

rpm para luego desechar el sobrenadante correspondiente al medio de cultivo. Después, se
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resuspendio el pellet celular en un volumen de una décima parte del cultivo con buffer de
PBS + Triton X-100 al 0.1%. Se hizo una sonicacion de las muestras a 10 Hz en hielo durante
45 min, y termind con una centrifugacion a las mismas condiciones previamente
mencionadas y recuperacion del sobrenadante con la fraccion de la proteina soluble extraida

del interior de la célula.
Identificacion de la proteina recombinante

La caracterizacion de proteinas por electroforesis suele realizarse en su forma desnaturalizada
(SDS-PAGE), al correr un gel de poliacrilamida en esas condiciones se asegura que
unicamente el tamafio de la proteina influira en la velocidad de migracion a través de la matriz
porosa, lo cual facilita la identificacion de la proteina por medio de una tincién con azul de
Coomassie [18]. Ademaés, para complementar la electroforesis, Western blot representa un
sistema sensible para la deteccién de proteinas mediante el reconocimiento antigeno y
anticuerpo [19]. Por ello, se corrio una SDS-PAGE seguida de una Western blot para asegurar
la presencia del producto de interés. Se prepar6 un gel de poliacrilamida para la electroforesis
vertical de proteinas, correspondientes al lisado de cultivos de E. coli, de acuerdo con la
composicion de las tablas 3 y 4 expuestas en los anexos, con ayuda del equipo de
electroforesis Mini-PROTEAN tetra vertical electrophoresis cell. Se corrio la electroforesis

en buffer de corrida 1X (tabla 5 del anexo) a 160 V por 8 min y luego a 120 V por 1 hora.

Posteriormente, se transfirieron las proteinas del gel de poliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa con un buffer de transferencia (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM y metanol
al 20%v/v). Se coloco el gel y la membrana de nitrocelulosa entre papel y almohadillas filtro
especiales, y se sumergio en la cdmara de electrotransferencia (kit Mini Trans-Blot Cell), a

un voltaje constante de 100 V por una hora

La transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa se detecté con dos anticuerpos:
Ac. anti-His6 X y Ac. anti-1gG de raton. El primer anticuerpo (Ac. anti-His6X) se incubé por
dos horas para reconocer los sitios de etiquetas de histidina en la proteina recombinante y el
segundo anticuerpo se incubo por otras dos horas para formar un complejo Ac-Ac revelador,
reconociendo el primer anticuerpo unido a la proteina y asi identificarlo en la membrana de

nitrocelulosa. Se confirmé la presencia de la proteina recombinante (Fig. 3) en un tamafio
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esperado cercano a 50 kDa y una inmunodeteccidn de las etiquetas de histidina por una

reaccion colorimétrica llevada a cabo con la solucion reveladora (tabla 6 del anexo).

@) ®) on U

Figura 3. Revelacion de Western blot. (A) 12 uL de la fraccion soluble del lisado de E. coli con pET-32a
inducido. (B) Marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein
Standards.

Purificacidn, diélisis y concentracion de la proteina recombinante

El método més usado para la purificacion de proteinas es por medio de cromatografia de
afinidad, que separa el objeto de interés de acuerdo con sus propiedades y el resto de las
sustancias por una union especifica a ciertos ligandos [21]. La columna HisTrap™ FF que
posee iones de niquel (Ni?*) tiene una alta afinidad con las etiquetas de histidina hasta que se
altera la union por la presencia de imidazol con la protonacién de aminoacidos involucrados
en la unién con la columna [24], lo que permitié purificar las muestras obtenidas mediante
cromatografia de afinidad, con la columna de 1 mL HisTrap™ FF. Se pasaron distintas
soluciones de lavado con diferentes concentraciones de imidazol (tabla 7) a través de la
columna siguiendo la metodologia expuesta en la figura 4 (B), y Unicamente se recuperaron
los primeros cinco volumenes de la etapa de elucién en cada purificacion. Se analiz6 cada
fraccion de elucion recuperado por medio de SDS-PAGE, se tifié con azul de Coomassie por
1 hora (Fig. 5), y se destifid con solucion destefiidora (tabla 8 del anexo), ademas, se realizd
una inmunodeteccidn por Western blot. Se obtuvo de dos lotes, de 200 mL de cultivo de E.

coli, 12 mL viables de proteina purificada para posteriores tratamientos (Fig. 6 y 7).
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Figura 4. (A) Columna para cromatografia de afinidad de etiquetas de histidina en proteinas
recombinantes. (B) Diagrama de flujo de la metodologia seguida para la purificacion de las muestras.
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Figura 5. SDS-PAGE de la purificacion del lisado de proteinas de E. coli. (A) Marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards. (B) proteinas totales del lisado del
cultivo de E. coli. (C) Primer volumen de la etapa de elucion de la purificacion. (D) Segundo volumen
de la etapa de elucidn de la purificacion. (E) Tercer volumen de la etapa de elucion de la purificacion.
(F) Cuarto volumen de la etapa de elucion de la purificacion. (G) Quinto volumen de la etapa de elucién
de la purificacion.
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Figura 6. Purificaciones realizadas y aceptadas para su dialisis del primer lote realizado. Grupos de
fracciones recolectadas de las etapas de elucion de varias purificaciones (muestra 1 Ay B; muestra2 C
y D; muestra3 Ey F; muestra4 Gy H; muestra5 1y J; muestra6 Ky L). (A, C, E, G, I, J) muestras
purificadas de 1 mL vistas por tincion con azul de Coomassie. (B, D, F, H, J, L) inmunodeteccion por
Western blot de la proteina recombinante.

Ma) AW B (©) M) E) ) (G
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Figura 7. Purificaciones realizadas y aceptadas para su didlisis del segundo lote cultivado. Grupos de
fracciones recolectadas de las etapas de elucion de dos purificaciones. (A) marcador de peso molecular.
(B) primer volumen de elucién de la primera purificacion. (C) segundo volumen de elucién de la
primera purificacion. (D) tercer volumen de elucidn de la primera purificacion. (E) primer volumen de
elucion de la segunda purificacion. (F) segundo volumen de elucién de la segunda purificacion. (G)
tercer volumen de elucion de la segunda purificacion.

El método utilizado para dializar el producto de interés es por medio de tubos de membrana
de didlisis sumergidas en un amortiguador, en donde el movimiento de las moléculas
pequefias fluira de mayor a menor concentracion hasta alcanzar el equilibrio, con el fin de
eliminar el exceso de impurezas [25]. Se estabilizaron tubos de membrana de celulosa para
dialisis avg. flat width 10 mm en un buffer de HEPES (tabla 9 del anexo) hasta separar las

membranas y generar un espacio entre ellas, se cerré con pinza un extremo de la membrana
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y se cargaron las muestras purificadas entre ambas membranas. Se sellé con otra pinza el
tubo de membrana y se sumergid en agitacion las muestras en buffer HEPES, desechando y
cambiando cada 4 horas el volumen de buffer HEPES durante 2 dias. Finalmente, se realizo

una SDS-PAGE para corroborar el estado de la proteina luego de la dialisis (Fig. 8).

Da) (A  (B)
200,000 -&=
116,250 -
97,400 -~
66,200 - s
45,000 -f %

Figura 8. (A) marcador de peso molecular. (B) proteina recombinante dializada.

Debido a la baja intensidad de banda detectada en la SDS-PAGE (Fig. 8), luego de dializar
las purificaciones se optd por tratar las muestras con una centrifuga incorporada con vacio,
especializada en soluciones acuosas con productos termosensibles, para aumentar la
concentracion para futuros analisis [26]. La concentracion se llevo a cabo a 1000 rpm por 90
minutos a 30°C en muestras separadas de 1 mL de la proteina recombinante, hasta haber

eliminado la mitad del solvente de las muestras por vacio.

Se realizaron las cuantificaciones de las muestras purificadas, dializadas y concentradas de
los dos lotes elaborados en el presente PAP por medio del método de Bradford en microplaca.
Esta metodologia se basa en la propiedad del tinte azul de Coomassie para unirse a todas las
proteinas y la absorcion del color resultante en la interaccion con la muestra a una
absorbancia de 595 nm sirve como magnitud de medicion para la concentracion de proteinas
por medio de una curva de calibracion con un estandar de proteina conocida [27]. Para ello,
se mezclaron en una microplaca, con agitacion orbital por 30 segundos, 250 uL de reactivo
de Bradford y 50 uL de muestras a analizar (muestras de proteina recombinante y estandares

de suero de albumina bovina (BSA) con concentraciones conocidas), luego se dejé reaccionar
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por 5 min en completa obscuridad para leer su absorbancia a 595 nm, y calcular la
concentracion de las muestras problemas en base a los estdndares de BSA. Para el primer lote
se registrd 3.25 mL de reactivo de proteina recombinante con una concentracion de 9.27
ug/mL y del segundo lote 2.5 mL con una concentracién 20.2 ug/mL en base a una curva de

calibracién con un coeficiente de correlacién del 0.95.

Con el fin de realizar una evaluacion de la reactividad de la proteina recombinante con
anticuerpos dirigidos a micobacterias tuberculosas es necesario obtener una banda
concentrada y definida en el gel de poliacrilamida, para realizar una membrana preparativa
por electrotrasnferencia para la evaluacion con anticuerpos y la posibilidad de su unién con
una proteina multiepitopo disefiada para ser reconocida estos. La tincién con azul de
Coomassie posee una sensibilidad de 50 ng para ser visualizada en un gel de poliacrilamida
[18], asi que se prepararon pozos correspondientes a una SDS-PAGE luego de la
cuantificacion para cargar el maximo posible de proteina total (méas de 100 ng en 30 uL de
muestra) en un gel. Del primer lote se cargd con 195 ng los pozos de un gel de poliacrilamida
al 12 %, mientras que del segundo lote se depositd 424 ng (Fig. 9). Sin embargo, la intensidad
de las bandas no resulté satisfactoria para una evaluacion con anticuerpos hasta aumentar su
concentracion mediante disminucion del volumen por evaporacién u obteniendo mayor

cantidad por medio de otra purificacion.

116,250 -
97,400 -

66,200

45,000

31,00

Figura 9. SDS-PAGE de las muestras producidas de proteina recombinante de dos lotes de cultivo en E.
coli purificada, dializada, concentrada y cuantificada. (A) marcador de peso molecular. (B) Muestra de
proteina recombinante del segundo lote. (C) Replica de la muestra del segundo lote. (D) Muestra de
proteina recombinante del primer lote. (E) Replica de la muestra del primer lote.
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1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos

La deteccion de los antigenos buscando la respuesta inmune de memoria contra
micobacterias tuberculosas es una estrategia muy utilizada para el diagnéstico de la infeccion,
y el uso de proteinas recombinantes multiepitopo es una nueva tecnologia para aumentar la
capacidad antigénica para la busqueda de anticuerpos reactivos por medio de una sola
proteina de fusion disefiada como inmundgeno. En la literatura se han documentado multiples
estudios para la elaboracion de una ELISA universal por medio de una poliproteina [3], 0
para la produccion de anticuerpos reactivos de reconocimiento [2]. Uno de los principales
problemas es la estabilidad de una construccion quimérica, la mayoria de las proteinas
recombinantes pueden precipitarse debido a cuerpos de inclusion, la seleccion del vector
pET-32a con la adicion de la tiorredoxina parece favorecer la mejor produccion de la proteina
recombinante al ser una alternativa para mejorar el rendimiento y estabilidad tratandose de
una sobreexpresion artificial alterando la fisiologia del sistema de expresion proteico

bacteriano [16].

El principal inconveniente en la experimentacion del presente proyecto fue la cantidad de
proteina resultante del proceso de extraccién, purificacion y acabado. Es comun que las
proteinas sufran algun tipo de degradacién proteolitica o exista perdida de proteina entre cada
tratamiento para su refinamiento [28]. Por lo que una alternativa a considerar, ademas del
escalamiento del cultivo mediante fermentadores controlados, es cambiar el tipo de
purificacion a realizar minimizando el nimero de pasos para la purificacion de la muestra,
como otros estudios exponen, ya sea por electroelucion directa del gel de poliacrilamida [29]
o purificacion por exclusion molecular, ademas de la adicion de inhibidores de proteasas
[17].

La expresidn de la proteina recombinante con una etiqueta de tiorredoxina mantuvo una gran
estabilidad para su extraccion y posteriores tratamientos para su aislamiento, debido a la baja
precipitacion de la proteina durante la experimentacion. Se logré obtener un producto lo
suficientemente claro para realizar una posterior evaluacion de su inmuno reactividad, debido
a gque puede realizarse mediante una electrotransferencia de un gel de poliacrilamida a una

membrana la cantidad de bandas presentes en la muestra final permite distinguir de manera
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clara si existira una unién antigeno anticuerpo mediante una reaccion de coloracion con la

proteina multiepitopo.

Durante la produccion de una proteina recombinante es muy comun que durante el proceso
de purificacion y analisis posteriores se vaya alterando su rendimiento debido a factores
extrinsecos como la manipulacion o intrinsecos como degradacion proteolitica. Por estos
motivos, h hizo falta de una mayor cantidad de proteina recombinante con fines de
evaluacion, las muestras con menor concentracién tuvieron una mayor purificacion aparente,
mientras que, las de mayor concentracion de proteina total mostraron una mayor cantidad de
proteinas contaminantes, sin embargo, la caracterizaciébn y analisis durante la
experimentacion permitira evaluar cudles fracciones de proteina se elegiran para el

reconocimiento inmunoldgico de forma més especifica.

Entre los aspectos que no se pudieron alcanzar a realizar en el presente PAP, fue la evaluacion
de reactividad mediante suero de individuos con tuberculosis para verificar la utilidad final
de la proteina. Como futuras actividades del proyecto se realizard una evaluacion de
reactividad con la proteina recombinante en una membrana preparativa de nitrocelulosa y
anticuerpos. Paralelamente, se podria comparar la afinidad del disefio de la misma proteina
sin la etiqueta de tiorredoxina utilizando su produccion con otro vector de expresién como el

vector pET-28a.
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Disponible:
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C52007.pdf
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Auton. Nuevo Leon, 2002. [En linea]. Disponible:
https://eprints.uanl.mx/23170/1/23170.pdf
1.8. Anexos generales

Tabla 3. Composicién del gel separador de poliacrilamida al 12%.
Reactivo Cantidad
Acrilamida/Bis 30% (29%/1%) 4 mL
4X Tris-HCI/SDS pH 8.8 2.5mL
Agua destilada 3.4 mL
Persulfato de amonio (10%) 100 uL
N, N, N, N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) 4 mL
Tabla 4. Composicion del gel concentrador de poliacrilamida al 6%.
Reactivo Cantidad
Acrilamida/Bisacrilamida 30% (29%/1%) 600 uL
4X Tris-HCI/SDS pH 6.8 750 uL
Agua destilada 1620 uL
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Persulfato de amonio (10%) 30 uL

N, N, N, N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) 2.4 uL

Tabla 5. Composicion del buffer de corrida 5X. Se diluyen 200 mL para preparar 1 L al 1X.

Reactivo Cantidad
Tris base 15.1¢g
Glicina 729
SDS 59
dH.0 1000 mL

Tabla 6. Composicion de la solucion reveladora. Se mezcla la solucion Ay B justo antes de usar.

Reactivo Cantidad

Solucién A

Sustrato de HRP (sustrato de transferencia 0.015¢

colorimétrica)

MeOH frio (-20°C) 5mL
Solucién B

Buffer PBS 25 mL

Perdxido de hidrégeno al 30% 30 uL

Tabla 7. Preparacion de 50 mL de soluciones de lavado para la purificacion de las muestras.

Solucién Imidazol KCI KH2PO4 pH

1.- Binding buffer 0.068 g 1.8625 g 0.1361 g 7.4

2.- Buffer de lavado 0.1702 g 1.8625¢g 0.1361 g 7.4
1

3.- Buffer de lavado 0.2383 ¢ 1.8625¢ 0.1361 g 7.4
2

4.- Buffer de 1.702 g 1.8625 g 0.1361 7.4

elucion

Tabla 8. Composicion de solucion destefiidora.

Reactivo Cantidad
Acido acético 100 mL
Metanol 400 mL
dH,0 500 mL

Tabla 9. Composicion para 1 L de buffer HEPES pH de 7.5.

Reactivo Cantidad
HEPES 3.5745¢
Cloruro de sodio 0.5844 g
Glicerol 10 mL
Agua destilada Aforarall
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2. Productos

Se utilizé la experimentacion realizada en este PAP para desarrollar un reactivo con
tecnologia de proteinas recombinantes para el diagnostico de micobacterias tuberculosas, y
una metodologia para la purificacion de la proteina mediante cromatografia de afinidad.
Dicho producto fue obtenido mediante la extraccion y purificacion de diferentes cultivos

inducidos de E. coli para la expresion de la proteina multiepitopo.

Tabla 10. Ficha descriptiva.

Nombre y codigo del PAP 4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos Il
Nombre del proyecto Purificacion  de  una  poliproteina

recombinante multiepitopo expresada en
Escherichia coli para evaluacion de
reactividad con anticuerpos dirigidos a
micobacterias tuberculosas en el CIATEJ,
Guadalajara

Descripcion Es un documento que describe la
experimentacion realizada para expresar
una proteina recombinante multiepitopo
dirigida al diagnostico de la tuberculosis.
Ademas, se describe la purificacion y
acabado de la proteina para evaluar su
reactividad como parte de un proyecto mas
amplio de un estudiante de maestria,
mediante el cultivo de E. coli transformada
con el wvector pET-32a con fines
diagnosticos contra la TB en muestras
clinicas sospechosas

Autor José Miguel Gonzalez Cisneros

Producto:
“Protocolo de purificacion de proteina recombinante en E. coli BL21 con el vector pET-
32a en una columna HisTrap™ FF”
Purificacion:
1. Lavar la columna con agua destilada, pasando 5 veces el volumen de la columna
(VC).

2. Equilibrar la columna con binding buffer, pasando 5 veces VC.
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Pasar 10 veces VC de la muestra a purificar.

Realizar el primer lavado de la muestra con buffer de lavado a una concentracion de
50 mM de imidazol. Pasando el volumen de 10 veces la columna.

Realizar el segundo lavado de la muestra con buffer de lavado a una concentracion
de 70 mM de imidazol. Pasando el volumen de 5 veces la columna.

Eluir la columna con el buffer de elucién y recuperando las fracciones
correspondientes de esta etapa, por lo menos 5 veces VC.

Pasar solucion de etanol al 20% y guardar la columna de afinidad a 4°C.

Dialisis:

1.

Estabilizar tubos de membrana de celulosa para dialisis avg. flat width 10 mm en
buffer HEPES en agitacion hasta generar un espacio entre las membranas.

Colocar las fracciones de elucidon recuperadas de la purificacion dentro de las
membranas.

Sumergir en buffer HEPES y dejar en agitacion por lo menos 4 horas.

Hacer cambios de buffer HEPES hasta un maximo de 4 veces.

Extraer el contenido interior de las membranas y guardar a -20°C.

El producto final fue un reactivo elaborado de dos lotes que contienen 3.25 mL de proteina

recombinante a una concentracion de 9.27 ug/mL y 2.5 mL de proteina recombinante a una

concentracion 20.2 ug/mL (Fig. 10).

Figura 10. Producto obtenido de una proteina multiepitopo para futuras evaluaciones de reactividad.
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3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propoésito documentar la reflexion 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

Este proyecto fue dirigido para la creacion de nuevas formas de diagnosticar una enfermedad
de interés mundial, la tuberculosis. Al existir diversas maneras de contraer este padecimiento
que, inclusive puede desarrollar la version latente, ha causado alin mayor interés para
combatir y acabar con la mayor cantidad de casos posibles. Por ello, es necesario la alteracion
de los sistemas bioldgicos, a pesar de la manipulacién genética y metabdlica que eso
conlleva, ya que puede ser una estrategia viable para prevenir la tuberculosis, con el uso
responsable de la tecnologia, su regulacion, consideracion al medio ambiente y previniendo
el contagio de personas sanas en contacto con individuos infectados.

Al tener la formacion académica de ingeniero en biotecnologia tuve la oportunidad de
implementar varios de mis conocimientos para la continuidad de la experimentacién a lo
largo del proyecto, al tener un conocimiento de la transformacion de bacterias y la separacion
de metabolitos celulares. Esto resulté en una gran satisfaccion, debido a la necesidad que
existié para sobrepasar las barreras e inconvenientes existentes durante el trabajo y
finalmente su resolucion gracias a las soluciones creativas que se idearon. Sin haber tenido
la oportunidad previa de trabajar en un proyecto dirigido a una problematica del mundo
actual, fue gratificante apreciar que los conocimientos que he adquirido pudieron aportar un
grano de arena para después poder llegar a una solucién real. Finalmente, el trabajo de
investigacion y los productos pasaran a otras manos para plantear y completar nuevos

objetivos.
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3.2 Aprendizajes logrados

Con este PAP tuve la oportunidad de entender la necesidad de generar nuevos métodos para
el diagnostico de enfermedades, y que estos son posibles con mi formacion académica y la
colaboracion de varios individuos para lograrlo. A nivel profesional, tuve la oportunidad de
aprender a organizar un proyecto de produccion, purificacion y acabo de proteinas
recombinantes en E. coli, ademas, a colaborar con diferentes expertos en la materia para
alcanzar mis objetivos teniendo las consideraciones necesarias para organizar un plan de

trabajo semestral de experimentacion.

A lo largo de la experimentacion, me encontré con el reto que la mayoria de las metodologias
sugeridas para mi experimentacion requerian de reactivos, materiales o equipos a los que no
tenia acceso o desconocia su uso. Sin embargo, al investigar a fondo diversas alternativas a
cosas faltantes se tuvo la oportunidad de sobrellevar los problemas e inclusive probar cosas
totalmente nuevas, que tal vez no llegué a registrar en este reporte, pero me llevaré a mi
formacion académica. Personalmente, obtuve la experiencia de saber que las mejores
colaboraciones pueden surgir simplemente llevandose bien con los comparfieros a tu

alrededor.

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

Tabla 11. Inventario de competencias.

. . . Relevancia/ Competencias | Competencias
Competencia Evidencia Fortaleza® nuevas potencializadas
Principios de la | Realicé la Puedo aportar | Métodos de Fortaleci mis
bioseparacion separacion, ideas para purificacion conocimientos
de productos. concentracion | realizar la de proteinasy | en proteémicay
. y purificacion | separacion de | eliminacion de | separacion de
Categoriza | de astaxantina. | una proteina. | impurezas. proteinas por
las S Y genere un U optimizar técnicas de
competenc | G protocolo de | los métodos y electroforesis.
lasen | £ induccién de | protocolos ya
conocimie | S una proteina | existentes.
ntos, S recombinante.
habilidades Principios de la | Investigué los | Identificacion
y actitudes. protedmica y fundamentos | de proteinas
. separacion de necesarios mediante su
Escribe la proteinas para realizar tamafio
0 las SDS-PAGE Yy | molecular o
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evidencias
de cada
competenc
iaysu
relevancia.

mediante
electroforesis.

tincion de
geles de
poliacrilamida

por medio de
anticuerpos
para su
identificacion
cualitativa por
western blot.

Funcionamiento | Trabajé por un | Tengo Inmunodetecci | Aumente mis
y necesidades afio de becario | experiencia 6n de saberes de
de diversos enel utilizando proteinas. Y equipos para
equipos en el laboratorio de | muchos técnicas de cuantificacion
laboratorio. quimica del equipos para tincion de de proteinas y
ITESO, donde | la separacién proteinas en cromatografia.
utilicé de productos gel de
diversos celulares y poliacrilamida
modelos de puedo servir y membrana
equipos de consulta de
utilizados para recordar | nitrocelulosa.
comUnmente. | las
necesidades
del correcto
uso de estos.
Ademas,
exponer sus
mayores
beneficios
para el
proyecto.
Fundamento Realicé la Observar la
para el identificacion | correcta
desarrollode la | de una induccion de
técnica de proteina un cultivo
Western blot recombinante | bacteriano
para por medio de para
identificacion de | anticuerpos en | identificar la
proteinas. membranas de | produccién de
nitrocelulosa. | una proteina
recombinante.
Cultivo de He realizado Puedo Tincion de Mejoré mi
bacterias en proyectos con | preparar proteinas por elaboracion de
diversos diversas cepas | medios de diversos distintos tipos
medios. de bacterias, cultivoy métodos. de geles de
como E. coliy | realizar un poliacrilamida y
L. plantarum, | cultivo de las electroforesis.
para obtener bacterias
4 biomasa y seleccionadas
2 productos de para la
2 interés. expresion de
g la proteina de
I interés en el
proyecto.
Elaboracién de En el disefio Identificar una
geles de de un proteina
poliacrilamida protocolo para | presente en un
para inducir una medio de
electroforesis de | proteina cultivo para su
proteinas. recombinante | posterior
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elaboré los concentracion
geles y purificacion.
necesarios
para su
identificacion
por SDS-
PAGEy
Western blot.
Analisis del Registré el Lograr Preparacion de
estado de un crecimiento de | detectar planes de
cultivo de varias cepasa | posibles trabajo para la
bacterias. lo largo del contaminacion | experimentaci
tiempo y el es del medioy | 6nde
estado del tener proyectos.
medio, para informacion
determinar la | acerca del
estancia del momento
crecimiento critico para
bacteriano en | detener el
un crecimiento
determinado normal
momento. bacteriano e
inducir la
produccion de
la proteina de
interés.
Separacion de Realicé la Puedo separar

bioproductos a

separacion de

productos de

Actitudes

partir de astaxantina, interés a partir
cultivos. acidos de un caldo de
nucleicos y cultivo.
otros
metabolitos a
partir de
levaduras y
bacterias.
Paciente al He trabajado Hay diversos Elaboracion Fortaleci mis
trabajar con con procesos que de soluciones | habilidades de

procesos de

metodologias

requieren una

grandes prolongadas manipulacion
periodos de para el cultivo | constante y
tiempo. y la induccién | por un periodo
de un largo de
producto, tiempo para
manteniendo realizar la
la calidad del | separacidn de
trabajo. un producto
celular.
Poseo ingenio Me adapté a Si se carece de
para trabajar trabajar sin los | algin material,
con diversos equipos por equipo o

protocolos en
diversos
ambientes.

excelencia en
un proceso a
lo largo de mi
formacion
académica.

reactivo puedo
ser capaz de
sobrellevar el
trabajo y sacar
adelante el

creativas
como
alternativas a
problemas
inesperados y
calma durante
trabajos bajo
presion.

comunicacion y
trabajo en
equipo para
desarrollar
protocolos de
experimentacion

Tuve la
oportunidad de
mejorar mis
cualidades para
delegar tareas y
aumentar la
cantidad de
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proceso, con
alternativas

aprovechamie
nto del tiempo
en el
desarrollo del

proyecto.
Estoy dispuesto | Tuve la Se puede
a trabajar de oportunidad realizar una

manera de colaborar gran cantidad

colaborativa con | con un de

diversas estudiante de experimentos

recomendacione | maestria para | alo largo de

S para realizar desarrollar un | un corto

las actividades y | protocolo de periodo de

presentarlas de induccion de tiempo y

la mejor manera | una proteina perfeccionar

posible. recombinante. | las técnicas
empleadas
durante un
proyecto.

ingeniosas.
Facilidad para He realizado Puedo dar o Exposicion de
delegar trabajos | proyectos seguir 6rdenes | conocimientos
o0 por el siendo la de manera de manera
contrario para cabecilla del rapida y simple para
acatar ordenes. grupo y he concisa dar a conocer
participado representando | mis ideas y
como un una ventaja trabajos a
trabajador para aumentar | otras personas
proactivo el rendimiento | con mayor
como becario. |y facilidad.

trabajo a
realizar.

Al finalizar este PAP, terminé por conocer mas acerca de la obtencion de proteinas

recombinantes y el trabajo en equipo. Aunque desarrollé un proyecto individual, me encontré

trabajando con mas personas en paralelo con sus proyectos individuales, y el apoyo que recibi

de ellos, de los asesores e investigadores, me permitié finalizar este trabajo. Desarrollé

nuevas competencias expuestas en la tabla 11, y mejoré algunas que ya poseia.
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