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REPORTE PAP  
 

Presentación Institucional de los Proyectos de Aplicación Profesional  
 

Los Proyectos de Aplicación Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los 

alumnos que desde el currículo de su formación universitaria- enfrentan retos, resuelven 

problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculación (colaboración) 

(co-participación) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios 

reales donde comparten saberes. 

El PAP, como espacio curricular de formación 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 formación profesional (Opción 

Terminal), mediante la realización de proyectos profesionales de cara a las necesidades y 

retos del entorno (Aplicación 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 desafíos 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 disposición permanente de encargarse de la 

realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrías 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 valoración de las incidencias en el entorno. 
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El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipología.  

El tercer componente es la reflexión crítica y ética de la experiencia, el reconocimiento de 

las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrolló en el 

transcurso de su labor. 
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Resumen 
 

Este proyecto, denominado "Expresión recombinante de un dominio vNAR anti-EGFRvIII 

(Epidermal Growth Factor Receptor) presente en células tumorales", tiene como propósito 

general extraer y aislar una proteína específica (vNAR R426) con el fin de posteriormente 

como agente terapéutico contra los cánceres positivos para el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico variante tres (EGFRvIII). La metodología consta de pocos procesos. 

Primero se realiza una recolección de las células de E. coli empleadas en la expresión 

hetoróloga del dominio vNAR R426. Posteriormente, se realiza una lisis rompiendo las 

bacterias para liberar el contenido intracelular que contiene al dominio vNAR y se realiza 

una precipitación por centrifugación para eliminar los desechos bacterianos y otros 

contaminantes. Finalmente, se hace una purificación con cromatografía de afinidad a metales 

(IMAC) para lavar proteínas contaminantes y se realiza la caracterización donde se analiza 

el domino vNAR  purificado para confirmar su identidad y pureza. El alcance de este trabajo 

en el periodo escolar de participación será hasta la purificación de la proteína y su 

caracterización. Como resultado se mostrará el proceso para la purificación del dominio 

vNAR analizando geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) su identificación. 

 

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicación Profesional 
 

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribución social integrada por estudiantes, 

profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa 

construir sus conocimientos para dar respuestas a problemáticas de un contexto específico y 

en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en lógica de 

proyecto, así como de un estilo de trabajo participativo y recíproco entre los involucrados.  

 

El proyecto se desarrolla en el Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño 

del Estado de Jalisco, A. C. (CIATEJ), encontrándose dentro del ámbito de la biotecnología 

médica farmacéutica. Este proyecto se lleva a cabo de manera experimental en laboratorios 

del centro de investigación.  

 

Obetivo general: 
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− Desarrollar un proceso confiable y eficiente en la producción recombinante de la 

proteína vNAR R426 para su uso en la investigación médica.  

 

Objetivos específico: 

− Determinar las propiedades fisicoquímicas de la proteína vNAR R426, como su peso 

molecular, punto isoeléctrico y secuencia de aminoácidos. 

− Realizar el proceso de producción de la proteína vNAR R426 mendiante su expresión 

recombinante, extracción y purificación. 

− Determinar la pureza de la proteína vNAR R426 después de cada paso de purificación 

utilizando electroforesis en gel. 

 

1.1 Entendimiento del ámbito y del contexto  

El cáncer es un problema significativo para la salud humana en todo el mundo, sus actuales 

opciones de tratamiento normalmente tienen varios efectos secundarios y una limitada 

eficacia. En los últimos años, ha habido un interés creciente en el uso de terapias dirigidas 

para el tratamiento del cáncer en México, con el objetivo de atacar selectivamente las células 

cancerosas y minimizar el daño a las células sanas [1]. 

 

Uno de los enfoques más prometedores para la terapia dirigida contra el cáncer implica el 

uso de fragmentos de anticuerpos, espcificamente de dominio de cadena pesada, que se 

denominan dominios vNAR. Los dominios  vNAR (variable New Antigen Receptor) son el 

dominio de inmunoglobulina más pequeño con capacidad de reconocimiento al antígeno. Se 

pueden aislar de una clase de anticuerpos demonimados IgNAR los cuales se encuentran 

naturalmente en los tiburones. A diferencia de los anticuerpos de mamíferos, que se 

componen de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, los anticuerpos IgNAR (150 kDa) 

son estructuralmente más simples consistiendo de una sola cadena polipeptídica (Fig. 1). El 

vNAR (15kDa) representa el dominio más pequeño y con mayor estabilidad que se puede 

unir al antígeno [2]. Los dominios vNAR tienen una mayor especificidad y afinidad a su 

antígeno, son útiles en posibles terapias para enfermedades humanas, incluyendo el cáncer. 

Estos dominios tienen una estructura tridimensional  simple, se pueden diseñar y optimizar 
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de manera más fácil que los anticuerpos de mamíferos, lo que les da una ventaja en 

adaptabilidad a necesidades específicas [2]. 

  

Figura 1. Comparación estructural de anticuerpo de mamifero (a) con una IgNAR aislada de tiburones 

(b) y un dominio vNAR (c)  [3]. 

 

La proteína vNAR anti-EGFRvIII R426 es un dominio vNAR específico que se une a la 

variante EGFRvIII del receptor del factor de crecimiento epidérmico, que se sobreexpresa en 

una variedad de tipos de cáncer [4]. Para producir de forma recombinante al dominio vNAR, 

se puede operar un sistema de expresión bacteriano en un plásmido con el gen que la codifica. 

Utilizando un método de inducción de IPTG, se regula la síntesis de proteínas al 

desencadenar la transcripción del operón lac (Fig. 2). Evitando la unión de LacI a este sitio, 

se permite que la ARN polimerasa T7 exprese la polimerasa. Una vez expresada, la 

polimerasa se une a la secuencia promotora de T7 upstream del gen en el inserto del plásmido 

y se transcribe el gen, desencadenando la expresión de la proteína en las células bacterianas 

[5]. Seguidamente, las células se recogen y se lisan para liberar la proteína, que se puede 

purificar mediante un sistema marcado con histidina (HisTrap) de purificación por 

cromatografía de afinidad [4]. 
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Figura 2. Método de inducción de IPTG [5]. 

 

HisTrapTM HP es una columna preempaquetada y lista para usar para la purificación 

preparativa de proteínas recombinantes marcadas con His mediante cromatografía de 

afinidad con metales inmovilizados (IMAC) usando Ni Sepharose High Performance 

precargada. El diseño especial de la columna, junto con la matriz de alto rendimiento, 

proporciona separaciones rápidas, sencillas y fáciles en un formato conveniente. Ni 

Sepharose High Performance tiene una baja pérdida  de Ni2+ y es compatible con una amplia 

gama de aditivos utilizados en la purificación de proteínas [6]. Las columnas HisTrap HP 

(manual en el Anexo 1) pueden funcionar con una jeringa, una bomba peristáltica o un 

sistema de cromatografía líquida. 

 

Existen varias formas de verificar la purificación de una proteína. Pero el método más común 

y práctico es la electroforesis en geles de poliacridamida en presencia de dodecil sulfato de 

sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés). El procedimiento involucra la desnaturalización 

inicial de las proteínas componentes con un detergente aniónico que se une a ellas, 

impartiendo a todas las proteínas una carga negativa proporcional a su masa molecular. A 

este paso le sigue la electroforesis a través de una matriz de gel de acrilamida porosa que 

separa las proteínas con una resolución excelente en función de la masa molecular. Los 

métodos que utilizan SDS-PAGE son: la evaluación de la pureza de las muestras de proteínas, 
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la evaluación de la expresión de proteínas y la identificación y cuantificación inmunoquímica 

de proteínas (transferencia Western) [7]. 

 

Finalmente, también hay varios métodos para cuantificar proteínas, pero el más adecuado 

para microensayos, placas de pocillos múltiples y ensayos estándar es el método de Bradford 

(manual en el Anexo 2). El reactivo de Bradford se utiliza para determinar la concentración 

de proteínas en solución. El procedimiento se basa en la formación de un complejo entre el 

colorante Brilliant Blue G y las proteínas en solución, el complejo de proteína y colorante, 

llamado proteindye, provoca un cambio en el máximo de absorción del colorante de 465 a 

595 nm y la cantidad de absorción es proporcional a la proteína presente. El reactivo de 

Bradford no requiere dilución. El rango de concentración lineal es de 0,1 a 1,4 mg/mL de 

proteína, utilizando BSA (albúmina bovina sérica) como proteína estándar [8]. 

 

En el presente Proyecto de Aplicación Profesional (PAP) se practicó el aislamiento del 

dominio vNAR anti-EGFRvIII R426 posterior a la inducción de la expresión génica, a partir 

de la expresión de proteínas y la purificación mediante el sistema HisTrap. Esta investigación 

comenzó en el año 2013 con la Dra.Tanya Amanda Camacho Villegas y continua hasta la 

actualidad [4]. 

  

1.2 Caracterización de la organización 

El Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño del Estado de Jalisco, A.C. 

(CIATEJ) es un centro público adscrito al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 

(CONACYT). El CIATEJ es un centro interdisciplinario de investigación, desarrollo técnico 

e innovación que también brinda servicios tecnológicos y formación de recursos humanos de 

alto nivel. Muchos productos, como alimentos y medicamentos, aún se encuentran en las 

etapas de investigación y desarrollo, pero algunos están actualmente en el mercado. Sin 

embargo, los procedimientos regulatorios cada vez más complicados pueden obstaculizar los 

reclamos de comercialización. En este sentido, CIATEJ es un socio clave con profesionales 

expertos que pueden asesorar, producir y salvaguardar información de vanguardia mediante 

la producción de productos, procesos y servicios para ayudar a la industria a prosperar [9]. 
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En la Unidad de Biotecnología Médica y Farmacéutica del CIATEJ, se llevan a cabo 

iniciativas de investigación y desarrollo, y también brinda servicios con un enfoque principal 

en satisfacer las necesidades de salud humana y animal del país mediante el uso de tecnología 

sofisticada. Los temas de estudio de la Unidad son amplios, pero todos se centran en cuatro 

ejes de investigación, desde cómo tratar o reparar una enfermedad, cómo identificarla 

rápidamente y cómo evitarla. Primero, se están desarrollando y evaluando vacunas e 

inmunomoduladores. Segundo, desarrollo y validación de pruebas de diagnóstico molecular. 

Tercero, desarrollo y evaluación de productos con potencial terapéutico. Cuarto, ingeniería 

de tejidos e ingeniería biomédica de productos farmacéuticos biotecnológicos [10]. 

 

Este proyecto PAP se hizo en colaboración con la investigadora en jefa PhD Tanya Amanda 

Camacho Villegas, quien es encargada de la supervisión del trabajo, y PhD Abel Gutiérrez 

Ortega como colaborador. 

 

1.3 Identificación de la(s) problemática(s) 

 
El cáncer es una enfermedad que afecta a millones de personas en todo el mundo, y aunque 

existen tratamientos para combatirlo, estos pueden tener efectos secundarios graves además 

de que no siempre son efectivos. Por ello, en este PAP se busca trabajar con la terapia de los 

dominios vNAR siendo estos una alternativa bastante prometedora, ya que se ha demostrado 

que tienen una alta especificidad y afinidad hacia ciertos tipos de células cancerosas. En este 

sentido, la optimización de la metodología para expresar y purificar la proteína vNAR se 

presenta como un desafío importante para el desarrollo de terapias más eficaces y accesibles 

dirigidas contra el cáncer  [11]. Una de las principales problemáticas en el aislamiento de la 

proteína vNAR son sus bajos niveles de expresión en las células bacterianas , lo que dificulta 

la obtención de cantidades suficientes para su posterior estudio y desarrollo. Además, la 

complejidad y el tamaño de la proteína vNAR también pueden plantear dificultades en 

términos de purificación y estabilidad [11]. 

 

Asimismo, en la producción y purificación de proteínas pueden ocurrir errores atrazando el 

proceso, y este requiere de mucho tiempo debido a que hay varios pasos involucrados. 

Aunque se realice la purificación, es posible que queden proteínas contaminantes 
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remanentes, lo que implica que se deben llevar a cabo ajustes en el método de purificación 

para garantizar la calidad del producto final.  

 

En cuanto a la disponibilidad de recursos, la producción y purificación de proteínas a menudo 

requiere equipos y reactivos especializados, que pueden no estar fácilmente disponibles. Esto 

podría limitar el alcance y la viabilidad de la investigación. Finalmente, puede que la 

investigación que involucra el uso de proteínas derivadas de animales genere inquietudes 

éticas. Es fundamental garantizar que la investigación se lleve a cabo de conformidad con las 

pautas éticas, que se minimice y justifique el uso de animales. 

 

1.4. Planeación de alternativa(s) 
 

Para solucionar el desafío de los bajos niveles de expresión de la proteína vNAR en las células 

bacterianas, se realizará la optimización en las condiciones del cultivo bacteriano para 

aumentar la expresión de la proteína vNAR. Esto podrá implicar el ajuste de la composición 

del medio de cultivo bacteriano, la manipulación de las condiciones de crecimiento (como la 

temperatura y los niveles de oxígeno) y/o el uso de factores de crecimiento u otras moléculas 

de señalización para estimular la expresión de vNAR. Además, se realizó el proceso en varias 

ocasiones para conseguir la cantidad requerida de proteína purificada. 

Los problemas técnicos de la purificación de proteínas como la proteínas contaminantes que 

permanecen en la muestra purificada se pueden resolver realizando una segunda purificación. 

Por consiguiente, la disponibilidad de recursos puede ser un factor limitante para realizar este 

proyecto. Para esto, se hacen los cálculos de todos los reactivos necesarios para la 

preparación de los recursos.  

 

En cuanto a que las inquietudes éticas por investigaciones que involucran el uso de proteínas 

de origen animal, se asegura que sí se está llevando a cabo la conformidad de las normas y 

directrices éticas  [4]. En última instancia, se puede garantizar que la investigación está 

justificada y tiene el potencial de beneficiar la salud humana. 

 

Para llevar a cabo el proyecto conforme las actividades de la semana, se siguió  el plan de 

trabajo del proyecto (Tabla 1). De igual forma, se presenta una serie de recursos dividido en 
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grupos que se utilizaron a lo largo del proyecto para cada actividad (Tabla 2). El tiempo 

requerido para cada proceso fue de 6 horas mínimo, por lo que se realizó uno por día. Siendo 

que el objetivo del proyecto es el aislamiento de la mayor cantidad de proteína vNAR R426, 

los procesos tienden a repetirse todas las semanas. 

 

Tabla 1. Cronograma de procesos para realizar el proyecto. 

Actividad
Grupo de 

Recursos 

Semana 1 Reactivación de cepas A,E

Semana 2 Expresión de proteínas B,E

Semana 3 Lisis y Purificación C,E

Semana 4 Electroforesis y Cuantificación D,E

Semana 5 Reactivación de cepas A,E

Semana 6 Expresión de proteínas B,E

Semana 7 Lisis y Purificación C,E

Semana 8 Electroforesis y Cuantificación D,E

Semana 9 Reactivación de cepas A,E

Semana 10 Expresión de proteínas B,E

Semana 11 Lisis y Purificación C,E

Semana 12 Electroforesis y Cuantificación D,E

Semana 13 Reactivación de cepas A,E

Semana 14 Expresión de proteínas B,E

Semana 15 Lisis y Purificación C,E

Semana 16 Electroforesis y Cuantificación D,E

Febrero

Marzo

Abril

Mayo
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Nombre de 

la actividad

G
ru

p
o

 d
e 

R
ec

u
rs

o
s

T
ie

m
p

o
 (

d
ía

s)

S
em

a
n

a
 1

S
em

a
n

a
 2

S
em

a
n

a
 3

S
em

a
n

a
 4

S
em

a
n

a
 5

S
em

a
n

a
 6

S
em

a
n

a
 7

S
em

a
n

a
 8

S
em

a
n

a
 9

S
em

a
n

a
 1

0

S
em

a
n

a
 1

1

S
em

a
n

a
 1

2

S
em

a
n

a
 1

3

S
em

a
n

a
 1

4

S
em

a
n

a
 1

5

S
em

a
n

a
 1

6

A

E

B

E

C

E

D

E

Presentar el 

avance 4 al 

director

1 X

Presentación 

final oral
1 X

Planeación de 

actividades
 1 X X

Reactivación 

de cepas
 1 X X X X X

Expresión de 

proteínas
 1 X X

X X X X X X

Lisis y 

Purificación
1 X

X X X X X X

X

X X X

X X X X

Electroforesis 

y 

Cuantificación

1 X X X X

X X X X X

XX X X X X X

 

Tabla 2. Recursos del cronograma de actividades semanales para realizar el proyecto 
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Grupos Abreviatura Significado

LB LB Agar

KN Kanamicina

IPTG Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido 

BR Buffer Renaturalizante

BD Buffer Desnaturalizante

BS Buffer de Sonicado

BU Buffer de Unión

BL Buffer de Lavado

BE Buffer de Elución

B8 Buffer Tris-HCl/SDS pH 8.8

B6 Buffer Tris-HCl/SDS pH 6.8

AC Acrilamida

PS PSA 10%

TEMED Tetramethylethylenediamine

BC Buffer de Carga 4X

CB Buffer de Corrda

MP Marcador de Peso Molecular Dual Color

AC Azúl de cromassie

BD Buffer de Desteñido

EX Campana de extracción

I Incubadora

CH Columnas Histrap

FC FPLC

CE Cámara de Electroforesis

LG Lector de Geles

E

Recursos Utilizados

A

D

B

C

 

CÁLCULO DE REACTIVOS PARA LA PREPARACIÓN DE RECURSOS: 

Tris-HCl 1M pH 8 (50mL): 𝑀 =
𝑚𝑜𝑙

𝐿
→ 2.5𝑀 =

𝑚𝑜𝑙

.1𝐿
 

1M(0.05 L)=0.05 mol Tris-HCl, (0.05 mol)(
121.14𝑔

1𝑚𝑜𝑙
)= 6.057 g Tris-HCl 

Se pesaron 6.057 g de Tris-HCl y se disolvió en 30 mL de agua destilada, llevandolo a pH 

8 y aforando a 40 mL. 

 

NaCl 2.5M (100 mL): 𝑀 =
𝑚𝑜𝑙

𝐿
→ 2.5𝑀 =

𝑚𝑜𝑙

.1𝐿
 

2.5 M(0.1L)=0.25 mol NaCl, (0.25 mol)(
58.44𝑔

1𝑚𝑜𝑙
)= 14.61 g NaCl 

Se pesaron 14.61 g de NaCl y se disolvió en 40 mL de agua destilada, aforando a 100 mL. 

Imidazol 2M (50mL): 𝑀 =
𝑚𝑜𝑙

𝐿
→ 2𝑀 =

𝑚𝑜𝑙

.05𝐿
 



 

14 

 

2(0.05L)=0.1 mol Imidazol, (0.1 mol)(
68.08𝑔

1𝑚𝑜𝑙
)= 6.808g imidazol 

Se pesaron 6.808 g de imidazol y se disolvió en 30 mL de agua destilada, aforando a 50 

mL. 

 

Sulfato de Niquel NiSO4 + 6H2O (1 mL): 𝑀 =
𝑚𝑜𝑙

𝐿
→ 0.1𝑀 =

𝑚𝑜𝑙

.001𝐿
 

0.01 mol NiSO4 + 6H2O, (0.0001 mol)(
262.85𝑔

1𝑚𝑜𝑙
)= 0.02628g NiSO4 + 6H2O. 

Se pesaron 0.02628 g y se disolvió en 1 mL de agua destilada. 

 

NaOH (30 mL): 𝑀 =
𝑚𝑜𝑙

𝐿
→ 1𝑀 =

𝑚𝑜𝑙

.03𝐿
 

1(0.03L)=0.03 mol NaOH, (0.03 mol)(
39.997 𝑔

1 𝑚𝑜𝑙
)= 1.1999 g NaOH 

Se pesaron 1.1999 g NaOH y se disolvió en 20 mL de agua destilada, aforando a 30 mL. 

 

IPTG 200mM (10mL): 𝑀 =
𝑚𝑜𝑙

𝐿
→ 0.2𝑀 =

𝑚𝑜𝑙

.01𝐿
 

0.2(0.01 L)=0.002 mol IPTG, (0.002 mol)(
238.31𝑔

1𝑚𝑜𝑙
)= 0.4766g IPTG 

Se pesaron 0.4766 g IPTG y se disolvió en 10 mL de agua destilada. Se esterilizó con filtro 

de .22 m en campana. 

 

Buffer de Unión (50 mL): NaH2PO4 20 mM pH 7.4, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM. 

- NaH2PO4 pH 7.4: 
(50𝑚𝐿)(20𝑚𝑀)

(1000𝑚𝑀)
= 1 𝑚𝐿 

- NaCl 2.5 M: 
(50 𝑚𝐿)(500 𝑚𝑀)

(2500 𝑚𝑀)
= 10 𝑚𝐿 

- Imidazol 2 M: 
(50 𝑚𝐿)(10 𝑚𝑀)

(2000 𝑚𝑀)
= 0.25 𝑚𝐿 

Buffer de Elución (50 mL): NaH2PO4 20  mM pH 7.4, NaCl 500mM, Imidazol 500  mM. 

- NaH2PO4 pH7.4: 
(50𝑚𝐿)(20𝑚𝑀)

(1000𝑚𝑀)
= 1 𝑚𝐿 

- NaCl 2.5M: 
(50𝑚𝐿)(500𝑚𝑀)

(2500𝑚𝑀)
= 10 𝑚𝐿 

- Imidazol 2M: 
(50𝑚𝐿)(500𝑚𝑀)

(2000𝑚𝑀)
= 12.5 𝑚𝐿 
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Buffer de Sonicado (100 mL): NaH2PO4 pH 7.4 20mM, NaCl 50 mM. 

- NaH2PO4 pH 7.4 : 
(100𝑚𝐿)(20𝑚𝑀)

(1000𝑚𝑀)
= 2 𝑚𝐿 

- NaCl 2.5 M: 
(50𝑚𝐿)(500𝑚𝑀)

(2500𝑚𝑀)
= 2 𝑚𝐿 

Buffer de lavado 1 (200 mL): NaH2PO4 pH 7.4 20 mM, NaCl 200mM, Imidazol 50  mM. 

- NaH2PO4 pH 7.4 : 
(200𝑚𝐿)(20𝑚𝑀)

(1000𝑚𝑀)
= 4 𝑚𝐿 

- NaCl 2.5M: 
(200𝑚𝐿)(200𝑚𝑀)

(2500𝑚𝑀)
= 16 𝑚𝐿 

- Imidazol 2M: 
(200𝑚𝐿)(50𝑚𝑀)

(2000𝑚𝑀)
= 4 𝑚𝐿 

Buffer Renaturalizante (1L) pH 8:  

- Tris Base 50  mM 

- Glicerol 50mM 

- Glutation Oxidado 0.5mM 

Buffer de lavado 1 (200 mL): NaH2PO4 pH 7.4 20 mM, NaCl 200 mM, Imidazol 50 mM. 

- NaH2PO4 pH 7.4 : 
(200𝑚𝐿)(20𝑚𝑀)

(1000𝑚𝑀)
= 4 𝑚𝐿 

- NaCl 2.5M: 
(200𝑚𝐿)(200𝑚𝑀)

(2500𝑚𝑀)
= 16 𝑚𝐿 

- Imidazol 2M: 
(200𝑚𝐿)(50𝑚𝑀)

(2000𝑚𝑀)
= 4 𝑚𝐿 

 

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora 
 

Preparación del antibiótico 

Con el objetivo de preparar concentración de antibiótico para una posterior expresión 

recombinante empleando bacterias, se prepararon 10 mL de Kanamicina a 100mg/mL. Para 

ello, se pesó 1.0 g de sulfato de kanamicina: [10𝑚𝐿 (
100𝑚𝑔

1𝑚𝐿
) = 1000𝑚𝑔 𝐾𝑎𝑛𝑎𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎]. Se 

limpió la campana de extracción para posteriormente diluir la kanamicina en un ambiente 

estéril. Con una jeringa y un filtro, se filtró toda la kanamicina en tubos  estériles (1mL por 

tubo). Se rotuló y se almacenó en congelador a -20°C. 
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Reactivación de cepas 

Para la posterior expresión de proteínas, se prepararon 650 mL de medio (6.25g de Luria 

Broth Base + 3.75 g de agar enriquecido) y 100  mL de medio (2.5g de Luria Broth Base). 

Se esterilizaron ambos al autoclave. Una vez el medio estéril con agar, se colocó en cajas 

Petri y se agregaron 50 mg/L de kanamicina como antibiotico. Se reactivaron las cepas en 

las placas con el medio. Se utilizó la cepa: Escherichia coli BL21-DE3 con el plásmido de 

expresión para subclonación y sobreexpresión de la proteína vNAR anti-EGFRvIII R426. Se 

dejó incubar por 16 h a 37 °C. Posteriormente se revisaron las placas con colonias reactivadas 

y se preparó un pre-inóculo agregando células congeladas al medio sin agar y se agregó 

kanamicina, dejándolo en agitación por 16 h a 37 °C. Las placas se mantuvieron en 

refrigeración a 4 °C para detener el crecimiento hasta su uso. 

 

Expresión de proteínas 

Se preparó y alistó la campana de extracción. Se colocaron 8 mL del pre-inóculo en 400 mL 

de medio LB estéril junto con 400 µL de kanamicina. Se colocó el pre-inóculo con agitación 

en la incubadora a 37 °C a 250 rpm hasta tener una absorbancia de 0.5 con densidad óptica 

de 600nm (se inició el monitoreo después de las 2 horas). Se agregó IPTG 1M y se dejó 

incubar por 5 horas a 37°C. Se centrifugó a 10,000 rpm/15 min/4 °C en cónicos de 50mL y 

se juntaron las muestras para tener pastillas de 100 mL en  el menor numero de tubos. Se 

lavaron las pastillas con agua destilada y se centrifugaron nuevamente. Se almacenó a -20°C. 

 

Extracción y purificación de proteínas 

Para la extracción de la proteína vNAR se resuspendieron 5 mL de buffer de sonicado por 

cada 1g de pastilla. Se lisaron las células por sonicado 4 veces con pulsos de 500-600 W/10 

seg con intervalos de descanso de 40 seg. Se centrifugó a 10,000 rpm/15 min/4 °C 

recuperando el sobrenadante (Fracción No Retenida). Se repitió todo el proceso anterior. Se 

resuspendió en   de Buffer desnaturalizante por 1 g de pastilla. Se colocó en un agitador 

orbital 120 rpm/1 h 30min, se centrifugó a 10,000 rpm/30 min/20 °C. Se retiró el 

sobrenadante a tubos nuevos y se incubó en agitación 120 rpm/1 h 30min con glutatión 

reducido a una concentración de 60 mM. Se añadió sobrenadante a 320 mL de buffer 

renaturalizante y se dejó incubar en agitación magnética 16 h/4 °C. 
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Para la purificación de proteínas primeramente se limpió y recargó la columna His-Trap. Se 

lavó la columna con con 5 volúmenes del buffer recomendado, después con 5 volúmenes de 

buffer de unión y se terminó con 5 volúmenes de agua destilada. Se cargó 1 volumen de 

NiSO4 0.1 M con jeringa. Se lavó nuevamente con 5 volúmenes de agua destilada y 

posteriormente 5 volúmenes de Buffer de Unión. Se centrifugó la muestra con el Buffer 

Renaturalizante 2 veces a 10,000 rpm/8 min/4 °C. Se equilibró la columna His-Trap 

colocando 5 volúmenes de Buffer de Equilibrio a un flujo de 5 mL/ min y se cargó la muestra 

renaturalizada a un flujo de 2 mL/min. Se pasaron 10 volúmenes de Buffer de lavado y 

después 6 volúmenes de Buffer de Elución, colectando cada volumen de columna en tubos 

nuevos. Se lavó la columna con 5 volúmenes de agua destilada y 5 volúmenes de Buffer de 

Equilibrio. Se pasaron 3 volúmenes de etanol 28% para conservar y se almacenó la columna 

a -4 °C . 

 

Electroforesis sds-page 

Para preparar los geles de poliacrilamida, primero se armó el equipo de construcción de geles 

de poliacrilamida y se le agregó agua destilada en los cristales de 0.75 mm para verificar que 

no hubiera fugas. Se preparó el gel separador 14% en el siguiente orden H2O, Buffer Tris-

HCl pH 8.8/6.8, SDS 20%, Acrilamida, PSA 10%, TEMED (Tabla 8). Se colocó el gel 

separador inmediatamente en los cristales hasta la la línea verde y se vertió agua destilada 

hasta el borde para remover burbujas. Se esperó a que se polimerizara y se vació el agua. Se 

preparó el gel concentrador 4% en el siguiente orden H2O, Buffer Tris-HCl/SDS pH 6.8 e 

inmediatamente se colocó en los cristales hasta el borde (Tabla 3). Se colocó el peine sobre 

el gel inmediatamente cuidando de no dejar burbujas y se esperó a que polimerizara para 

retirar los cristales del equipo. Finalmente se removió el peine, y los cristales con el gel se 

trasladaron a la cámara de electroforesis. 

 

Tabla 3. Preparación de geles en cristales de 0.75mm. 

Reactivo 
Gel Separador 12% Gel Concentrador 4% 

H2O 1.1mL 
1.1mL 

Buffer Tris-HCl pH 8.8 1mL 
0.0mL 



 

18 

 

Buffer Tris-HCl pH 6.8 0.0mL 
187.5µL 

Acrilamida/Bis 1.9mL 
120µL 

SDS 20% 20 µL 
7.5µL 

PSA 10% 44 µL 
17µL 

TEMED 5.5 µL 
2µL 

 

Antes de llevar a cabo la electroforesis SDS-PAGE, se configuró el Termoblock a 95 °C. Se 

prepararon las muestras con 30 L de proteína y 10 L de Buffer de carga 4X en tubos 

nuevos. Se colocaron las muestras en el Termoblock 5 min/ 95 °C. Se colocó buffer de corrida 

en los cristales hasta sobrepasar los pocillos y después se vertió el buffer de corrida 

reutilizado por fuera en la cámara hasta donde se indica. Se cargaron 20 L de las muestras 

a los pocillos y se configuró la fuente de poder a 160 V/ 5 min y después a 120 V/ 65 min. 

Se retiró el gel y se colocó en azul de Commassie 30 min en agitador para tinción. Se colocó 

el gel en buffer de desteñido o agua destilada caliente por 40 min. Después se retiró el buffer 

de desteñido, se fotodocumentó y se almacenó en agua destilada. 

 

Las imágenes fotodocumentadas de las purificaciones de proteínas realizadas durante las 

semanas 3 y 14, se pueden apreciar en la Figura 3 nombradas de A-L. Cada gel de 

poliacrilamida de la Figura 3 es el resultado de una purificación.  

 

Se utilizó un marcador de peso molecular Dual Color para observar y comparar la identidad 

de tamaño de las bandas de proteínas (Primer carril en todos los geles que conforman la 

Figura 3). Según la literatura, la proteína de interés se encuentra por encima de los 13 kDa 

[4]. Teniendo en cuenta que las proteínas vNAR tienen un tamaño de aproximadamente 12-

15 kilodaltones (kDa), es posible que las bandas abundantes con ese tamaño en los geles de 

poliacrilamida corresponden a las proteínas de interés. Los carriles en los geles corresponden 

a la fracción no retenida, lavados, y eluciónes. Se marca con una flecha roja las bandas de la 

proteína de interés recolectadas en las eluciones de la purificación.  
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La presencia de más de una banda puede estar relacionada con dímeros o agregados de los 

dominios  vNAR que se forman probablemente con el tratamiento reductor que permite un 

contacto e interacción entre los residuos de cisteínas presentes en la proteína y asociados al 

proceso de replegamiento. La diferencia de peso respecto a lo esperado para un homodímero 

del domino vNAR podría ser debido a la existencia de isoformas del mismo dominio que 

puedan ser expresadas erróneamente en el momento de la traducción. En los incisos E, F, G, 

F, I, J, K, se señala el dímero vNAR (de aprox. 15kDa), siendo que se purificó mejor que el 

monómero. Esto quiere decir que en algunas purificaciones se tiene mas vNAR en formato 

de dimero que en otras. Por el otro lado en los incisos D, H, L se señalan los monómeros 

vNAR. 

 

Se observan bandas de proteínas contaminantes en los geles, lo que sugiere que no se pudo 

remover por completo las impurezas durante el proceso de purificación. Estas impurezas 

pueden ser el resultado de la interacción no específica de las proteínas con las columnas de 

cromatografía o con otros reactivos utilizados en el proceso de purificación. Para reducir la 

cantidad de contaminación proteica en futuros experimentos, se recomienda revisar y 

optimizar las condiciones de purificación, como la elección de los reactivos de purificación 

y los protocolos de lavado. Además, se debe considerar el uso de técnicas adicionales de 

purificación para reducir la contaminación proteica en las muestras finales. 
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Figura 3. Fotodocumentación de cada electroforesis de la purificación de proteínas vNAR realizada A-

L). 

 

1.6. Valoración de productos, resultados e impactos 
 

Por medio de las experimentaciones se logró hacer un protocolo completo de purificación 

que permite una gran reducción de la concentración de las proteínas contaminantes de vNAR 

pero disminuye la concetración de bandas accesorias. La apariencia de las bandas en estos 

geles puede verse afectada por varias razones. Se observan menos bandas accesorias en 

algunos geles en comparación con otros, es posible que haya diferencias en las condiciones 

de la corrida del gel o en la preparación de la muestra. Otras posibles explicaciones pueden 

ser la concentración de proteína en la muestra, el pH de los buffers y el tratamiento de la 

muestra antes de la carga en el gel. Si se cargaron diferentes concentraciones de proteína en 

diferentes geles, esto puede afectar el número y la intensidad de las bandas que se observan. 

Finalmente, si la muestra se trató de manera diferente antes de la carga en el gel, como la 

adición de agentes reductores o detergentes, esto puede afectar la apariencia de las bandas. 
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Se recomienda que en proyectos posteriores se siga evaluando la actividad biológica de las 

proteínas vNAR purificadas y su posible uso en aplicaciones terapéuticas. Es importante 

destacar que el proceso de purificación de proteínas es crucial en la investigación biológica 

y en la producción de proteínas para aplicaciones terapéuticas. La presencia de impurezas 

puede afectar significativamente la función y eficacia de las proteínas de interés, y también 

puede provocar reacciones adversas en los pacientes. Por lo tanto, es fundamental contar con 

protocolos de purificación rigurosos y eficientes para garantizar la alta calidad y pureza de 

las proteínas producidas. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el protocolo 

de purificación desarrollado es un buen punto de partida para la producción de proteínas 

vNAR purificadas de alta calidad. 

 

En conclusión, los resultados obtenidos a través de la experimentación muestran un progreso 

significativo en la purificación de proteínas vNAR y sugieren que estas proteínas pueden ser 

una prometedora herramienta en aplicaciones terapéuticas. Se recomienda continuar con la 

evaluación de la actividad biológica de las proteínas vNAR purificadas y su posible uso en 

terapias futuras. 
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1.8. Anexos generales 

Anexo 1. Manual HisTrap HP 1mL y 5mL 
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Anexo 2. Manual de usuario Bradford Reagent B6916 
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2. Productos 
 

El producto principal de aportación que se alcanzó se entregó al investigador. La entrega de 

un reporte redactado con cada procedimiento realizado para brindar un estructura ordenada 

del proyecto y observaciones de procedimientos. 

▪ Ficha descriptiva del producto elaborado. 

Nombre y código del PAP 4G03 Programa de Apoyo a Centros de 

Investigación Externo II 

Nombre del proyecto  Expresión recombinante de un dominio 

vNAR anti-EGFRvIII (Epidermal Growth 
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Factor Receptor) presente en células 

tumorales , PAP realizado en el CIATEJ 

Descripción (qué es, para quién se realizó y 

para qué es): 

Seguimiento de expresar proteínas vNAR. 

Se realizó para la investigadora Tanya 

Camacho. 

Autor: Andres Urzua Torres Septien 

 

▪ Ficha descriptiva del producto elaborado - Bitacora. 
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3. Reflexión crítica y ética de la experiencia  
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El RPAP tiene también como propósito documentar la reflexión sobre los aprendizajes en 

sus múltiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para 

compartir una comprensión crítica y amplia de las problemáticas en las que se intervino.  

 

3.1 Sensibilización ante las realidades 
 

Reflexiones éticas en los diferentes momentos del proyecto: 

• Me fui posicionando frente a la realidad de un entorno en donde personas trabajan 

profesionalmente. 

• Me involucré con las personas del laboratorio y sus problemáticas, socialicé con ellos a 

un punto de conocerlos. Los sentimientos que despertó en mi la experiencia fue la 

felicidad y el orgullo de trabajar con personas de tan alto nivel. 

 3.2 Aprendizajes logrados 
 

En el presente proyecto adquirí varios aprendizajes, como por ejemplo; conseguir 

información por medio de investigación en artículos; elaborar protocolos por investigación 

de manuales de usuario y metodologías utilizadas; comprensión general de la bioquímica de 

los compuestos. Las competencias disciplinares que logré durante este proyecto fueron 

mantener un orden en la mesa de trabajo como en el inventario de materiales y llevar una 

bitácora a detalle de todos los procesos utilizados diariamente. Las competencias sociales 

que logré fue poder establecer una buena comunicación y un vínculo de confianza con el 

personal del mismo laboratorio y con la doctora que supervisó el trabajo. Las competencias 

universitarias alcanzadas fueron 320 horas de experiencia en un laboratorio de investigación. 

Profesionalmente aprendí a utilizar y familiarizarme con los equipos, los materiales y los 

reactivos del laboratorio.  

 

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de 

competencias Final (salida al PAP). 
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Competencia Evidencia Relevancia/Fortaleza* 

 Inicial Nueva Inicial Nueva Inicial Nueva 

Conocimientos Principios de 

técnicas de 

laboratorio. 

Utilización de 

equipos, 

variedad de 

Se diseñaron 

varias prácticas 

de laboratorio 

Se perfeccionó 

el uso de todos 

los equipos y 

Me es conocido el 

equipo del 

Se puede utilizar 

el equipo sin 

supervisión. 
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reactivos. 

técnicas 

avanzadas de 

laboratorio 

con casos de 

técnicas 

aplicadas a la 

electroforesis. 

materiales del 

laboratorio 

llevando horas 

de practica. 

laboratorio y su 

función. 

Análisis y 

síntesis de la 

literatura 

científica 

aplicable a la 

biotecnología 

farmacéutica. 

Mejor análisis 

de síntesis de 

la literatura 

científica 

aplicable a la 

biotecnología 

farmacéutica. 

Lectura de los 

artículos 

científicos 

escritos por el 

investigador en 

relación con el 

proyecto 

actual. 

Lectura de los 

más artículos 

científicos  y 

manuales 

metodológicos. 

Mejor comprensión 

teórica del trabajo 

practico en el 

proyecto. 

Comprensión 

total de la 

metodología 

aplicada en el 

proyecto. 

Habilidades Organización y 

planificación. 

Organización 

y 

planificación. 

Experiencia 

redactando en 

bitácoras y 

planificando 

prelaboratorios. 

Redacción en 

bitácora de 

laboratorio 

profesional. 

Permite una mejor 

optimización de 

tiempo y calidad en 

el trabajo. 

Organización de 

actividades y 

evidencia. 

Habilidad para 

la investigación 

y razonamiento. 

Habilidad para 

la 

investigación 

y 

razonamiento. 

Haber 

redactado 

teóricamente 

varios reportes 

de laboratorio 

y haber 

presentado 

resultados. 

Redactar un 

reporte tipo 

tesis. 

Poder entender 

dudas del proyecto. 

capacidad de 

investigar y 

entender para un 

razonamiento y 

redactar resultados. 

Presntar 

resultados. 

Buenas prácticas 

de laboratorio 

Buenas 

prácticas de 

laboratorio 

Varias 

practicas 

supervisadas 

con un maestro 

calificado que 

corrige los 

malos hábitos. 

Practicas 

profesionales 

supervisadas 

por un doctor. 

Utilizar el equipo y 

material de manera 

correcta. 

Utilizar el equipo 

y material de 

manera correcta. 

Actitudes Disponibilidad 

para horarios 

extraoficiales. 

Disponibilidad 

para horarios 

extraoficiales 

Aptitud para 

trabajar horas 

extra si es 

necesario. 

Aptitud para 

trabajar horas 

extra si es 

necesario. 

Mayor experiencia 

laboral. 

Mayor 

experiencia 

laboral. 

 

• Síntesis de lo significativo de este análisis: 

Hay que manifestar en la práctica los diferentes aprendizajes, satisfaciendo de esta manera 

las necesidades y los retos que tienen que afrontar en los diferentes contextos donde 

interactúo. Hay que saber que hacer en situaciones concretas que requieren la aplicación 

creativa, flexible y responsable de conocimientos, habilidades y actitudes. Aprendí a conocer, 

http://es.wikipedia.org/wiki/Conocimiento
http://es.wikipedia.org/wiki/Habilidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Actitud
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aprendí a hacer y a convivir llevándome a descubrir, despertar e incrementar mis 

posibilidades creativas. 

 

 


