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1. INTRODUCCIÓN 

El síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV2) significó un antes y un después para el 

mundo, en el contexto económico, científico, sanitario y social, este virus responsable de la 

enfermedad de COVID-19, es infeccioso, altamente prevalente y potente, pertenece a la familia 

de los Coronavirus y es de origen zoonótico, detectado por primera vez en China con un 

diagnóstico de neumonía de origen desconocido, el COVID-19 se propagó rápidamente a nivel 

mundial con un estatus de emergencia sanitaria internacional. Para el 25 de noviembre de 2021, 

se habían registrado ya casi 257 millones de casos confirmados de COVID-19 en todo el mundo. 

Previo a este brote, se tenía conocimiento de algunos coronavirus que producían infecciones 

leves en humanos; sin embargo, tras la pandemia se evidenció su capacidad para provocar 

cuadros clínicos graves y potencialmente mortales. 

Hasta ahora, el mundo sigue esforzándose por desarrollar nuevas formas de diagnosticar y tratar 

la enfermedad de COVID-19. A pesar del avance global que ha habido en el desarrollo de nuevas 

estrategias diagnósticas y terapéuticas para ésta enfermedad, todo se ha centrado 

predominantemente en la proteína espiga (Spike) del SARS-CoV2, no obstante, la aparición 

continua de variantes preocupantes ha evidenciado importantes limitaciones en las terapias 

dirigidas a dicha proteína.  

Bajo este contexto, la proteína de la nucleocápside (proteína N) del SARS-CoV2 Se ha 

caracterizado como una proteína altamente conservada dentro de la familia de los coronavirus y 

en la evolución del virus, además, está implicada en el proceso clave de infección y ensamblaje 

viral. Es la proteína estructural viral más expresada tras la infección por SARS-CoV2 en humanos 

y tiene una alta inmunogenicidad. Por lo tanto, la proteína N es de interés para el desarrollo de 

herramientas biotecnológicas contra el virus y, puede tener una aplicación clínica con gran valor 

potencial de investigación. 

Escherichia coli (E. coli) es uno de los sistemas de expresión más comunes para producir 

proteínas recombinantes. Esta bacteria ubicua ha sido un organismo modelo en la investigación 

científica por más de un siglo, uno de sus principales logros ha sido su uso como hospedador 

para la expresión de proteínas recombinantes, destacándose por su rápido crecimiento en medios 

simples y su capacidad para alcanzar altos niveles de producción, ofrece altos niveles de 

expresión, facilidad en la manipulación genética y rentabilidad (Lara, 2011). 
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El objetivo de este trabajo es desarrollar el primer sistema de expresión recombinante de la 

proteína N del virus de SARS-CoV2 producido en un sistema bacteriano, como candidato para el 

desarrollo de diversas herramientas biotecnológicas contra el virus. 

2. MARCO TEÓRICO 

Los coronavirus (CoV) se consideraban patógenos respiratorios relativamente inofensivos para 

los humanos. Sin embargo, hasta el momento se han identificado siete coronavirus capaces de 

infectar a los seres humanos, 229-E (α-CoV), NL63 (α-CoV), OC43 (β-CoV), HKU1 (β-CoV), 

MERS-CoV (β-CoV), SARS-CoV (β-CoV) y SARS-CoV2 (β-CoV) (García et al., 2020; Santos, 

2021) dos de ellos provocaron brotes de infección grave del tracto respiratorio; en el 2002 el brote 

fue causado por el coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y en el 2012 

se presentó el coronavirus del síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), ambos  

cruzando la barrera de las especies y presentaron altas tasas de patogenicidad y mortalidad en 

humanos (Song et al., 2019). 

El brote de COVID-19, se presentó como una de las pandemias más catastróficas del siglo. El 

SARS-CoV2 fue identificado por primera vez en la ciudad de Wuhan (China), con una tasa de 

infecciones y muertos sin precedentes (Sofi et al., 2020), representando la crisis sanitaria más 

significativa del último siglo. Su propagación local y posterior expansión mundial alcanzaron 

rápidamente niveles alarmantes, afectando gravemente la salud pública y la economía global, lo 

que llevó a que fuera declarada una "Emergencia de Salud Pública de Importancia Internacional" 

en menos de un mes. Para el 2020, se había convertido en la tercera causa de mortalidad a nivel 

mundial y la segunda en el 2021, un periodo durante el cual se perdieron aproximadamente 13 

millones de vidas, según los últimos reportes de la OMS (Escudero et al., 2020; WHO, 2024).  

Esta pandemia, ha puesto de manifiesto la urgencia de contar con respuestas rápidas y 

adaptables en la industria para producir herramientas y reactivos necesarios para el diagnóstico, 

tratamiento y prevención de nuevas enfermedades virales de forma rentable (Machhi et al., 2020; 

Sofi et al., 2020).  
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3. ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DEL GENOMA DEL CORONAVIRUS 

La partícula viral presenta proyecciones espiculares distribuidos a lo largo de su membrana, lo 

que le confiere la apariencia de una corona. Los coronavirus pertenecen al orden de los Nidovirus 

suborden Cornidovirineae, familia Coronaviridae y subfamilia Orthocoronavirinae, la cual se divide 

en 4 géneros: Alpha-coronavirus, Beta-coronavirus, Gamma-coronavirus y Delta-coronavirus, el 

SARS-CoV2 pertenece al género Beta-coronavirus, subgénero Sarbecovirus, dentro de la familia 

Coronaviridae y la subfamilia Orthocoronaviridae. (Liu et al., 2020) (V’kovski et al., 2021). 

Los viriones de este virus son envueltos y esféricos, con un diámetro aproximado de 120-160 nm. 

Su genoma está compuesto por ARN monocatenario lineal de cadena sencilla en sentido positivo 

con un tamaño aproximado de 29,891 nucleótidos que codifica para 9,860 aminoácidos (García 

et al., 2020; Harrison et al., 2020; Hu et al., 2021). El genoma del SARS-CoV2 es el genoma más 

grande conocido de los virus de ARN, tiene una longitud de aproximadamente 26 Kb a 32 Kb de 

longitud, y contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican tanto proteínas 

estructurales como no estructurales (Fig. 1). 

 

Figura 1. Estructura y organización genómica del SARS-CoV-2. Se esquematizan las proteínas 

estructurales S, M, E y N, que forman al SARS-CoV-2. Tomado de: Martínez-Anaya et al., 2020 

Un primer segmento del genoma está formado por dos grandes regiones, ORF1a y ORF1b, que 

conforma aproximadamente dos tercios del ARN viral (Fig. 2). Estas regiones se escinden 

proteolíticamente para formar 16 proteínas no estructurales (nsp1-nsp16), las cuales 

desempeñan funciones clave, como la modulación de la respuesta inmune del huésped y la 

facilitación de la replicación del ARN viral. El segmento final del genoma codifica proteínas 

estructurales, entre ellas la proteína S (espícula), la M (membrana), la E (envoltura) y N 

(nucleocápside), así como otras proteínas accesorias (Yoshimoto, 2020; Gorkhali et al., 2021). 
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Figura 2. Se representa la estructura del genoma del virus. Imagen tomada de: 

https://ciencia.unam.mx/leer/1155/como-los-virus-impulsaron-el-desarrollo-de-las-ciencias-genomicas 

      3.1 Proteínas estructurales 

El grupo de las proteínas estructurales está formado por: Membrana: formada por 222 

aminoácidos, esta proteína, interactúa con proteínas diferentes y consigo misma en interacciones 

que son cruciales para formar una partícula viral, la membrana coordina la incorporación de las 

demás proteínas estructurales (Zawilska et al., 2021). Envoltura: Esta proteína con tan solo 75 

aminoácidos es la responsable de la virulencia de SARS CoV2, creando canales en la membrana 

de las células infectadas a través de los cuales el virión puede escapar e infectar más células. 

(Zawilska et al., 2021). Espícula (Spike): proteína de 1273 aminoácidos, distribuida radialmente 

sobre la membrana del virus, proyectándose hacia afuera, lo cual le da una característica de 

“corona solar”, formada por dos subunidades, S1 con dos dominios estructurales CTD (Dominio 

C-terminal) en donde también esa ubicada una subestructura especifica que actúa directamente 

con ACE2 denominada dominio de unión al receptor (RBD), y NTD (Dominio N-terminal), 

desempeñando las principales funciones de reconocimiento y unión al receptor. Por otro lado, la 

subunidad S2, interactúa con una proteasa llamada proteasa transmembrana de serina 2 

(TMPRSS2) que se encuentra en la membrana de las células del hospedero, siendo un factor 

imprescindible para la entrada del virus, ya que activa a la proteína Spike y permite la fusión viral 

entre las membranas virales y la del huésped (Zawilska et al., 2021). 
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3.2 Proteína N del SARS-CoV2 

El análisis de la proteína N en el ciclo de replicación del SARS-CoV2, su papel en la patogénesis 

viral, sus efectos posteriores y su interacción con la respuesta inmunológica del huésped ha 

permitido una comprensión más profunda de sus funciones clave. Esta proteína, codificada por 

el noveno ORF del virus está formada por 419 aminoácidos (Zawilska, et al, 2021) y está formada 

por tres regiones IDR o intrínsecamente desordenadas que son N-terminal (brazo N), una región 

enlazadora flexible central (LKR) y C-Terminal (cola C). Por otro lado, cuenta con dos regiones 

estructuralmente conservadas el dominio N-terminal (NTD) y el dominio C-terminal (CTD), siendo 

este último imprescindible para darle estabilidad a la proteína (Fig. 3) (Bai et al., 2021; Huang et 

al., 2024). 

 

 

 

Figura 3. Distribución estructural de los dominios del nucleocápside. Modificado de: Huang et al., 2024. 

Con base en la alineación de secuencias del SARS-CoV2 en comparación con otros CoV, se ha 

determinado que las estructuras de la proteína N (NTD y CTD) mantienen una alta conservación 

entre tres coronavirus beta altamente patógenos el SARS-CoV1, el MERS-CoV y el SARS-CoV-

2, Asimismo, diversas zonas dentro de los CTD de las tres proteínas N comparten rasgos 

estructurales similares, lo cual indica que los dímeros de proteína N generados por el CTD 

cumplen una función esencial en la ensamblaje del complejo RNP y en la organización del 

genoma de ARN (Matsuo, 2021). 

Siendo N una de las proteínas estructurales principales, su principal función es empaquetar el 

genoma viral y resulta imprescindible para el ciclo de vida, en el cual facilita la liberación del 

material genético viral mediante el proceso de disociación de la cápside y facilita el inicio del 

ensamblaje viral por las proteínas M y E (Huang et al., 2024). El sistema inmunológico innato 

constituye la primera línea de defensa ante infecciones de algún agente externo, este proceso 

facilita la eliminación de células infectadas y modula la respuesta inmunitaria del huésped en 

infecciones virales (Shibabaw et al., 2020).  
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Uno de los mecanismos contra estos agentes es la interferencia del ARN (ARNi) que es un 

proceso que promueve la degradación de los genomas virales y se encarga de inhibir la 

replicación (Zhang et al., 2020). No obstante, se ha demostrado que los virus suelen codificar 

proteínas que actúan como supresores para inhibir o evadir esta respuesta de ARNi. Estudios 

recientes hablan de que la proteína N mantiene una homología en sitios conservados y que le 

permiten actuar como supresor viral; esto la convierte en un factor clave en la evasión de las 

defensas inmunes del huésped (Huang et al., 2024). La nucleoproteína es altamente 

inmunogénica y durante la infección su producción es en grandes cantidades (Zawilska et al, 

2021).  

     3.3 Respuesta inmunitaria  

La respuesta inmunitaria frente al SARS-CoV-2 ha sido ampliamente estudiada, Mortari y 

colaboradores (2025) revisaron cómo las células T y B responden en distintos escenarios de 

inmunización contra la COVID-19; mencionan que una vez que el SARS CoV2 logra ingresar en 

el huésped, se desencadena una respuesta inmunitaria. Las principales células involucradas en 

la defensa de la enfermedad son las células T y las células B, siendo las primeras las 

responsables de promover una mayor concentración de citocinas proinflamatorias como IL6, 

TNF-α y el IFN-γ, que son liberadas por las células CD4. Las células CD8 promueven mayores 

cantidades de gránulos citotóxicos como perforina y granzima con el fin de destruir a las células 

infectadas. Por otro lado, las células B tienen la principal función de la neutralización, uniendo los 

anticuerpos neutralizantes al virus y bloqueando la infección al interferir en la interacción con los 

receptores ACE2, o bien, se unen a la cápside viral para cubrir las áreas de unión (Guo et al., 

2024) 

Sanz y colaboradores (2021) describieron cómo la defensa innata debería ser suficiente para 

erradicar la infección, siempre y cuando no se encuentre comprometida por otros factores, como 

lo son la edad, comorbilidades etc., ya que el daño en estos casos puede provocar síntomas 

graves. Por otro lado, cuando la respuesta inmunitaria controla la enfermedad, pero no es capaz 

de volver a la normalidad se provoca una sobre estimulación desencadenando las repuestas 

inflamatorias exacerbadas, conocida como tormenta de citocinas que agrava el panorama y 

puede ser fatal. 
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     3.4 Ciclo replicativo del SARS-CoV2 

El SARS-CoV2 ingresa principalmente a través del tracto respiratorio, no obstante, también 

infecta riñones, hígado, corazón cerebro y sangre. Es un virus que requiere de la maquinaria de 

la célula del huésped para poder realizar su ciclo viral, estos factores facilitan la infección. El 

genoma ARN monocaternario se encuentra encapsulado por la proteína N. Por otro lado, las 

proteínas estructurales que se encuentran dispuestas en la envoltura vírica son las que se 

encargan de asegurar la incorporación de la partícula viral durante el ensamblaje.  

La entrada está mediada por la proteína Spike, que interactúa principalmente con los receptores 

celulares de las células diana, dicha proteína está compuesta por dos subunidades principales, 

S1 y S2 (Baggen et al., 2021; V’kovski et al., 2021). La S1 que tiene dos dominios estructurales, 

el dominio de unión al receptor (RBD) y el dominio N-terminal similar a la galectina (S-NTD), los 

cuales desempeñan un papel decisivo en el reconocimiento y la unión al receptor. La subunidad 

S2 contiene cinco dominios funcionales: un péptido de fusión (FP), regiones N- y C-terminal de 

repetición de heptadas (HR-N y HR-C), un dominio transmembrana (TM) y un dominio 

citoplasmático que promueve la fusión de membrana (Baggen et al., 2021; Zawilska et al., 2021). 

El ciclo viral se puede sintetizar en cinco fases, unión, penetración, biosíntesis, maduración y 

liberación. Aunque se ha determinado que el enzima convertidora de angiotensina 2 ACE2 es el 

principal receptor involucrado en la unión con S1, se han identificado otros receptores como 

neuropiloina-1 (NRP1) y Heparán sulfato (HS), que pueden ser capaces de favorecer la infección 

de forma independiente o servir como cofactores que potencian la infección a través de ACE2. 

La subunidad S1 es la encargada de la unión viral a una parte extracelular de ACE2. Esta 

interacción expone a la subunidad S2´ la cual interactúa con las proteasas del huésped (como la 

serinproteasa de superficie celular TMPRSS2), que provocan la escisión proteolítica de los sitios 

S1 Y S2 de la proteína Spike, lo cual promueve cambios en su conformación y se libera el péptido 

de fusión que penetra en la membrana del huésped. Esto desencadena la fusión con la membrana 

plasmática, el ARN se libera en el citoplasma. La cadena de ARN (+) se replica en una cadena 

de ARN (-), misma que se utiliza para la replicación de otra cadena de ARN (+). Durante la 

replicación, el ARN genómico de cadena positiva no se transcribe de forma continua, sino por 

segmentos. Estos segmentos negativos actúan como copias intermedias, permitiendo luego la 

creación de nuevos ARN positivos que codifican proteínas estructurales y accesorias.  
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La traducción inmediata de dos grandes marcos de lectura abiertos, ORF1a y ORF1b produce 

dos poliproteinas, la poliproteína replicasa 1a (pp1a) y la poliproteína 1ab (pp1ab) (Zawilska et 

al., 202, Jackson et al., 2022).Las poliproteínas virales sufren un procesamiento autocatalítico 

que origina las proteínas estructurales nsp1-16, responsables de ensamblar el complejo RTC y 

reconfigurar las membranas celulares para el establecimiento de compartimientos de replicación 

(Baggen et al., 2021; V’kovski et al., 2021).  

El tercio restante del genoma, en el extremo 3', contiene ORFs solapados que codifican cuatro 

proteínas estructurales principales espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocápside (N), 

así como varias proteínas accesorias, incluyendo ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9 

y ORF10 y que se ensamblan en el ERGIC, en el que se forman nuevos viriones por gemación 

en el lumen. Finalmente, los viriones son secretados de la célula infectada por exocitosis (Baggen 

et al., 2021; Zawilska et al., 2021) (Fig.4). 

 

Figura 4. Ciclo de replicación del SARS-CoV-2. Tomada de 

https://culturacientifica.com/app/uploads/2021/05/SARS-CoV-2_ciclo.png 
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3.5  Proteínas recombinantes en SARS-CoV2 

La producción de proteínas recombinantes constituye una herramienta fundamental en la biología 

molecular, biotecnología y la medicina, ya que permite obtener y disponer de moléculas o parte 

de ellas en cantidades suficientes para utilizarla en el diagnóstico y de forma terapéutica. En el 

caso de SARS CoV2, el desarrollo de estas proteínas ha sido esencial para la investigación y el 

desarrollo de vacunas. La creación de proteínas recombinantes de los componentes estructurales 

del SARS-CoV2 ha permitido desarrollar plataformas de vacunas basadas en subunidades 

antigénicas, las cuales inducen respuestas inmunes sin la necesidad de utilizar el virus completo.  

Este enfoque ha sido clave para el diseño de modelos vacunales, como los que se han 

administrado a nivel global para combatir el COVID-19 (Peng et al., 2021; Zang et al., 2021; de 

Pinho et al., 2022). El diseño, producción y desarrollo de proteínas sintéticas han demostrado ser 

herramientas de suma importancia en la lucha contra el SARS-CoV2 y otros patógenos. Esta 

tecnología ha permitido avances rápidos en la creación de diagnósticos, terapias y vacunas, 

proporcionando recursos clave para el control de brotes de diferentes enfermedades (Robson, 

2020; Almehdi et al., 2021).  

En estudios anteriores, se ha trabajado con la proteína recombinante N, tanto en su fase soluble 

como en la replegada, desarrollando metodologías de purificación tomando estas dos formas 

para realizar estudios bioquímicos y desarrollar ensayos serológicos para implementar una 

posible herramienta diagnóstica en sueros de gatos (Di et al., 2021). 

Tarczewska y colaboradores (2022) abordaron el tema de la complejidad en cuanto a la estructura 

y la función de la nucleoproteína. También se ha trabajado en estudios previos con los diferentes 

métodos de purificación con el fin de obtener una solución de la proteína N sin presencia de los 

ácidos nucleicos, con el fin de comparar las propiedades moleculares de esa solución en 

comparación con las resultantes de los métodos comunes y verificar el impacto de la presencia 

de los ácidos nucleicos en los resultados de los ensayos bioquímicos. 

Dentro de la búsqueda de alternativas para proteger inmunológicamente a los pacientes se han 

publicado también trabajos que proponen biológicos vacunales basados en la nucleoproteína. 

Min Thura y colaboradores (2021) propusieron que las proteínas de nucleocápside (N) 

conservadas intra-virales pueden ser blanco de nuevas vacunas contra los SARS-CoV. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Es fundamental desarrollar herramientas basadas en proteínas recombinantes que contribuyan 

en el tratamiento, control y seguimiento del SARS-CoV2, especialmente en casos asintomáticos 

que pasan desapercibidos, o pacientes de alto riesgo que, debido a una detección tardía, retrasan 

su atención médica, factores que pueden desempeñar un papel importante en la propagación del 

virus en un futuro.  

Actualmente, se ha reportado una gran cantidad de mutaciones, principalmente en el gen que 

codifica la proteína S del SARS-CoV2, lo cual ha dado lugar a diversas variantes de este virus. 

Sin embargo, el análisis comparativo de las secuencias de diferentes aislados del virus muestra 

que la secuencia codificante para la proteína N no presenta variaciones significativas, y dada su 

importancia en la replicación e infección del SARS-CoV2 y debido a su baja tasa de mutación, 

puede servir como un objetivo eficaz para el desarrollo de pruebas serológicas que permitan 

diferenciar entre personas vacunadas y aquellas infectadas, como herramientas de diagnóstico 

que aporten información sobre la longevidad de los anticuerpos contra el SARS-CoV2 o bien, 

para el desarrollo de biológicos que puedan proteger al organismo. Esto permitiría una detección 

temprana, más precisa y confiable, facilitando un seguimiento adecuado del estado inmunológico 

de la población. Adicionalmente, se han identificado múltiples regiones antigénicas en la 

nucleoproteína N, con potencial para producir anticuerpos, lo que respalda su uso en el desarrollo 

de biológicos inmunogénicos. Por lo tanto, el desarrollo de la proteína recombinante (N) del 

SARS-CoV2 permitirá generar datos fundamentales para respaldar el desarrollo y aplicación de 

herramientas diagnósticas confiables, por lo que su uso en el desarrollo de un sistema diagnóstico 

en respuesta a la evolución continua de las variantes del SARS-CoV2 es una opción altamente 

atractiva. 

 

 

 

 

 

 

10 



 
                                                    
 

5. HIPÓTESIS 

La expresión recombinante de la proteína de la nucleocápside del SARS-CoV-2 en Escherichia 

coli permitirá obtener un antígeno inmunológicamente funcional. Esto facilitará el desarrollo de 

pruebas serológicas accesibles y confiables, contribuyendo al diagnóstico y vigilancia 

epidemiológica de la COVID-19. 

6. OBJETIVOS  

6.1 Objetivo general 

 Obtener un sistema de expresión recombinante de la nucleoproteína (N) del SARS-CoV2 

mediante la producción en el sistema de expresión procarionte Escherichia coli, con el fin 

de obtener un antígeno accesible que pueda emplearse en el desarrollo de herramientas 

diagnósticas serológicas, estudios de inmunogenicidad y aplicaciones en investigación. 

 

6.2 Objetivos particulares 

 Amplificar y clonar el gen de la nucleoproteína N del SARS-CoV2 a partir de RNA viral 

extraído de una muestra de un paciente positivo. 

 Construir un sistema de expresión recombinante mediante la clonación del gen N en el 

vector pET-SUMO para su producción en E. coli. 

 Evaluar la expresión de la proteína recombinante N en E. coli mediante su inducción con 

IPTG. 
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7. METODOLOGÍA  
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8.  MATERIALES Y REACTIVOS  

Las muestras de cDNA correspondiente a una muestra de un paciente positivo a COVID-19 

obtenida en 2020, fue proporcionada por el laboratorio de Química de la UNAM. Los plásmidos 

fueron donados para desarrollar este proyecto, se diseñaron los oligonucleótidos para amplificar 

la región proteica apropiada a partir de muestras de pacientes en el laboratorio de Epizootiología 

del CENID-SAI. A partir de la secuencia consenso se diseñó el par de primers los cuales se 

muestra en la Tabla 1.  

Tabla 1. Primers diseñados 

PRIMER´S pb GC% Tm DG 

FW 5'  ATGTCTGATAATGGACCCCAAAATC ´3 25 40 55.2 -45.31.24 

RV 5‘ TTAGGCCTGAGTTGAGTCAG ´3 20 50 53.9 -35.39 

*pb: pares de bases, GC%: porcentaje de Guaninas y Citocinas, Tm: Temperatura media, DG delta G. 

8.1 Amplificación mediante PCR del gen N 

Con el objetivo de amplificar el gen N de SARS-CoV2, el ORF (marco de lectura abierto) de la 

proteína fue amplificado mediante PCR punto final, utilizando los pares de primers mencionados 

anteriormente. La mezcla de reacción se muestra en la Tabla 2. Posteriormente, las temperaturas 

del programa en el termociclador se muestran en la Tabla 3 y finalmente, los productos se 

analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 35 min a 100 V, revelados con luz 

UV. 

Tabla 2. Componentes de la reacción para amplificación de los ORFs 

Componentes Concentración Cantidad añadida (μl) 

Buffer 1X 5 

dNTP 0.2 μM 1 

Oligonucleótido delantero 0.5 μM 5 

Oligonucleótido reverso 0.5 μM 5 

MgCl2 2 mM 5 

Muestra 500 ng 1 μl (por muestra) 

Taq polimerasa 1.25 U/L 0.25 

H2O ---- 23.75 

TOTAL 50 μl 
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Tabla 3. Condiciones de la PCR para la amplificación de los ORFs de la proteína N 

Etapa T (°C) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 95 2 min 1 

Desnaturalización inicial 95 30 s 30 

Alineamiento 54.4 

Extensión 72 1 min 

Extensión final 72 1. min 1 

 

      8.2 Purificación del gen N a partir de banda  

Una vez visualizado la correcta amplificación del gen N (1260 pb), se procedió a purificarlo a partir 

de banda del gel de agarosa. Para esto, se cortó la banda de interés con un bisturí nuevo, se 

transfirieron aproximadamente 300 mg del corte de gel a un tubo Eppendorf. Posteriormente se 

utilizó el Kit comercial kit FAVORGEN BIOTECH CORP FavorPrep™ GEL/PCR Purification kit, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se añadieron 500 µl de tampón FADF a 

la muestra. Se realizó una incubación a 55 °C durante 5-10 min, agitando el tubo cada 2-3 min 

para lograr que la porción de gel se disolviera por completo. Una vez disuelto se enfrió a 

temperatura ambiente y se colocó una columna FADF en un tubo de recolección. Se transfirieron 

800 µl de la mezcla de muestra a la columna FADF y se centrifugó a 11000 x g durante 30 seg, 

descartando el líquido sobrante. Se añadieron 750 µl de tampón de lavado a la columna FADF y 

se centrifugó a 11000 x g durante 30 seg y se desechó el líquido sobrante. Se volvió a centrifugar 

a máxima velocidad (~18000 x g) durante 3 min más para secar la matriz de la columna y 

posteriormente se colocó la columna FADF en un nuevo tubo Eppendorf, después de colocarlo 

se añadieron 40 µl de tampón de elución al centro de la membrana de la columna FADF y se dejó 

reposar la columna FADF durante 1 min; se realizó una última centrifugación a máxima velocidad 

durante 2 min con el fin de obtener todo el producto de la membrana.  
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8.3 Ligación al vector pJET 

El vector pJET es un plásmido utilizado para clonar fragmentos de ADN de nuestro interés. En 

este caso, el gen de la proteína N del SARS CoV2, convirtiéndose en una herramienta muy útil 

en la clonación. Este vector tiene varias características importantes: está formado por una región 

llamada MCS (Sitio de Clonación Múltiple) que contiene varios sitios de restricción facilitando la 

unión a los extremos romo de los productos de PCR. Además, cuenta con una enzima de 

restricción letal llamada eco47IR, misma que es interrumpida cuando el fragmento de PCR se 

inserta correctamente en el sitio de clonación, de lo contrario, esta enzima se expresa y mata la 

bacteria, lo que asegura que solo las células bacterianas con plásmidos recombinantes pueden 

formar colonias, es decir, solo los clones con inserto sobrevivan. Un promotor T7 que facilita T7 

que facilita la transcripción in vitro e in vivo del ADN insertado. Contiene un gen que le confiere 

resistencia a la ampicilina, permite una clonación rápida, con más del 95% de clones positivos.  

Para resguardar el gen N, se procedió a ligarlo a un vector de resguardo.  

El gen N purificado de gel, se utilizó para llevar a cabo el proceso de ligación en el plásmido 

mediante el Kit de clonación PCR CloneJET. Las cantidades para la mezcla de ligación se 

muestran en la Tabla 4 y una vez realizada la mezcla de ligación, se incubó a temperatura 

ambiente por 16 h.  

Tabla 4. Mezcla de ligación a pJET 

Reactivo Cantidad 

Buffer 2x 10µl 

Inserto 7µl 

Bluting 1µl 

Incubación 70°C 5 min 

Choque en hielo 2 min 

pJet 1µl 

Ligasa 1µl 

TOTAL 20µl 
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8.4 Preparación de células competentes 

Para poder introducir los plásmidos obtenidos en E. coli, se realizó la preparación de células 

competentes One Shot™ TOP10, es derivada de la línea k-12 y son de gran utilidad para la 

replicación estable de plásmidos y en un alto número de copias. Principalmente se emplean para la 

clonación y mantenimiento de plásmidos, es por ello que es un hospedero ideal para la propagación 

de vectores como pJET y se considera un vector de resguardo.   

Para esto, 10 ml de medio LB (Luria Bertani) se inocularon con la cepa de E. coli One Shot™ 

TOP10 y se llevó a crecimiento por 16 h a una temperatura de 37°C a 220 rpm. Esto corresponde 

a un precultivo. Posteriormente, 50 ml de medio LB fueron inoculados con 20 µl del precultivo, se 

llevó a crecimiento a 37°C, 220 rpm y se monitoreó el crecimiento mediante absorbancia a 600 

nm, hasta que el cultivo alcanzó 0.35 de absorbancia. Una vez que el cultivo alcanzó el 

crecimiento se transfirió el caldo a un tubo de 50 ml estéril y se colocó en hielo por 10 min, se 

centrifugó a 4100 rpm por 10 min a 4°C eliminando el sobrenadante, y el pellet se resuspendió 

en 15 ml de MgCl-CaCl (80 mmol MgCl2, 20 mmol CaCl) a 4°C, después, se centrifugó a 4100 

rpm por 10 min 4° C. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de la solución 0.1 M 

de CaCl2 a 4°C. Las células se mantuvieron en hielo para la transformación. 

8.4.1 Transformación de células competentes 

Para transformar directamente las células tratadas con cloruro de calcio, se transfirieron 200 µl 

de cada suspensión de células competentes a 4 tubos Eppendorf de 1.5 ml y se añadieron 10 µl 

del ADN a cada tubo homogenizando la mezcla suavemente. El choque térmico consistió en 

conservar durante 30 min los tubos en hielo, luego se transfirieron 90 seg exactos a un baño de 

agua de 42°C y posteriormente a hielo de nuevo durante 1min. El choque térmico es un paso 

crucial, para que las células alcancen la temperatura exacta en los tiempos establecidos.  

Se adicionaron 800 µl de medio LB a cada tubo (+, -, muestra) y se colocó en incubación a 37°C 

durante 45 min para dejar crecer el cultivo. Posterior a la incubación se colocaron 200 µl en cada 

placa Petri con su respectivo marcador de selección para realizar el sembrado de cada una de 

las muestras y se dejaron en crecimiento a 37°C por 16 h. Después de la incubación se observó 

el crecimiento de colonias, se seleccionaron algunas de ellas y se propagaron en medio 

LB+antibiótico para la extracción de plásmidos o pruebas de expresión. También se llevaron a 

cabo permanentes de glicerol para resguardar las cepas en congelación a -70°C. 
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8.5 Extracción y análisis del ADN plasmídico  

Se realizó la purificación de la muestra mediante el kit FAVORGEN BIOTECH CORP FavorPrep™ 

GEL/PCR Purification kit, siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente: Se transfirió un 

volumen de 1 a 3 ml de cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf, se centrifugó 11000 x g durante 

1 min para sedimentar las células y el sobrenadante se descartó. Posteriormente se resuspendió 

en 1 ml de agua destilada y se volvió a clarificar mediante centrifugación, se añadieron 200 µl de 

tampón FAPD1 y se homogenizó para resuspender las células hasta desaparecer por completo 

la pastilla, se añadieron 200 µl de tampón FAPD2 homogenizando suavemente el tubo de 5 a 10 

veces y se incubó a temperatura ambiente durante 2 a 5 min para lisar las células, hasta que la 

muestra se volvió transparente. Después se añadieron 300 µl de tampón FAPD3 y se volvió a 

homogenizar mediante inversiones de 5 a 10 veces con el fin de neutralizar el lisado, la muestra 

se centrifugó a máxima velocidad (~18000 x g) durante 5 min para clarificar el lisado. Se colocó 

una columna FAPD en un tubo de recolección, la muestra se transfirió a la columna y se centrifugó 

11000 x g durante 30 seg, el sobrante recolectado en el tubo de recolección se descartó, y se 

tomó el sobrenadante con una micropipeta sin tocar la pastilla con la punta, después se añadieron 

400 µl de tampón W1 a la columna FAPD y se sometió a centrifugación durante 30 seg a 11000 

x g. Se descartó el volumen recolectado en el tubo de recolección y se colocó de nuevo la 

columna, se añadieron 700 µl de solución de lavado y se centrifugó a 11 000 x g durante 30 seg, 

después se volvió a centrifugar a máxima velocidad (-18 000 x g) durante 3 min más para eliminar 

todo el líquido residual de la columna FAPD y se colocó en un nuevo tubo Eppendorf, se 

añadieron 50 µl de tampón de elución en la membrana de la columna FAPD y se dejó reposar 

durante 1 min. Posteriormente se realizó otra centrifugación a máxima velocidad (~18 000 x g) 

durante 1 min para eluir el ADN plasmídico 

Este kit permite la recuperación eficiente de fragmentos de ADN (entre 100 pb y 10 kb) a partir 

de geles de agarosa, PCR u otras reacciones enzimáticas. Posteriormente, los fragmentos 

purificados de ADN se utilizaron para la ligación con el vector pJET. Posteriormente, se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa para determinar la presencia de dicho inserto, esto con el 

fin de elegir el plásmido que tuviera el peso esperado (1260 pb). 
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8.6 Ligación del gen N a pETSUMO 

Como parte de la estrategia de expresión recombinante se utilizó el sistema de expresión 

Champion™ pETSUMO. Para llevar a cabo una correcta ligación al vector de expresión, se 

amplificó el gen N a partir de pJET-N colocando 30 min en la extensión final del protocolo de 

amplificación en el termociclador, con el fin de que la Taq polimerasa añadiera las A’ libres en los 

extremos del producto de PCR, ya que el sistema de pETSUMO se liga mediante los extremos 

T´ libres del vector. La purificación del producto de la PCR se realizó a temperatura ambiente 

para evitar la degradación de la cola de adenina y posteriormente se llevó a cabo la subclonación 

en el vector Champion™ pETSUMO mediante la reacción de ligación descrita en la tabla 5.  

    Tabla 5. Mezcla de ligación a pETSUMO 

Reactivo Cantidad 

Buffer 10x 1µl 

Inserto (1:5) 2µl 

pETSUMO      2µl 

Agua 4µl 

Ligasa 1µl 

TOTAL 10µl 

 

Una vez concluida la ligación se realizó de nuevo el protocolo de transformación con la cepa de 

Top10 para resguardo y análisis de plásmidos y la cepa BL21(DE3) para expresión de la proteína. 

Estas cepas fueron denominadas BL21-N-SARS-CoV2. 

8.6.1 Análisis de los plásmidos de expresión (pETSUMO-N-SARS-CoV2) 

El vector pETSUMO es una herramienta de clonación y expresión utilizada en biología molecular 

para producir proteínas recombinantes en E coli. Entre las características más significativas de 

este sistema se encuentran: Etiqueta o modificador similar a la ubiqutina SUMO (Small Ubiquitin-

like Modifier), la cual es miembro de una familia de proteínas similares a la ubiquitina, que regula 

varios procesos celulares como son apoptosis, transporte nuclear etc.  
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Sin embargo, esta etiqueta SUMO tiene una modificación que conduce a un aumento en los 

niveles de expresión y coadyuva para lograr una mayor solubilidad de la proteína resultante. Las 

fusiones de SUMO pueden aumentar la expresión de proteínas recombinantes y mejorar la 

solubilidad de proteínas que, de otro modo, serían parcialmente insolubles (Peciak et al., 2014). 

Por otro lado, esta etiqueta también es reconocida por una proteasa SUMO que corta 

específicamente la etiqueta y esto da lugar a una generación de proteínas nativas en E coli sin 

aminoácidos adicionales añadidos en el sitio de escisión. 

El promotor T7lac, que permite la expresión inducible mediante IPTG; el gen lacl, que codifica la 

proteína represor Lac, la cual se une a los operadores lac en ambos sitios, tanto en el T7lac del 

plásmido como al sitio lacUV5 del cromosoma, bloqueando la transcripción basal hasta el 

momento en el que se añada el IPTG el cual libera éstos operadores permitiendo un control sobre 

la producción de la proteína y así evitar la acumulación de proteínas tóxicas y producción 

descontrolada. Este vector también utiliza la alta especificidad y actividad de la ARN polimerasa 

del bacteriófago T7 para permitir la expresión regulada de genes a partir del promotor T7, fácil 

eliminación de la proteína de fusión SUMO por medio de la cromatografía de afinidad en una 

resina quelante de níquel. Posee una etiqueta de poli-histidina N-terminal que resulta útil para 

purificar las proteínas recombinantes obtenidas mediante cromatografía de afinidad. Contiene un 

gen que le confiere resistencia a la kanamicina lo cual permite que sea un método selectivo; el 

origen pBR322 coadyuva en la replicación y el mantenimiento de baja copia en E coli. lo cual 

asegura la replicación estable del plásmido, y esto reduce la carga metabólica sobre la célula 

hospedera reduciendo el estrés y favoreciendo la estabilidad del inserto. Todas estas 

características únicas lo hacen muy eficiente (Fig. 6). 

Una vez obtenidas las colonias transformadas con el plásmido de expresión, se realizó una PCR 

para analizar la correcta orientación del inserto N dentro de los plásmidos obtenidos y corroborar 

que quedaran en fase con el vector de expresión para producir la proteína recombinante. Para 

ello, el tamaño de amplicón aumentará en aproximadamente 100 pb más (1360 pb), ya que, se 

utilizó el oligonucleótido delantero Fw-SUMO que se hibrida en una región del vector de 

expresión, en el caso del oligonucleótido reverso fue el mismo que se empleó anteriormente que 

se hibrida en el gen N (Rev-N). En el programa del termociclador se colocó en la fase de extensión 

un tiempo de 1.30 min ya que el producto debe ser mayor, esperando un aproximado de 1360 

pb. Posteriormente se mandó a secuenciar mediante SANGER en el IBT de Cuernavaca para 

corroborar el resultado obtenido usando los oligos delantero Fw-SUMO y el Rev-SUMO. 
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8.7 Ensayos de expresión en células One Shot BL21 (DE3) 

La cepa E. coli BL21 DE3 ha sido el estándar de referencia para la expresión de proteínas ya que 

promueven un alto rendimiento, facilidad de uso y son compatibles con potentes sistemas de 

expresión. En cuanto a las cepas de expresión, se han empleado desde 1990. Las cepas T7 son 

lisógenos del bacteriófago DE3. Se trata de una cepa de E. coli que contiene en su cromosoma, un 

gen de la ARN polimerasa T7, bajo el control del promotor lacUV5, esta configuración permite 

una expresión potente, inducible por IPTG. a su vez, también carece de las proteasas Lon y 

OmpT. La ausencia de estas proteasas le confiere la capacidad de reducir la degradación de las 

proteínas heterólogas durante y después de la expresión, lo que permite además de la expresión 

obtener un rendimiento mayor. Sin embargo, debido a la potente naturaleza del sistema promotor 

T7, las proteínas pueden acumularse rápidamente y dar lugar a la formación de cuerpos de 

inclusión. 

En la fase correspondiente a la expresión en células, se utilizó la cepa de expresión One Shot 

BL21 (DE3).  Al verificar que los plásmidos se encontraron en orientación, se procedió a realizar 

la transformación de células competentes en la cepa BL21 DE3, en medio LB y antibiótico 

kanamicina mediante choque térmico. Se realizó el sembrado de las muestras y se dejaron en 

crecimiento a 37°C por 16 h. Después de la incubación se observó el crecimiento de colonias y 

una vez que se obtuvieron las colonias transformadas se seleccionaron 10 de ellas para realizar 

las pruebas de expresión, finalmente las cepas de expresión fueron denominadas BL21-N-SARS-

CoV2. 

Se tomaron las cepas transformadas BL21-N-SARS-CoV2 y se transfirió cada una a 10 ml de 

medio líquido LB adicionado con 50 µl de antibiótico (Kanamicina), este precultivo se dejó en 

agitación a 250 rpm y con una temperatura 37°C durante 16 h. Una vez pasado este tiempo se 

tomó una alícuota, se realizó una dilución 1:10 de la muestra para determinar la densidad óptica 

a 600nm en un espectrofotómetro. Una vez obtenido el valor de absorbancia, se utilizó la fórmula 

C1V1=C2V2 para comenzar un nuevo cultivo de expresión a 0.1 UA.  

Este nuevo cultivo se colocó en incubación en un agitador industrial a una temperatura de 37°C, 

durante aproximadamente una hora, o hasta alcanzar una absorbancia de DO 0.5 UA. Al obtener 

esta absorbancia, se colocaron 30 µl de IPTG al cultivo con el fin de inducir su crecimiento hasta 

obtener una concentración final de 1.5 M en el medio y se dejó en crecimiento en agitación 

constante a una temperatura de 37°C. durante toda la noche.  
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Finalmente, al terminar la expresión, se tomó la absorbancia de cada muestra diluida 1:10, se 

realizó un cálculo para ajustar a 0.6 UA, se colectaron en tubos Eppendorf, se clarificó mediante 

centrifugación, se eliminó el sobrenadante, y el paquete celular se resuspendió en buffer reductor 

4x, estas muestras se colocaron en un baño maría hirviendo durante 10 min.  Para determinar la 

presencia de las proteínas recombinantes se llevaron a cabo geles SDS PAGE teñidos con 

Coomassie y western blot en los que se cargaron 5 µl y 10 µl de muestra, respectivamente. Para 

el western blot, se emplearon anticuerpos anti-His con el objetivo de identificar la muestra 

candidata más prometedora para futuros ensayos de expresión a mayor escala. 

8.7.1 Producción de proteína y extracción de cuerpos de inclusión 

Una vez que se seleccionó la cepa de expresión BL21-N-SARS-CoV2, se realizó un precultivo 

como se mencionó anteriormente el cual que se dejó en agitación a 250 rpm y con una 

temperatura 37°C durante 16 h, pasado este tiempo de nuevo se tomó la absorbancia de la 

muestra diluida 1:10 para ajustar a 0.1 y realizar la inoculación de la muestra en 100 ml de medio 

LB. Cuando la absorbancia llegó a 0.5 UA, se indujo con 300 µl de isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) y se dejó en incubación a 250 rpm y con una temperatura 37°C 

durante 16 h.  

Después de la inducción de expresión, se tomó una alícuota del paquete celular y se colocó en 

congelación para su posterior análisis (alícuota de células completas); El resto de las células se 

recuperaron mediante centrifugación a 8000 rpm por 25 min y el pellet celular se lavó con 20 ml 

de agua destilada, ésta solución se clarificó nuevamente mediante centrifugación 8000 rpm por 

10 min, se descartó el sobrenadante, y el pellet se resuspendió en 500 ml de una solución 

amortiguadora de TRIS-HCl 5 mmol  pH 7.5 se dejó en agitación durante 10 min.  

Esta solución fue sometida a tratamiento con alta presión (7000PSI) con ayuda de un 

homogenizador industrial Gaulin, en el cual la muestra recirculó durante 15 min provocando el 

rompimiento celular, pasado este tiempo se tomó una alícuota de 200 µl del sobrenadante para 

su posterior análisis (alícuota de la fase de rompimiento). Después de retirar la muestra del 

homogeneizador, se sometió a dos ciclos de centrifugación a 8000 rpm a 4°C durante 20 min, 

posterior a la centrifugación se tomó otra alícuota del sobrenadante (fase soluble) y se recolectó 

el pellet (los cuerpos de inclusión). Una sobreexpresión del gen heterólogo puede inducir la 

formación de cuerpos de inclusión, es decir, agregados proteínicos intracelulares.  
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Aunque estos cuerpos pueden facilitar el proceso de purificación de la proteína recombinante 

(PR), también implican etapas adicionales durante la purificación. Además, es necesario 

implementar estrategias para recuperar el correcto plegamiento de la PR antes de su 

incorporación al producto final (Lara Álvaro, 2011). Posteriormente, el pellet (en el cual se 

encontraban los cuerpos de inclusión) se colocó en 50 ml de un buffer de solubilización (SDS, 

betamercaptoetanol, Tris-HCl 1 M, aforado a 50 ml) para ayudar a desagregar las proteínas 

recombinantes mal plegadas y la solución se quedó en agitación durante 24 h a temperatura 

ambiente.  

Para el procedimiento de separación de moléculas mediante diálisis se utilizó una membrana, la 

cual se hidrató en agua destilada hirviendo durante 3 min, sellándola de un extremo y en la cual 

posteriormente se colocó la solución proteínica para después sellarla por completo mediante 

prensas especiales. Dicha membrana se sumergió en una solución de Tris-HCl 50 mmol y se dejó 

dializar mediante una agitación suave con el fin de eliminar el betamercaptoetanol y el SDS. Se 

realizaron cambios de solución de diálisis cada 3 h hasta completar un mínimo de 500 volúmenes. 

Al finalizar la diálisis, se midió el volumen final de la muestra y se colocó en un buffer de unión 

para la columna (sarcosyl al 7%, Tris-HCl 50 mmol pH8) para preparar la muestra para 

purificación.  

8.8 Análisis de proteínas  

La electroforesis es una técnica fundamental para el análisis de proteínas mediante su 

separación, identificación y caracterización de proteínas mediante su tamaño y carga eléctrica. 

Esta técnica fue utilizada para examinar las muestras recolectadas a lo largo del proceso de la 

producción de la proteína (las células completas, la fase sólida, la fase soluble y los cuerpos de 

inclusión) con el fin de determinar en cuál de las fases es donde se encuentra la mayor cantidad 

de proteína recombinante, para este fin, se tomó una alícuota de 75 µl de cada una de las 

muestras y se mezclaron con 25 µl de buffer 4X, se colocaron en agua que se encontraba en 

ebullición durante 10 min. Posteriormente se colocaron en los pocillos de un gel de poliacrilamida 

al 12% con un separador de 1.0 mm. La electroforesis se realizó a 70 volts en la fracción del gel 

concentrador y una vez que las muestras ingresaron al gel de corrida se cambió el voltaje a 100 

volts y se mantuvo así durante el resto del corrimiento.  
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 Al término de la electroforesis se realizó la tinción de Coomassie, la cual es de gran utilidad para 

visualizar las proteínas contenidas en el gel de poliacrilamida, formando un complejo proteína-

tinción que resulta en un color azul intenso tras una incubación del gel en una solución de teñido 

(0.05% Azul de Coomassie, en 50 % etanol y 10 % ácido acético en 100 ml) por 1 h con agitación 

suave. Posteriormente el gel se colocó en una solución de desteñido que contiene lo mismo que 

la anterior, pero sin el reactivo Coomassie durante 5 min. Las proteínas presentes se evidenciaron 

en el gel en forma de bandas azules intensas que nos indicaron el tamaño de nuestra proteína 

con respecto al marcador de peso. Lo cual se muestra en nuestros resultados más adelante.  Por 

otro lado, para realizar un análisis por western blot, se llevó a cabo la transferencia húmeda de 

las proteínas contenidas en el segundo gel a la membrana de PVDF. Se colocaron todos los 

elementos (dos porciones de papel filtro, el gel de poliacrilamida con las proteínas de interés, la 

membrana, y dos porciones de papel filtro más, los cuales fueron humedecidos con buffer de 

transferencia y posteriormente se colocaron en el equipo programado a 24 volts.   

Para confirmar la expresión de las proteínas, posterior a la transferencia, la membrana de PVDF 

se bloqueó con una solución de leche descremada al 5% en PBS durante una hora a temperatura 

ambiente, y después de realizar lavados con PBS-Tween al 0.5% se colocó en incubación 

sumergida en el anticuerpo primario anti-His, conjugado con peroxidasa en una dilución 1:5000 

en PBS durante toda la noche a 4°C.  

Al terminar esta incubación se lavó la membrana de nuevo y se sumergió en el segundo 

anticuerpo anti-Ratón, las bandas de proteínas se visualizaron con una solución de revelado (20 

ml PBS; 0,0125 g 3,30-diaminobencidina Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.); y 100 µL de 

peróxido de hidrógeno 3 %), en la cual se sumergió la membrana. La reacción se detuvo cuando 

se transfirió la membrana al agua destilada. Por último, se dejó secar para apreciar mejor las 

bandas.  
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9. RESULTADOS 

9.1 Amplificación del gen N a partir de muestras de pacientes positivos a COVID-19 

En la figura 5 se muestra la amplificación del gen N a partir de muestras de cDNA provenientes 

de pacientes infectados con COVID-19, obteniendo resultados positivos en la muestra N43.  

 

 

 

                            

Como se observa en la figura anterior, se logró amplificar un producto en la muestra N43 que 

corresponde al peso molecular esperado de 1260 pb. No se obtuvieron productos inespecíficos, 

por lo que se infiere que el amplicón corresponde al gen N. En el control negativo no se 

observaron bandas, lo que confirma la especificidad del ensayo. 

9.2 Clonación del gen N en el vector de resguardo pJET1.2 

Las cajas fueron puestas en incubación a 37°C toda la noche y se observó el crecimiento de 

colonias puntiformes en el testigo positivo (Fig. 6B). En cuanto al testigo negativo no hubo 

crecimiento (Fig. 6A). Por otro lado, se observó crecimiento en la caja donde se sembraron las 

bacterias transformadas con la construcción plasmídica (Fig. 6C). 
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Figura 5. Electroforesis del gen N. Gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio de la 

amplificación del gen N. Carril 1 Marcador de peso. Carril 2 muestra N43. Carril 3 Control 

negativo. 



 
                                                    

 

 

Como se muestra en la figura anterior, en el testigo negativo (A) no se observó el crecimiento de 

colonias, por otro lado, en el testigo positivo (B) aparecieron colonias, redondas, blanquecinas, 

con borde bien definido, algunas se muestran dentro de los círculos de color rojo. En cuanto a la 

muestra se observa el crecimiento de colonias con las mismas características que el testigo 

positivo, a partir de esta caja se seleccionaron y aislaron cinco colonias las cuales se muestran 

dentro de los círculos color naranja, tomando en cuenta los resultados en los testigos, nuestra 

prueba fue válida, y las colonias son aptas para su análisis, y determinar cuál es la indicada para 

la siguiente subclonación.  

Una vez extraídos los plásmidos pJET-N de las colonias seleccionadas, se procedió a analizarlos 

mediante PCR y determinar si habían clonado el gen de interés (Fig. 7). 
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Figura 6. 6A. Testigo negativo. 6B. Testigo positivo. 6C. 
Muestra 

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio de la amplificación 
de las muestras de los plásmidos obtenidos. Carril 1 marcador, carril 2 y 3 amplicón de los 
plásmidos pJET-N, carril 4 testigo negativo.  



 
                                                    
 

Como se observa en la figura anterior, se logró amplificar el gen de interés en las muestras de 

los plásmidos analizados, obtenidos a partir de la clonación en el vector de resguardo. Se obtuvo 

el peso molecular esperado de 1260 pb. No se obtuvieron productos inespecíficos, por lo que se 

infiere que el amplicón corresponde al gen N. En el control negativo no se observaron bandas, lo 

que confirma la especificidad del ensayo. 

9.3 Subclonación del gen N al vector de expresión pETSUMO 

Después de realizar el protocolo de ligación a pETSUMO y la transformación de células, las 

colonias transformadas se cultivaron en LB-Kanamicina a 37 ◦C durante toda la noche. Al día 

siguiente se observaron los siguientes resultados (Fig. 8).  

 

                                                   

La muestra presentó el crecimiento de colonias, de las cuales se seleccionaron 7 que se muestran 

dentro de los círculos negros, para verificar que la ligación fuera eficiente. Posteriormente se 

volvió a realizar la selección de otras 6 colonias obteniendo un total de 13 seleccionadas, a las 

cuales se les realizó el protocolo de extracción de plásmidos (Fig. 9). 
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Figura 8. Cultivo de colonias transformadas.  A Testigo negativo, B y C Colonias transformadas en Medio LB y 
Kanamicina. 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa extracción de plásmidos de ligación a pETSUMO. Gel 1% 
teñido con bromuro de etidio de los plásmidos obtenidos después de la ligación al vector. 



 
                                                    
 

En la imagen anterior se muestran los 12 plásmidos resultantes de la subclonación al vector de 

expresión pETSUMO, en la figura A, se observa que en la muestra uno no se obtuvo plásmido, 

no obstante, en la figura B, todas las muestras presentaron el plásmido, dejando un total de 12 

posibles plásmidos. Una vez obtenidos los plásmidos se realizó una PCR para verificar que 

realmente tuvieran el peso esperado, y descartar los plásmidos que no cumplieran con este 

criterio (Fig. 10 y 11) posteriormente se llevó a cabo otra PCR para evaluar la correcta orientación 

de los genes clonados. 
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la correcta orientación de los genes 
clonados. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio de la amplificación de las 
muestras de plásmidos obtenidos, carril 1 marcador, carriles 2 al 6 corresponden a las 
muestras 2 al 6.  

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificación de las muestras de 
plásmidos obtenidos. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio carril 1 
marcador, carriles del 1 a las 7 muestras del 1 al 7. 



 
                                                    

 

En la figura anterior se puede observar que, de los 12 plásmidos obtenidos, únicamente las 

muestras 5 y 6 de un gel y 1 y 7 del segundo gel son los plásmidos que presentan un tamaño 

esperado. Después de obtener los plásmidos anteriores, se determinó que solamente los 

plásmidos 5 y 6 poseían el gen N en orientación, ya que se logró que amplificaran el fragmento 

de 1360 pb correspondiente al gen clonado en fase con el vector de expresión (Fig. 12).  

 

 

9.4 Ensayos de expresión en células One Shot BL21 (DE3) 

En las figuras mostradas más adelante se observan las clonas correspondientes a las muestras 

de las cepas transformadas BL21-N-SARS-CoV2 (Fig. 13) de las cuales se obtuvieron un total de 

10 clonas que fueron obtenidas satisfactoriamente y se llevaron a cabo las técnicas de western 

blot y Coomassie (Fig. 14). 
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio de la amplificación de muestras 
de los plásmidos obtenidos. Carril 1 Marcador, carril 2 y 4 muestra 5, carriles 3 y 5 muestra 6 de los 
plásmidos pETSUMO en fase con el gen N. 

Figura 13. Pruebas de expresión A. Testigo negativo. B Clonas de la cepa BL21-N de COVID-19 
 

A 
 

B 
 



 
                                                    

 

 

 

Las 10 muestras tuvieron un resultado satisfactorio, con suficiente proteína, sin embargo, se eligió 

únicamente la muestra identificada con número 7 para realizar el proceso de expresión y 

purificación de la proteína.  

9.5 Extracción de cuerpos de inclusión 

Se tomaron alícuotas correspondientes a las distintas fases del proceso de producción de la 

muestra: inicialmente cuando se encontraba en células completas, y posteriormente tras la 

ruptura celular, obteniéndose la fracción soluble, la fracción insoluble y los cuerpos de inclusión. 

Estas muestras fueron sometidas a análisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, con 

el objetivo de separar y caracterizar las proteínas presentes en cada fase. 

Posteriormente fueron analizadas mediante western blot (Fig. 15) como se puede observar, se 

identificó que la proteína se encuentra en ambas fases, tanto en la fase soluble (carriles 4 de 

ambas figuras) y en los cuerpos de inclusión (carriles 5 de ambas figuras), lo cual concuerda con 

estudios que se han realizado previamente en los cuales también se han detectado porciones de 

la proteína en ambas fases (Djukic et al., 2021; Li et al., 2021; Di et al., 2021). 
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Figura 14. Pruebas de expresión de la cepa BL21-N de COVID-19. Arriba: gel SDS-PAGE teñido con azul de coomassie. 
M: marcador de peso molecular, 1: control positivo de expresión, 2 negativo, 3-7: diversas clonas analizadas de BL21-N. 
Abajo: western blot usando anticuerpos anti-6his.M: marcador de peso molecular, 1: control negativo, 2 control positivo 
de expresión, 3-7: diversas clonas analizadas de BL21-N. 



 
                                                    

 

Esta información resulta de utilidad para el procedimiento de purificación de la proteína, ya que 

podríamos obtenerla de ambas fases, y en el caso de que se encuentre en la fase soluble, 

podríamos prescindir del proceso de solubilización, no obstante, se requieren más ensayos para 

poder determinar cómo se realizará esta parte.  

 

 

Con el fin de obtener el mejor método de solubilización, probaron diferentes ensayos para el 

tratamiento de los cuerpos de inclusión se observó que el método de rompimiento con perlas de 

vidrio y periodos de enfriamiento en hielo resulta eficaz ya que se evita el sobrecalentamiento de 

la muestra y la posible degradación de proteína. 
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Figura15. Expresión de la proteína N en E coli. Western Blot con anticuerpos anti-his de las 

clonas inducidas con IPTG. Carril 1 Marcador, carril 2 Células completas, carril 3 fase sólida, 
carril 4 fase soluble, carril 5 cuerpos de inclusión.  

--60 kDa 

Tabla 6. Ensayos de tratamiento a cuerpos de inclusión. Tratamiento a 4 lotes de células BL21 DE3 sometidos 
a diferentes condiciones de rompimiento.  



 
                                                    
 

    9.6 Análisis de secuenciación 

Con base en los resultados de la secuenciación del plásmido pETSUMO-NSARS-CoV2 se logró 

confirmar la correcta integración del gen que codifica la proteína N (Nucleocápside) del SARS 

CoV2 en el sistema de expresión, lo que concuerda con la Figura 16A en la cual se muestran los 

productos en el tamaño esperado 

El mapa plásmidico obtenido (Fig. 16B) tiene un total de 6906 pb y muestra la distribución de los 

elementos que garantizan la replicación y expresión de la proteína de interés.  

Posteriormente y con base en el análisis del electroferograma correspondiente a la secuencia 

codificante a la proteína N, se pudo realizar un análisis de secuencias mediante BLAST-NCBI 

para determinar el porcentaje de homología de la secuencia analizada con respecto a las cepas 

reportadas de SARS-CoV-2. El análisis de secuencias mostró una homología del 100% en 

comparación con las secuencias en la base de datos de NCBI. 

El resultado del programa Seqbuilder muestra el siguiente mapa plásmidico denominado pET 

SUMO-N SARS CoV2 en el cual podemos resaltar el gen N SARS CoV2 (flecha roja) el cual 

esquematiza el inserto principal, cuya secuencia fue verificada y confirmada (Fig. 16B). 
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Figura 16. A. Electroforesis en gel de agarosa 0.7% teñido con bromuro de etidio. Carriles 2 y 3 se 

muestran los amplicones en el tamaño esperado. B. Mapa plásmidico del vector denominado pET 

SUMO-N SARS CoV2.  
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10. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Una vez obtenido el gen de la proteína fue adecuadamente clonado en el vector de resguardo. 

Posteriormente se realizó una segunda clonación en el vector de expresión pETSUMO. Se 

determinó que se encontraba en fase con el vector de expresión ya que el peso aumentó 

aproximadamente 100pb con respecto a la caracterización mediante PCR.  

El plásmido pETSUMO N fue utilizado para transformar la cepa BL21-N mediante la inducción 

por IPTG tal y como se ha descrito en otros trabajos (Djukic et al., 2021, Li et al., 2021) y mediante 

las pruebas de expresión, se corroboró la presencia de la proteína de interés, con base en los 

análisis de western blot, en la cual se utilizaron anticuerpos anti-His. Se obtuvo la proteína 

recombinante con un peso molecular aproximado de 60 kDa dando una señal especifica en la 

colonia utilizada. 

Se probaron diversos ensayos para realizar las técnicas de rompimiento, utilizando 

homogenizador industrial y, por otro lado, promoviendo el rompimiento mediante ciclos de 

vortexeo con perlas de vidrio, el cual resulta eficaz ya que no es necesario someter la muestra a 

altas temperaturas y se evita la degradación de la proteína (Tabla 6). 

Como se mencionó anteriormente, una sobreexpresión del gen heterólogo puede inducir la 

formación de cuerpos de inclusión. Di y colaboradores (2021) utilizaron un tratamiento con urea 

a altas concentraciones para promover el desdoblamiento, al igual que en el presente trabajo que 

utilizamos urea al 9%, como parte de los varios tratamientos que se implementaron. También se 

utilizó un buffer de solubilización (SDS, betamercaptoetanol, tris-HCl 1 M, aforado a 50 ml) para 

ayudar a desagregar los cuerpos de inclusión, el cual fue eliminado posteriormente mediante la 

diálisis de la muestra, posterior a este paso, se realizó un Western Blot y se encontró la presencia 

de la proteína.  

Con respecto a la parte de la purificación, los primeros ensayos resultaron satisfactorios ya que 

obtuvimos el cromatograma típico de una cromatografía IMAC, no obstante, al momento de 

recolectar las alícuotas posterior a la elusión, la proteína no se encontró presente, esto con base 

en los resultados del western blot posterior, lo cual pudo deberse a la concentración de imidazol 

que se utilizó, ya que en estudios similares, como fue el caso de Li et al. (2021) se descubrió que 

la proteína N podía unirse fuertemente a la resina catiónica; por lo tanto probaron con 

concentraciones relativamente altas de NaCl2. 
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 Al igual que, Djukic et al. (2021), que probaron con una concentración de 500 mM de NaCl2 en 

tampón de equilibrio, aumentando la fuerza iónica y la concentración resultante para lograr la 

elusión, lo cual tiene sentido ya que la proteína N es altamente cargada y muy básica y esto 

promueve que se una fuertemente a la matriz, por lo cual podemos deducir que, al aumentar la 

fuerza iónica, se reducen las interacciones ya que los iones compiten con las cargas de la 

proteína; esto reduce la unión de la proteína a la matriz. Por otro lado, en ese mismo estudio, 

probaron con diferentes concentraciones de imidazol y probando con un pH de 7.2.  

En nuestro caso tanto los reactivos como la muestra se estandarizaron a un pH de 8, motivo por 

el cual se cree que la proteína no logró desprenderse de la matriz. Tarczewska y colaboradores 

(2022) mencionan que la función básica de esta proteína es unirse al ARN genómico y formar un 

nucleocápside protector en el virión maduro. Esta capacidad de la proteína N de interactuar con 

los ácidos nucleicos provoca dificultad en el proceso de purificación y que los métodos empleados 

habitualmente para este fin sean insuficientes para eliminar la contaminación por ácidos 

nucleicos. Como sabemos la superficie de la proteína N está cargada positivamente y el ARN 

está cargado negativamente, lo que provoca que los condensados sean impulsados por efectos 

electrostáticos. Por lo cual el último objetivo planteado en el presente trabajo con respecto a la 

evaluación antigénica ya no pudo llevarse a cabo.  

El análisis final del mapa plásmidico confirma la correcta inserción de nuestro gen de interés, lo 

cual nos brinda las bases necesarias para la correcta expresión de la proteína N recombinante. 

Con estos resultados obtenemos un sistema de expresión recombinante de la proteína de interés. 

El desarrollo biotecnológico obtenido durante este proyecto constituye un avance hacia la 

obtención de antígenos recombinantes con múltiples aplicaciones posibles, como sistemas de 

detección, inmunización o herramientas de investigación dentro del enfoque “one health” (una 

sola salud), ya que la proteína N del SARS CoV2 presenta alta inmunogenicidad y abundancia 

en el virión, y su aplicación puede desencadenar aplicaciones innovadoras en un futuro. 

En este sentido, se plantea la posibilidad de que el proyecto continué orientado a la 

estandarización de la purificación de la proteína N con el objetivo de darle continuidad a la parte 

de la evaluación antigénica, lo cual fortalecerá el presente trabajo, pero también, garantizar que 

sea una metodología reproducible y funcional, ya que teniendo protocolos de purificación 

estandarizados podemos facilitar la incorporación de esta proteína a nuevas tecnologías de 

diagnóstico, detección o contención.  
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11. CONCLUSIONES 

 Se lograron amplificar de manera exitosa los genes a partir de una muestra obteniendo el 

producto del tamaño esperado (1260 pb).  

  Se obtuvo una eficiente clonación en el vector de resguardo PJET1.2/blunt.  

 Al llevar a cabo la clonación del gen N en el vector de expresión pETSUMO se obtuvo un 

sistema de expresión recombinante para la proteína N del SARS-CoV 2. 

 La proteína se expresa eficientemente y en una alta producción de proteína en fases 

solubles e insolubles.  

 Los primeros ensayos de expresión indican que la proteína se puede encontrar tanto en 

fase soluble como en cuerpos de inclusión, sin embargo, con respecto al primer ensayo 

se sugiere que la mayor parte de la proteína se encuentra en fase soluble, lo que 

concuerda con lo reportado en la literatura, no obstante, se requieren más estudios. 

 En los ensayos de purificación se obtuvo un cromatograma típico de una cromatografía 

IMAC. Se requieren más ensayos para confirmar la presencia de la proteína purificada.  

 Se detectó la necesidad de evaluar métodos alternativos de solubilización con el fin de 

estandarizar el procesamiento de los cuerpos de inclusión obtenidos y poder obtener la 

proteína en forma soluble para su posterior purificación. 

 Se confirmó la correcta integración del gen que codifica la proteína N (nucleocápside) del 

SARS-CoV-2 en un sistema de expresión bacteriano. 

 El análisis de secuencias mostró una homología del 100% en comparación con las 

secuencias en la base de datos de NCBI de la proteína resultante. 

 Se logró obtener satisfactoriamente un sistema de expresión recombinante de la proteína 

N del SARS-CoV-2 en la cepa de expresión de E. coli.  
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12. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 

 ACTIVIDADES 

1°TRIMESTRE 2°TRIMESTRE 3°TRIMESTRE 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Curso seminario y Trabajo 

experimental I,II,II 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

Clonación y cepa de producción 

BL21/DL3 pETSUMO-N 
X X X       

Realizar la expresión y  purificación 

de la proteína recombinante N en un 

sólo paso mediante cromatografía de 

afinidad. 

   

 

X 

 

X 

 

X 

   

Análisis de resultados       X X X 

Revisión bibliográfica  X X X X X X X X X 

Escritura de proyecto X X X X X X X X X 
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