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R E S U M E N 

El Factor Inhibitorio de Leucemia (LIF) es una citocina redundante y pleiotrópica como 

otras citocinas. Su importancia radica en el hecho de que ayuda en el mantenimiento de la 

pluripotencialidad de las células madre o troncales. Ha sido difícil ubicarlo dentro de algún 

grupo debido a que tiene muy diversas funciones y se le llamado con diversos nombres.  

Debido a que es especialmente importante en el mantenimiento de las células troncales y a 

que el LIF de rata no se comporta igual con células de rata, un modelo muy estudiado en 

neurobiología y farmacología, es fundamental generar líneas celulares totipotenciales de 

rata para poder generar animales quiméricos y al mismo tiempo poder tener modelos 

knock-out o knock-in. 

Clonamos el gen de LIF y lo subclonamos primero en un vector el expresión procariótico 

pGEM T-easy,  posteriormente lo subclonamos en el vector de expresión eucariótico 

pcDNA3 y obtuvimos clonas con el inserto en sentido 5’ � 3’, confirmado por análisis de 

restricción, una de las cuales fue secuenciada  resultando positiva. Con esta clona se 

hicieron ensayos de transfección en células COS7 y posteriormente se realizó un 

inmunoblot con anticuerpos específicos para la proteína y demostrar su expresión en estas 

células. 

Los resultados obtenidos demuestran que es posible producir LIF en células diferentes a 

fibroblastos, lo cual puede ser de gran ayuda para el mantenimiento de las células troncales 

en estado indiferenciado. 
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I N T R O D U C C  I O N  

¿Qué es una citocina? 

Las citocinas son un grupo de moléculas efectoras polipeptídicas que son producidas por 

células externas al sistema endócrino, principalmente por células del sistema inmune. 

Siendo muy importantes en la respuesta inmune innata mediante la activación de 

macrófagos y de células NK induciendo procesos inflamatorios, así mismo en la respuesta 

adquirida tanto humoral como celular, y han sido descubiertas durante las últimas décadas. 

Al principio, el término describía a cualquier sustancia soluble producida por células 

linfoides o no linfoides. Actualmente se considera citocinas a los siguientes grupos: 

interleucinas, interferones, factores estimulantes hematopoiéticos, factores de necrosis 

tumoral y polipéptidos relacionados, diversos factores de crecimiento celular y las 

quimiocinas. 

Actúan fundamentalmente tanto sobre la misma célula que las produce (actividad 

autócrina) como sobre las células vecinas (actividad parácrina) más que sobre células y 

tejidos distantes al sitio de su producción (actividad endócrina). 

 
Esquema representando las diversas actividades que tienen las citocinas 

Tomado de http://www.sanidadanimal.info/inmuno/sexto1.htm 
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Citocinas frente a hormonas 

Muchas citocinas, en contraste con las hormonas, demuestran redundancia bioquímica y 

hay evidencia que sugiere que las citocinas actúan primariamente sobre las células en la 

vecindad de sus células secretoras. 

Citocinas Hormonas clásicas 

Proteínas o glicoproteínas. Polipéptidos, proteínas, esteroides y 

derivados de amino ácidos aromáticos. 

Producidas por células especializadas o no 

especializadas (mayormente fuera del 

sistema endócrino) de muchos tejidos y 

órganos para actuar localmente (acción 

parácrina o autócrina), pero pueden actuar a 

distancia si son liberadas en el sistema 

circulatorio. 

Producidas por células especializadas de 

glándulas endócrinas que actúan a distancia 

(acción endócrina) sobre células blanco y 

órganos. 

Los receptores se encuentran en diversos 

tipos celulares diferentes a las células 

blanco. 

Receptores restringidos a una o pocas 

células blanco. 

Muchas, pero no todas, son directamente 

mitogénicas in vitro (y probablemente) in 

vivo también). 

Raramente mitogénicas directamente  in 

vitro, con excepción de la insulina. 

Frecuentemente sobrelapan sus actividades 

biológicas 

Poco sobrelape de actividades biológicas. 

Tomado de “The Molecular Biology of Cytokines” 

Función de las citocinas 

Las citocinas funcionan únicamente como moléculas mensajeras intercelulares y no parece 

que tengan alguna otra función, por ejemplo como enzimas o como acarreadores de 

proteínas. Disparan respuestas celulares solamente por la interacción con receptores de 

superficie celular específicos, los que posteriormente a su activación generan procesos 

intercelulares que conducen a cambios en el metabolismo. Estos cambios en las 

características y crecimiento celular son observables y medibles. 

Pleiotropía 

Debido a que los receptores de citocinas están ampliamente distribuidos entre diferentes 

tipos celulares, una citocina individual puede actuar potencialmente en todas las células que 

comparten este receptor. Por esta razón se dice que las citocinas son mediadores 

pleiotrópicos. Esta actividad en diferentes tipos celulares estará dirigida por variables 

medio ambientales y por parámetros celulares, incluyendo: 
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Concentración de la citocina. 

Presencia de otras citocinas, otros mediadores solubles y antagonistas de citocinas –y 

receptores de citocinas-. 

Número y eficacia de transducción de señal de los receptores de las citocinas. 

Respuesta y funcionamiento de rutas de señalización intracelular. 

Acción de factores de transcripción nuclear e inducción de expresión de genes; síntesis de 

proteínas y secreción. 

 

Esquema representativo de la pleiotropía de una citocina (en este caso LIF). (Tomado de Milton, 

1992). 

Este grupo de moléculas se han agrupado en familias relacionadas tanto estructuralmente 

como por sus receptores de membrana, lo cual ha conducido a la división en familias  y 

grupos dentro de otros grupos. Dentro del grupo de la Interleucina-6 (IL-6) se hallan 

comprendidos la oncostatina M (OSM), el factor neurotrófico ciliar (CNTF), el factor 

estimulante de colonias granulocíticas (G-CSF), IL-11 y el factor inhibitorio de leucemia 

(LIF). 

Factor Inhibitorio de Leucemia (LIF) 

Esta citocina en especial y como ya se ha mencionado tiene al igual que otras citocinas 

pleiotropía y redundancia. Entendiendo por redundancia el que varias citocinas que 

comparten el mismo receptor puedan actuar sobre las mismas células blanco. Otras 

citocinas que comparten el mismo receptor son IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-13, G-

CSF, GM-CSF (factor estimulante de colonias granulocito macrófago), EPO 

(eritropoietina), CNTF, OSM y la hormona del crecimiento (GH). 
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Esquema representativo la redundancia de una citosina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



J U S T I F I C A C I Ó N 

El LIF es una citocina muy importante para el mantenimiento del estado indiferenciado 

de las células troncales embrionarias. Tiene propiedades de señalización celular que 

mantiene a estas células con toda su pluripotencialidad. Poco se sabe de las propiedades 

especie-especificidad de esta molécula, ya que el LIF de ratón parece no tener la misma 

actividad inhibidora de diferenciación en células de rata aún a pesar de ser especies muy 

cercanas. El modelo animal de rata es muy importante en estudios de neurobiología y 

farmacología, sin embargo, hasta la fecha no existe la metodología necesaria para poder 

crecer células troncales embrionarias totipotenciales de esta especie, fundamentalmente 

porque no ha sido posible inhibir el proceso de diferenciación. Lograr generar líneas 

embrionarias totipotenciales de rata puede contribuir a la generación de una línea de 

animales quiméricos y éstos a su vez pueden dar origen a ratas knock-out o knock-in 

con los cuales se pueden hacer otros avances en la biología y la patología de 

enfermedades particulares en el hombre, siendo una estrategia atractiva por ejemplo en 

las enfermedades neurológicas (enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral 

amiotrófica, enfermedad de Parkinson, etc.). Es por esto que como etapa inicial en la 

generación de líneas de células troncales se cuente con una línea celular que exprese o 

sobre exprese el LIF de rata para poder mantener indiferenciadas a las células troncales 

embrionarias de rata. 

 



O B J E T I V O S 

Objetivo General 

Generar líneas celulares fibroblásticas que expresen suficiente cantidad de LIF de rata 

para ser usadas como células alimentadoras de líneas de células TRONCALES 

embrionarias de rata. 

Objetivos particulares 

1. Aislar el cDNA que codifica para la proteína LIF a partir de RNA de 

fibroblastos embrionarios de rata por la técnica de RT-PCR. 

2. Clonar el cDNA de LIF de rata en un vector de expresión procariótico (pGEM-T 

easy). 

3. Obtener clonas con el inserto y demostrar que está en el sentido 5’ � 3’. 

4. Secuenciar las clonas positivas para comprobar que se trata del gen de LIF. 

5. Subclonar el cDNA de LIF en un vector de expresión eucariótico (pcDNA3). 

6. Obtener clonas con el inserto y demostrar que está en el sentido 5’ � 3’ 

mediante digestión con enzimas de restricción. 

7. Secuenciar las clonas positivas para comprobar que no existen mutaciones en el 

gen de LIF. 

8. Transfectar células COS7 con el cDNA de LIF y generar líneas transfectantes 

estables mediante el uso del antibiótico Geneticina (G418) como agente de 

selección. 

9. Demostrar la expresión de la proteína recombinante (LIFr), en células 

transfectadas. 

 



R E S U L T A D O S 
Se extrajo el RNA de un cultivo de fibroblastos embrionarios de rata y se determinó la 
concentración leyendo en el espectrofotómetro (Foto 1). 

1    2     3

RNA 28S

tRNA

RNA 18S

 

 
      1    2     3 

Carril  Muestra 
1 MPM 
2 Muestra de RNA 
total 

18S
28S

Foto 1. Gel de agarosa de la extracción de RNA de fibroblastos embrionarios de rata. 
 
Una vez obtenido el RNA, se uso éste para generar por medio de la reacción de la 
transcriptasa reversa (RT) el DNA con los oligos Oligo dT y RLIF3 (Foto 2); 
posteriormente se usaron los oligos RLIF4 y RLIF5 para obtener la cadena 
complementaria de DNA (cDNA) con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
obteniendo bandas bien definidas con un peso aproximado de 600pb (Foto 2). Las 
condiciones de reacción de cada paso se dan en la sección de Metodología. 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

Carril Muestra 
1 MPM 
2 cDNA Oligo 
dT

Banda de LIF
500pb 

Foto 2. Gel de RT-PCR usando oligo DT y oligo RLIF3 (a); amplificado para obtener 
mayor cantidad de fragmento(b). 
 

 

 

Se llevaron a cabo varios PCR’s con diferentes temperaturas y número de ciclos para 
obtener las mejores condiciones de amplificación del producto (62, 64, 66 y 68°C y 
desde 27 a 35 ciclos) (Fotos 3a, 3b y 3c). 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

27    29    31   33    35  MPM          27     29    31    33    35  MPM             27 – 35     MPM     
27 - 35

3a 3b 
64°C

3c  66°C              
68°C

Foto 3. Diferentes temperaturas y número de ciclos de reacción 3a-62°C, 3b-64°C y 3c-66 
y 68°C, 
 
Ya que la mejor amplificación que se obtuvo fue con 68°C y 35 
ciclos posteriormente se corrió otro PCR con las mismas 
condiciones y un volumen final de 100µl y con este producto se 
corrió un gel preparativo en un gel de agarosa a1%, del cual se 
extrajo la banda perteneciente al gen del LIF (Foto 4a). 

1 2 3 1 2

     

1 2 Carril
 Muest
ra 

1 2 Carril Muestra 
1 cDNA 
purif. 
2 cDNA 

Banda de LIF 
purificada 

Banda de LIF 
a purificar 

Foto 4. Gel preparativo (a) de LIF y (b) después de extraída la banda y purificada por 
columna,  

La banda fue purificada y se corrió en un gel de agarosa al 1% 
(Foto 4b). Se realizó la ligación del producto al vector de expresión 
p-GEM-T easy (Fig. 8 del apéndice) siguiendo el protocolo 
recomendado por el proveedor. Con el producto de ligación se llevó 
a cabo una transformación de células competentes DH10β (CC-
DH10β). Se incubó toda la noche a 37ºC y posteriormente se realizó 
un PCR con 5 colonias elegidas al azar (Foto 5), de estas colonias 
se obtuvieron 4 candidatas positivas, y de éstas se tomaron 2 
clonas: la clona 1 (C11) y la clona 2 (C12), y se incubaron en 400 ml 



de medio líquido LB-amp toda la noche a 37ºC en agitación, para 
realizar una extracción de DNA (maxiprep). 
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3 C12 
4 C13 
5 C14
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Foto 5. PCR de 5 colonias candidatas de la ligación pGEM-T easy – LIF, la colonia C14 no 
fue tomada en cuenta porque su corrimiento no fue le esperado. 

Esta maxiprep fue purificada con Qiagen de acuerdo a las 
instrucciones del proveedor, al finalizar la purificación se tomaron 
2µl y se leyó la DO en el espectrofotómetro a 260nm y con esto se 
calculó la concentración. Se tomaron 4µl más de cada una y se 
corrió una digestión con la enzima de restricción Eco RI (Foto 6). 

 

3   4   5 

Carril Muestra 
1 pGEMT-LIF C11 s/cortar 
2 pGEMT-LIF C11c/Eco RI 
3 MPM 
4 pGEMT-LIF C12 s/cortar 
5 pGEMT-LIF C12 c/Eco RI 

630PB 
500PB 

    

 

Foto 6. Restricción de 2 de las clonas (C11 y C12) candidatas con Eco RI, se aprecia que 
las dos colonias liberan un fragmento de aproximadamente 630pb, ya que la enzima 
flanquea al fragmento. 

Posteriormente se llevó a cabo la reacción de secuencia y este 
producto fue secuenciado (Fig. 10 del apéndice). 
Ya que se tuvo la seguridad de que la secuencia fue la correcta, 
entonces se procedió a linearizar el vector de expresión eucariótico 
pcDNA3, con una enzima de restricción (Fig. 9 del apéndice) y a 



extraer el fragmento clonado en el vector pGEM-T easy, todo esto 
se realizó cortando con la enzima de restricción Eco RI (Foto 7). 
 

 

1    2      3      4    
5

Carril Muestra 
1 MPM 
2 pGTELIFRAT-C12-1 s/c 
3 pGTELIFRAT-C12-1 cortado 
4 pcDNA3 s/c 
5 pcDNA3 cortado 

3
5000p
b000p
b

Foto 7. Restricción de pcDNA3 y de pGTELIFRAT-C12 (LIF) con Eco RI 

500
b

Se realizó la reacción de ligación del fragmento con el vector. Se corrió un gel al 0.7% 
para confirmar que la reacción de ligación hubiese sido correcta (Foto 8). 

 

  

 1      2      3     
4

Carril Muestra 
1 Vector solo 
2 Fragmento solo 
3 MPM 
4 Ligación (vector + fragmento) 1000p

b
500pb

Foto 8. Gel de agarosa para confirmar que la reacción de  ligación pcDNA3-LIF fue 
correcta, se observa en el carril 4 las diferentes bandas que dio la ligación. 

Con el restante volumen de la ligación se hicieron transformaciones 
en CC DH10β. 
Al día siguiente se tomaron 10 colonias transformantes y se 
incubaron en medio líquido para realizar una purificación de DNA 
(miniprep).Con este DNA se realizaron dos restricciones, primero 
con Eco RI para liberar el fragmento y comprobar que lo que se ligó 
era lo correcto (Foto 9). En un volumen final de 20µl. 
 

 



 

3000pb
1     2   3    4     5    6   7   8    9    10  
11 Vector Carril Muestra 

1 – 5 Clonas 1 – 5 c / Eco 
RI 
6 MPM 
7 11 Clonas 7 10 c / Eco

1000pb

Foto 9. Restricción con Eco RI, de las colonias candidatos para comprobar que tuvieran 
el fragmento ligado. 

Fragmen
t

Posteriormente se llevó a cabo una restricción con Xmn I, para ver 
la orientación del fragmento ligado, durante 2hrs. a 37°C (Foto 10). 
Si estaba en el sentido 5’ ! 3’ se esperaban tres bandas de los siguientes tamaños: 
1266 1450 3384 
siendo este el sentido que nosotros esperábamos obtener. 

Si estaba en el sentido 3’ ! 5’ se esperaban tres bandas de los siguientes tamaños: 
1003 1623 3384 
 

 

  1       2        3        4        5         6       7        8        9       10  
11 Carril Muestra 

1 – 5 Clonas 1 –5 c / Xmn I 
6 MPM 
7 – 11 Clonas 7 – 10 c / Xmn 
I

500pb

Foto 10. Gel de restricción de 10 colonias candidato con Xmn I para liberar tres 
fragmentos y saber así la orientación del fragmento ligado. 
 
De las clonas con la orientación correcta se eligieron dos al azar (C9 y C10) y se llevó a 
cabo la reacción de secuencia para su secuenciación posterior. 

Resultando la colonia C9 con la secuencia completa y la orientación 
correcta, es decir con orientación 5’ ! 3’. Se realizó una 
transformación con esta clona para poder llevar a cabo una 
amplificación de DNA por maxiprep. 
Con este DNA purificado por columna de Qiagen se procedió a 
realizar un ensayo de transfección en células 293T (riñón humano 
fetal) (Foto 11) para ver la eficiencia de transfección. Se realizaron 5 
transfecciones por el método de fosfato de calcio como se indica en 
el Cuadro IX (Metodología) 



  
(a)      (b) 

  
   (c)      (d) 

Foto 11. Transfección de células 293T con pCL-GFPN (plásmido con proteína verde 
fluorescente) donde se aprecia la eficiencia de transfección tanto en contraste de fase 
como en epifluorescencia (a y b); y de células 293T sin DNA donde se puede observar 
que no hay autofluorescencia (c y d) 
 
Las cajas 3 y 6 sirvieron como controles negativos, ya que el plásmido con el que 
fueron transfectadas las células estaba vacío. Las cajas 1 y 4 recibieron un tratamiento 
de Brefeldin A, que es un inhibidor de secreción de proteínas. Las cajas 2 y 5 no 
recibieron el tratamiento. 
Posteriormente se realizó una transfección, y en esta ocasión con dos tipos celulares: 
293T y COS7, estas últimas de riñón de mono verde y también hubo células con 
tratamiento de Brefeldin A: 
 
Posteriormente se realizó una extracción de proteínas de cada una de las cajas tratadas 
ya sea con transfección o con el plásmido MOCK y se llevó a cabo un Westernblot para 
detectar la presencia de la proteína (Foto 12). 
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Foto 12. Western-Blot de la transfección de células 293T (carril 1 Mock, carril 2 BFA- y carril 3 
BFA+) y COS7 (carril 5 Mock, carril 6 BFA- y carril 7 BFA+), donde se observa una banda de 
aproximadamente 43kDa que es el peso de la proteína LIF; marcador de peso molecular (carril 
4); células de hígado de rata búfalo sin transfectar (carril 8) sirvieron como control. 
 

A N A L I S I S   D E   R E S U L T A D O S 
Este trabajo fue realizado con el objetivo de tener una línea celular 
que estuviera expresando o sobre-expresando constitutivamente el 
gen de LIF para que sirvieran como capa de células alimentadoras 
a células madre. Una vez obtenida la línea celular es posible cultivar 
células madre sin la necesidad de fibroblastos, que producen LIF 
A diferencia del grupo de Takahama (Takahama et al., 1998), 
nosotros obtuvimos el RNA total a partir de fibroblastos 
embrionarios de rata y ellos a partir de tejidos de rata neonata y de 
úteros de rata en diferentes estados de embarazo. Otra diferencia 
es que nosotros usamos el método del Trizol para llevar a cabo la 
extracción y ellos usaron el tiocianato de guanidina, dando un buen 
rendimiento en la obtención de RNA. 
Para llevar a cabo la RT nosotros usamos un primer designado como RLIF3 y ellos 
usaron un oligo (dT)-celulosa, además la secuencia de los primers que usaron es 
completamente diferente de los que nosotros usamos, tanto para llevar a cabo la RT 
como para realizar la PCR, así como las condiciones de corrida fueron totalmente 
diferentes. Aunque también usamos el oligo (dT)-celulosa, el producto que obtuvimos 
presentaba algunas bandas de amplificación inespecífica, las cuales con el oligo RLIF3 
fueron de menor intensidad o no se veían.  

Nuestros oligos fueron diseñados teniendo en cuenta la  secuencia ya reportada en la red 
por Takahama et al. (1998) para amplificar el gen exactamente y se diferencian de los 
del grupo de Takahama en que ellos fueron los pioneros en el estudio de la secuencia. 

Tuvimos bastantes problemas para poder clonar el gen y para poder hacer esto llevamos 
a cabo PCR’s variando el número de ciclos y los grados, hasta que encontramos las 
condiciones óptimas para su amplificación siendo estos 35 ciclos y a 68°C, teniendo con 
esto condiciones más astringentes y evitando entonces cualquier amplificación 
inespecífica. 

Una vez que obtuvimos el gen clonado, éste fue subclonado en un vector de expresión 
procariótico (pGEMT-easy) y posteriormente en uno eucariótico (pcDNA3). De las dos 
subclonaciones se hicieron reacciones de secuencia para estar seguros de que teníamos 
el gen y las dos secuencias fueron correctas. 

La transfección la llevamos a cabo en células 293T, las cuales tienen un origen 
fibroblastoide y son de riñón humano embrionario; y en células COS7 cuyo origen es de 
mono verde; en el westernblot que llevamos a cabo con cada línea celular obtuvimos 
bandas que  tiene un peso aproximado de 43kDa, que es el aproximadamente el peso 
reportado para la proteína de LIF, por lo cual creemos que logramos sobreexpresar este 
gen. También transfectamos en células COS7, estas son de riñón de mono verde y son 



epitelioides, en el westernblot pudimos apreciar que aparentemente también están 
secretando constitutivamente LIF y cuando son transfectadas sobreexpresan el gen. 

A pesar de que los niveles de expresión de LIF que se observan (Foto 13) en las células 
293T puede ser debido a la técnica de transfección que usamos, aunque también 
probablemente necesitemos llevar a cabo una curva de titulación para saber la 
concentración óptima de DNA a transfectar ya que las transfecciones que llevamos a 
cabo fue con 10µg de DNA. Aunque usamos la misma cantidad de DNA para las 
células COS7 al parecer el resultado fue mejor ya que logramos una mejor expresión del 
LIF. 

En la literatura está reportado que para evaluar el LIF humano 
llevaron a cabo un ensayo de ELISA en fluidos biológicos y 
sobrenadantes de cultivo (De Groote et al., 1993), aunque el grupo 
de Kim et al. (1992) habían detectado LIF usando 4 anticuerpos 
producidos contra LIF, demostraron tener una alta afinidad contra el 
LIF humano y tres de ellos contra el LIF murino (Kim et al., 1992). 
Nosotros lo evaluamos por medio de un Westernblot  con un 
anticuerpo específico contra LIF, como mencionamos antes, aunque 
la desventaja de este método es que es cualitativa y no cuantitativa, 
para realizar un ELISA lo que tendríamos que hacer es realizar 
transfecciones estables y a partir de el medio condicionado realizar 
el ensayo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 



C O N C L U S I O N E S 

1. Es muy importante determinar las condiciones de reacción para poder clonar 

algún gen por el método de RT-PCR ya que de otro modo se obtendrán 

amplificados inespecíficos. 

2. Es posible clonar un gen por el método de RT-PCR y posteriormente 

subclonarlo en un vector de expresión para su posterior expresión en células 

diferentes a las de su origen. 

3. Las células 293T que según los resultados del inmunoblot expresan la proteína 

LIF, cuando son transfectadas con el gen de LIF lo sobreexpresan. Al igual que 

las células COS7. Lo cual nos permite usar a ambos tipos celulares como capa 

de células alimentadoras para mantener las células madre indiferenciadas.  



E S P E C T A T I V A S  

1. Llevar a cabo una transfección con el fin de obtener clonas transfectantes 

estables, tanto con células 293T como con fibroblastos embrionarios de rata. 

4. Realizar un ELISA con el fin de cuantificar la producción de la citocina por las 

células 293T en comparación con fibroblastos embrionarios de rata. 

 



M E T O D O L O G I A 

Condiciones para llevar a cabo todas las reacciones y ensayos. 

Se diseñaron 3 oligonucleótidos para amplificar específicamente el fragmento 

correspondiente al gen de LIF, la secuencia de cada uno es la siguiente: 

RLIF3  5’�CTAGAAGGCCTGG�3’ 

RLIF4  5’�ATGAAGGTCTTGGCCACAGGGATTG�3’ 

RLIF5  5’�CTAGAAGGCCTGGACCACCGCAC�3’ 

Para llevar a cabo la reacción de ligación se realizó el siguiente protocolo: 

Cuadro I. Colocar en un tubo de pared delgada de 0.2ml: 

 

Reactivo Volumen (µl) 

Buffer 2x 5.0 

Vector 25ng 0.5 

Fragmento 3.5 

T4 DNA Ligasa 

(3U/µl) 

1.0 

Volumen total (µl) 10.0 

Dejar la reacción a temperatura ambiente durante 2hr. 

 

Cuadro II Condiciones para realizar la PCR con 5 colonias elegidas al azar para confirmar 
si tenían el inserto. 

 

Reactivo Volumen (µl) Temperatura °C Tiempo Ciclos 

 Buffer 10x 5 94 5’ 1 

dNTP’s 1 94 30” 35 

Oligo RLIF4 1 68 45” 35 

Oligo RLIF5 1 68 2’ 1 

Enzima 1 4 α  

H2O MQ 41    

Total 50    

 

Cuadro III. Para linearizar el vector de expresión eucariótico pcDNA3 y extraer el 
fragmento del vector procariótico pGEM-Teasy realizamos las siguientes restricciones 
con Eco RI 

Muestra DNA 

(µl/µg) 

Buffer Eco RI 

(µl) 

Enzima Eco 

RI (µl) 

H2O (µl) Volumen 

total (µl) 



pcDNA3 15/15 5 5 25 50 

C12-1 16/35 10 10 64 100 

 

Cuadro IV. Reacción de ligación en el vector pcDNA3, se dejó 2hr a temperatura 
ambiente. 

Tubo H2O 

(µl) 

Buffer 10x 

(µl) 

Vector 

(µl) 

Fragmento 

(µl) 

Enzima T4 DNA 

Ligasa (µl) 

Volumen 

total (µl) 

1 5 2 12 0 1 20 

2 2 2 12 3 1 20 

 

Cuadro V. Restricción del DNA obtenido de las minipreps con Eco RI para confirmar que 
las colonias seleccionadas tienen el inserto. 

 

Muestra 

DNA 

(µl) 

Buffer Eco RI 

(µl) 

Enzima Eco RI 

(µl) 

H2O (µl) Volumen total 

(µl) 

C1 15 2 2 1 20 

C2 15 2 2 1 20 

C3 15 2 2 1 20 

C4 15 2 2 1 20 

C5 15 2 2 1 20 

C6 15 2 2 1 20 

C7 15 2 2 1 20 

C8 15 2 2 1 20 

C9 15 2 2 1 20 

C10 15 2 2 1 20 

 



Cuadro VI. Restricción con Xmn I para liberar varias bandas y saber cuales clonas tienen 
el inserto en el sentido 5’ ���� 3’. 

Muestra DNA 

(µl) 

Buffer 

(µl) 

Enzima Xmn I 

(µl) 

H2O (µl) Volumen total (µl) 

C1 5 1 1 3 10 

C2 5 1 1 3 10 

C3 5 1 1 3 10 

C4 5 1 1 3 10 

C5 5 1 1 3 10 

C6 5 1 1 3 10 

C7 5 1 1 3 10 

C8 5 1 1 3 10 

C9 5 1 1 3 10 

C10 5 1 1 3 10 

 

Cuadro VII. Ensayo de transfección realizado en células 293T para probar la eficiencia de 
transfección por el método de fosfato de calcio y con un tratamiento de Brefeldin A 
(BFA). 

Caja No. Cels. 293T DNA Tratamiento BFA 

1 Sí pcDNA3-C9 Sí 

2 Sí pcDNA3-C9 No 

3 Sí pcDNA3 No 

4 Sí pCL-GFP No 

5 Sí No No 

 

Cuadro VIII. Condiciones de transfección: 

Caja 1 2 3 4 5 

DNA 8.4 8.4 10.0 26.14 0.0 

CaCl2 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 

H2O 79.1 79.1 77.5 61.36 87.5 

Total 100 100 100 100 100 

 

 

 

 

 

 



Cuadro IX. Transfección por el método de fosfato de calcio llevado a cabo en células 
293T y COS7. 

 

No. Células DNA Tratamiento BFA 

1 293T pcDNA3 Sí 

2 293T pcDNA3 No 

3 293T MOCK No 

4 COS7 pcDNA3 Sí 

5 COS7 pcDNA3 No 

6 COS7 MOCK No 

 



Preparación de células competentes 

Inocular un cultivo de 20ml de LB (Gibo BRL, cat. 12780-029) con una colonia 

bacteriana. Dejarlo incubando toda la noche en agitación a 37ºC. 

Inocular 1lt de medio SOB con 10ml del cultivo anterior y crecer a 37ºC hasta una DO 

de ≈1 (alrededor de 1hr). 

Enfriar las células en hielo durante 15-30’. 

Transferir el cultivo a botellas para centrífuga de 250 ml (PGC Scientifics, cat. 06-1943-

12) y centrifugar en una centrífuga Sorvall (modelo RC5G; rotor GSA) a 2500rpm x 15’ 

a 4ºC. 

Desechar el sobrenadante y resuspender MUY SUAVEMENTE (este paso es muy 

importante, NUNCA VORTEXEAR) en 20ml de Buffer I. 

Incubar las células en hielo durante 30’. 

Centrifugar a 2500rpm x 15’ a 4ºC. 

Desechar el sobrenadante y resuspender MUY SUAVEMENTE en 40-80ml de Buffer 

II. 

Alicuotar en tubos Eppendorf de 1.5ml la solución anterior. Hacerlo todo en hielo. 

Congelar rápidamente en nitrógeno líquido y almacenar a –70ºC. 



Extracción de RNA total a partir de fibroblastos embrionarios por el 
método de trizol 

Colectar las células y colocarlas en un tubo Eppendorf de 1.5ml (o los que sean 

necesarios). 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a 12,000rpm de 3-5’. 

Desechar el sobrenadante.  

Agregar 1ml de Trizol (Gibco BRL, cat. 15596-018) por cada 5-10x10
6
 o 1x10

7
 células, 

resuspendiendo muy bien. Dejar a temperatura ambiente (TA) 5’ para permitir la 

completa disociación de los complejos núcleo proteicos (se puede quedar toda la noche 

a 4ºC). 

Agregar 0.2ml de cloroformo (J. T. Baker, cat. 9180-03) (1/5 del volumen), se agita 

vigorosamente con la mano durante 15’’ y se incuba 7-8’ en hielo o 2-3’ a TA. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a 12,000rpm x 15’ a 4ºC. Se obtendrá una fase 

inferior de color rojo (fase de fenol-cloroformo-DNA-proteínas), una interfase y una 

fase superior incolora (acuosa-RNA) que comprende aproximadamente el 60% del 

volumen inicial de trizol. 

Transferir la fase acuosa a un tubo Eppendorf limpio y agregar 600µl de alcohol 

isopropílico (PQF, cat. 1036V), agitando suavemente e incubando en hielo 2’ a 10’ a 

TA (1hr a –20ºC). 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) el RNA a no más de 12,000rpm x 20’ a 4ºC. 

Desechar el sobrenadante y la pastilla se lava con 1ml de etanol absoluto (Química 

Meyer, AI1365) al 75%, con agua tratada con dietil pirocarbonato H2O-DEPC (Sigma, 

cat. D-5798). 

Vortexear la pastilla y centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a 7,500rpm x 10’ a 4ºC. 

Secar al aire durante 5-10’ y resuspender en 30-50µl de H2O-DEPC (Sigma, cat. D-

5798) (según la cantidad de muestra que se haya obtenido de los pasos anteriores) o en 

una solución de sodio dodecil sulfato (SDS, Merck, cat. 8.17037.1000) al 0.5%. Si la 

disolución se dificulta se puede calentar la muestra a 55-60ºC x 10’. 

Medir la concentración del RNA en un espectrofotómetro (Beckman, modelo DU650), 

tomando unos 2-5µl de la muestra y diluyendo en H2O-DEPC (Sigma, cat. D-5798), 

leer a 260nm. Con esta lectura calcular la concentración por microlitro. 

Desnaturalizar el RNA a 60ºC x 10’. 



Condiciones para llevar a cabo la reacción de Reverso 
Transcriptasa (RT) y la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

RT: En un tubo de pared delgada de 0.2ml preparar la siguiente mezcla: 

Reactivo Volumen (µl) 

RNA total 2.0 

H2O MQ 10.5 

Oligo RLIF3 [20 pmol/µl] 1.0 

Volumen total (µl) 13.5 

 

Ponerlos en un termociclador (Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 2400) a 70ºC x 2’ 

y luego a 4ºC. En un tubo separado preparar la siguiente mezcla: 

Reactivo Volumen (µl) 

Buffer 5x 4.0 

dNTP’s 1.0 

RNAsin 0.5 

Enzima MMULV 1.0 

Volumen total (µl) 6.5 

MMULV (NEB, cat. M0253L), RNAsin (Gibco BRL, cat. 15518-012). 

Agregar al tubo anterior para un volumen total de 20µl. Correr la reacción de RT con las 

siguientes condiciones de reacción: 

Temperatura (ºC) Tiempo 

42 60’ 

94 5’ 

4 α 

 

Preparar la siguiente mezcla de reacción para llevar a cabo la PCR con el kit Advantage 

2 PCR Enzyme System (Clontech, cat. K1910-y) (son dos mezclas, una de 25µl y la 

otra de 100µl totales), el cDNA es de la reacción anterior RT, esto se hace con el objeto 

de tener la mayor cantidad de amplificado: 

 



Reactivo Volumen (µl) Volumen (µl) 

Buffer 10x 2.5 10.0 

dNTP’s 0.5 1.0 

cDNA 2.5 2.5 

Enzima Advantage 2 0.5 1.5 

Oligo RLIF4 [100pmol/µl] 0.5 1.0 

Oligo RLIF5 [100pmol/µl] 0.5 1.0 

H2O MQ 18.0 83.0 

Volumen total (µl) 25.0 100.0 

 

Correr la reacción de PCR con las siguientes condiciones: 

Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 

94 5’ 0 

94 30” 

68 45” 

35 

68 2’ 0 

4 α  

 

Correr un gel de agarosa (Agarmex, Básica D1 LE) al 1%. 



Purificación de la banda 

Seguir el siguiente de GenElute Agarose Spin Columns (Sigma, cat. 5-6500), realizando 

todos los pasos a temperatura ambiente: 

Colocar una GenElute Agarose Spin Column en un tubo de colección. 

Prelavar la columna añadiendo 100µl de H2O. 

Cerrar la columna y centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a máxima velocidad por 5-

10”. (Esta columna no se debe secar. Evitar prelavarla mucho tiempo antes de usarla. 

No centrifugar por más de 10”). 

Desechar el eluido y colocar la columna en un tubo de colección nuevo. 

Extraer la banda de agarosa (Agarmex, Básica D1 LE) y cargarla en la columna (Para 

resultados óptimos, cortar la banda de agarosa (Agarmex, Básica D1 LE) lo más cerca 

del DNA posible, esto elimina el procesamiento de un exceso de agarosa (Agarmex, 

Básica D1 LE) y mantiene el DNA concentrado). 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) la columna a máxima velocidad durante 10’. El 

DNA purificado en el tubo de colección está listo para usarse y puede ser almacenado a 

2-8ºC o a –20ºC. 

 



Ligación en un vector de expresión procariótico 

Para la reacción de ligación se uso el p-GEM-T Easy Vector System I (Promega, cat. 

A1360). Este kit ya trae su propia ligasa así como todos los reactivos necesarios. 

Colocar en un tubo de pared delgada de 0.2ml: 

Reactivo Volumen (µl) 

Buffer 2x 5.0 

Vector 25ng 0.5 

Fragmento 3.5 

T4 DNA Ligasa 

(3U/µl) 

1.0 

Volumen total (µl) 10.0 

 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) brevemente cada tubo conteniendo el vector 

pGEM-T easy y el fragmento. 

Vortexear el buffer 2x antes de usarlo. 

Preparar la mezcla de reacción. 

Incubar durante 60’ a TA. 

Realizar la transformación de células competentes (CC). 

Se puede incubar toda la noche a 4ºC si se requiere un número máximo de 

transformantes. 



Transformación de células competentes DH5αααα (CC-DH5αααα) por el 
método de choque térmico. 

Descongelar las CC en hielo y homogeneizar suavemente. 

Añadirles el producto de ligación, 10 o 20µl, agitar suavemente para homogeneizar e 

incubar en hielo 20’. En otro caso se agregan 3µl del plásmido de interés. 

Colocar en un baño de agua por 90’’ a 37ºC. 

Colocar inmediatamente en hielo 2’. 

Agregar 950ml de LB sin ampicilina. 

Incubar en agitación durante 45’ a 37ºC. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) 5’ a 5000rpm. 

Desechar el sobrenadante. 

Resuspender en 70-100µl de LB. 

Plaquear en LB-agar-ampicilina y dejar toda la noche a 37ºC. 



Chequeo de la reacción de ligación 

Realizar una PCR (Perkin Elmer, Geneamp PCR System 2400) con 5 colonias tomadas 

al azar, el DNA es la colonia misma que se coloca en el tubo de reacción. Siguiendo el 

siguiente: 

Reactivo Volumen (µl) 

Buffer 10x 5 

dNTP’s 1 

Oligo RLIF4 1 

Oligo RLIF5 1 

Enzima Advantage 2 1 

H2O MQ 41 

Volumen total (µl) 50 

 

Corriendo la PCR con las siguientes condiciones de reacción: 

Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 

94 5’ 0 

94 30” 

68 45” 

35 

68 2’ 0 

4 α  

 

Incubar la placa a 37ºC para que sigan en crecimiento las bacterias del lugar de donde se 

tomaron las colonias, de ahí mismo tomar una muestra para poner a crecer en otra placa 

LB-agar-ampicilina dejándola a 37ºC toda la noche. 

Al día siguiente inocular un cultivo de 400ml de medio Eagle modificado de Dulbeco 

(DMEM) (Gibco BRL, cat. 12100-046) líquido LB-ampicilina para llevar a cabo una 

maxiprep. 



Purificación de DNA plasmídico (maxiprep) 

Para este se usó el QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, cat. 12162). 

Poner una colonia de una placa e inocular 500ml de medio LB líquido con antibiótico 

(regularmente es ampicilina a 100mg/ml) (si el plásmido es de bajo número de copias). 

Colocarlo a 37ºC en agitación y dejarlo crecer durante la noche. 

Cosechar las células bacteriales centrifugando (Sorvall, modelo RC5B; rotor GSA) a 

5000rpm x 15’ a 4ºC. 

Desechar el sobrenadante y resuspender en 10ml de buffer P1 (primero se añaden 5ml y 

posteriormente los otros 5ml), se puede vortexear para resuspender, pasar todo a un tubo 

Falcon de 50ml. 

Añadir igual cantidad de buffer P2, es importante no vortexear, se mezcla suavemente 

por inversión del tubo unas 5-6 veces y después dejar reposar a TA por 5’. 

Añadir igual cantidad de buffer P3, mezclar por inversión unas 5-6 veces e incubar en 

hielo o a 4ºC por 15-20’. 

Centrifugar a 4500rpm x 12’. Tirar la interfase superior con una punta azul. 

Equilibrar una columna QIAGEN aplicando 10ml de buffer QBT (de equilibrio) y dejar 

que la columna se vacíe por gravedad. 

Aplicar el sobrenadante de la centrifugación y permitir que entre en la resina por 

gravedad. 

Lavar la columna con 2 x 30ml de buffer QC (de lavado) y dejar que fluya por 

gravedad. 

Eluir el DNA con 15ml de buffer QF (de elución), colectar el eluido en otro tubo 

(Falcon o Corex o de otro tipo que no sea de policarbonato ya que no es resistente al 

alcohol que se va a usar en los pasos siguientes). 

Añadir 0.7 volúmenes de alcohol isopropílico (PQF, cat. 1036V) para precipitar. 

Se puede detener aquí el proceso y guardar el eluido a –20ºC. No se recomienda 

almacenar por más de una noche. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a 5000rpm x 15’ en centrífuga Sorvall (rotor 

SS34), marcar el lado en que debe quedar la pastilla. 

Desechar el sobrenadante con mucho cuidado. Resuspender la pastilla en 200µl de H2O 

MQ y poner en un tubo Eppendorf, repetir dos veces más esta operación, al final 

agregarle 200µl de acetato de amonio 5M (USB, cat. 11251) y llenar el tubo con alcohol 

isopropílico (PQF, cat. 1036V), dejar precipitar durante una hora aproximadamente. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a 5000rpm x 15’. 

Desechar el sobrenadante. Lavar la pastilla tres veces en etanol (Química Meyer, cat. AI 

1365) al 70% (etanol 70% - agua 30%). 

Resuspender en 100µl de H2O MQ y tomar 2µl para leer la DO a 260nm. 

Llevar a cabo un análisis con enzimas de restricción. 

Medir la concentración del DNA. 



Ligación a un vector de expresión eucariótico pcDNA3 

Linearizar el plásmido (vector) pcDNA3 con la enzima de restricción Eco RI (NEB, cat. 

R0101S), que es de corte único y se encuentra en el sitio de clonación múltiple (MCS). 

Obtener el fragmento a ligar extrayéndolo del vector en el que se encuentra con enzimas 

de restricción o por medio Eagle modificado de Dulbeco (DMEM) (Gibco BRL, cat. 

12100-046) de PCR. En este caso cortar el vector pGEM-T easy con la enzima Eco RI. 

Llevar a cabo la reacción de ligación con la enzima T4 DNA ligasa (NEB, cat. 

M0202S), en un volumen final de 20µl; de la siguiente forma: 

Colocar en un tubo Eppendorf de 0.6ml: 

Un décimo del volumen total de reacción del buffer 10x. 

H2O MQ. 

Vector. 

Fragmento. 

Ligasa (1µl). 

Mezclar bien con la pipeta. 

Dejar incubando por 2hrs a TA. 

Se pueden poner diferentes relaciones entre el vector y el fragmento para asegurar al 

menos una ligación, así mismo se puede poner una reacción con solo vector sin 

fragmento y una de fragmento sin vector, etc. 

Correr un gel de agarosa (Agarmex, Básica D1 LE) al 0.7% para confirmar la reacción 

de ligación. 

A continuación realizar la transformación por medio Eagle modificado de Dulbeco 

(DMEM) (Gibco BRL, cat. 12100-046) de choque térmico en CC DH10α. Poner 

controles tanto de CC (vector sin cortar en CC) y un control negativo (CC con H2O en 

lugar de DNA). 



Extracción de DNA por el método de la lísis alcalina (miniprep) 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a 4000rpm x 5’. 

Desechar el sobrenadante y escurrir el líquido sobrante. 

Añadir 150µl de solución I. Resuspender bien, se puede vortexear. 

Pasar a un tubo Eppendorf de 1.5ml nuevo. 

Añadir 150µl de solución II. Agitar por inversión 4-6 veces. 

Incubar a TA x 5’. 

Añadir 150µl de solución III. Mezclar por inversión 4-6 veces. 

Incubar en hielo x 15’. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a máxima velocidad x 5’. 

Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 300µl de cloroformo. Mezclar muy 

bien (vortexear). 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a máxima velocidad x 5’. 

Recuperar la fase acuosa (superior). 

Agregar 300µl de acetato de amonio 5M. 

Agregar 600µl de alcohol isopropílico. 

Dejar precipitar a –20ºC x 30’. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a máxima velocidad x 5’. 

Lavar 3x con etanol (Química Meyer, cat. AI 1365) al 70%. 

Centrifugar (Hettich, modelo Mikro 20) a máxima velocidad x 5’. 

Retirar el sobrenadante con mucho cuidado usando una punta amarilla y dejar secar la 

pastilla 5’ a TA. 

Resuspender en 100µl de H2O. 

Analizar con enzimas de restricción. 

Medir la concentración del DNA. 

Solución I   Solución II   Solución III 

Tris 500mM – 50mM  SDS 10% - 1%   Acetato de K 60ml   

500/50 = 10 1:10  10 / 1 = 10 1:10  Ac. acético 11.5ml   

Tris 10ml   1%    H2O  28.5ml 

EDTA 500mM – 10mM NaOH 1M / 0.2M      

500/10 = 50 1:50  1:5     

EDTA 2ml        

Tris  10ml   SDS 10ml     

EDTA 2ml   NaOH 20ml     

H2O 88ml   H2O 70ml     

Total 100ml   Total 100ml    



Restricción para confirmar la orientación del fragmento ligado 

En esta restricción usar la enzima Xmn I (NEB, cat. R0194S) que corta dentro del 

fragmento en un sitio (274) y en el vector en dos sitios (1787 y 5171). 

Dejar la restricción durante 1-2 hrs a 37ºC. 

Correr un gel de agarosa (Agarmex, Básica D1 LE) al 1.5%. 

Analizar el patrón de restricción en busca de alguna clona candidata. 

 



Reacción de secuencia 

Usar el DNA Sequencing kit (PE Applied Biosystem, cat. 4303152). 

Seguir el siguiente: 

Reactivo Volumen (µl) 

Big Dye 2 

Primer 1 

H2O MQ 2 

DNA 1 

Volumen final (µl) 6 

Donde el primer puede ser cualquiera de los universales o los del plásmido, que en este caso fueron T7 y 

SP6 

Mezclar muy bien cada reactivo con la pipeta y correr el PCR con las siguientes 

condiciones de reacción: 

Tº C Tiempo Ciclos 

96 5’  

96 30” 

50 15” 

60 4’ 

30 

4 2’  

4 α  

Agregar 14µl más de H2O MQ y mezclar bien, almacenar a resguardo de la luz hasta 

que se vaya a usar para su posterior purificación. 



Purificación de la reacción de secuencia 

Para purificar la reacción de secuencia se usan Centri-sep Columns (Princeton 

Separations, cat. CS-901). 

Destapar suavemente la columna. 

Hidratar el gel agregando 800µl de H2O MQ. 

Tapar la columna y remover las burbujas formadas agitándola e invirtiéndola. 

Dejarla reposar al menos 30’ a TA antes de usarla. Reconstituida puede ser almacenada 

a 4ºC por algunos días. Si sucede esto, cuando se vaya usar se debe dejar a TA por lo 

menos 30’ antes de continuar con el procedimiento. 

Ya sin burbujas dejar que se asiente el gel en el fondo de la columna. 

Quitar la tapa suavemente y posteriormente la parte inferior de la columna. 

Colocarla en un tubo de lavado (2ml) para que el agua salga por gravedad, desechar el 

fluido. 

Centrifugar (Eppendorf, modelo 5415C) la columna a 3000rpm x 2’. 

Colocar la columna en un tubo de colección (1.5ml). 

Con mucho cuidado se coloca la reacción de secuencia en el centro del gel sin tocar ni 

el gel ni las paredes del tubo. 

Centrifugar (Eppendorf, modelo 5415C) la columna a 3000rpm x 2’. 

Secar la muestra en un desecador a vacío (Speedvac). 



Transfección por el método de fosfato de calcio 

Poner en cajas de Petri de 60 x 15mm (SM Laboratorios) 1 x 10
6 
células. Dejar que 

lleguen a confluencia durante 24hrs. 

Cambiar el medio Eagle modificado de Dulbeco (DMEM) (Gibco BRL, cat. 12100-046) 

antes de empezar. 

En un tubo Eppendorf de 1.5ml preparar la siguiente mezcla (vortexear todo antes de 

empezar): 

10µg DNA     el volumen necesario 

2M CaCl2 (Sigma, cat. C-3306)  125µl 

H2O MQ     el volumen necesario 

En un volumen final de 100µl. 

Incubar 10’ a TA. 

Agregar al tubo 100µl de 2x HBS (ver apéndice), pH 7.1 y agitar suavemente. 

Incubar 2’ a 37ºC en una incubadora de CO2 (muy importante el tiempo). 

Mezclar perfectamente con la pipeta y agregar esta mezcla a la caja con células, gota a 

gota y en diferentes puntos. 

Cambiar el DMEM (Gibco BRL, cat. 12100-046) a las 17hrs: 

 Retirar el medio con una pipeta y desecharlo. 

Agregar 2-3ml de medio nuevo, con mucho cuidado por las paredes de la caja y 

lavar las células inclinándola hacia diferentes lados, 2 veces. 

 Retirar el medio con una pipeta y desecharlo. 

Agregar 4ml de medio nuevo con mucho cuidado por las paredes de la caja. 

Colocar la caja en un incubador de CO2 a 37°C. 

Si se va a tratar con Brefeldin A (BFA, Sigma, cat. B-6542) alguna caja, agregar en este 

momento y dejar incubando durante 4-5hrs. 

Cambiar el DMEM (Gibco BRL, cat. 12100-046) de las cajas tratadas y seguir con el 

periodo de incubación sin ella. 

Después de 4-5hrs. Con BFA, hay que retirar el medio con BFA: 

 Retirar el medio con una pipeta y desecharlo. 

Agregar 2-3ml de medio nuevo, con mucho cuidado por las paredes de la caja y 

lavar las células inclinándola hacia diferentes lados, 2 veces. 

 Retirar el medio con una pipeta y desecharlo. 

Agregar 4ml de medio nuevo con mucho cuidado por las paredes de la caja. 

Colocar la caja en un incubador de CO2 a 37°C. 

Evaluar la expresión a las 48 – 72 hrs. 

2x HBS:    CaCl2 2M  

1.6g  NaCl    2.22 10ml 

0.074g  KCl 

0.04g  Na2HPO4 

0.2g  dextrosa 

1g HEPES 

Esterilizar por filtración ajustar pH a 7.05 con NaOH aforar a 100ml y alicuotar, 

almacenar a –20°C, el CaCl2 esterilizar por filtración y guardar a 4°C. 

 



Geles de poliacrilamida. 

Lavar implementos de la cámara con agua y alcohol. 

Montar los vidrios como se muestra en la Fig. 1. 

Prueba de agua. 

Preparar primer gel, agitarlo suavemente para mezclar y ponerlo inmediatamente (5-

10ml); prepararlo de la siguiente forma: 

Reactivo 10ml 15ml 

H2O MQ 4.0 5.9 

Acrilamida 30% 3.3 5.0 

Tris (pH 8.8) 1.5M 2.5 3.5 

SDS 10% 0.1 0.15 

APS 10% 0.1 0.15 

TEMED 0.004 0.006 

Tomado de Schreiber Lab. Experimental Protocols. Washington University School of Medicine 

Poner etanol (Química Meyer, cat. AI 1365) para emparejar el gel. 

Preparar segundo gel, no agregar ni persulfato de amonio (Gibco BRL, cat. 15523-012) 

ni TEMED (Bio-Rad, cat. G-7126), éste puede ser diluído al 12.5%. Estos se agregan 

cuando el primer gel esté gelificado y prepararlo de la siguiente forma: 

Reactivo 4ml 5ml 

H2O MQ 2.7 3.4 

Acrilamida 30% 0.67 0.83 

Tris (pH 6.8) 1.0M 0.5 0.63 

SDS 10% 0.04 0.05 

APS 10% 0.04 0.05 

TEMED 0.004 0.005 

Tomado de Schreiber Lab. Experimental Protocols. Washington University School of Medicine 

Cuando gelifique el primer gel, remover el etanol (Química Meyer, cat. AI 1365) y 

lavar con agua bidestilada, secar el exceso de agua. 

Acabar de preparar el segundo gel, agitarlo suavemente para mezclar y colocarlo de 

inmediato. 

Poner el peine y esperar a que gelifique. 

Ya gelificado retirar el peine.  

Colocarlo en el portavidrios y éste a su vez colocarlo en la cámara (Bio-Rad, cat. 165-

3301). 

Llenar la cámara con buffer de corrida 1x (Tris-glicina) y correrlo a 90 – 100V entre 1 –

2 hrs. 



Hervir las muestras y el marcador de proteínas (Bio-Rad, cat. 161-0372) durante 5’, si 

se necesitan condiciones desnaturalizantes agregar 2-β-mercaptoetanol (Bio-Rad, cat. 

161-0710) al 5%. 

En los pozos colocar el marcador de proteínas (Bio-Rad, cat. 161-0372) y las muestras. 

Si se va a hacer una transferencia seguir el siguiente, si no continuar. 

Teñir con azul de Coomasie (Sigma, cat. B-0149) 0.5 – 1hr. 

Ponerlo en solución desteñidora con 1 o 2 cambios durante aproximadamente 1 – 

1.5hrs. 



Inmunotransferencia. 

Poner hielo en el contenedor y colocarlo en el congelador con anticipación, si puede ser 

el día anterior sería mejor. 

Preparar el buffer de transferencia 5x a 1x agregando etanol (Química Meyer, cat. AI 

1365) al 20%. 

Cortar un rectángulo de la membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, cat. 162-0115) de 8 x 6 

cm y ponerla a incubar en buffer de transferencia frío en agitación lenta. 

Cortar dos rectángulos de papel 3MM (Whatman, cat. 3030-917) de 9 x 7cm. 

Cuando salga el gel, incubarlo 20min en buffer de transferencia frío, con agitación lenta. 

Colocar el gel con mucho cuidado en el sandwich como sigue: Poner sobre la parte gris 

una esponja, luego un papel 3MM (Whatman, cat. 3030-917), luego el gel, luego la 

membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, cat. 162-0115) (presionando para sacar cualquier 

burbuja que pudiera estar entre el gel y la membrana), luego otro papel 3MM 

(Whatman, cat. 3030-917), luego la otra esponja y finalmente se cierra el sandwich 

(todo esto debe ser hecho en buffer de transferencia frío) (ver Fig.). 

Colocarlo en la cámara de transferencia (Bio-Rad, cat. 170-3930) y correrlo a voltaje 

constante de 96V durante 1 ¼hrs (ver Fig.). 

Después de correr la transferencia teñir la membrana con rojo de Ponceau (Sigma, cat. 

P-7170) para visualizar las bandas, marcar de que lado están las bandas. 

Si se efectuó correctamente la transferencia, debe observarse un patrón de bandeo, lavar 

la membrana con PBS-Tween 20 (Research Organics, cat. 3061T) al 0.05% hasta que se 

destiña totalmente. 

Bloquear con PBS – leche al 6%. Se puede bloquear durante 1hr a temperatura ambiente 

o durante toda la noche a 4ºC. 

Incubar con el 1er anticuerpo (Santa Cruz, cat. Sc-1336) usando diferentes diluciones 

desde 1:2000 a 1:5000 en PBS-leche, durante 2hrs a 37ºC o durante toda la noche a 4ºC 

en agitación constante. 

Lavar la membrana 8 x 5min en PBS-Tween 20 (Research Organics, cat. 3061T) al 

0.05%. 

Incubar con un 2º anticuerpo; que en este caso es HRP-rabbit anti goat IgG (H+L) 

conjugate (Zymed, cat. 81-1620) 1hr a 37ºC en agitación constante. 

Lavar la membrana 8 x 5min en PBS-Tween 20 (Research Organics, cat. 3061T) al 

0.05%. 

Es importante no tocar la membrana con los dedos, usar guantes todo el tiempo y para 

manipular la membrana usar unos fórceps de punta plana (PGC Scientific, cat. 36-6200-

00). 

 



Revelado con ECL 

Poner 1ml de cada solución ECL (Amersham, cat. RPN2106) en una cajita y colocar la 

membrana durante 1min. 

Colocar la membrana con los forceps en una mica para evitar el contacto de ésta con la 

película. 

Colocar sobre la mica con la membrana, la película (Kodak, X-Omat, cat. 603-187) en 

el hipercassette (Daigger, cat. NX 7941B) con su pantalla intensificadora (Daigger, cat. 

NX7939B). 

Exponer durante 1’. 

Retirar la película y revelarla (Kodak, cat. 190-0984) hasta que se empiecen a ver las 

bandas. 

Fijar (Kodak, cat. 190-2485) durante 5’. 

Lavar la película. 

Comparar la impresión contra el marcador de proteínas. 

 



A P E N D I C E S  

Montaje de vidrios y cámara para realizar SDS-PAGE 

Agregar primero el antibiótico (resuspendiendo bien), después el SFB, luego el piruvato de 

sodio y por último la glutamina (resuspendiendo bien). 

Forma de montar los vidrios y la cámara para correr el gel de poliacrilamida 

 
Fig. 1. Colocar los vidrios como se muestra en la figura colocando los espaciadores entre 

ellos. 

 

 
Fig. 2. Los vidrios se montan en el portavidrios, como se muestra en la figura. 



 
Fig. 3. Este a su vez se coloca en su base y se le hace la prueba de agua para confirmar que 

no tenga ninguna fuga 

 

 

 
 

 

 

 
 

Fig. 4. Cuando este polimerizado el gel se quita de la base y se pone monta como se indica 

en la base que tiene los electrodos. 

 

Por último se agrega el buffer de corrida 1x y se corre a 90-100W de voltaje, en cuanto las 

muestras hayan pasado al segundo gel (resolvedor) aumentar el voltaje a 110-120W. 



 

Montaje de la membrana para realizar la transferencia 

 
Fig. 1. Preparar el sandwich como se indica, hacerlo todo en buffer de corrida frío. 

 

               
Fig. 2. Una vez que esté preparado el sándwich, se procede a colocarlo dentro de la base de los electrodos, 

procurando que la parte gris del sándwich quede hacia dentro. Y a su vez colocarlo dentro de la cámara de 

transferencia. 

 

            
 

Fig. 3. Por último agregar buffer de transferencia para llenar la cámara y correrlo a voltaje constante de 96W 

durante 1 hora. 

Fibra 
Papel 3MM Whatman 

Membrana de nitrocelulosa 

Papel 3MM Whatman 

Fibra 



Mapa del plásmido pGEMT-easy (vector de expresión procariótico) 
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Mapa del plásmido pcDNA3 (vector de expresión eucariótico)
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M A T E R I A L E S y R E A C T I V O S 

Para preparar células competentes: 

Medio SOB: 

20gr bactotriptona     (Oxoid, cat. L42) 

5gr extracto de levadura    (Bioxón, cat. 155) 

10ml NaCl 1M     (Gibco BRL, cat. 3625-01) 

2.5ml KCl 1M     (USB, cat. 20598) 

pH 7.0, filtrar y esterilizar. Después agregar: 

10ml MgCl2 1M     (Research Organics, cat. 0090-M) 

10ml MgSO4 1M     (J. T. Baker, cat. 2506-01) 

Buffer I: 

KCl 100mM      (USB, cat. 20598) 

MnCl 50mM      (Sigma, cat. M-3634) 

KC2H3O2 30mM     (Sigma, cat. P-1147) 

CaCl2 10mM      (Sigma, cat. C-3306) 

Glicerol 15%      (Merck, cat. 10494.1000) 

pH 5.8 con ácido acético (Merck, cat. 1.00063.2500), esterilizar por filtración. 

Buffer II: 

MOPS 10mM      (Research Organics, cat. 0195-M) 

KCl 10mM      (USB, cat. 20598) 

CaCl2 75mM      (Sigma, cat. C-3306) 

Glicerol 15%      (Merck, cat. 10494.1000) 

pH 6.8 con ácido acético (Merck, cat. 1.00063.2500), esterilizar por filtración. 

Preparación de: 

H2O DEPC:      (Sigma, cat. D-5798) 

Agregar al 0.1% a H2O MQ, colocar en agitación 2-3hrs, incubar a 37ºC por 12hrs y 

esterilizar por autoclave 100ºC x 15’. 

LB       (Gibco BRL, cat. 12780-029) 

20gr x 1lt de H2O.  

En caso de que no se cuente con este reactivo se puede preparar de la siguiente manera: 

Para 1lt, disolver en agua, aforar y esterilizar inmediatamente. 

Bactotriptona  10gr    (DIFCO, cat. 211705) 

Extracto de levadura 5gr    (Bioxon, cat. 230900) 

NaCl   10gr    (J. T. Baker, cat. 1309) 

LB-agar      (Bioxón, cat. 150-1). 

20gr x 1lt de H2O + 15gr de agar bacteriológico 

TAE 50x: 

Antes de usar prepararlo a una concentración de 1x. 

242gr Tris base     (Bio-Rad, cat. 161-0719) 

57.1ml Ac. Acético     (Merck, cat. 1.00063.2500) 

100ml EDTA 0.5M pH 8.0    (Gibco BRL, cat. 15576-028) 

 

Ampicilina      (Sigma, cat. 27188-8): 

Disolver 50mg/ml de H2O, filtrar para esterilizar. Se agrega 1µl por cada 1ml de medio. 

Buffer de carga 6x (para correr geles de agarosa): 



0.25% azul de bromofenol    (Sigma, cat. B-6896) 

0.25% xilen cianol     (Research Organics, cat. 7113X) 

30% glicerol en agua     (Merck, cat. 10494.1000) 

Agregar 1µl por cada 5µl de muestra. 

Bromuro de etidio (para geles de agarosa) (Sigma, cat. E-2515) 

Disolver una pastilla de 1g en 10ml de H2O para una concentración final de 100µg/µl y 

agregar 5µl por 100ml de agarosa, para una concentración final de 0.5µg/ml. 

Geles de agarosa      (Agarmex, Básica D1 LE): 

0.7% Disolver 0.7g en 100ml de TAE 1x 

1.0% Disolver 1.0g en 100ml de TAE 1x 

1.5% Disolver 1.5g en 100ml de TAE 1x 

Marcador 2-Log DNA Ladder   (NEB, cat. N3200) 

Tomar 1µl del marcador y agregar 1µl del buffer de carga 6x y 4µl de H2O. 

Acrilamida – Bis acrilamida 30% (para geles de poliacrilamida) 

29g Acrilamida     (J. T. Baker, cat. 15512-023) 

1g Bis-acrilamida     (Research Organics, cat. 0120M) 

Diluir en 60ml, calentar para disolver y aforar a 100ml. 

Tris-HCl 1.5M, pH 8.8 (para geles de poliacrilamida) 

18.15gr Tris base    (Bio-Rad, cat. 161-0719) 

70ml  H2O MQ  

Ajustar pH a 8.8 con HCl concentrado. Aforar a 100ml. 

Tris-HCl 1.0M, pH 6.8 (para geles de poliacrilamida) 

6gr  Tris base    (Bio-Rad, cat. 161-0719) 

70ml  H2O MQ 

Ajustar a pH 6.8 con HCl concentrado. Aforar a 100ml. 

Persulfato de amonio 10%    (Gibco BRL, cat. 1552-3-012) 

Disolver 1gr de persulfato de amonio (APS) en 10ml de H2O MQ 

TEMED      (Gibco BRL, cat. 76320) 

Buffer de corrida 10x. para geles de poliacrilamida: 

216gr Glicina      (Bio-Rad, cat. G-7126) 

15gr SDS      (Merck, cat. 8.17037.1000) 

45gr Tris      (Bio-Rad, cat. 161-0719) 

Llevar a 3lt con H2O. Esterilizar. Prepararlo 1x antes de usar. 

Buffer de transferencia 5x, para geles de poliacrilamida: 

15gr Tris base     (Bio-Rad, cat. 161-0719) 

72.1gr Glicina      (Bio-Rad, cat. G-7126) 

Aforar a 1000ml. 



Tinción con azul de Coomasie para geles de poliacrilamida: 

0.5gr Azul brillante de Coomasie   (Sigma, cat. B-0149) 

200ml Metanol     (Merck, cat. 

50ml Ac. acético     (Merck, cat. 1.00063.2500) 

250ml H2O MQ    

Solución Coomasie para desteñir geles de poliacrilamida: 

40% Metanol     (Merck, cat. 

10% Ac. Acético     (Merck, cat. 1.00063.2500) 

50% H2O MQ 

Rojo de Ponceau     (Sigma, cat. P-7170) 

Disolver 0.5gr en ac. Acético glacial   (Merck, cat. 1.0006302500) 

PBS 10x: 

65gr NaCl      (Gibco BRL, cat. 3625-01) 

28gr K2HPO4     (J. T. Baker, cat. 3252-20)  

5GR KH2 HPO4     (J. T. Baker, cat. 3246-20) 

Disolver en 800ml y aforar a 1000ml. Esterilizar por autoclave. 

PBS–Tween 20     (Research Organics, 3061T) 

Agregar 500µl a 1lt de PBS, concentración final 0.05%. 

PBS-leche      (Svelty descremada) 

Disolver 6gr de leche en 100ml de PBS 1x y llevarlo a 1000ml, concentración final 

0.6%. 

Marcador de proteínas preteñido.   (NEB, cat. P7708S)   

2x HBS (para transfección) 

NaCl       (Gibco BRL, cat. 3625-01) 

HEPES      (Gibco BRL, cat. 11344-033 

Na2HPO4      (J. T. Baker, cat. 3828-20-0) 

Medio Modificado de Dulbeco (DMEM)  (Gibco BRL, cat. 12100-046) 

Suero Fetal de Bovino (SFB)    (Hy-clone, cat. SH30071.03) 

El medio DMEM se complementa de la siguiente manera: 

SFB    8-10%   (Hy-clone, cat. SH30071.03) 

L-Glutamina   1-2%   (Gibco BRL, cat. 25060-081) 

Piruvato de sodio  1%   (Hy-clone, cat. SH30239.01) 

Penicilina – streptomicina 1%   (Invitrogen, cat. 10378-016) 
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