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UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 
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Purificación por 
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Purificación de rGFP-Lb1 por 
FPLC (monoQ)
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Espectrofotometría y 
espectrofluorescencia
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8. Perspectivas 
 

El propósito de diseñar y caracterizar una quimera fluorescente tipo rGFP-Lb1 está 

en relación con su potencial de utilización como herramienta para monitorear y evaluar la 

distribución de esta toxina en modelo de piel de conejo. Si bien, el presente trabajo no se 

extiende en esta dirección, es importante mencionar algunos experimentos preliminares no 

descritos que consistieron en: la incubación de diferentes tipos celulares en presencia de 

rGFP-Lb1 y un posterior análisis de fluorescencia por microscopía confocal. Sin embargo, 

los resultados fueron poco favorables, ya que se observó la precipitación o posible 

agregación de rGFP-Lb1 en el medio de cultivo. Por otro lado, el análisis por SDS-PAGE y 

Western blot reveló que después de cierto tiempo de incubación de las células en presencia 

de rGFP-Lb1, la proteína quimera tiende a degradarse.        

Igualmente, se realizó un primer intento de evaluar la distribución de la señal 

fluorescente en biopsias de piel de conejo inoculada con rGFP-Lb1. En el caso de las 

biopsias de piel de conejo, se observó que el folículo piloso presentaba autofluorescencia, 

por lo que, aunado a la tendencia de rGFP-Lb1 a precipitar y degradarse se decidió 

suspender estos experimentos. 

La utilización de la proteína rGFP-Lb1 en futuros estudios dependerá, en buena 

medida, de aumentar la estabilidad de esta proteína, o replantear su diseño. Así, se 

proponen las siguientes alternativas:  

 

• Diseñar otras proteínas tipo rGFP-Lb1 en las cuales el péptido de unión 

entre GFP y Lb1 sea más largo, buscando mayor flexibilidad en la 

estructura de la quimera. 

• La expresión de una proteína con las secuencias invertidas, por ejemplo 

rHis6x-Lb1-GFP, buscando tener una quimera fluorescente más estable.  

• Utilizar y valorar otros formatos para marcar la SMD que nos pudieran 

permitir el monitoreo del efecto de esta toxina en: diferentes líneas 

celulares, condiciones de cultivo y eventualmente en modelos animales. 

 53



� ��

����������	





������	
��
������
����������
�����������	��������������	�	���� ������!!"��

�#�� 
	�$%�	�
� &�
� �$��	'
� (�� )�
� *�$+	�
� )�
� *�,�'�
� -�� �� ./ 
	����
� 0�� ��� ���#��

���
��1$��&�	%'�2	�3$

���� ��

�!��.	� ����'
�  �� ��
� �$
��4%
� ��� .�
� 5
�+	�$�
� ��� *�
� ���,6$
� ���  �� #""#��

7%+	%	%$��	%'������$�$6$���	
��8%	���������������(	��2�%$���#
�9!:�������

�����$���:*	���

�
� ��� #""��� &���,22�4%
� 	+$
,$2�4%� �� 2$�$2'	��;$2�4%� �	� 
���

�%�,%4�	%����	2��<�%$%'	���	�
$��	���%����	
�%$�$���	���	
����
�	��	������������	

��������	�����	�($	�'�1$��=%�'�','���	����'	2%�
��1$
��0 (��

����3��$%
�*��)�
��$�<$��
�>��*�
�?�%@	

�>�
�#""���5����2	
���A��
���<�'$2
	��� %%��

7�	����(	�����
��"9:�#���

����B,�%'$%$
�)��*�
���&$'�6�
�������#""#��7%+	%	%$��	%'��$�$2%1��2��	%�
$�� �8��2$���

(	��0 ����
��:���

�C���''�ADDEEE��,�	,�������;$D<��D����	�E	<D����	�F2
$�����2$'��%��'��

�9���<�2@
���
�&$G,�%
�&�
�*,���%�
�&��7������'�
�H��#""�������	������0��'�� �	��2$A�

$%���	%'���2$'��%��$%,$
�� �	��2$%� �$2%�
���2$
���2�	'�������!CC��

����-$I$���
�������������7
�$�$%	1����	%�	
��,%���'����2$
����,<'����2$
��(	��=%�'�

�,'$%'$%�������=%'	�%$2��%$
��!!
���:����

��"����
+	�'�	
���-�
��	�*$�'��
�*���
��	�(�,�$�)���
�-�,�'$�(���
�.	�($��$�(�
�J
+$�	�
�

7����
� 5�<$'�
� ��*���
�  ����
� �� �
� -�%K$
+	�
� 5� �
� -,<	�'
� =�*�
� *�L+	;:

�
4�'	�,�
�*����>$
$��'�$@��
�7��#""���*�$�$2'	��;$'��%����'�	�+	%��������'�	�

��$;�
�$%� ���E%� ����	�� 5����2	
	�� ����
��� (�	%@�$,�
� �9�9� � �$%	$	
�

��2$����$	�������2�%���
��#CM�!���

�����&$
,��
�>�����-�	��@�
�5��7���$%2�	�
�H����
�(	���
�*����
�-�	��@�
�?�
��	���	�'$�
�

���.�
���%2�$%�
�0��3�
�.�	'��2�
�*�&����*$+�2���
�
����*�����#""�����	�	��	2'����

<��E%� ����	�� +	%��� ��� 	%��'�	
�$
� 2	

� ������
���� $%�� $��	��+	� �'�,2',�	���

����2�%���C
�9��:�!���

��#���$���:*	���

�
� ��� (�� #""#�� *���$�$2�4%� <��G,1��2$
� �%�,%�
4��2$� ��

'���%�
4��2$��	�
���+	%	%����	�����������	
�����
�������������	����������	�����	�

5�2	%2�$',�$���$2,
'$���	�*�	%2�$�
��0 (����



� ��

��!��5,2�$%�
�(�0�
��$���
+$
�&�3�
�*�$��
���(�
������$%'��
�H�5�&�
���$%2�
�*���*�
�

��$�	�
� (����A
� N$%$'$
� ��(�
� ($%��
�
���*�
� -�	��@�
�?�� �� H	��$������ #""���

7��	���	%'$
�	+��	%2	�����$����	2'�2�'�'���2�'���������������	
�������
�	����E%�

����	���+	%����%��	%$
�'���,	��)��3��'��*�'����#
����M��C��

�����&$��$�:*$+$
2$%'	
�.�
�+$%��	%��	��
�*��?�
��	�%L%�	;:&	����$
�(���
�-�%2$
+	�
�

 �����(�����$�<�,���
�.��H��#""�����
	�����$'�����	'$

����'	�%$�	���%�3$*$��

@	�$'�%�2�'	��+	%�������%����	
�%$�	�.��)��=%+	�'�.	��$'�
���#�
���:�9��

������$���
+	��$
������
�&���;;�
������
�*�$������(�
� ��	

�(��3�
�.�	��,��
�)��5�
�

���$�5�
�($%��
�
����*�
�-�	��@�
�?�
�.�	'��2�
�*��&�
�0$�	�
�3����
��$%2�	�
����

H��#""���(�
	2,
$��2
�%�%��$%���,%2'��%$
�2�$�$2'	��;$'��%����'E��������������

�	���%	2��'�2� '���%� ����� ����������	
�������
�� ����E%� ����	��� +	%��� �
$%���

���2����	��99
��#��:�!�

������''�ADDEEE��$�G,$
�%�%	'�2���$�D3��'$��%$��'��

��C���''�ADDEEE�2	%�$'����D F F.�2,�	%'��F"�9��'��

��9���$�<�,���
� .�H�
� �	�%L%�	;� &	����$
� (���
� -�%2$
+	�� �	�  %��$�	
� ��(�
�

��

�%�'�%
���)�
�-�����'��
�(����+$%��	%��	��
�*�?��#""C������%����	
�%$�	��.�

�%�,2	����	2'�$���2�$'��%����*�G�'��'�	�	��'���2�'	��	�<�$%	�2$,��%��2���
	�	%'�

�	��$'	��$,'�
���,���$	��
������(�
��=��,%�
����
��C�:9#��

������$���:*	���

�
� ��
� �
+	�$
�  �
� ��	


� -�� H�
� N$�,%��
� ��
� &$%�$�,$:��
1�
� )�
�

 
$�4%
�  �� �� �'�2@
� ��� &�� #""��� -	%	'�2� $%�� 	%;��$'�2� 2�$�$2'	��;$'��%� ���

����%����	
�%$�	� .� ��������� ����� '�	� 0��'��  �	��2$%� ����
	<$2@� ����	���

����������	
����
�$%������������	��������	����2�%����
��"C:�����

�#"��H$%� (		'	�	%
� 5� �
� ��	�	��@�
� ��� -�	��$%�
� ��0�
� �	�%$%�	�� &	����$
� (���
�

��

�%�'�%
���)�
�)��'
���
��$�<�,���
�.�H����(��
	%$$�
�?�3�
�#""�������	��$%��

<$2'	��$
� ����%����	
�%$�	�� .� '$��	'� 2	

,
$�� 5& � �	2	�'���� <�� �����
�;�%��


���������$'���
2��
�%	��)�����
��*�	���#C�
��"9!!:�"9!���

�#���(�,�$
�O�
�-�'��
�7�
�0$�$
���
�0����I��$
�(����3$%$�$
�>��#""����3����
��������

����%����
�������2��
�%	�<��%	,'�$
�����%����	
�%$�	����7���5	''	�����C
�#99:

#�#��

�##���,

�+$%
�>�������>$�
���� ��������(	'������%�2	

�<��
���A�-�		%��
,��	�2	%'�

&��'	�%�� 2$�	��2�&�	����H�
��9��7����



� ��

�#!���2����
� �
�$%��0	,�	�	�
�3��#""���7+�
,'��%���%��2�	%2	������	�	��<��-�		%�

�
,��	�2	%'�&��'	�%��-�&���*�	������*�	����
�����:������

�#����''�ADDEEE��;'$2$
$�,%$����D'	�$�D�����$	$D����"�=$��'��

�#����''�ADEEE��,�	<��'	2�

2�2��D�<��D$,'��
,��D$��'$���'�
�

�#������	%
����O�����9���	���		%��
,��	�2	%'����'	�%�� %%,���	+�����2�	����C
��"�M���

�#C��-�%;L
	;:(��L%
� (�� -�� ������ �82%�2$�� 	%� <��
��1$�2	
,
$����	��1$� �� ��L2'�2$��

 �-�����7��'��
���� ��(8��2�������9�:�#��

�#9���''�ADDEEE��2������	�,D2��:<�%D2��,'%$�D���'2$
2!�

�#����
�,1%:&8�	;
� 5�� &�� #""��� *$�$2'	��;$2�4%� �	� 
$� $2'�+��$�� 	%;��L'�2$� �	� 
$�

	���%����	
�%$�$� .� �	
� +	%	%�� �	� 
$�� $�$6$�� +��
�%��'$�� ����������	
����

� ��	

������������	��������	�����	�($	�'�1$��=%�'�','���	����'	2%�
��1$
��0 (��

�!"���
+	�$
� �
��$���:*	���

�
���
�7�'8+	;
�)�
�*
	�	%'
�3�
��	�����'
� �
�&$%�$�,$:

��
1�
�)�
�HL;G,	;
�3�
�N$+$
	'$
� �
��$
$�� ��,;
�(�
��'�2@
���&���� 
$�4%
� ��

#""��� 0��'�� $%�� ��,'��  �	��2$%� 5����2	
	�� ����	��A� .	+	
���	%'� ��� $�

��
�+$
	%'� $%'�+	%��� E�'�� �	2��<�%$%'� ����%����	
�%$�	�� .� $�� $%'��	%���

����2�%��9
���MC���

�

�

�



� ��

��������

�
������	
����	
��
�� ����� ��� ������������� 
	���	����� 
	�	���	����� ��������������

 !�"���#	������$�!%�&�'(��)	*����	*$�!%+��	�����
�������������
��,%�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�	
��
���

 -�./���,

���!0� ..,

1�"20� ./.,

2���00� .3/,

'��0� .3/,

2��
000� 3��,

Digestión con 
BamHI

Ligación

Digestión con
BamHI y Sal I

pQE30-Lb1
(4280 pb)

BamHI (30)

EcoRI (116)

SalI (876)

HindIII (890)

EcoRI (4253)

�	
��
���
���

 ���-���,

EcoRI (88)

BamHI (868)

EcoRI (954)

SalI (1714)

HindIII (1728)

�	
��
���

 -�./���,

���!0� ..,

1�"20� ./.,

2���00� .3/,

'��0� .3/,

2��
000� 3��,

Digestión con 
BamHI

Ligación

Digestión con
BamHI y Sal I

pQE30-Lb1
(4280 pb)

BamHI (30)

EcoRI (116)

SalI (876)

HindIII (890)

EcoRI (4253)

�	
��
���
���

 ���-���,

EcoRI (88)

BamHI (868)

EcoRI (954)

SalI (1714)

HindIII (1728)



� �.

���������
�

�

���
	�	�"��������
	����������
�
�
	�	�4��
�"�	�������5� '65,��	������	��	��	���&��

��"	������  ��7��,�8"��	�� !	
�'�)��
�"&	�����	�8���&�9��+�6��	����������	�%�������

":��
��������":������;�	��	�"��	�	��"������	����
��	����
	����������
�
�	�4��
�"�	�������

	�����4��"����
	�"���������%����":��
���	������	���	������	��	�*�"(������������
���	��

��
	���;�	�
	�	������"�����
�����4���������"��:�����
	��	����4����������
��"��:�����
	�

	�4��
�"�	����� ��
������,%��5	�
��
	������
�
� <,�
	�'65��	�
	4��	���"����������
�
�
	�

	�*�"��;�	��	��	;��	�	���������
�������µ"���
	��	����4�������������
	�	�4��
�"�	����$�����

���
�
�
	���	"��� "��,%���

�

���������
�
� �	��	�=4���� <>"
,�
	�	�4��
�"�	��������5� '65,��	���������
	������
��	��	�

"��	��?�

�

�%� 5	�	�"����� ��� �	����
�
� � ��������  @�,� 
	� ��� �	������� 	�*�"(����� �����*��
�� 
�4	�	��	��

�����
�
	��
	�'65�����	���&�%�

�

�,� �		�����������	��
	��������������������"�
	���
��"	*����
	��	�������	�*�"(�����

��
�����"�������
�����	���)���%�

�,� ���4��������������	��
	��������������������	����	"���
	��	������� "��,$���"���	�

��������	�������
��	��	�4�
���%��

y = mx+b

y = mx+b

Tiempo (minutos)

A
bs

or
ba

nc
ia

57
0n

m

&��A�"��B�

&C�A�"C�B�

y = mx+b

y = mx+b

Tiempo (minutos)

A
bs

or
ba

nc
ia

57
0n

m

&��A�"��B�

&C�A�"C�B�



� �3

�,� #�������� ��� @�� 
	� ��
�� �	������$� 	�� 
	���$� ��� 
�4	�	����� 
	� ������������ ����

���
�
�
	���	"��� ∆8����"�"��
��
,$�&�����	����
	�������	�
�	��	�
	�����	����	�����


�(4�������	����%�


,� #���	����� ��� @��  ∆8����"� "��
��
,� �� ���
�
	�� 
	� ������
�
� 	�*�"(�����  <,$�

�����*��
������	&�
	���"�	���1		�?�

�

8�A�ε�
���� � ��

�

5��
	?��� 8�	����������������� 	��	��	��������∆8����"�"��
��
,�

ε�	��	����	4���	��	�
	�	���������"����� 	��	�������
	��	����4����	��
	�

�-$����6
��
��"

��
,�


�	�����
���������;�	�������	���	��)�*�
	���*� �%���"�	��	��	���&��
	�

������
�
�'65�	��������
	�������	��	��	������D�,�

�� 	�� ��� ����	��������� 
	� ��� ���������� ������	��	� 	�� 	�� "	
���

 	���	��
��	��"�����
�
$�6�����
�
�E"���"�

��
,�

�

5	��	D����?� ��A�8>ε
�

�

'���������������	�������
	���
��;�	�
�A��%���"�&�;�	�	������"	��
	�����	�������	��
	��%C�

"�?��� �

�

6�A�∆8����"�"��
��
> �-$����6

��
��"

��
,
�
 �%���",�

������������� 6�A�∆8����"�"��
��
F�%C�"�> ��$.���>���

��
E"���"�

��
,�

� � � E"���"��
��
�A�∆����"�"��

���
F��%C3��G���

���
E"���

�

�

C%����4����� ���@��  E"���"��
��
,� ������� �����
�
� 
	�	�4��
�"�	�������5�  �
�����	���&�,�&�


	�	�"�����	�����
�����	���
	�����	������$���"���	�"�	�����	�������
��	��	�
�(4���%��

�

�



� /�

�

��� �	�
�	��	� 
	� ����	����	�� ��� ������
�
�	��	�=4���� 
	� ���	�*�"��	���	��
�� ��"���

 E"���"��
��
>�
,%�������"��	��	
���
	���	�$�������������������
�
�	��	�=4����	���	��
����"��

E"���"��
��
>"
%�

�

�

�

y = mx+b

Vmax

ng proteína / ensayo

V
o 

(µ
m

ol
 m

in
-1

)


	Portada
	Índice General
	Resumen
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Antecedentes
	Capítulo 3. Justificación y Objetivos
	Capítulo 4. Estrategia Experimental
	Capítulo 5. Materiales y Métodos
	Capítulo 6. Resultados y Discusión
	Capítulo 7. Conclusiones
	Capítulo 8. Perspectivas
	Referencias
	Anexos

