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Resumen 

 
El factor de necrosis tumoral (TNF-α) es una proteína de la familia de las citoquinas producida 

por varios tipos de células, principalmente por macrófagos y fibroblastos. Ha sido identificado 

como un importante regulador de las respuestas inflamatorias y desempeña un papel 

primordial en la patogénesis de algunas enfermedades inflamatorias y autoinmunes como 

artritis reumatoide entre otras. Actualmente existen terapias para estas enfermedades que se 

basan en la producción y utilización de anticuerpos monoclonales anti-TNF-α. La síntesis de 

estos fármacos implica inmunizar a un animal con un antígeno específico, como TNF-α 

humano. Se necesita un método para producir esta proteína de forma sintética, manteniendo 

su estructura lo más similar posible a la humana. Además, la disponibilidad de esta proteína 

en forma recombinante nos permite continuar estudiando sus funciones en otras 

enfermedades. 

 
En este proyecto se propuso obtener una línea celular recombinante estable productora de 

TNF-α. Se optó por la línea celular HEK-293 debido a su disponibilidad en el laboratorio y su 

eficacia en transfecciones estables. 

 
Inicialmente, se amplificó la secuencia codificante de TNF-α a partir de ADNc de células HeLa 

y se intentó ligar con plásmidos pcDNA3.1 y pGEM®-T sin éxito. Posteriormente, se adquirió 

el plásmido pcDNA3.1(+) que incluye la secuencia codificante de TNF-α. Con este último 

plásmido se transformaron bacterias Escherichia coli y se seleccionaron mediante colony PCR 

con primers específicos. Para obtener la línea celular HEK-293 recombinante se transfectaron 

células HEK-293 con el plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α y durante dos semanas se 

seleccionaron con el antibiótico G418. Se establecieron, por un lado, una línea policlonal, y 

por otro, 4 líneas monoclonales mediante la técnica de dilución limite. Se caracterizó el 

crecimiento de la línea policlonal en comparación con las células sin transfectar. Se confirmó 

la presencia del CDS de TNF-α en todas las líneas obtenidas a través de PCR a partir del 

ADN genómico. Se realizó él estudió de la expresión de TNF-α mediante qPCR a partir del 

ADNc de los 4 clones estudiados se observó que expresan entre 110 y 480 veces más que 

la línea no transformada. El estudio de la expresión proteica mediante western blot permitió 

detectar esta citoquina en el sobrenadante de la línea policlonal crecida en ausencia de 

presión selectiva. 

 
Este estudio proporciona una base sólida para futuras investigaciones sobre TNF-α y su 

aplicación en terapias contra enfermedades inflamatorias y autoinmunes. 
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Abreviaciones 

 
- %v/v- Porcentaje volumen sobre volumen, mililitro(s) por cada 100 mililitros 

- °C: Grado(s) Celsius 

- ADN: Ácido desoxiribonucleico 

- ADNasa- Desoxirribonucleasa 

- ADNc: Ácido desoxiribonucleico copia 

- ADNg- Ácido desoxirribonucleico genómico 

- ARN: Ácido ribonucleico 

- ARNasa- Ribonucleasa 

- ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

- c.s.p- Cantidad suficiente para 

- 𝐶𝑂2: Dióxido de carbono 

- CDS: Región codificante 

- Ct- Ciclo umbral, del inglés Cycle threshold 

- DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

- DMSO: Dimetilsulfóxido 

- dNTP: Nucleótidos trifosfato 

- EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid 

- Fw- Cebador delantero, del inglés forward 

- g: Unidad de fuerza gravitatoria r 

- hrs- Horas 

- kb: Kilobase 

- kDa: Kilo Dalton 

- L: Litro 

- LAB: Luria Bertani Agar 

- LB: Luria Bertani 

- LPS: Lipopolisacárido 

- M: Molar 

- mM: Milimolar 

- mL: Mililitro 

- NCBI- Centro Nacional para la Información Biotecnológica, del inglés National Center 

for Biotechnology Information 

- ng: Nanogramo 

- pb- Pares de bases 

- PBS: Phosphate-buffered saline 
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- PCR: Polymerase chain reaction 

- qPCR- Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, del inglés Real-time 

polymerase chain reaction 

- PRR: Receptores de reconocimiento de patrones 

- rpm- Revoluciones por minuto 

- Rv- Cebador reverso, del inglés Reverse 

- SFB: Suero fetal bovino 

- TAE: Tris-Acetato-EDTA 

- TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa, del inglés Tumor necrosis factor alpha 

- X-gal - 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 

- xg- Unidad de fuerza centrífuga relativa a la de la gravedad de la tierra 

- µg: Microgramo 

- µL: Microlitro 

- µL/cm2- Microlitro(s) por centímetro cuadrado 

- V: Volts 
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1. Introducción 

 
El sistema inmune es un sistema de defensa cuya función principal es proteger al cuerpo 

humano de patógenos. Este sistema lo componen los tejidos, las células y las proteínas del 

cuerpo. Cuando un patógeno ingresa, se utilizan dos tipos de inmunidad para proteger al 

huésped de la infección: inmunidad innata e inmunidad adaptativa. El sistema inmunológico 

innato está programado genéticamente, detecta características invariantes de 

microorganismos patógenos. Las células inmunes innatas incluyen células dendríticas, 

macrófagos y neutrófilos. Por el contrario, el sistema inmunológico adaptativo, compuesto por 

linfocitos T y B, utiliza receptores de antígenos que no están codificados por las células 

germinales. Sin embargo, el linaje se genera recientemente en cada organismo. Por lo tanto, 

la respuesta inmune adaptativa es altamente específica (1). 

 
1.1 Sistema inmune innato 

 
El sistema inmunológico innato es la primera línea de defensa del cuerpo y proporciona un 

vínculo importante con el sistema inmunológico adaptativo. Los factores desencadenantes 

son principalmente microorganismos u otras influencias externas, pero también se deben 

considerar factores internos como daño tisular, traumatismo y la presencia de material 

genético microbiano (2,3). Para que se active esta respuesta innata, es esencial el 

reconocimiento de estos desencadenantes mediante sensores especiales comúnmente 

conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Estos receptores pueden 

reconocer patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) o señales de peligro (DAMP), 

según el tipo de estímulo. Los PRR se expresan en las membranas de varios tipos de células, 

particularmente macrófagos y células dendríticas. La detección de PAMP por PRR conduce a 

la inducción de respuestas inflamatorias y defensas innatas del huésped (1). Varios tipos de 

PRR han sido identificados y caracterizados con cierto detalle. Estos incluyen receptores de 

tipo Toll o TLR, se consideran el principal sistema de alerta del sistema inmunológico y están 

presentes en una variedad de células de los sistemas inmunológicos innato y adaptativo (4). 

 
La detección mediante estos sensores desencadena la fase efectora celular, incluida la 

activación de los linfocitos CD4+ y CD8+ y la liberación de mediadores inflamatorios. Estos 

mediadores son principalmente citoquinas y metabolitos del ácido araquidónico. Las 

citoquinas constituyen un conjunto diverso de mediadores con una amplia gama de funciones. 

Se caracterizan por ser secretadas de forma transitoria por múltiples tipos de células, actuar 

a través de receptores específicos y tener cierto grado de superposición en sus funciones, lo 

que resulta en efectos sinérgicos y antagónicos. Una sola citoquina puede afectar a múltiples 

tipos de células siempre que expresen los receptores correspondientes, este fenómeno se 

conoce como pleiotropía. Las citoquinas pueden activar células residentes como fibroblastos, 

células endoteliales, macrófagos y mastocitos y promover la quimiotaxis y el reclutamiento de 

leucocitos (4, 5). 
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1.2 Factor de necrosis tumoral-α 

 
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) es una proteína de la familia de las citoquinas 

producida por varios tipos de células, principalmente por macrófagos, células endoteliales 

activadas, y fibroblastos. Ha sido identificado como un importante regulador de las respuestas 

inflamatorias, sistema inmunitario adaptativo, la apoptosis, y la respuesta autoinmune. 

Además, desempeña un papel primordial en la patogénesis de algunas enfermedades 

inflamatorias y autoinmunes (7, 8). 

 
Esta citoquina posee varias funciones como por ejemplo promueve la apoptosis mediada por 

caspasas. También desempeña un papel central en el proceso inflamatorio ya que estimula 

la liberación de otras citoquinas importantes como IL-6, IL-8 e IL-1 beta. Esto induce la 

expresión de moléculas de adhesión en el endotelio, lo que resulta en una rápida migración 

de leucocitos desde el torrente sanguíneo al espacio extracelular. Este fenómeno contribuye 

a la activación, proliferación, diferenciación y migración de células inmunocompetentes. 

Asimismo, el TNF-α juega un papel importante en la regulación de las respuestas inflamatorias 

e inmunes, y sus acciones tienen una dualidad sorprendente. Por un lado, pueden provocar 

daño celular y, por otro, estimulan procesos de reparación y proliferación. Puede causar tanto 

la muerte celular como la resistencia a esa muerte celular, inicialmente promoviendo la 

inflamación, pero luego suprimiéndola (9). 

 
1.2.1 Generación de TNFα a nivel celular 

 
El TNF-α es una proteína de 185 aminoácidos glicosilada en las posiciones 73 y 172. Al 

principio, se sintetiza como un propéptido en su forma transmembrana y luego se procesa 

mediante la enzima denominada TACE, lo que resulta en su forma soluble conocida como 

TNF-α (9). El TNF-α transmembrana actúa como precursor del TNF-α soluble. La proteína no 

procesada tiene 233 aminoácidos y un peso molecular de 26 kDa, mientras que el TNF-α 

soluble tiene 185 aminoácidos y un peso molecular de 17 kDa. Finalmente, la forma activa del 

TNF-α es un homotrímero de 52 kDa, unido no covalentemente (aunque algunas estimaciones 

varían entre 45 y 65 kDa), y esta es la forma que se une y se cruza con los receptores (10, 

11). 

 
En el cuerpo humano existen múltiples tiposcelulares que tienen la capacidad de inducir la 

producción de TNF-α, como es el caso de los macrófagos que son reconocidos como los 

principales productores de esta citoquina. Además, otros ejemplos son las células endoteliales 

activadas, fibroblastos y condrocitos del cartílago articular. También se secreta en menor 

medida por queratinocitos y linfocitos T y B (9, 11). 

 
La generación de TNF-α puede ser activada por una variedad de mediadores. El 

lipopolisacárido (LPS) es quizás el inductor más potente y ampliamente estudiado de TNF-α. 

y se utiliza frecuentemente como estímulo en estudios de la regulación de la biosíntesis de 

TNF-α. Cuando la célula requiere la presencia del TNF-α, por ejemplo, cuando hay presencia 
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de endotoxina bacteriana, el ARNm para el TNF-α puede acumularse e incrementarse hasta 

100 veces y la biosíntesis hasta en 10.000 veces. Esto se logra gracias a su capacidad para 

estabilizar, propagar y traducir el ARNm existente en proteína. Sin embargo, tan pronto como 

la señal extracelular desaparece, la represión traduccional comienza nuevamente, reduciendo 

rápidamente la tasa de síntesis de TNF-α intracelular (12, 13). 

 
Existen otras citoquinas que son capaces de inducir la producción de TNF-α como por ejemplo 

la IL-1. Además, otros estímulos como ciertos virus (por ejemplo, la influenza A), parásitos, 

entre otros, también inducen su expresión (14). 

 
1.2.2 Regulación de la síntesis de TNF-α 

 
Se destaca la regulación postranscripcional como el principal regulador en la síntesis de esta 

citoquina. En la regulación del gen del TNF-α, el control de la traducción juega un papel crucial, 

más que la transcripción. Este proceso implica la gestión de la cantidad y estabilidad del 

ARNm antes de su conversión en proteína en los ribosomas (15). 

 
La regulación postranscripcional es un mecanismo regulador importante del sistema 

inmunológico que es común en muchas citoquinas. Este sistema se basa en secuencias ricas 

en adenosina uridina (AU) y elementos reguladores presentes en la región 3' no traducida (3' 

UTR) del ARNm. La región 3'UTR juega un papel importante en el control tanto de la 

degradación como de la traducción del ARNm en el citoplasma. En particular, está compuesto 

por repeticiones de la secuencia AUUUA y su función es promover la rápida degradación del 

ARNm en el citoplasma. Este proceso tiene como objetivo limitar la producción de TNF-α y 

garantizar que esta citoquina solo se produzca cuando el sistema inmunológico la necesite. 

Este proceso se inicia cuando se detecta una señal celular en la región AURE del ARNm. El 

mecanismo de control tiene la capacidad de determinar si el ARNm se degrada antes de llegar 

al ribosoma o si se traduce a proteína después de llegar al ribosoma. Este proceso se basa 

en proteínas específicas que reconocen y se unen a la región AURE en el extremo 3'UTR del 

ARNm (15). 

 
1.2.3 Acciones biológicas del TNF-α 

 
El estudio de esta citoquina ha cobrado gran importancia en los últimos años debido a sus 

diversos efectos biológicos. Estos efectos incluyen su actividad proinflamatoria, actuando 

como mediador clave del shock séptico. Las citoquinas TNF-α e IL-1 se consideran las 

mediadoras endógenas más importantes de la sepsis. Estas citoquinas comparten múltiples 

actividades que se superponen y son sinérgicas, tienen la capacidad de inducir un estado 

similar a un shock séptico después de la administración intravenosa (17). El shock séptico es 

característico de una respuesta sistémica a la infección que resulta en una alta mortalidad. 

Muchos de los síntomas asociados con el shock séptico pueden atribuirse a niveles elevados 

de TNF-α. Estos síntomas incluyen fiebre, hipotensión, trombosis intravascular, edema 

pulmonar, necrosis tisular y hemorragia. La inhibición de cualquiera de estas citoquinas puede 
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reducir la gravedad de la enfermedad y protegerse de las consecuencias mortales del ataque 

bacteriano (8, 16). Además, TNF alfa tiene actividad antitumoral se pueden atribuir a su 

capacidad citotóxica, ya que se ha demostrado su capacidad para inducir apoptosis (16). 

 
El TNF-α es la primera citoquina que aparece en la circulación durante la sepsis experimental, 

su presencia sistémica se detecta aproximadamente a los 45 minutos y alcanza su punto 

máximo a los 90 minutos después de la inyección de LPS, coincidiendo con el desarrollo de 

los síntomas clínicos de la sepsis. Además, el efecto letal de la endotoxina administrada por 

vía intravenosa en ratones puede ser bloqueado por el pretratamiento con anticuerpos 

policlonales anti-TNF-α. Se ha demostrado que la neutralización del TNF-α tiene un efecto 

atenuante en la síntesis de IL-1 e IL-6, lo que sugiere que el TNF-α actúa como intermediario 

en la producción de estas otras citoquinas mediadoras de la sepsis. Algunos estudios han 

mostrado la eficacia de los tratamientos con anticuerpos anti-TNF-α en ciertos modelos de 

sepsis (18). Es probable que IL-1 interactúe con TNF-α para inducir el síndrome séptico, ya 

que ambas citoquinas actúan sinérgicamente en la producción de toxicidad sistémica (16). 

 
El TNF-α es un potente desencadenante de respuestas inflamatorias, ya sea directamente o 

mediante la mediación de IL-1 y otras citoquinas proinflamatorias. Esta citoquina también 

estimula la producción de muchas otras citocinas como IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-γ y 

factores de crecimiento y transformación beta (TGF-β), entre otros. Además, el TNF-α tiene 

la capacidad de estimular la producción de diversas hormonas como cortisol, adrenalina, 

glucagón e insulina 19, 20). 

 
En respuesta a una infección, la presentación del antígeno y la activación de los linfocitos se 

llevan a cabo en el contexto del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). El TNF-α 

induce la expresión de MHC clase I, al actuar sobre las células endoteliales y los fibroblastos 

dérmicos, al menos en parte, a nivel transcripcional y es bloqueada por inhibidores de la 

síntesis de proteínas. Y esta citoquina induce la expresión de MHC clase II en los macrófagos 

y las células B del páncreas (16, 21). Asimismo, esta citoquina tiene un efecto directo sobre 

las células del sistema inmunitario, provocando diversos efectos. En las células T activadas, 

el TNF-α induce la expresión de receptores para la IL-2 y la producción de interferón γ (IFN- 

γ), lo cual aumenta la respuesta de las células T a IL-2. Además, el TNF-α es un factor de 

crecimiento para las células B humanas y, además de su función mitogénica, estimula la 

secreción de inmunoglobulina M (IgM) en presencia de la IL-2. También, el TNF-α actúa 

directamente sobre los macrófagos induciendo la síntesis de la IL-1 y, de manera indirecta, al 

estimular la unión de los macrófagos a las células endoteliales, favorece la presentación de 

antígeno y la activación de las células T y B (16, 23). 

 
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) juega un papel importante como mediador en la 

respuesta inflamatoria y la defensa contra la lesión o invasión de tejidos por microorganismos. 

Esta citoquina tiene la capacidad de actuar en una amplia variedad de tejidos, como el 

endotelio vascular, el sistema nervioso central, el hígado, los pulmones, el tejido muscular, el 

sistema 
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cardiovascular, los adipocitos, y también puede afectar al sistema endocrino y 

hematopoyético, además de tener efectos tumoricidas (15). 

 
En el endotelio vascular, el TNF-α tiene una actividad procoagulante al estimular la expresión 

de factores tisulares y suprimir cofactores importantes para la actividad anticoagulante de la 

proteína C. También activa las células endoteliales para que produzcan IL-1 y puede inducir 

la expresión de moléculas de histocompatibilidad y antígenos que facilitan la adhesión de 

leucocitos y plaquetas al endotelio, lo que puede causar coagulación difusa, necrosis de 

órganos vitales y otros efectos adversos (15). 

 
En el sistema nervioso central, aunque presente en pequeñas cantidades, el TNF-α puede 

atravesar la barrera hematoencefálica y desencadenar síntomas como fiebre y anorexia al 

actuar sobre la región hipotalámica (15). 

 
En el hígado, el TNF-α aumenta la expresión de proteínas de fase aguda, lo que resulta en un 

aumento de su presencia en el suero y una disminución en la síntesis de albúmina. También 

induce la producción de células de Kupffer y otras citoquinas como IL-1 e IL-6, lo que 

contribuye a la respuesta de fase aguda. Además, estimula la síntesis de lípidos circulantes, 

promueve la lipogénesis y aumenta los niveles de triglicéridos (15). 

 
El proceso de apoptosis también está influenciado por los efectos del TNF-α. Este fenómeno 

puede ocurrir con la producción tanto local como sistémica de TNF-α durante el crecimiento y 

desarrollo normales, pero bajo ciertas circunstancias puede conducir a respuestas celulares 

patológicas. Además, la apoptosis mediada por TNF-α juega un papel importante en la 

actividad tumoral de esta citoquina (15). 

 
1.2.4 Mecanismos efectores del TNF-α 

 
Ambas formas de TNF-α desempeñan diversas actividades biológicas al unirse a los 

receptores de TNF-α: TNFR1 y TNFR2, incluyendo la apoptosis y la proliferación celular. El 

TNF-α envía señales a través de dos receptores de membrana triméricos, TNFR1 y TNFR2. 

Estos receptores están presentes en casi todas las células humanas. TNFR1 se expresa en 

todos los tejidos humanos y desempeña un papel importante en la señalización de TNF-α, 

mientras que TNFR2 se expresa comúnmente del sistema inmunológico, células endoteliales 

y células nerviosas, lo que permite respuestas biológicas limitadas (11, 22). 

 
Funcionalmente, TNFR2 se asocia principalmente con actividades homeostáticas como la 

regeneración de tejidos, la proliferación celular y la supervivencia, pero también puede 

desencadenar respuestas inflamatorias y de defensa contra patógenos. En general, TNFR1 

es esencial para provocar respuestas de TNF-α citotóxicas y proinflamatorias, mientras que 

TNFR2 puede mediar en la activación, migración o proliferación celular (22). 
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Ambos receptores comparten algunas estructuras proteicas. TNFR1 contiene un dominio de 

muerte celular que media la apoptosis, a diferencia de TNFR1, TNFR2 carece de este dominio 

y, por lo tanto, no puede inducir directamente la apoptosis celular. TNFR1 induce la muerte 

celular programada a través de varias proteínas accesorias asociadas al dominio de la muerte, 

como TRADD, TRAF2 y FADD, que activan la vía apoptótica mediada por caspasa. Además, 

la unión de TNF-α y TNFR1 activa la señalización intracelular, que en última instancia conduce 

a la activación del factor de transcripción NF-κB. NF-κB se libera de inhibidores en el 

citoplasma mediante fosforilación mediada por quinasas y se transloca al núcleo, donde se 

asocia con la maduración de las respuestas inmunes innatas y adaptativas y la síntesis de 

proteínas involucradas en las respuestas inflamatorias y autoinmunes (11, 22). 

 
La activación de TNFR1 puede conducir a la formación de diferentes complejos de 

señalización que conducen a diferentes respuestas celulares. Durante la formación del 

complejo I, el TNFR1 activado se une a TRADD, lo que lleva a la asociación e interacción de 

múltiples componentes, incluidos RIPK1, TRAF2, AP1 y LUBAC. Esta vía de señalización 

conduce a la activación del factor de transcripción NF-κB y de la cascada de JNK/AP-l, que 

promueve la inflamación, la supervivencia y proliferación celular y la defensa inmune contra 

patógenos (12). 

 
A diferencia del complejo I, que se forma en la membrana celular, los complejos IIa, IIb y IIc 

se forman en el citoplasma. El complejo IIa consta de TRADD, RIPK1, TRAF2, AP1, 

procaspasa-8 y FADD, y el complejo IIb tiene la misma composición, pero con la adición de 

RIPK3. La formación de los complejos IIa y IIb activa la caspasa-8, lo que lleva a la apoptosis. 

Por otro lado, el complejo IIc, también conocido como necrosoma, está formado por RIPK1 y 

RIPK3, y su activación conduce a la necroptosis e inflamación (12). 

 
1.2.5 Patogenia asociada al TNF-α 

 
Desde una perspectiva fisiológica, el TNF-α desempeña un papel importante en las 

respuestas inmunitarias normales. Este factor activa el sistema inmunológico y regula su 

función. Sin embargo, la producción inadecuada o excesiva de TNF-α puede ser perjudicial y 

provocar el desarrollo de enfermedades. La artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria 

intestinal, la artritis psoriásica, la psoriasis y la uveítis no infecciosa son ejemplos de 

enfermedades causadas por una secreción anormal de TNF-α. 

 
Dada la implicación del TNF-α en el desarrollo de enfermedades autoinmunes, inhibidores del 

TNF-α se han desarrollado y utilizado con éxito en el tratamiento clínico de enfermedades 

como la enfermedad de Crohn y la artritis reumatoide. Estos agentes terapéuticos actúan 

como antagonistas al bloquear la interacción del TNF-α con los receptores TNFR1/2 y, en 

algunos casos, actúan como agonistas al estimular la señalización inversa para producir TNF- 

α, lo que provoca la apoptosis de las células inmunitarias (22). 
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Los anticuerpos monoclonales que se dirigen al TNF-α son una estrategia terapéutica 

prometedora para tratar estas enfermedades, ofreciendo nuevas posibilidades de tratamiento. 

Existe una amplia evidencia que respalda el uso de inhibidores del TNF para controlar los 

brotes agudos de artritis reumatoide, así como para su efectividad a largo plazo en esta 

enfermedad (9). 

 
Para tratar la artritis reumatoide, actualmente se están desarrollando diversos fármacos que 

contienen anticuerpos monoclonales contra el factor de necrosis tumoral alfa (anti-TNF-α) 

como principio activo. La síntesis de estos fármacos implica la inmunización de un animal con 

un antígeno específico, en este caso TNF-α humano. Para lograr este objetivo, es importante 

establecer un método que permita producir esta proteína de forma sintética manteniendo su 

estructura y similitud con las variantes humanas (24). 

 
Es importante producir un tipo de esta proteína de forma recombinante para estudiar más a 

fondo su función y su impacto en otras enfermedades. Este enfoque permite comprender 

mejor cómo tratar o aliviar los síntomas asociados. 

 
1.3 transfección estable 

 
La transfección es un mecanismo por el cual se introduce material genético extraño, como 

ácidos nucleicos, en las células para modificarlas genéticamente. Este método es una 

poderosa herramienta analítica para estudiar la función de las proteínas, así como la función 

y regulación de los genes. El ácido nucleico introducido, ya sea ADN o ARN, puede 

permanecer de forma estable o temporal dentro de la célula dependiendo de su naturaleza 

(25). En la transfección estable, el material genético introducido, que generalmente incluye un 

marcador seleccionable, se integra en el genoma del huésped y su expresión se conserva 

incluso después de que las células del huésped se replican. Sin embargo, en la transfección 

transitoria, el gen introducido sólo se expresa durante un período de tiempo limitado y no se 

integra en el genoma celular. El material genético transfectado transitoriamente puede 

perderse debido a factores ambientales o durante la división celular. La elección entre 

transfección estable y transitoria depende de los objetivos específicos del experimento. La 

transfección se utiliza principalmente para estudiar la función de genes o productos genéticos 

mejorando o inhibiendo la expresión de genes específicos dentro de las células, o para 

producir proteínas recombinantes en células de mamíferos (26). 

 
Todas las transfecciones estables comienzan como transfecciones transitorias, pero se utiliza 

un marcador seleccionable, por ejemplo, un gen de resistencia a los antibióticos, expresado 

en el plásmido para seleccionar las células que han integrado con éxito el plásmido en su 

genoma. El tratamiento a largo plazo de las células con un antibiótico selectivo da como 

resultado la proliferación de células que han incorporado de manera estable el plásmido y la 

muerte de las células que no portan genes de resistencia al antibiótico selectivo (27). 

 
Como se mencionó en el apartado anterior, las proteínas recombinantes juegan un papel muy 
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importante en la industria farmacéutica como principios activos de muchos fármacos. Debido 

a que las estructuras de las proteínas producidas son tan complejas, puede ser necesario que 

la plataforma de expresión sea una línea celular de mamífero. A nivel de producción, es 

deseable que la producción de la proteína deseada tenga una alta uniformidad y un alto 

rendimiento. Esto se logra seleccionando los mejores clones y ejecutando la producción a 

partir de ellos. La selección clonal sólo puede realizarse a partir de líneas celulares 

transfectadas de forma estable (28). 

 
1.4 Línea celular HEK-293 

 
La línea celular HEK-293 es derivada del riñón de un embrión humano y tiene una morfología 

característica con células piramidales y filopodios en la membrana periférica. Esta cepa se ha 

utilizado ampliamente como herramienta de expresión de proteínas recombinantes durante 

más de 25 años desde su inicio para una multitud de aplicaciones de investigación (29). 

 
Además de usarse para la expresión transitoria de proteínas recombinantes, las células HEK- 

293 también son conocidas por su capacidad de transformación estable. Junto con la línea 

CHO-K1 son las dos líneas celulares más comúnmente empleadas para transformaciones 

estables. La línea HEK-293 posee una maquinaria bioquímica que le permite llevar a cabo 

eficientemente el plegamiento y procesamiento postraduccional necesario para generar 

proteínas maduras y funcionales a partir de ADN exógeno, tanto de mamíferos como de otras 

especies. Además, posee propiedades deseables como la rápida replicación y mantenimiento, 

la sensibilidad a una variedad de métodos de transfección, la alta eficiencia de la producción 

de proteínas, lo que la han convertido en una opción popular para ensayos que involucran 

proteínas expresadas de forma recombinante en células de mamíferos (30, 31). 

 
Para la producción eficiente de proteínas recombinantes, es esencial emplear una línea 

celular capaz de realizar las modificaciones postraduccionales y el ensamblaje de la estructura 

molecular similar a la proteína humana. Además, el plásmido utilizado debe cumplir criterios 

específicos como la presencia de un promotor eucariótico, usualmente de origen viral, un sitio 

de clonación para insertar el gen de interés, una secuencia de poliadenilación para asegurar 

la estabilidad del ARN mensajero, un origen bacteriano de replicación para la amplificación 

del plásmido en la bacteria hospedadora, y un marcador de selección que permita identificar 

y mantener sólo aquellas células que hayan incorporado el plásmido recombinante. Estos 

elementos son fundamentales para garantizar el éxito en la generación de una línea celular 

recombinante con la expresión deseada del gen de interés (32, 33). 

 
1.5 Antecedentes 

 
A través de una exhaustiva búsqueda bibliográfica, hemos identificado precedentes de 

producción de TNF-α en células HEK-293 (34). Sin embargo, con el propósito de poner este 

conocimiento a disposición del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT en 

Uruguay y para su aplicación en la investigación a nivel nacional, se procedió a realizar una 

nueva línea celular recombinante productora de TNF-α humano. 
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2. Objetivos 

 
Objetivo General: Obtener una nueva línea celular recombinante capaz de producir TNF-α 

humano y caracterizarla. 

 
Objetivos específicos: 

 
● Obtener una construcción para la expresión de TNF-α humano en eucariotas. 

● Obtener células HEK-293 transfectadas de forma estable con el plásmido obtenido en 

el punto anterior. 

● Obtener líneas monoclonales transfectantes. 

● Caracterizar las líneas recombinantes obtenidas. 
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3. Metodología 

 
3.1 Materiales 

 
3.1.1 Material biológico 

 
La cepa de Escherichia coli DH5α (referida en adelante como E. coli DH5α) fue obtenida de 

New England Biolabs (Massachusetts, EE.UU). El plásmido pcDNA3.1 fue cedido por el 

laboratorio de biotecnología de la Universidad ORT. La línea celular HEK-293 fue adquirida 

de American Type Culture Collection (ATCC, Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos, CRL- 

1573). La línea celular HeLa fue adquirida también de American Type Culture Collection 

(ATCC, Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos, CCL-2). El plásmido pcDNA3.1(+)+TNF+α 

fue obtenido de GenScript (NM_000594.4). 

 
3.1.2 Reactivos generales 

 
La peptona fue obtenida de PanReac AppliChem (Barcelona, España). El extracto de levadura 

y agar fueron obtenidos de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido). Las enzimas de restricción 

XhoI, NheI, NmeAIII, SpeI, PstI, la fosfatasa Fast AP, la T4 ligasa, el GeneRuler Ladder Mix 

(#SM0331) fueron obtenidos de Thermo Scientific™ (Massachusetts, EEUU). La Taq 

polimerasa, la polimerasa Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, la enzima Ncol, Notl, BbsI 

y los dNTPs fueron obtenidos de New England Biolabs (Massachusetts, EEUU). El plásmido 

pGEM-T Easy fue adquirido de Promega (Wisconsin, EEUU). 

 
Los reactivos de cultivo celular Tripsina-EDTA se obtuvieron de Thermo Scientific™ 

(Massachusetts, EEUU). El trabajo con la línea celular estable HEK-293 utilizó DMEM alta 

glucosa (4,5 g L-1) con glutamina estable (DMEM-HPSTA) y suero fetal bovino avanzado de 

Capricorn Scientific GmbH (Ebsdorfergrund, Alemania). 

 
3.1.3 Soluciones 

Azul de tripán: 0,4 g de azul de tripán en 100 mL de PBS 1X. 

Ampicilina 100 mg/ml: 1 g de Ampicilina en 10 mL de agua ultrapura. 

G418 100 mg/ml: 1 g de Ampicilina en 10 mL de agua ultrapura. 

Mix de dNTPs 10 mM: 2,5 mM dATP; 2,5 mM dTTP; 2,5 mM dGTP; 2,5 mM dCTP. 

X-gal 20 mg/mL: 0,1 g de X-gal en 5 mL de dimetilsulfóxido, filtrado utilizando un filtro de 0,22 

µm. 

IPTG 1 M: 2,38 g de IPTG en 10 mL de agua ultrapura, filtrado utilizando un filtro de 0,22 µm. 

Solución de bloqueo: PBS 1X 99 mL, 5% leche descremada, 0,1% TWEEN. 

Colorante Ponceau: 5% ácido acético, 0,1% ponceau. 
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3.1.4 Buffers 

Tris Acetato EDTA (TAE) 50X: Tris Base-HCl 2M, Ácido acético glacial 1 M y EDTA 50 mM 

pH 8.0 

Buffer de carga ADN 6X: Azul de bromofenol 0,25% (w/v), Xylene Cyanol 0,25% (w/v) y 

glicerol 30% v/v 

Buffer de carga reductor SDS-PAGE 6X: Tris base – HCl 300 mM pH 6,8; SDS 12%; glicerol 

30%; azul de bromofenol 0,6%; 2-mercaptoetanol 600 mM. 

Buffer Fosfato de Sodio (PBS) 10X: Fosfato monopotásico 18 mM; Fosfato disódico 100 

mM; Cloruro de sodio 1,37 M; Cloruro de potasio 27 mM; pH 7,4. 

Buffer de lisis para ADN: 10m Tris pH 8; 100 mM NaCl; 10mM EDTA pH 8; 0,5% SDS; 

Proteinasa K 500 µg/ml. 

Buffer de transferencia: Tris base 25 mM pH 8,8, Glicina 190 mM, Metanol 20%. 

Buffer de lisis para proteínas: NaCl 150 mM, Triton X-100 1 %, Desoxicolato de sodio 0,5 

%, SDS 0,1 %, Tris-HCl pH 8,0, 50 mM. 

 
3.1.5 Medios de cultivo 

Medio LB: 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de levadura y 5 g/L NaCl 

Medio LB agar (LAB): 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de levadura, 5 g/L NaCl y 15 g/L de 

agar. 

 
Para preparar los medios de cultivo se pesan los componentes en balanzas de precisión, se 

disuelven en el volumen correspondiente de agua destilada y se esterilizan en el autoclave 

durante 20 minutos a 121°C. 

 
3.2 Procedimientos generales 

 
3.2.1 Cultivo celular 

 
3.2.1.1 Línea celular 

 
Para los ensayos realizados en este trabajo se utilizó la línea celular HEK-293 aisladas del 

riñón de un embrión humano y fue adquirida de American Type Culture Collection (ATCC, 

Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos, CRL-1573). También se utilizó la línea celular HeLa 

aisladas de un carcinoma del cuello uterino humano y fue adquirida de American Type Culture 

Collection (ATCC, Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos, CCL-2). 

 
Tanto las células HEK-293 como las células HeLa crecen en adherencia, estas células fueron 

cultivadas en medio de cultivo DMEM High Glucose (4,5 g/L) (Capricorn Scientific) 

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB). Se incubaron en estufa a 37°C con 

atmósfera controlada de 5% de Dióxido de Carbono (𝐶𝑂2) y humedad saturada (Thermo 

Scientific™ Forma® Series II Water Jacketes 𝐶𝑂2 Incubator). 
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3.2.1.2 Descongelado de células 

 
Las células fueron criopreservadas en tanque de nitrógeno líquido (Taylor Wharton CRYO 

REFRIGERATOR HC20, Fisher Scientifc). Para el descongelado de las mismas, se retiró el 

criovial de interés del tanque de nitrógeno, se colocó en hielo y luego se colocó el criovial 

dentro de un baño de agua previamente termostatizada a 37°C hasta que el contenido del 

criovial se encontrara en estado líquido. Se mezcló con 9 mL de medio de cultivo 

termostatizado anteriormente y se centrifugó a 200 xg por 5 minutos. Posteriormente, se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 mL de medio completo. Se realizó el 

recuento celular en cámara de Neubauer (Marienfeld 0,100mm 35 mm/0,0025 mm2) utilizando 

el colorante azul de tripán para verificar así cantidad y viabilidad celular. Luego se transfirieron 

una determinada cantidad de células a una botella y se incubaron en la estufa a 37º C en una 

atmósfera con 5% de 𝐶𝑂2. 

 
3.2.1.3 Subcultivo de células adherentes 

 
Una vez que las botellas llegaron a una confluencia aproximada de 80% se realizaron pasajes 

de estas para asegurar que las células se mantuvieran constantemente en fase exponencial 

y con un suministro adecuado de nutrientes. Se descartó el medio de cultivo, se realizó un 

lavado con PBS 1X estéril y se agregaron 20 μl/cm2 de tripsina-EDTA (Sigma, #T3924). Luego 

se incubó el cultivo a 37°C en la estufa durante 5 a 10 minutos hasta que las células se 

observaron despegadas correctamente en el microscopio óptico. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se adiciono el medio de cultivo completo (el doble del volumen de tripsina) para 

neutralizar la tripsina. Se tomó una alícuota para realizar el recuento de las células en una 

cámara de Neubauer. Según el recuento, se procedió a realizar un repique o siembra de las 

células. A partir del recuento se realizó repique o siembra según correspondiese incubando el 

cultivo a 37°C en estufa con una atmósfera de 5% 𝐶𝑂2. 

 
3.2.1.4 Criopreservación de células 

 
Para poder realizar la criopreservación de las células, se partió de un subcultivo celular con 

una confluencia del 80-90% aproximadamente. Como primer paso, se retiró el medio de 

cultivo, se lavó con PBS 1X y se agregó 20 μl/cm2 de tripsina-EDTA. Luego se incubaron las 

células cultivadas en la estufa 37°C durante 5 a 10 minutos hasta que se observó en el 

microscopio que las células estuvieran desprendidas del sustrato. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se adicionó medio de cultivo completo -(el doble del volumen de tripsina) para 

inactivar la tripsina. Se tomó una alícuota para realizar el recuento de las células totales 

utilizando la cámara de Neubauer. Mientras tanto, se centrifugaron a 260 xg durante 5 minutos 

el resto de las células, se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en medio de 

criopreservación (90% SFB + 10% DMSO) en un volumen suficiente para poder obtener entre 

2 x 106 a 3 x 106 células/mL aproximadamente. Se alicuotó 1mL de medio en los crioviales y 

luego se colocó en el Mr. Frosty Freezing Container (Thermo Scientific™, #5100-0001) a - 
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80°C durante 24 horas. Los crioviales se colocaron en el tanque de nitrógeno líquido para su 

conservación. 

 
3.2.2 Electroforesis de ADN/ARN 

 
Para poder analizar las muestras, se prepararon geles de agarosa en buffer TAE 0,5X con el 

porcentaje de agarosa adecuado para obtener una óptima separación y visualización según 

el tamaño que presenta el ADN. Los geles fueron suplementados con el agente intercalante 

GoodView™ (SBS Genetech Co. Ltd., #HGV-2) en una concentración de 3% (v/v) para su 

posterior visualización. Las muestras de ADN fueron sembradas en el gel con buffer de carga. 

Se utilizó el marcador de peso molecular GeneRuler DNA LadderMix ™ (Thermo Scientific™, 

#SM0331). Las muestras se corrieron en la cuba electroforética MicroPulser (Bio-Rad, 

#652100) utilizando buffer TAE 0,5X como buffer de corrida. La duración y el voltaje de la 

corrida electroforética se determinó de acuerdo con el tamaño de las muestras. La 

visualización del gel se realizó utilizando el transiluminador E-Gel Imager™ System with UV 

light Base (Invitrogen) y se obtuvieron las imágenes a través del software GelCapture™. 

 
3.2.3 Evaluación de contaminación con micoplasma 

 
Se realizó este ensayo para descartar contaminación por micoplasma en la línea celular HEK- 

293 que se utilizó para realizar la transformación. 

 
Se cutivaron células HEK-293 en medio DMEM y 10 % FSB sin antibiótico y se tomó medio 

que haya estado al menos 72 en contacto con las células. Posteriormente, se centrifugó a 

19000 xg durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1ml 

de PBS 1X. Nuevamente se centrifugó a 19000 xg durante 5 minutos, se descartó el 

sobrenadante y se realizó un segundo lavado con 200 µL de PBS 1X. A continuación, se 

centrifugó con las mismas condiciones y se eliminó el sobrenadante. El pellet se suspendió 

en 100 µL de PBS 1X empleando vortex y se incubó por 15 minutos a 95°C. Finalizada la 

incubación, se centrifugó brevemente y se homogeneizó la muestra utilizando vortex para 

resuspender. Se conservó a -20°C hasta su uso. 

 
Para la detección de micoplasma, se realizó una amplificación mediante PCR donde se utilizó 

el protocolo descrito en el trabajo de Uphoff et al. (2012) (35) con algunas modificaciones. Se 

utilizó un mix de primers 5’ y 3’ con el fin de abarcar la mayor parte de la diversidad de 

micoplasma que podrían encontrarse en la muestra. Los primers que se utilizaron fueron 

obtenidos del stock de primers del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT 

Uruguay adquiridos en Macrogen Inc, las secuencias de estos se detallan en la tabla 1 y su 

diseño fue basado en Uphoff et al. (2012) (35). 

 
Tabla 1: Secuencia de primers forward y reverse para la detección de micoplasma: 

 

Primer Secuencia 
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5’ Primers (Myco-5’) 

5’ CGC CTG AGT AGT ACG TWC GC 3’ 

5’ TGC CTG RGT AGT ACA TTC GC 3’ 

5’ CGC CTG AGT AGT ATG CTC GC 3’ 

5’ CGC CTG GGT AGT ACA TTC GC 3’ 

 
3’ Primers (Myco-3’) 

5’ GCG GTG TGT ACA ARA CCC GA 3’ 

5’ GCG GTG TGT ACA AAC CCC GA 3’ 

 
Se realizó la amplificación de la muestra a analizar, una reacción solo con la muestra y otra 

reacción paralela que también contenga la muestra con el control interno. En el caso del 

control interno se utilizó un plásmido otorgado por la Universidad ORT con un inserto que 

produce un producto de PCR de 986 pb que el de micoplasma. Además, se emplearon 

controles, como control positivo se utilizó una muestra cedida por el Laboratorio de 

Biotecnología de la Universidad ORT y como control blanco se utilizó agua ultrapura. En la 

Tabla 2 se detallan los reactivos utilizados para la amplificación: 

 
Tabla 2: Mix de reacción de PCR en volumen final de 25 μL, para detección de micoplasma. 

 

Para 25 μL de reacción Volumen 

Taq II DNA polymerase * 0,2 μL 

Buffer de reacción Taq 10X ** 2,5 μL 

MgCl2 50mM *** 1 μL 

Myco-’ (5mM c/u) 0,5 μL 

Myco-3’ (5mM c/u) 0,5 μL 

dNTP’s mix (5μM c/u) 1 μL 

Molde 1 μL 

Control interno 1 μL (cuando aplique) 

Agua libre de nucleasas c.s.p 25 μL 

* NZY Taq II DNA polymerase (Nzytech, #ZN101) 
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** 10X Standard Taq Reaction Buffer Pack (BioLabs®, #B9014S) 

*** MgCl2 Solution, (Nzytech, #ZN051) 

 

El control interno fue diluido 1/1000 para realizar la PCR. Luego de preparar todas las 

reacciones con sus componentes, se colocaron los tubos en el termociclador SimpliAmp™ 

Thermal Cycler (Thermo Scientific™, #A24811) y se utilizó el siguiente protocolo de ciclado: 

 
Tabla 3: Condiciones de reacción de PCR para la detección de micoplasma 

 

 
Ciclos Temperatura Tiempo 

Inicial 1 95°C 3 min 

Desnaturalización 
 

 
40 

95°C 30 s 

Annealing 58°C 30 s 

Extensión 72°C 90 s 

Extensión final 1 72°C 10 min 

 

Luego de finalizada la amplificación se realizó una electroforesis con los productos finales de 

la reacción en un gel de agarosa 1,3 % como se describe en el punto 3.2.2. 

 
3.2.4 Cuantificación de ADN 

 
La determinación de la concentración de ADN presente en las muestras se realizó mediante 

absorbancia a 260 nm. El grado de pureza se estimó mediante el cociente abs260/abs280. 

Ambos procedimientos se llevaron a cabo en el lector de microplaca Infinite® M200 PRO 

NanoQuant (Tecan), la placa NanoQuant Plate (Tecan) y el software i-control (Tecan). 

 
3.2.5 Producción de E. coli DH5α electrocompetentes 

 
En todas las etapas de este protocolo se trabajó bajo condiciones de esterilidad. A partir del 

stock de E. coli DH5α del Laboratorio de Biotecnología de Universidad ORT preservadas a - 

80 °C se realizó un repique de la cepa de interés en una placa con medio LBA y posterior se 

incubó durante 16-24 horas a 37°C. A continuación, se realizaron seis pre-cultivos en tubo 

cónico de 15 mL conteniendo 5 mL de LB inoculado con una colonia aislada obtenida del 

repique. Dicho cultivo creció overnight a 37°C y 220 rpm. 

 
Posteriormente, se inoculó con 7 mL de precultivo crecido, tres matraces de 1 L conteniendo 

300 mL de medio LB cada uno y se incubó a 37°C y 220 rpm. Luego de la primera hora se 

midió OD600 del cultivo utilizando el espectrofotómetro UV-1800 (Shimadzu), y luego cada 30 

minutos hasta alcanzar una absorbancia de 0,4-0,6. 
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Luego, se fraccionó el volumen en botellas de centrífuga de 250 mL previamente lavadas, 

enjuagadas con agua ultrapura, esterilizadas por luz UV y colocadas en hielo. A partir de este 

paso se trabajó estrictamente en hielo. Las bacterias se centrifugaron 1000 xg por 25 minutos 

a 4 °C en la centrífuga Sorvall ST 16 (Thermo Scientific™), se descartaron los sobrenadantes 

y se resuspendió cada pellet en 250 mL de glicerol 10% estéril a 4 °C. Posteriormente se 

centrifugó a 1000 xg por 25 minutos a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

cada pellet en 10 mL de glicerol 10% estéril a 4 °C. Se juntó el volumen de dos Falcon® 

(volumen final: 50 mL) y se centrifugó a 1000 xg por 15 minutos a 4 °C. Tras descartar los 

sobrenadantes se resuspendió cada pellet en 10 mL de glicerol 10 % y se juntó la totalidad 

del volumen en un tubo de centrífuga de 50 mL. Luego se centrifugaron las células a 1000 xg 

durante 10 minutos a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1mL de 

glicerol 10 % estéril a 4 °C. 

 
Finalmente, se dispusieron muestras de 55 µL células electrocompetentes en tubos de 

microcentrífuga de 0,5 mL. Estos tubos fueron rápidamente congelados utilizando nitrógeno 

líquido y luego almacenados a una temperatura de -80 °C hasta su empleo posterior. 

 
Para evaluar la eficacia de las células electrocompetentes, se sometieron a electroporación 

células extraídas de dicho lote, utilizando 10 pg de plásmido pUC19 cerrado (New England 

Biolabs, #N3041). Posteriormente, se realizaron diluciones de las bacterias electroporadas y 

se sembraron en placas de LB con ampicilina. Se seleccionó una placa que contenía entre 25 

y 250 colonias y se calculó la eficacia utilizando la siguiente fórmula. 

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 = 𝑢𝑓𝑐 × 
𝑣 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑎 

×   
10−6𝑔 𝐴𝐷𝑁 

𝑣 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 
𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎 

2,5𝑥10−12 𝑔 𝑝𝑈𝐶19 

 
3.2.6 Digestión enzimática 

 
Para llevar a cabo las reacciones de digestión enzimática, se optó por emplear la combinación 

de reactivos recomendada por el fabricante de la enzima respectiva. 

 
En situaciones donde se requería la acción de más de una enzima simultáneamente, se 

recurrió al uso del software Double Digest (Thermo Scientific™), con el fin de determinar la 

composición óptima de la mezcla reactiva. Los detalles específicos de cada digestión, 

incluyendo la composición de la mezcla reactiva y las condiciones de incubación, fueron 

detallados en cada sección. 

 
3.3 Obtención del ADN codificante de TNF-α a partir del ADNc 

 
Para la obtención de la secuencia codificante de TNF-α se utilizó ADNc preparado por Valle 

(37). Este ADNc fue obtenido a partir de ARNm de células HeLa tratadas con una 

concentración final de 100 ng/mL de LPS que de acuerdo con una búsqueda bibliográfica 

expresan esta proteína (38). 
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Se amplificó la secuencia codificante de TNF-α, realizando el mix de PCR según el protocolo 

del fabricante de la enzima Taq DNA polimerasa utilizada (Thermo Scientific™, #EP0402). 

 
Tabla 4: Mix de reacción de PCR en volumen final de 25 μL, para la amplificación de la secuencia 

codificante de TNF-α 
 

Para 50 μL de reacción Volumen 

ADN molde (dilución 1/20 del ADNc) 2 μL 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 

(NEB) 

 
0,2 μL 

Phusion HF Buffer 5X 10 μL 

Cebador sentido 2 μL 

Cebador antisentido 2 μL 

dNTP’s Mix 10mM 1 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 50 μL 

 
Tabla 5: Condiciones de reacción de PCR para la amplificación de la secuencia codificante de TNF-α 

 

 
Ciclos Temperatura Tiempo 

Inicial 1 95°C 1 min 

Desnaturalización 
 

 
5 

95°C 30 s 

Annealing 60°C 30 s 

Extensión 68°C 1 min 

Desnaturalización 
 

 
35 

95°C 30 s 

Annealing 64°C 30 s 

Extensión 68°C 1 min 

Extensión final 1 68°C 10 min 
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 0,8%. El resultado del gel se visualizó 

en un transiluminador como describe el punto 3.2.2. Se recortó la banda de interés y se purificó 

mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean up system (Promega, #A9281). 

 
Se procedió de la siguiente manera: Inicialmente, al tubo que contiene el fragmento del gel se 

añadieron 10 μL de Membrane Binding Solution por cada 10 mg de gel a disolver, seguido de 

una incubación a 60°C hasta la completa disolución del gel. Posteriormente, se transfirió todo 

el contenido a una columna SV Minicolumn y se incubó a temperatura ambiente durante 1 

minuto. Luego, se sometió a una centrifugación a 16000 xg durante 1 minuto y se eliminó el 

eluido. A continuación, se aplicaron 700 μL de Membrane Wash Solution, se centrifugó 

nuevamente a 16000 xg durante 1 minuto y se eliminó el eluido. Se repitió este proceso con 

400 μL de Membrane Wash Solution, pero esta vez se centrifugó durante 5 minutos. Para 

eliminar cualquier residuo líquido de los lavados, se colocó la columna en un nuevo tubo de 

elución y se centrifugó a 16000 xg durante 1 minuto. Finalmente, se situó la columna en un 

tubo eppendorf de 1,5 mL, se agregaron 30 μL de agua libre de nucleasas sobre la matriz y 

se incubó a temperatura ambiente durante 1 minuto. Posteriormente, se centrifugó a 16000 

xg durante 1 minuto para eluir el ADN. 

 
El ADN se cuantificó siguiendo el procedimiento descrito en el paso 3.2.4 y se almacenó a - 

20°C. 

 
3.4 Digestión del ADN codificante de TNF-α con NheI y XhoI 

 
Para la digestión de la secuencia codificante de TNF-α se utilizaron las enzimas de restricción 

NheI (Thermo Scientific™, #ER0971) y XhoI (Thermo Scientific™, #ER0692), se digirió 1 μg 

del ADN en un volumen final de 40 μL. 

 
Tabla 6: Mix de reacción para la digestión en volumen final de 40 μL 

 

Para 40 μL de reacción Volumen 

ADN 1 μg 

Enzima NheI 0,5 μL 

Enzima XhoI 1,5 μL 

Buffer Tango 10X 4 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 40 μL 

 

Dicha mezcla se incubó a 37°C durante 1 hora. Se almacenó a -20°C hasta su uso. 
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3.5 Purificación del CDS de TNF-α digerido 

 
El ADN digerido en el paso anterior se purificó utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean 

up system (Promega, #A9281) siguiendo el protocolo detallado en el paso 3.4. 

 
3.6 Obtención del plásmido pcDNA3.1 

 
Se cuantificó la concentración de ADN y el cociente 260/280 mediante espectrofotometría a 

partir de una miniprep cedida del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT Uruguay 

que contenía el plásmido pcDNA3.1 digerido con enzimas Nhel y Xhol y purificado. El plásmido 

se almacenó a -20°C hasta su uso. 

 
3.7 Obtención pcDNA3.1+TNF-α 

 
3.7.1 Ligación del plásmido pcDNA3.1 y el CDS de TNF-α 

 
Se realizó una ligación utilizando una relación 3:1 vector:plásmido empleando T4 DNA Ligase 

(Thermo Scientific™ #EL0011) en un volumen final de 10 μL. Se agregaron 50 ng de 

plásmido y se calculó la cantidad de inserto necesaria usando la siguiente fórmula: 

 

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑘𝑏) 3 
𝑥  = 

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 (𝑘𝑏) 1 

𝑛𝑔 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 
 

 

𝑛𝑔 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 

 
Además, se realizó un control de religación en donde no se agregó inserto a la mezcla de 

reacción. 

 
Tabla 7: Mix de reacción para la ligación en volumen final de 10 μL: 

 

Para 10 μL de reacción Volumen 

pcDNA3.1 digerido 50 ng 

Inserto digerido 21 ng 

T4 Ligasa (Thermo 

Scientific™) 

 
0,5 μL 

Buffer ligasa 5X 2 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 10 μL 

 

Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora y luego durante toda la 

noche a 4°C. Posteriormente se almacenaron a -20°C 
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3.7.2 Transformación del plásmido pcDNA3.1+TNF-α en células competentes 

 
A continuación, se realizó la transformación mediante electroporación de bacterias E. coli 

DH5α electrocompetentes. Se mezclaron 50 μL de células DH5α con 5 μL de la ligación en 

hielo y entre mecheros Bunsen. Además, se realizó un control de religación para el cual se 

mezclaron 50 μL de competentes con 1,8 μL de control y como control positivo se mezcló 50 

μL de células DH5α con 5 μL de plásmido pUC19. También se procedió a electroporar células 

DH5α sin ADN como control negativo. Cada mezcla se transfirió a una celda de 

electroporación de ancho 0,1 cm (Bio-Rad, #1652083) previamente lavada, enjuagada varias 

veces con agua ultrapura, esterilizada por luz UV y fría. 

 
Las celdas se colocaron en el electroporador MicroPulser (Bio-Rad, #652100) y se efectuó el 

pulso eléctrico de 1,8 kV del programa EC1 del electroporador. Inmediatamente se agregó 1 

mL de medio SOC, se colectaron las células electroporadas y se recuperaron a 37 °C durante 

1 hora con agitación a 210 rpm. Las bacterias transformadas se sembraron en placas de LAB 

suplementado con ampicilina 100 μg/mL concentración final. El control negativo de 

transformación se sembró en placa de medio LAB sin antibiótico y medio LAB suplementado 

con antibiótico. 

 
3.7.3 Colony PCR de colonias positivas 

 
Se analizaron visualmente las placas y se estriaron 16 colonias en placas de medio LAB 

suplementado con 100 μg/mL de ampicilina. 

 
Con la misma ansa que se realizó el estriado se inoculó el tubo de PCR. Se ejecutó una colony 

PCR para evaluar la presencia de la secuencia codificante de TNF-α en colonias 

transformantes obtenidas a partir de la transformación con el producto de ligación. Se 

realizaron 16 reacciones de PCR con un volumen final de 25 μL y cada tubo fue inoculado con 

la colonia correspondiente para ser analizada. Además, se realizó un control negativo con 1 

μL de agua y un control positivo el cual se utilizó el amplicón obtenido en el paso 3.4. 

 
Tabla 8: Mix de reacción de PCR en volumen final de 25 μL, para la amplificación de la secuencia 

codificante de TNF-α: 
 

Para 25 μL de reacción Volumen 

Taq DNA Polymerase (NEB) 0,125 μL 

Standard Taq Buffer 10X 2,5 μL 

Cebador sentido 0,5 μL 

Cebador antisentido 0,5 μL 
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dNTP’s Mix 10mM 0,5 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 25 μL 

 
Tabla 9: Condiciones de reacción de PCR para la amplificación de la secuencia codificante de TNF-α: 

 

 
Ciclos Temperatura Tiempo 

Inicial 1 95°C 1 min 

Desnaturalización 
 

 
5 

95°C 30 s 

Annealing 55°C 30 s 

Extensión 68°C 1 min 

Desnaturalización 
 

 
35 

95°C 30 s 

Annealing 59°C 30 s 

Extensión 68°C 1 min 

Extensión final 1 68°C 10 min 

 

Todos los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1%. A partir de las estrías 

correspondientes a clones positivos para la amplificación se realizaron cultivos líquidos en 5 

mL de medio LB suplementado con 100 μg/mL de ampicilina y se incubaron durante 16 h a 

37°C en agitación. 

 
3.7.4 Miniprep a partir de las colonias positivas y congelado de stock bacteriano 

 
Se tomó un 1 mL a partir de los cultivos líquidos obtenidos, se colocó en un criovial y se 

agregaron 100 μL de glicerol. Estos crioviales fueron almacenados a -80°C. 

 
Luego se realizó una Miniprep a partir del cultivo líquido restante utilizando el kit comercial ZR 

Plasmid Miniprep (Zymoresearch) siguiendo el protocolo. Se procedió de la siguiente manera: 

se realizó una centrifugación de las bacterias, seguida de la resuspensión del pellet bacteriano 

en 200 μL de Buffer P1. Posteriormente, se añadieron 200 μL de Buffer P2, se mezcló 

mediante inversión del tubo y se incubó durante 1 a 2 minutos a temperatura ambiente. 

Después de la incubación, se incorporaron 400 μL de Buffer P3, se mezcló y se incubó 

nuevamente durante 1 a 2 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se sometieron a 

una centrifugación a 12000 xg durante 2 minutos y se transfirió el sobrenadante a una columna 
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Zymo-Spin IIN. La columna se centrifugó a 12000 xg durante 30 segundos, se desechó el 

eluido y se adicionaron 200 μL de Endo-Wash Buffer. Se realizó otra centrifugación, se 

desechó el eluido y se añadieron 400 μL de Plasmid Wash Buffer. Finalmente, se colocó la 

columna en un tubo eppendorf de 1,5 mL, se aplicaron 30 μL de agua libre de nucleasas sobre 

la matriz, se incubó a temperatura ambiente durante 1 minuto y se centrifugó a 12000 xg 

durante 30 segundos. 

 
3.7.5 Ensayo de restricción del plásmido pcDNA3.1+TNF-α 

 
Se procedió a realizar tres ensayos de restricción de la construcción pcDNA3.1 + TNF-α con 

las enzimas Ncol (New England Biolabs #R0193S), NmeAIII (New England Biolabs #R0711S) 

y SpeI (Thermo Scientific™ #ER1252) a partir de la miniprep realizada en el paso anterior 

3.7.4. 

 
El mix de reacción para la digestión con la enzima NcoI se detalla en la siguiente tabla 10. 

Dicha mezcla fue incubada durante 1 hora a 37°C. 

 
Tabla 10: Mix de reacción para la digestión con NcoI en volumen final de 50 μL: 

 

Para 50 μL de reacción Volumen 

Plásmido pcDNA3.1 + TNF-α 1 μg 

Enzima Ncol 1 μL 

NEB Buffer 10X 5 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 50 μL 

 

El mix de reacción para la digestión con la enzima NmeAIII se detalla en la siguiente tabla 11. 

Dicha mezcla fue incubada durante 1 hora a 37°C. 

 
Tabla 11: Mix de reacción para la digestión con NmeAIII en volumen final de 25 μL: 

 

Para 25 μL de reacción Volumen 

Plásmido pcDNA3.1 + TNF-α 0,5 μg 

Enzima NmeAIII 0,5 μL 

rcutsmart Buffer 10X 2,5 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 25 μL 
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El mix de reacción para la digestión con la enzima SpeI se detalla en la siguiente tabla 12. 

Dicha mezcla fue incubada durante 1 hora a 37°C. 

 
Tabla 12: Mix de reacción para la digestión con SpeI en volumen final de 20 μL: 

 

Para 20 μL de reacción Volumen 

Plásmido pcDNA3.1 + TNF-α 1 μg 

Enzima SpeI 2 μL 

Buffer tango 10X 2 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 20 μL 

 

Luego del tiempo de incubación, los tres ensayos de restricción se corrieron en gel de agarosa 

1 %. El resultado del gel se visualizó en un transiluminador como describe el punto 3.2.2. 

 
3.8 Obtención pGEM®-T+TNF-α 

 
3.8.1 Ligación del plásmido pGEM®-T y el CDS de TNF-α 

 
Se realizó una ligación utilizando una relación 3:1 vector:plásmido utilizando T4 DNA Ligase 

(Promega #M180A) en un volumen final de 10 μL. Se agregaron 50 ng de plásmido y se 

calculó la cantidad de inserto necesaria usando la siguiente fórmula: 

 

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑘𝑏) 3 
𝑥  = 

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 (𝑘𝑏) 1 

𝑛𝑔 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 
 

 

𝑛𝑔 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 

 
Además, se realizó un control de positivo en donde no se agregó inserto a la mezcla de 

reacción, se le colocó un inserto de ADN control que venía con el kit pGEM®-T Easy Vector 

System I (Promega #A1360). 

 
Tabla 13: Mix de reacción para la ligación en volumen final de 10 μL: 

 

Para 10 μL de reacción Reacción estándar Control positivo 

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5 μL 5 μL 

pGEM®-T or pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1 μL 1 μL 

PCR product 3 μL - 
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Control Insert DNA - 2 μL 

T4 DNA Ligase (3 weiss units/μl) 1 μL 1 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 10 μL c.s.p 10 μL 

 
Luego de realizar las mezclas, se incubaron las reacciones durante la noche a 4°C. 

Posteriormente se almacenó a -20°C 

 
3.8.2 Transformación del plásmido pGEM®-T +TNF-α en células competentes 

 
Para clonar el vector en E. coli DH5α, se llevó a cabo la transformación mediante 

electroporación de las células competentes DH5α con la ligación, siguiendo el procedimiento 

previamente establecido en el punto 3.7.2. Además, se realizó la transformación de un control 

positivo y un control sin plásmido. Tras la recuperación, las bacterias fueron sembradas en 

placas con medio LB complementado con ampicilina 100 μg/mL concentración final, X-gal a 

una concentración de 80µg/ml, e IPTG a una concentración de 0,5mM. Las placas se 

incubaron a 37 °C y se procedió a la selección de las bacterias transformantes mediante el 

método de screening blanco-azul. 

 
3.8.3 Colony PCR de colonias positivas 

 
Se analizaron visualmente las placas y se restrió la única colonia blanca en placa de medio 

LAB suplementado con 100 μg/mL de ampicilina, 0,5 mM IPTG y 80µg/mL X-Gal. 

 
Con la misma ansa que se realizó el estriado se inoculó el tubo de PCR que contiene los 

reactivos para la amplificación de la secuencia codificante de TNF-α, de la misma forma que 

en el paso 3.7.3. Se realizó una reacción con un volumen final de 25 μL, el tubo fue inoculado 

con la colonia correspondiente para ser analizada y además se realizó un control negativo con 

1 μL de agua y un control positivo el cual se utilizó el amplicón obtenido en el paso 3.5. 

 
Todas las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1%. A partir de la estría 

correspondiente al clon positivo para la amplificación se realizaron cultivos líquidos en 5 mL 

de medio LB suplementado con 100 μg/mL de ampicilina y se incubaron durante 16 h a 37°C 

en agitación. 

 
3.8.4 Miniprep a partir de las colonias positivas 

 
A partir de 5 mL cultivos líquidos overnight de las bacterias conteniendo los plasmidos de 

interés se realizó una miniprep utilizando el kit comercial ZR Plasmid Miniprep (Zymoresearch) 

siguiendo el protocolo detallado en el punto 3.7.4. 
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3.8.5 Ensayo de restricción del plásmido pGEM®-T +TNF-α 

 
Para corroborar la presencia e identidad de la secuencia ligada al plásmido pGEM®-T Easy, 

se realizó un ensayo de restricción en la colonia blanca a partir de la placa conteniendo las 

bacterias electroporadas con la ligación. Se realizó ensayo de restricción de la construcción 

pGEM®-T+TNF-α con la enzima Notl a partir de la miniprep realizada en el paso anterior 3.8.4. 

El mix de reacción para la digestión del plásmido pGEM®-T+TNF-α con NotI se detalla en la 

siguiente tabla 14. 

 
Tabla 14: Mix de reacción para la digestión con NotI en volumen final de 50 μL: 

 

Para 50 μL de reacción Volumen 

Plásmido pcDNA3.1 + TNF-α 1 μg 

Enzima Notl 1 μL 

NEB Buffer 10X 5 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 50 μL 

 

Dicha mezcla fue incubada durante 1 hora a 37°C. Luego del tiempo de incubación, el ensayo 

de restricción se corrió en gel de agarosa 1%. El resultado del gel se visualizó en un 

transiluminador como describe el punto 3.2.2. 

 
3.9 Obtención pcDNA3.1(+)+TNF-α 

 
3.9.1 Transformación del plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α en células competentes 

 
El plásmido pcDNA3.1+/C-(K)-DYK (NM_000594.3) que incluye la secuencia codificante de 

TNF-α (NM_000594.4) (Anexo 3) fue adquirido en Genscript (Anexo 2). 

 
Se siguió el protocolo detallado en el punto 3.7.2 para la transformación del plásmido 

pcDNA3.1+/C-(K)-DYK+TNF-α en bacterias E. coli DH5α electrocompetentes. Se mezclaron 

50 μL de células DH5α con 5 μL del plásmido y se electroporaron. También se procedió a 

electroporar células DH5α sin ADN como control negativo. Se recolectaron las células 

electroporadas y se recuperaron a 37 °C durante 1 hora con agitación a 210 rpm. Las bacterias 

transformadas se sembraron en placas de LAB suplementado con ampicilina 100 μg/mL 

concentración final. El control negativo de transformación se sembró en placa de medio LAB 

sin suplementado con antibiótico y medio LAB suplementado con antibiótico. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_0005944
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3.9.2 Ensayo de restricción del plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α 

 
Se restrió una colonia de la placa con bacterias E. coli DH5α transformadas con el plásmido 

pcDNA3.1(+)+TNF-α. Se realizaron cultivos líquidos en 5 mL de medio LB suplementado con 

100 μg/mL de ampicilina y se incubaron durante 16 h a 37°C en agitación. Luego se realizó 

una Miniprep a partir de los cultivos líquidos utilizando el kit comercial ZR Plasmid Miniprep 

(Zymoresearch) siguiendo el protocolo detallado en el punto 3.13. 

 
Se realizaron dos ensayos de restricción de la construcción pcDNA3.1(+)+TNF-α con la 

enzima Bbsl y Nhel y Pstl a partir de la miniprep realizada. El mix de reacción para la digestión 

del plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α con BbsI se detalla en la siguiente tabla 15. Dicha mezcla 

fue incubada durante 4 horas a 37°C. 

 
Tabla 15: Mix de reacción para la digestión con BbsI en volumen final de 20 μL: 

 

Para 20 μL de reacción Volumen 

Plásmido pcDNA3.1+/C-(K)-DYK + TNF-α 2 μg 

Enzima Bbsl 2 μL 

Buffer G10X 2 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 20 μL 

 

El mix de reacción para la digestión del plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α con NheI y PstI se 

detalla en la siguiente tabla 16. Dicha mezcla fue incubada durante 4 horas a 37°C. 

 
Tabla 16: Mix de reacción para la digestión en volumen final de 20 μL: 

 

Para 20 μL de reacción Volumen 

Plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α 2 μg 

Enzima Nhel 1 μL 

Enzima Pstl 1 μL 

Buffer O 10X 2 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 20 μL 
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Luego del tiempo de incubación, los ensayos de restricción se corrieron en gel de agarosa 1 

%. El resultado del gel se visualizó en un transiluminador como describe el punto 3.2.2. 

 
3.10 Transfección de células HEK-293 con el plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α 

 
Siguiendo las instrucciones del fabricante se realizó la transfección con Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, #11668019) con el plásmido pCDNA3.1(+)+TNF-α. Se transfectaron 3 botellas 

T75 conteniendo células HEK-293 con una confluencia del 70% y se realizó la transfección 

con una relación ADN:Lipofectamina 1:3. Primero se mezclaron por separado 4,5 mL de 

DMEM con 45 μg de plásmido y 4,5 mL de DMEM con 135 μL de Lipofectamina. Se incubó 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron los dos contenidos 

en un mismo tubo y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se 

agregaron a cada botella 3 mL de la mezcla y se colocaron en la estufa a 37°C en una 

atmósfera con 5% de 𝐶𝑂2. Transcurridas 20 horas de la transfección se realizó un cambio de 

medio de cultivo para eliminar el medio de cultivo que contenía la lipofectamina y se agregó 

medio de cultivo fresco. Pasando 24 horas se cambió el medio de cultivo por DMEM + 10% 

SFB con 800 μg/mL de G418. Cada 3 días durante dos semanas se sustituyó el medio de 

cultivo por medio fresco con 800 μg/mL de G418. 

 
3.11 Clonado por dilución límite de células HEK-293_TNF-α. 

 
Las células transfectadas fueron tripsinizadas y se realizó una dilución de 10 células/mL 

diluyendo con medio fresco y medio condicionado con una relación 1:1. El medio condicionado 

es el sobrenadante de células HEK-293 confluentes con un mínimo de 72 h. Se sembraron 3 

placas de 96 pozos, en el cual se sembraron 100 μL de esta dilución en cada pozo de la placa, 

quedando así una concentración de 1 células por pozo. En los pozos del borde de las placas 

se agregaron 200 μL de PBS 1X. 

 
La placa se examinó a diario con el propósito de identificar pozos que presentaran crecimiento 

a partir de una sola célula. Se cambió el medio de cultivo según las necesidades de cada clon. 

Cuando los pozos alcanzaron una confluencia cercana al 100% fueron transferidos a una 

placa de 24 pozos. Luego a una placa de 12 pozos, más tarde a una de 6 pozos, se siguió 

con una botella T25 y por último se transfirieron las células a una botella T75. 

 
3.12 Curva de crecimiento de HEK-293_TNF-α. 

 
A partir de la línea celular policlonal, se sembró una placa de 24 pozos con una concentración 

de 8 x 104 células transformadas por pozo en medio DMEM + 10% SFB + 800 μg/mL G418. 

Se recogió el sobrenadante de dos pozos cada 24 horas, se centrifugó a 260 xg durante 5 

minutos y se guardó el sobrenadante para el posterior almacenamiento a -20°C. Luego se 

levantaron las células de los dos pozos que se tomó el sobrenadante con 100 μL de tripsina 

y se inactivó con 400 μL de DMEM + 10% SFB. El pellet resultante de la centrifugación se 



38  

resuspendió con la solución de células que se obtuvo del proceso de tripsinización y realizó 

un recuento en cámara de Neubauer. 

 
Se realizó la misma metodología para las células HEK-293, se sembró la misma concentración 

de células 8 x 104 en medio DMEM + 10% SFB. Se levantaron las células de los dos pozos 

con 100 μL de tripsina y se realizó un recuento en cámara de Neubauer. 

 
3.13 Confirmación de la correcta transfección 

 
3.13.1 Extracción de ADN 

 
Se realizó una extracción de ADN a partir del cultivo policlonal, los cultivos monoclonales y el 

cultivo sin transformar. Primero, cuando la botella T25 llegó a una confluencia del 50%, se 

levantó la monocapa y se guardó el pellet a -80ºC. Para extraer el ADN, primero se digirió el 

pellet en 500 µl de buffer de lisis de ADN a 65°C durante 1 hora. Finalizado el tiempo, se 

agregaron 300 µl de NaCl 5M y luego se realizó una incubación en hielo durante 10 minutos. 

Se centrifugó la muestra a 9500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y se removió 

el sobrenadante a un tubo limpio. Se centrifugó nuevamente el sobrenadante y se transfirió 

600 µl del sobrenadante a un tubo limpio. Luego, se añadió a la muestra 800 µl de EtOH 95% 

pre-enfriado a -20ºC y se centrifugó a 14000 g durante 10 minutos. Posteriormente, se lavó el 

pellet dos veces con EtOH 70% pre-enfriado a -20ºC durante 5 minutos cada vez. Se secó 

completamente el pellet a 55ºC ya que los restos de etanol pueden inhibir las reacciones de 

PCR. Finalmente, se resuspendió el pellet en agua ultrapura estéril. Se realizó el mismo 

procedimiento con todas las muestras. 

 
3.13.2 Confirmación de la correcta transfección 

 
Se realizó una amplificación de la secuencia codificante de TNF para confirmar que se han 

transfectado correctamente las células con primers específicos (tabla 17). Este proceso se 

llevó a cabo siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante de la enzima NZYTaq 

II DNA polymerase (nzytech). 

 
Tabla 17: Secuencias de primers forward y reverse para TNF-𝘢 

 

Gen Primers Secuencia 

 
TNF-𝘢 

Fw 5'-AAATGGGCGGTAGGCGTGT-3' 

Rv 5'-GGAGGTTGACCTTGGTCTGG-3' 

 
Tabla 18: Mix de reacción de PCR en volumen final de 50 μL, para la amplificación de la muestra a 

analizar: 
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Para 50 μL de reacción Volumen 

NZYTaq II DNA polymerase 0,5 μL 

Taq Buffer 10X 5 μL 

MgCl2 50mM 2,5 μL 

Primer forward 10mM (5'- 

AAATGGGCGGTAGGCGTGT-3') 

 
0,5 μL 

Primer reverse 10mM (5'- 

GGAGGTTGACCTTGGTCTGG-3) 

 
0,5 μL 

dNTP’s Mix 10mM 1 μL 

ADN molde 200 ng 

Agua libre de nucleasas c.s.p 50 μL 

 
Tabla 19: Condiciones de reacción de PCR para la amplificación de la muestra a analizar: 

 

 
Ciclos Temperatura Tiempo 

Inicial 1 95°C 3 min 

Desnaturalización 
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94°C 30 s 

Annealing 57°C 30 s 

Extensión 72°C 30 s 

Extensión final 1 72°C 10 min 

  
4°C - 

 

Los resultados obtenidos fueron posteriormente analizados mediante electroforesis en gel de 

agarosa. Luego se tomaron 5 µL de cada reacción de PCR y se corrió en un gel de agarosa 

1% como se describe en el punto 3.2.2. El resultado obtenido se visualizó en el transiluminador 

E-Gel Imager™ System with UV light Base (Invitrogen) y se obtuvieron las imágenes a través 

del software GelCapture™. 
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3.14 Extracción de ARN 

 
A partir de los cultivos monoclonales obtenidos en el paso 3.11 se realizó extracciones de 

ARN empleando el kit Quick-RNA Miniprep Kit (Zymoresearch #R1054) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se utilizó una botella T75 de cada clon obtenido. Se levantó la 

monocapa cuando las botellas alcanzaron una confluencia cercana a 100%, se colocó el 

volumen correspondiente a 2,5x106 en un tubo falcon y se guardó a -80°C. Se procedió de la 

siguiente manera, se centrifugaron las células a 400 xg durante 5 minutos y se resuspendió 

el pellet resultante en 300 μL de RNA Lysis Buffer. Posteriormente, se transfirió todo el lisado 

a una columna Spin-Away™ Filter y se centrifugó a 12000 xg durante 30 segundos. Luego, 

se mezcló el sobrenadante con 300 μL de etanol 96% (v/v) y se transfirió el eluido a una 

columna Zymo-Spin™ IIICG Column, donde se realizó una nueva centrifugación a 12000 xg 

durante 30 segundos, desechando el eluido. Se procedió a realizar un tratamiento de DNasa 

a la matriz de la columna para eliminar los restos de ADN que pudieran haber quedado. Para 

esto, se lavó la columna con 400 μL de RNA Wash Buffer y se centrifugó nuevamente a 12000 

xg por 30 segundos. A continuación, se añadió a la columna una mezcla compuesta por 5 μL 

de DNasa I (1U/μL) y 75 μL de DNA Digestion Buffer y se incubó durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Luego se adiciono 400 μL de RNA Prep Buffer a la columna y se 

centrifugó a 12000 xg durante 30 segundos. Se efectuaron dos lavados con RNA Wash Buffer, 

realizando una centrifugación a 12000 xg durante 1 minuto. Por último, se eluyó el ARN en 50 

μL de agua libre de ARNasas. Los ARNs se almacenaron a -80ºC. 

 
La concentración de ARN presente en las muestras analizadas se determinó mediante 

absorbancia según lo detallado en el paso 3.2.4. Además, para confirmar la extracción de 

ARN y evaluar la integridad de este, se realizó una electroforesis en gel de agarosa 1% a 100 

V como se describe en el paso 3.2.2. Se realizó un paso previo de lavado con agua destilada 

de los materiales usados. El producto del gel se visualizó en un transiluminador y se 

obtuvieron las imágenes a través del software GelCapture™. 

 
3.15 Confirmación de la eliminación de ADNg en las muestras de ARNm 

 
Se verificó la eliminación del ADN genómico después de someterlo al tratamiento con DNAsa 

I mediante la realización de PCR dirigida a la subunidad ribosomal 18S. Los resultados 

obtenidos fueron posteriormente analizados mediante electroforesis en gel de agarosa según 

lo detallado en el paso 3.2.2. Este proceso se llevó a cabo siguiendo las instrucciones 

proporcionadas por el fabricante de la enzima Taq DNA polymerase (Thermo Scientific™). Se 

preparó la siguiente mezcla de reacción: 

 
Tabla 20: Mix de reacción de PCR en volumen final de 25 μL, para la amplificación de la muestra a 

analizar: 
 

Para 25 μL de reacción Volumen 
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Taq DNApol 0,125 μL 

Taq Buffer 10X 2,5 μL 

MgCl2 50mM 1 μL 

Primer forward 10mM (5’- 

ACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’) 

 
0,5 μL 

Primer reverse 10mM (5’- 

TCTCAGGCTCCCTCTCCGGA-3’) 

 
0,5 μL 

dNTP’s Mix 10mM 0,5 μL 

Molde 4 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 25 μL 

 
Tabla 21: Condiciones de reacción de PCR para la amplificación de la muestra a analizar: 

 

 
Ciclos Temperatura Tiempo 

Inicial 1 95°C 1 min 

Desnaturalización 
 

 
30 

94°C 15 s 

Annealing 60°C 15 s 

Extensión 68°C 15 s 

Extensión final 1 68°C 5 min 

  
4°C - 

 

Luego se tomaron 5 µL de cada reacción de PCR y se corrió en un gel de agarosa 1% como 

se describe en el punto 3.2.2. El resultado obtenido se visualizó en un transiluminador y se 

obtuvieron las imágenes a través del software GelCapture™. 

 
3.16 Eliminación de ADN genómico 

 
Para las muestras que no eliminan completamente el ADN genómico, se realizó un nuevo 

tratamiento de las muestras de ARN con ADNasa, se empleó la DNAsa I (Thermo Scientific™, 
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#EN0521), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Brevemente, en un tubo 

libre de nucleasas se colocó la siguiente cantidad de cada componente: 

 
Tabla 22: Mix de reacción para tratamiento con DNAsa I 

 

 
Volumen 

Buffer reacción 10X suplementado con MgCl2 1 µL 

DNAsa I 1 µL 

ARN 8 µL 

 

Se incubó durante 1 hora a 37°C en termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). Luego, se le agregó a la reacción 1 µL de una solución EDTA 50 mM y se incubó 

a 65°C durante 10 minutos. 

 
3.17 Retrotranscripción del ARNm a ADNc 

 
Para llevar a cabo la retrotranscripción de las muestras de ARN extraídas, se utilizó la enzima 

Revertaid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific™, #EP0441), siguiendo las instrucciones 

proporcionadas por el fabricante. En resumen, se añadieron los componentes en el orden 

especificado a un tubo libre de nucleasas: 

 
Tabla 23: Mezcla 1 para la transcripción: 

 

 
Volumen 

ARN molde 500 ng 

Oligo (dT) 500 ug/mL 1 μL 

Agua libre de nucleasas c.s.p 12,5 μL 

 

Luego de realizar la mezcló y se incubó a 65°C por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 

en el siguiente orden: 

 
Tabla 24: Mezcla 2 para continuar con la transcripción: 

 

 
Volumen 

Buffer de reacción 5x 4 μL 
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dNTPs 1 mM cada uno 2 μL 

RevertAid Reverse Transcriptase (200 U) 1 μL 

Agua libre de nucleasas 0,5 μL 

 
Tras la mezcla, se incubó a 42°C durante 60 minutos, seguido de una segunda incubación a 

70°C durante 10 minutos para inactivar la enzima. El ADNc resultante se almacenó a -80°C. 

 
3.18 Análisis de expresión génica 

 
3.18.1 Diseño de primers 

 
Se llevaron a cabo el diseño de cebadores utilizando la herramienta de Primer designing tool 

del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y se procedió a evaluar el 

comportamiento teórico previsto de estos primers utilizando el software OligoAnalyzerTM Tool 

de IDT (Integrated DNA Technologies). A continuación, se presentan los detalles de los 

cebadores utilizados en este estudio: 

 
Tabla 25: Secuencias de primers forward y reverse para TNF-𝘢 para qPCR: 

 

Gen Cebador Secuencia 

 
TNF-𝘢 

Fw2 5'-TCAGAGGGCCTGTACCTCAT-3' 

Rv 5'-GGAGGTTGACCTTGGTCTGG-3' 

 

Se utilizaron los genes constitutivos Beta-actina y GADPH, cuyos primers fueron diseñados y 

proporcionados por el Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT Uruguay. Las 

secuencias de estos primers son las siguientes: 

 
Tabla 26: Secuencias de primers forward y reverse para β-actina y GADPH: 

 

Gen Cebador Secuencia 

 
Beta-actina 

Fw 5'-ACAGAGCCTCGCCTTTGCC-3' 

Rv 5'- GAGGATGCCTCTCTTGCTCTG-3' 

 
GADPH 

Fw 5'-GGTGACTAACCCTGCGCTCC-3' 

Rv 5'-GCCTCGCTCCACCTGACTT-3' 
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3.18.2 Curva de eficiencia de primers 

 
Se realizó una curva de eficiencia de primers para el gen seleccionado previo al análisis de 

expresión del gen. A la vez, se seleccionaron Beta-actina y GADPH como gen housekeeping. 

 
Con el objetivo de determinar las concentraciones adecuadas de molde para la evaluación de 

la expresión del gen, se llevó a cabo una curva de eficiencia utilizando los primers diseñados 

para el gen seleccionado. A partir de los ADNc obtenidos de los distintos clones, se preparó 

un pool de ADNc y se realizaron diluciones en agua libre de nucleasas. La muestra y sus 

diluciones (1/10, 1/50, 1/250, 1/1250 y 1/6250) fueron evaluadas. 

 
Se empleó SYBR Green Mix (Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X), Thermo 

Scientific™, #K0251) como master mix para la realización de las PCR en tiempo real. Se 

incluyó un blanco utilizando 1 µL de agua libre de nucleasas en lugar de ADNc como molde. 

Para cada reacción se emplearon los siguientes componentes: 

 
Tabla 27: Mix de reacción para la qPCR en un volumen final de 10 µL: 

 

 
Volumen 

SYBR Green Mix 5 µL 

Primer Fw 1 µL 

Primer Rv 1 µL 

Agua libre de nucleasa 2 µL 

ADNc 1 µL 

 

Se empleó la siguiente configuración de ciclado para las corridas: 

 
Tabla 28: Condiciones de reacción de qPCR: 

 

 
Ciclos Temperatura Tiempo 

Pretratamiento UDG 1 50°C 2 min 

Inicial 1 95°C 10 min 

Desnaturalización  
40 

95°C 15 s 

Annealing 60°C 1 min 
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Seguido de dicha configuración, se realizó una etapa de curva de melting: 

 
Tabla 29: Condiciones de reacción de qPCR para la etapa de la curva de melting: 

 

Temperatura Tiempo 

95°C 15 s 

60°C 1 min 

 
95°C 

15 s (rampa de aumento a 

0,1ºC/segundo) 

 

Para la realización de las corridas de PCR en tiempo real se empleó Rotor-Gene Q (Qiagen) 

y QuantStudioTM, 5 Real-Time PCR System (Thermo Scientific™, #A28138) y para el análisis 

de la información se emplearon los softwares Rotor-Gene Q 2.1.0.9 (Qiagen) y 

QuantStudioTM Design & Analysis Software (Thermo Scientific™). 

 
3.18.3 Análisis de expresión genes 

 
Para el análisis de la expresión de los distintos genes mencionados en el punto 3.18.2, se 

realizó una dilución 1/10 en agua libre de nucleasas de las distintas muestras a analizar. Las 

condiciones de reacción y el programa de ciclado utilizado fueron aplicados de la misma 

manera como los utilizados para las curvas de eficiencia. 

 
Para la realización de las corridas de PCR en tiempo real se utilizó el termociclador Rotor- 

Gene Q (QIAGEN #R0514132) y para el análisis de la información se empleó el software 

Rotor-Gene Q Series. 

 
3.19 Análisis mediante western blot de TNF-α 

 
3.19.1 Inducción de la expresión de TNF-α en línea celular HeLa con LPS 

 
Las células HeLa se cultivaron en una botella T75 hasta que alcanzaron una confluencia del 

80%. En ese punto, se les trató con una concentración de 100 ng/mL de LPS durante un 

período de 20 horas. Después de esto, se levantó la monocapa, se transfirió todo el volumen 

a un tubo Eppendorf y se almacenó a -80°C para su posterior uso. 

 
3.19.2 Lisis celular 

 
Se cultivaron las células transformadas, tanto con antibiótico como sin él, así como las células 

no transformadas como control negativo y las células HeLa tratadas con LPS como control 

positivo, y se procedió a retirar y guardar el medio de cultivo de todas las botellas. 

Posteriormente, se recolectó el pellet de células de cada una de ellas. Al pellet se le adiciono 
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PBS 1X frío y se lavó las células centrifugando a 2000 xg durante 5 minutos a 4 °C. Luego se 

adiciono 1 mL de Buffer de Lisis y se agitó el contenido durante 30 minutos a 4 °C. 

Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 16000 xg durante 20 minutos a 4 °C y finalmente, 

el sobrenadante que contenía el lisado celular fue almacenado a -80 ºC hasta su análisis. 

 
3.19.3 Precipitación con ácido tricloroacético 

 
Para precipitar proteínas con ácido tricloroacético (TCA), primero se colocó el TCA 20% 

respetando una relación 1:1 con el sobrenadante de las células y el ácido tricloroacético. 

Luego se incubaron las muestras en hielo durante 30 minutos y se centrifugó a 12.000 xg 15 

minutos a 4ºC. Se realizaron 3 lavados donde cuidadosamente se removió el sobrenadante, 

se agregaron 500 µL acetona fría y se centrifugó a 12.000 xg 5 minutos a 4ºC. Luego se 

removió el sobrenadante y se dejó secar el pellet. Se resuspendió el pellet en 20 µL de sample 

buffer 1X y se hirvío por 5 min. Finalmente, se vortexearon las muestras vigorosamente por 1 

minuto, spin por 30 seg y se enfriaron las muestras en hielo. 

 
3.19.4 Electroforesis de proteínas 

 
Para el análisis de la proteína expresada en este estudio, se empleó el método de 

electroforesis desnaturalizante con SDS en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). La 

preparación de los geles de poliacrilamida al 12% de 0,75 mm de espesor, según el protocolo 

de Bio-Rad (36). 

 
Las muestras cargadas fueron sometidas previamente a un tratamiento con buffer de carga 

reductor 1X durante 10 minutos a 95 ºC, con el propósito de desnaturalizar las proteínas y 

reducir los enlaces de disulfuro. Se utilizó el marcador de peso RGB Plus Prestained Protein 

Ladder, 8 a 245 kDa (MAESTROGEN, #02102-250), se colocó el gel en la cuba de 

electroforesis se utilizó la cuba Vertical Electrophoresis Tank (JUNYI, #JY-SCZ2+), la fuente 

PowerPac™ Basic Power Supply (BioRad) y el buffer de corrida Tris-glicina, y se ejecutó hasta 

que el colorante Azul de Bromofenol alcanzara casi el borde inferior del gel. La corriente 

eléctrica se mantuvo constante a un voltaje de 120 V. 

 
3.19.5 Western blot 

 
Luego de la electroforesis de proteínas, se realizó la transferencia húmeda de las proteínas 

en el gel a una membrana de PVDF (Amersham™ Hybond® P Western blotting membranes, 

GE Healthcare). Se procedió con el armado del Western Blot sandwich, que consiste en 

colocar primero la esponja iBlot™ Disposable Sponage, el iBlot™ NC Anode Stack BOTTOM 

Regular que contiene la membrana, el gel de electroforesis, iBlot™ Filter Paper Regular, 

iBlot™ NC Cathode Stack TOP Regular, en ese orden se van colocando en el aparato iBlot® 

Gel Transfer Device. Se realizó la transferencia en el programa P3 durante 7 minutos. Luego 

de realizada la transferencia se desarmó el sistema, se retiró la membrana, se enjuagó con 

agua destilada y se tiñó con colorante rojo ponceu para visualizar las proteínas totales. Luego 
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se enjuago con agua destilada y se colocó en solución de bloqueo a 4ºC overnight. 

Posteriormente se enjuagó la membrana con PBS 1X 0,05%v/v TWEEN® 20 y se procedió a 

la incubación con el anticuerpo primario; un anticuerpo monoclonal de ratón específico para 

TNFalpha mouse Anti-TNF alpha antibody [52B83] (abcam, ab1793) durante 1,5 hr a 25ºC y 

120 rpm. Transcurrido el tiempo se realizan 3 lavados de 10 minutos con PBS 1X 0,1 %v/v 

TWEEN® 20 a 100 rpm durante 10 min. Se incubó con el anticuerpo secundario anti-IgG de 

ratón conjugado a fosfatasa alcalina, Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L) Alkaline Phosphatase 

Conjugated (Antibodies, No. ABIN101785), durante 1 hr a 25 ºC y 100 rpm. A continuación, 

se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X 0,05 %v/v TWEEN® 20 a 120 rpm. Todos 

los pasos se realizaron con los volúmenes necesarios para cubrir la membrana. Se realizó un 

último enjuague con agua destilada y se continuó con el revelado. 

 
Para realizar el revelado, se cubrió la membrana con aproximadamente 1 ml de la solución 

premezclada de BCIP/NBT y se incubó a temperatura ambiente durante 1 a 5 minutos hasta 

que se desarrolló el color. Posteriormente se detuvo el desarrollo de color agregando agua 

para detener la reacción. 
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4. Resultados y discusión 

 
4.1 Obtención de la secuencia codificante de TNF-α purificado y digerido 

 
Esta tesis se enfocó en la obtención de una línea celular recombinante que exprese TNF-α 

humano. Este objetivo había sido abordado en trabajos anteriores, obteniendo algunos 

avances y reactivos que sirvieron de base para este trabajo (36). 

 
Para la obtención de la secuencia codificante de TNF-α se utilizó ADNc preparado por Valle 

(37). Este ADNc fue obtenido a partir de ARNm de células HeLa tratadas con una 

concentración final de 100 ng/mL de LPS que de acuerdo con una búsqueda bibliográfica 

induce la expresión de esta proteína (38). 

 
Los primers utilizados para la amplificación de la secuencia habían sido previamente 

diseñados (37). Los mismos cuentan con los sitios de restricción para las enzimas Nhel y 

Xhol. El primer forward contiene un sitio de reconocimiento para la enzima NheI en el 

extremo 5' (GCTAGC) y el primer reverse contiene un sitio de reconocimiento para la enzima 

XhoI en el extremo 3' (CTCGAG). Las secuencias de los primers utilizados se exponen en la 

Tabla 29. 

 
Tabla 29: Secuencia del primer forward (TNF_NheI_Fw) y reverse (TNF_XhoI_Rv) y sus 

respectivos sitios de corte (subrayado) 
 

Primers Secuencia 5' -3' 

TNF_NheI_Fw CACGGCGCTAGCCTCTCTCCCCTGGAAAGGAC 

TNF_XhoI_Rv TAACTCGAGAGAGGTTGAGGGTGTCTGAAGGA 

 
Para obtener la secuencia codificante de TNF-α se realizaron tres reacciones de PCR 

utilizando un volumen final de 50 μL. Se llevaron a cabo tres amplificaciones con el fin de 

obtener cantidades significativas del amplicón, compensando así la pérdida inherente al 

proceso de purificación. 

 
El análisis de los productos amplificados de PCR se realizó mediante una electroforesis en 

gel de agarosa 0,8% (Figura 1), donde se muestra una banda entre 800 y 900 pb. Es factible 

que esta banda se corresponda a la amplificación de la secuencia codificante, ya que el 

tamaño del amplicón esperado tiene un peso molecular de 830 pb. Además de la banda de 

interés, se detectaron dos bandas de menor intensidad y peso molecular. Una de estas 

bandas, presente en el carril 2 correspondiente al control negativo, sugiere una posible 

contaminación. Por esta razón, se optó por purificar la banda de interés directamente del gel. 

Posteriormente, se cuantificó y se sometió a una digestión con las enzimas NheI y XhoI para
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la clonación del amplicón en el plásmido pcDNA3.1. Finalmente, se llevó a cabo una 

purificación adicional obteniéndose 0,49 μg a una concentración de 9,8 ng/μL (Figura 2). 

 

Figura 1: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8 % de productos de PCR amplificados 

con los primers TNF_NheI_Fw y TNF_XhoI_Rv. [MPM] Marcador de peso molecular. [1] Amplificación 

del CDS de TNF-α a partir de ADNc. [NTC] Control negativo de la reacción de PCR.
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Figura 2: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % de la secuencia codificante de TNF- 

α purificada y digerida. [MPM] Marcador de peso molecular. [NheI XhoI] Secuencia codificante de TNF- 

α purificada y digerida con las enzimas NheI y XhoI. 

 

4.2 Obtención del plásmido pcDNA3.1+TNF-α. 

 
El plásmido pcDNA3.1 digerido con enzimas Nhel y Xhol y purificado fue cedido del 

Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT Uruguay. 

 
Una vez cuantificadas las muestras digeridas y purificadas se procedió con la ligación entre 

el plásmido pcDNA3.1 y la secuencia codificante de TNF-α. Además, se estableció un control 

de religación en el cual no se agregó inserto a la mezcla de reacción, permitiendo así evaluar 

la religación del plásmido. Luego se llevó a cabo la transformación de células DH5α 

competentes por electroporación, seguida de la siembra en placas de medio LAB 

suplementado con ampicilina. 

 
Se observaron colonias tanto en las placas de control como en aquellas conteniendo 

pcDNA3.1+TNF-α. La similitud en el número de colonias en ambas placas sugiere una posible 

religación del vector. No obstante, se mantiene la posibilidad de identificar colonias portadoras 

del inserto deseado. Además, se constató el éxito de la transformación, mediante la 

visualización de colonias en placas de LAB suplementado con ampicilina sembradas con 

células DH5α transformadas con el plásmido pUC19. La ausencia de crecimiento en las placas 

de medio LAB con ampicilina sembradas con células DH5α sin ADN, sirvió como control 

negativo, mientras que el crecimiento observado en las placas de medio LAB sembradas con 

células DH5α sin someter a electroporación confirmó la viabilidad de las células. 

 
Dado estos hallazgos, se optó por analizar 16 colonias de la placa buscando identificar alguna 

que portara la construcción deseada. Las colonias fueron analizadas mediante colony PCR 

con primers específicos para amplificar la secuencia codificante de TNF-α. 
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Figura 3: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % de la colony PCR con primers 

específicos para amplificar la secuencia codificante de TNF-α. [MPM] Marcador de peso molecular. 

[1-8] Clones 1-8. [NTC] Control negativo de la reacción de PCR. 

 

 

 
Figura 4: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % de la colony PCR con primers 

específicos para amplificar la secuencia codificante de TNF-α. [MPM] Marcador de peso molecular. 

[9-16] Clones 9-16. [C+] Control positivo (amplicón). 

 

Entre las 16 colonias analizadas, el clon 15 mostró una amplificación de la secuencia 

codificante que fue posible visualizar en el gel de agarosa (Figura 3 y 4). Este resultado era 

previsible teniendo en cuenta el elevado número de colonias observadas en la placa de 

control de religación. Por lo tanto, es probable que las colonias que no mostraron 

amplificación correspondan a transformaciones con el plásmido religado. Además, se optó 

por examinar 4 clones adicionales (clones 3, 4, 12, 14) que mostraron una banda tenue en el 

gel. 
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A partir de las estrías de las colonias positivas se realizaron cultivos líquidos de medio LB con 

ampicilina y se extrajo el ADN plasmídico mediante miniprep. 

 
4.3 Ensayo de restricción 

 
Se realizaron tres ensayos de restricción de las construcciones pcDNA3.1+TNF-α con las 

enzimas Ncol, NmeAIII y SpeI para confirmar la identidad del inserto en los clones positivos 

(clon 3, 4, 12, 14, 15). Se comparó el patrón de bandas obtenido en un gel de agarosa por 

dicho ensayo con el patrón teórico esperado para la construcción que representa el 

resultado esperado en caso de que el CDS de TNF-α se haya insertado correctamente en el 

plásmido luego de la ligación. 

 

 

 
Figura 5: Ensayo de restricción sobre el plásmido pcDNA3.1+TNF-α de las colonias 3, 4, 12, 14 y 15 

con enzima NcoI. (A) Resultado obtenido de la digestión del plásmido pcDNA3.1+TNF-α con la enzima 

NcoI [MPM] Marcador de peso molecular. [3, 4, 12, 14, 15] Plásmido extraído de la colonia 

correspondiente digerido con enzima NcoI. (B) Resultado teórico esperado de la digestión del 

plásmido pcDNA3.1+TNF-α con las enzimas NcoI. [MPM] Marcador de peso molecular. [NcoI] Patrón 

de bandas obtenido de digerir el plásmido con la enzima NcoI. 

 

Se observa el plásmido digerido con la enzima NcoI para los clones 3, 4, 12, 14 y 15. Se 

comparó el patrón de bandas obtenido en un gel de agarosa por dicho ensayo con el patrón 

teórico esperado para la construcción que representa el resultado esperado en caso de que 

el CDS de TNF-α se haya insertado correctamente en el plásmido luego de la ligación. 

Se seleccionó la enzima NcoI por su capacidad de cortar el plásmido generando 3 fragmentos 

de 3342 pb, 2138 pb y 735 pb. De esta manera se obtendrá un patrón de bandas particular 

específico para el vector. Como muestra en el análisis mediante electroforesis en gel de 

agarosa 1%, de la comparación de las imágenes A y B de la figura 5 se destaca una gran 
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similitud entre el patrón de bandas obtenido (Figura 5A) y el patrón de bandas esperado 

(Figura 5B) para esta construcción en el clon 3, 4, 14 y 15. Con este resultado se 

seleccionaron el clon 3 y 4 para realizar dos ensayos de restricción más. 

 

Figura 6: Ensayo de restricción sobre el plásmido pcDNA3.1+TNF-α de las colonias 3 y 4 las enzimas 

NmeAIII y luego SpeI. (A) Resultado obtenido de la digestión del plásmido pcDNA3.1+TNF-α con las 

enzimas NmeAIII y SpeI. [MPM] Marcador de peso molecular. [3, 4] Plásmido extraído de la colonia 

correspondiente digerido con enzima NmeAIII. [3, 4] Plásmido extraído de la colonia correspondiente 

digerido con enzima SpeI. (B) Resultado teórico esperado de la digestión del plásmido 

pcDNA3.1+TNF- α con las enzimas NmeAIII y SpeI. [MPM] Marcador de peso molecular. [NmeAIII] 

Patrón de bandas obtenido de digerir el plásmido con la enzima NmeAIII. [SpeI] Patrón de bandas 

obtenido de digerir el plásmido con la enzima NmeAIII. 

 

Luego se utilizaron las enzimas NmeAlll y SpeI, en el caso de la enzima NmeAIII el patrón de 

bandas obtenido (Figura 6A) no coincide con el patrón de bandas esperado (Figura 6B) pero 

en el caso de la enzima SpeI el número de bandas obtenido (Figura 6A) coincidió con el 

esperado para esta construcción (Figura 6B), pero se visualizaba la banda más pequeña de 

menor peso molecular al patrón esperado dando a entender que el inserto de interés no se 

encuentra en el plásmido. 

 

Finalmente, se envió a secuenciar el clon 3 del plásmido pcDNA3.1+TNF-α a la empresa 

Macrogen para confirmar la secuencia nucleotídica del CDS insertado. Se diseñaron primers 

que tenían como secuencia diana regiones del CDS de TNF-α (Anexo 1). 

 
No fue posible obtener una secuencia legible con ninguno de los primers utilizados. Una 

posible razón por la cual la secuenciación no pudo realizarse podría estar vinculada a la falta 

de hibridación adecuada de los primers utilizados en el plásmido. Se ha considerado que esto 
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podría ser resultado de discrepancias entre las secuencias de TNF-α de las células HeLa y 

aquellas disponibles en las bases de datos. Otra posibilidad es que directamente no se 

encuentra la secuencia codificante de TNF-α dentro del plásmido pcDNA3.1.  

 

Se procedió a examinar detenidamente los resultados obtenidos antes de realizar la 

transfección para detectar posibles fallos que pudieran haber pasado desapercibidos. Con 

relación a la ligación, la presencia de un gran número de colonias en la placa de control de 

religación podría atribuirse a lo mencionado anteriormente. Este fenómeno se atribuyó 

principalmente a la digestión parcial del plásmido utilizado, el cual se religó durante el proceso 

de ligación, generando una considerable cantidad de plásmidos circulares incluso en ausencia 

de insertos, los cuales aún eran susceptibles de ser incorporados por las células DH5α. 

 
Por otro lado, la interpretación de los resultados positivos en los PCRs de las colonias 3, 4, 

12, 14 y 15 presenta un desafío. En el control sin ADN (NTC) se observa una leve amplificación 

que sugiere una contaminación durante la realización del mix de PCR. Por esta razón podría 

haber presencia de falsos positivos. 

 
4.4 Obtención del plásmido pGEM®-T+TNF-α. 

 
Debido al resultado anterior se procedió a realizar nuevamente el clonado de la secuencia 

codificante, pero con otro plásmido, se utilizó en este caso un plásmido pGEM®-T (Promega, 

#A1360). Los sistemas pGEM®-T Easy Vector son sistemas convenientes para la clonación 

de productos de PCR generados por polimerasas termoestables específicas. Estas enzimas 

a menudo incorporan una única desoxiadenosina, independientemente de la secuencia del 

molde, en los extremos 3' de los fragmentos amplificados. El vector pGEM®-T Easy, 

prelinealizado y listo para su uso, presenta salientes 3´-T en el sitio de inserción, lo que facilita 

la compatibilidad con los productos de PCR que se desea clonar (39). 

 
Se optó por clonar la secuencia codificante utilizando este vector, debido a las posibles 

discrepancias entre las secuencias de TNF-α de las células HeLa y las registradas en las 

bases de datos. Esta elección facilitará la secuenciación del CDS, simplificando así los 

procedimientos subsiguientes. 

 

Luego se llevó a cabo la transformación de E. coli DH5α con el producto resultante de la 

ligación, y se procedió a sembrar en placas de LAB suplementado con ampicilina tal como se 

detalla en la metodología. En esta placa, se observó el crecimiento de una única colonia. Se 

detectó crecimiento de colonias blancas y azules donde las bacterias fueron electroporadas 

con el control. No se observaron colonias en el control negativo donde las bacterias 

electroporadas carecían de plásmido, sembrados en medio LB con ampicilina. Sin embargo, 

el control de viabilidad de las bacterias electroporadas sin plásmido, sembradas en LAB sin 

antibiótico, mostró el crecimiento esperado. 

 
Se procedió con una reestría en medio LAB suplementado con ampicilina a partir de la colonia 
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obtenida, seguida de un precultivo de 5 mL con medio LB con ampicilina. A partir de este 

último, se criopreservó la cepa obtenida y se llevó a cabo una miniprep del plásmido. Se 

realizó una digestión con la enzima NotI para confirmar la identidad del plásmido presente en 

la colonia obtenida, utilizando el plásmido purificado y siguiendo el procedimiento detallado 

en la metodología. 

 

 

Figura 7: Ensayo de restricción con enzima Notl sobre el plásmido + TNF-α. [MPM] Marcador de peso 

molecular. [NotI] Plásmido + TNF-α digerido. [S/D] Plásmido + TNF-α sin digerir. 

 

En la Figura 7, en el carril correspondiente al plásmido digerido, se observa un patrón de 

bandas compuesto por una banda única de aproximadamente 3000 pb. Este resultado no 

coincide con el patrón esperado para pGEM-T+TNF-α. El plásmido pGEM-T+TNF-α posee 

dos sitios de corte de NotI que se encuentran a ambos lados de la secuencia de TNF-α. En 

caso haber obtenido una colonia exitosamente transformada con el plásmido pGEM-T+TNF- 

α se espera la liberación del fragmento de TNF-α, generando un patrón de bandas de 3056 

pb y 871 pb. La enzima digirió el plásmido, ya que el mismo se encuentra linealizado, pero no 

se observa una banda de 800 pb correspondiente a la secuencia codificante de TNF-α por lo 

que podemos concluir que no hay inserto. 

 

4.5 Obtención del plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α. 

 
Tras los intentos fallidos de ligar la secuencia codificante de TNF-α con dos estrategias y 

plásmidos se tomó la decisión de adquirir el plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α (genscript 

#NM_000594.4), ya ligado con el inserto de interés (TNF-α)(#NP_000585.2) para poder seguir 

adelante con el proyecto. (Anexo 2). Este plásmido posee promotor de CMV (CMV promoter) 

y CMV enhancer para la expresión constitutiva en células de mamífero, MCS (del inglés: 
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“Multiple Clonning Site”), y confiere resistencia a Neomicina en eucariotas y resistencia a 

ampicilina en bacterias. 

 
Tras recibir el plásmido liofilizado, se llevó a cabo la transformación de E. coli DH5α seguido 

de la siembra en placas de LAB suplementado con ampicilina tal como se describe en la 

metodología. En esta placa, se observó el crecimiento de colonias, lo cual no sucedió en el 

control negativo, donde las bacterias fueron electroporadas sin plásmido y sembradas en 

medio LAB con ampicilina. Por otro lado, el control de viabilidad, consistente en bacterias 

electroporadas sin plásmido y cultivadas en LAB sin antibiótico creció acorde a lo esperado. 

 
Se procedió con una reestría en medio LAB suplementado con ampicilina a partir de la colonia 

obtenida, seguida de un precultivo en medio LB con ampicilina. A partir de este último, se 

criopreservó la cepa obtenida y se realizó una miniprep del plásmido. 

 
Luego, se llevó a cabo una digestión con la enzima BbsI y otra con las enzimas Ndel y PstI 

para confirmar la identidad del vector transformado. El plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α posee 

tres sitios de corte de BbsI que dos de estos se encuentran en la secuencia de TNF-α. En 

caso haber obtenido una colonia exitosamente transformada con el plásmido 

pcDNA3.1(+)+TNF-α se espera que se genere un patrón de bandas de 5218 pb, 524 pb y 

350 pb. De esta manera se obtendrá un patrón de bandas particular específico para el 

vector. Por otro lado, la digestión con las enzimas Nhel y Pstl posee cada una un sitio de 

corte, generando un patrón teórico de bandas de 3598 pb y 2494 pb si obtuvimos una 

colonia correctamente transformada. 

 

Figura 8: Ensayos de restricción con enzima Bbsl y luego Nhel y Pstl sobre el plásmido pcDNA(+)+TNF- 

α. (A) Resultado obtenido de la digestión del plásmido pcDNA(+)+TNF-α con las enzimas Bbsl y Nhel 
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y Pstl. [MPM] Marcador de peso molecular. [BbsI] Plásmido digerido con enzima Bbsl. [NheI PstI] 

Plásmido digerido con enzima Nhel y Pstl. (B) Resultado teórico esperado de la digestión del plásmido 

pcDNA(+)+TNF-α con las enzimas Bbsl y Nhel y Pstl [MPM] Marcador de peso molecular. [BbsI] 

Patrón de bandas obtenido de digerir el plásmido con la enzima BbsI. [NheI PstI] Patrón de bandas 

obtenido de digerir el plásmido con la enzima Nhel y PstI. 

 
En la Figura 8, en el carril correspondiente al plásmido digerido con la enzima BbsI, se observa 

un patrón de bandas compuesto por banda ubicada a la altura de 5218 pb, y dos bandas 

tenues ubicada entre los 600 y 300 pb. Este resultado coincide con el patrón esperado para 

pcDNA3.1(+)+TNF-α. Además, como se muestra en la figura 8, en el carril correspondiente a 

la digestión del plásmido digerido con la enzima Nhel y Pstl muestra el patrón de bandas 

esperado para este vector. En conclusión, podemos confirmar que las colonias se 

transformaron exitosamente el plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α. 

 

4.6 Cultivo celular 

 
4.6.1 Detección de micoplasma 

 
Es de suma importancia garantizar la ausencia de contaminación en la línea celular empleada, 

dado que la contaminación es uno de los principales problemas en el cultivo celular y puede 

comprometer los resultados de los ensayos realizados (35). Una infección de este tipo podría 

alterar la expresión génica y el comportamiento celular, invalidando por completo los 

resultados de los ensayos (40). Por tanto, en esta investigación resultó crucial descartar 

cualquier posibilidad de contaminación para asegurar la calidad del material de partida ya que 

se establecerán nuevas líneas celulares. 

 
Dada la variedad de especies de Micoplasma, la detección mediante métodos convencionales 

resulta desafiante, por lo que es necesario recurrir a la biología molecular, especialmente a la 

PCR, utilizando una combinación de oligonucleótidos específicos para detectar la mayoría de 

las variedades presentes en los cultivos celulares (35). 

 

Se extrajo una muestra de medio de cultivo de células HEK-293 sin antibiótico y se llevó a 

cabo la amplificación mediante PCR, seguido de un análisis en gel de agarosa según lo 

detallado en el punto 3.2.2. (Figura 9). 
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Figura 9: Evaluación de contaminación por micoplasma en las células HEK-293 mediante 
electroforesis en gel de agarosa 1,3% de los productos de PCR. [MPM] Marcador de peso molecular. 
[C+] Control positivo. [Ci] Control interno. [M+Ci] Muestra + control interno. [M] Muestra. [C-] Control 
negativo. 

 

La presencia de micoplasma en la muestra se manifestará mediante la amplificación de un 

amplicón de 510 pb. Para el control positivo se utilizó una mezcla de 4 muestras que dieron 

positivo para micoplasma. Como se visualiza en la Figura 9, en el carril destinado al control 

positivo, se observa una banda de intensidad notable a la altura aproximada a los 500 pb, lo 

que sugiere la presencia de micoplasma. En los demás carriles no se detecta una banda de 

tamaño similar. 

 
Para evitar falsos negativos, se implementó un control interno de amplificación. Este control 

debe ser detectado independientemente de la presencia del patógeno y se utiliza con el 

objetivo de controlar que la muestra no esté inhibiendo la reacción de amplificación, ya sea 

por la presencia de sales u otros componentes residuales de los pasos de lavado (41). En 

este control, se emplea como molde de ADN un plásmido con un inserto que produce un 

fragmento de 986 pb al amplificarse. Como se muestra en la Figura 9, en el carril 

correspondiente al control interno, se observa una banda en la posición esperada en términos 

de tamaño. Además, esta banda también está presente en el carril 3. La detección del control 

interno en este último carril confirma la ausencia de inhibición de la reacción por los 

componentes de la muestra, lo que permite corroborar la falta de contaminación por 

micoplasma en las células analizadas. De acuerdo con este resultado se procedió a trabajar 

con esta línea celular de células HEK-293 libre de contaminación de micoplasma. 
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4.7 Obtención de la línea HEK_TNF-α estable 

 
Para generar la línea celular HEK-293 recombinante, se llevó a cabo la transfección de células 

HEK-293 con el plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α. Después de la transfección, las células fueron 

sometidas a un período de dos semanas de exposición al antibiótico G418 con concentración 

final de 800 μg/mL (37). Este paso tuvo como objetivo obtener células transfectadas de 

manera estable. Una vez completada la selección, se procedió con los ensayos 

correspondientes. 

 
4.8 Caracterización de crecimiento celular 

 
Para llevar a cabo la caracterización de esta línea celular, se procedió a cultivar células 

HEK_TNF-α policlonales en dos placas de 24 pozos con una cantidad uniforme de células por 

pozo. Las placas fueron sembradas con una separación de dos días para permitir un recuento 

total durante un período de 16 días consecutivos. Se realizó un recuento celular duplicado 

diariamente a lo largo de estos 16 días, registrando tanto el número total de células en cada 

pozo como la viabilidad celular en función del tiempo. Se realizó el mismo procedimiento, pero 

con células HEK-293 para poder comparar (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Curva de crecimiento de la línea celular HEK-293 y la línea celular HEK-293_TNF-α. El 

número de células vivas por pozo se observa en cuadrados grises para la línea HEK-293 y en 

cuadrados negros para la línea HEK-293_TNF-α. La viabilidad se observa en rombos grises para la 

línea HEK-293 y en rombos negros para la línea HEK-293_TNF-α. 

 

Como muestra la figura 10, no se detectaron diferencias grandes en el patrón de crecimiento 

de la línea celular policlonal HEK-293_TNF-α y la línea celular HEK-293. En ambas líneas, el 
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cultivo experimentó una fase inicial de adaptación, conocida como fase lag, que duró 

aproximadamente un día, durante la cual el número total de células permaneció 

relativamente constante. A partir del segundo día, comenzó la fase de crecimiento 

exponencial. En la investigación llevada a cabo por Valle, donde se utilizaron las mismas 

condiciones en el mismo laboratorio, se logró obtener un tiempo de duplicación de 19 horas 

en la línea HEK-293 (37). Para ambas líneas, el tiempo de duplicación desde el inicio de la 

fase de crecimiento exponencial hasta que se alcanzó la fase estacionaria fue de 22 horas. 

Esto sugiere que la línea celular recombinante muestra una tasa de crecimiento más lenta 

en comparación con lo reportado en la literatura (37). La fase de crecimiento exponencial 

continuó hasta el sexto día, donde se alcanzó el máximo número de células, 

1,8𝑥106células/mL, hasta que comenzó la fase estacionaria. Dado que la viabilidad celular 

se mantuvo constante, es probable que la densidad celular alcanzará su límite debido a la 

falta de espacio en el pozo, lo que resulta en un fenómeno conocido como inhibición por 

contacto (42, 43). Luego se detectó que la fase estacionaria concluyó en el noveno día 

aproximadamente, dando paso a la fase de muerte celular, caracterizada por una tasa de 

muerte celular significativamente mayor que la tasa de división celular. Esta fase de muerte 

celular fue la más prolongada pero la viabilidad celular no alcanzó el 0%, no se pudo 

observar el total de células muertas. En la línea celular HEK-293 disminuye más rápido la 

viabilidad celular. Dicho todo esto, se concluyó que esta modificación que se realizó no 

afectó el crecimiento de la línea celular. 

 
4.9 Obtención de línea monoclonal HEK_TNF-α estable 

 
Se empleó la técnica de dilución límite para obtener clones de la línea HEK_TNF-α. Esta 

línea policlonal se mantuvo en presión selectiva por 3 semanas teniendo las células 

tranfectadas en medio con G418, se realizaron las diluciones pertinentes y se ajustó la 

concentración celular de manera de sembrar tres placas de 96 pocillos. Se obtuvieron 4 

clones, los cuales fueron posteriormente amplificados gradualmente y criopreservados para 

su conservación. Entre que se identificó la primera célula y se llegó a hacer la 

cripreservacion duración del proceso fue 3 semanas. A continuación, en la figura 13 se 

visualiza una captura de una única célula en un pocillo. 

 
De acuerdo con la información obtenida de fuentes bibliográficas, el número de clones 

generados en este estudio fue menor en comparación con investigaciones previas que 

aplicaron la misma técnica de dilución límite. Esta técnica consiste en distribuir las células en 

una concentración adecuada para lograr la colocación de una única célula por pozo en una 

placa de 96 pozos. Por citar un ejemplo, en la investigación llevada a cabo por Valle, donde 

se utilizaron tres placas equivalentes a un total de 180 pozos, se logró obtener más del doble 

de clones en comparación con los resultados de este estudio (37). Esta diferencia podría 

explicarse por una mayor dilución de las muestras de lo inicialmente previsto, lo que resultó 

en pozos sin células. 
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Figura 11: Visualización de las primeras células del clon 1 transformada HEK_TNF-α en microscopio 

invertido a 40X. 

 

4.10 Confirmación de la correcta transfección 

 
Para confirmar que las líneas celulares obtenidas mantuvieran al menos parte del casete de 

expresión de TNF-α se realizó un análisis por PCR del ADN genómico. Para esos se obtuvo 

un pellet celular de las líneas a analizar y se extrajo ADN genómico de las mismas. Se 

procedió a realizar una PCR con primers diseñados para amplificar la secuencia codificante 

de TNF-α. Como control positivo se empleó ADN de células HEK-293 no transfectadas, 

mezclado con el plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α en cantidades equimolares. Adicionalmente, 

se efectuó una PCR utilizando únicamente el plásmido. Para el control negativo, se utilizó 

ADN genómico de células HEK-293 sin transfectar, y se llevó a cabo un control sin molde, en 

el cual el ADN fue sustituido por agua. 

 
El análisis de los productos amplificados de PCR se realizó mediante una electroforesis en 

gel de agarosa 1% (Figura 12). Como se visualiza en la figura 12, en los carriles 

correspondientes a la línea policlonal y las líneas monoclonales se muestra una banda a 700 

pb aproximadamente. Esta banda se corresponde a la amplificación de la secuencia 

codificante de TNF-α, ya que el tamaño del amplicón esperado tiene un peso molecular de 

702 pb. En el carril correspondiente al clon 1 se visualiza una banda de mayor peso 

molecular podría ser que se allá insertado la secuencia de ADN específica en tándem en 

una parte del genoma, esto resulta en múltiples copias de la misma secuencia de ADN 

alineadas en la misma dirección y una al lado de la otra. Este fenómeno puede ser que se 

allá introducido como un rearreglo del plásmido, el plásmido es introducido en una célula y 

puede sufrir cambios estructurales como parte de los procesos de recombinación y 

reparación del ADN en la célula huésped. Estos cambios pueden incluir duplicaciones, 

deleciones o inversiones de secuencias de ADN, lo que podría llevar a la amplificación en 

tándem de una región específica del plásmido. O simplemente podría ser una amplificación 

inespecífica. 
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Estos resultados permiten confirmar que tanto la línea policlonal, como las cuatro líneas 

monoclonales obtenidas, contienen la secuencia codificante para TNF-α. 

 

 
Figura 12: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % de productos de PCR. [MPM] 

Marcador de peso molecular. [L] HEK_TNF-α (policlonal). [1] Clon 1. [2] Clon 2. [3] Clon 3. [4] Clon 4. 

[P] Plásmido. [H+P] HEK-293+plásmido. [H] HEK-293. [NTC] Control negativo de PCR. 

 

4.11 Obtención de ARNm de las líneas transfectadas 

 
Una vez confirmada la presencia del casete de expresión, el siguiente paso es examinar si el 

mismo se expresa en las líneas obtenidas. Para eso se realizó un análisis de expresión génica 

usando PCR en tiempo real para analizar los cuatro clones generados. 

 
En primer lugar, se realizó la extracción de ARN a partir de los cultivos monoclonales 

obtenidos y las células HEK-293 según lo indicado en la metodología. Se espero que el 

cultivo llegara a un 80-90% de confluencia, se levantaron las células, se realizó un recuento 

y se separaron 2,5𝑥106 células para extracción. Se realizó la extracción de ARN con el kit 

utilizado ya que por datos bibliográficos presenta una mejor calidad que el extraído con el 

método de TRIzol (44, 46). Se cuantificó el ARN total extraído obteniéndose 20 μg a una 

concentración de 400 ng/μL aproximadamente de todos los clones y 28 μg a una 

concentración de 570 ng/μL aproximadamente de las células HEK-293. A continuación, se 

procedió a evaluar las extracciones en un gel de agarosa 1% para verificar la integridad del 

ARN obtenido (Figura 13). 
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Figura 13: Evaluación de la integridad del ARN resultante de la extracción de células HEK_TNF-α. Gel 

de agarosa-TAE 1%. [MPM] Marcador de peso molecular. [H] HEK-293. [1] Clon 1. [2] Clon 2. [3] Clon 

3. [4] Clon 4. 

 

Para poder analizar la integridad del ARN extraído de las células se corrieron 200 ng de ARN 

total. Como muestra la figura 13, se pudieron observar 3 bandas de aproximadamente 100, 

1500 y más de 4000 pb. Normalmente al separar el ARN total en un gel de agarosa se 

deberían poder observar tres bandas de diferente peso molecular correspondientes al 28S, 

18S y 5S. Las bandas obtenidas corresponden al patrón esperado, en donde la de peso 

molecular superior ubicada en 4000 pb corresponde a la subunidad mayor 28s y la banda de 

peso molecular intermedio corresponde al ARN ribosomal 18S. La banda de menor peso 

molecular corresponde a la subunidad ribosomal 5S o podría corresponder a ARN degradado. 

 
El kit de extracción de ARN utilizado incluye un paso de tratamiento con DNAsa I. Este paso 

es muy importante para la qPCR, dado que la presencia de ADN genómico en la muestra de 

ARN puede llevar a la amplificación de secuencias de ADN no deseadas, lo que resulta en 

datos erróneos o en la sobreestimación de la cantidad de ARNm. Por este motivo, tras evaluar 

la calidad e integridad del ARN, se procedió a descartar la presencia de ADN genómico 

mediante PCR para el gen humano 18S en las muestras. La interpretación de los resultados 

se llevó a cabo mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

 
Como se observa en la figura 14, en los clones 1 y 2 no se detectó amplificación del gen 18S, 

indicando que el tratamiento con DNAsa I fue exitoso en estos casos. Sin embargo, en el carril 

que corresponde los clones 3 y 4 se observó amplificación indicando contaminación con ADN 

genómico. Estas muestras fueron sometidas nuevamente a un tratamiento con DNAsa I y se 

repitió el PCR para el gen 18S (Figura 15). Se visualiza en la figura 15 que no se observó 
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ampliación en esta segunda prueba, confirmando el éxito del tratamiento de DNAsa I para las 

dos muestras. 

 

 

 

 
Figura 14: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % para la detección de ADN genómico 

mediante PCR. [MPM] Marcador de peso molecular. [1] Clon 1. [2] Clon 2. [3] Clon 3. [4] Clon 4. [H] 

HEK-293. [NTC] Control negativo de PCR. 

 

Figura 15: Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % para la detección de ADN genómico 

mediante PCR. [MPM] Marcador de peso molecular. [3] Clon 3. [4] Clon 4. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se decidió proseguir con la retrotranscripción del 

ARN. Se llevó a cabo la retrotranscripción del ARN a ADNc utilizando oligos dT para asegurar 

que el material de partida fuese el ARNm. 

 
4.12 Curva de eficiencia de primers 

 
Antes de proceder con el análisis de la expresión génica, se llevó a cabo una curva de 

eficiencia de los primers para garantizar que estos presentaran una eficiencia óptima en la 

medición de la expresión de los genes de interés. Esto se debe a que se ha observado que, 

cuando los primers exhiben una eficiencia de amplificación subóptima, representan de manera 

errónea el cambio en la expresión de los genes (47, 48). Además, esta curva de eficiencia 

ayudó a determinar la concentración adecuada de ADNc molde a utilizar en los experimentos 

subsiguientes. Para realizar este proceso, se prepararon diluciones de las muestras de ADNc 

obtenido por la extracción de ARN de células sin transformar y los 4 clones, las cuales fueron 

posteriormente amplificadas mediante PCR en tiempo real en base a lo mencionado en la 

metodología. 

 
Al realizar las curvas de eficiencia se procedió a determinar la eficiencia de los primers 

empleados. Para ello, se realizó un promedio a partir de los valores de Ct obtenidos para las 

réplicas técnicas. Posteriormente, a la cantidad asignada de muestra para cada dilución se le 

realizó el logaritmo de dicha cantidad. Se representaron gráficamente estos valores de Ct en 

relación con el logaritmo de la cantidad de muestra asignada para cada dilución. A partir de 

esta representación, se determinó la pendiente de la regresión lineal, utilizando dicha 

pendiente para calcular la eficiencia según la siguiente fórmula: 

 
𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (%) = (10−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 – 1) 𝑥 100 

 
Tabla 30: Eficiencia de amplificación de los primers determinada a partir de diluciones de ADNc 

 

 
Gen 

 
Muestra 

Cantidad de 

muestra 

Log (Cantidad 

de muestra) 

 
Promedio Ct 

 

 
 
 

 
TNF-α 

 
1/10 

 
6250 

 
3,79588002 

 
27,43 

Eficiencia 

(%) 

1/50 1250 3,09691001 29,93 110 

1/250 250 2,39794001 32,04 Pendiente 

1/1250 50 1,69897 33,92 -2.5995 
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Los datos empleados para calcular la eficiencia de cada juego de primers se encuentran 

registrados en la Tabla 25. De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que los 

primers para TNF-α presentaron una eficiencia de 110%, se vio que la eficiencia alcanzada 

se encuentra dentro del rango aceptable, siendo este de entre 80-110% (48, 49, 50). Dado 

esto, se decidió proseguir con el ensayo. Además, se examino la curva de melting y no se 

observaron picos secundarios. (Anexo 4) 

 
Los primers que vamos a utilizar para los genes housekeeping Beta-actina y GADPH ya fueron 

testeados en el laboratorio en condiciones experimentales similares por lo que su eficiencia 

no fue ensayada (46, 52, 53). Los primers elegidos muestran eficiencias dentro del rango 

aceptable. Por otra parte, se observó que la eficiencia obtenida con el par de primers de 

GADPH excede el rango aceptable. Por lo general, eficiencias superiores al 110% podrían 

atribuirse a la formación de dímeros de primers (50). Sin embargo, al examinar detenidamente 

la curva de melting, no se observaron picos secundarios que sugirieron la presencia de dicha 

conformación. La curva de melting es un recurso valioso que permite respaldar los datos 

obtenidos de la curva de eficiencia. La detección de picos a temperaturas inferiores a 78°C 

podría indicar la presencia de dímeros de primers o, alternativamente, la presencia de 

productos de amplificación no específicos de menor tamaño (50). 

 
4.13 Análisis de expresión de genes 

 
Se llevó a cabo el análisis de la expresión del gen TNF-α en los diferentes clones obtenidos. 

Se realizó el análisis empleando las muestras de ADNc diluidas a una proporción de 1/10 para 

cada uno de los genes de interés. Se decidió trabajar con la dilución 1/10 ya que contamos 

con valores altos de Ct en la curva de eficiencia de primers. Para llevar a cabo el ensayo de 

expresión génica mediante qPCR, se siguió el procedimiento detallado en la sección 3.18.3 

del protocolo. 

 
Una vez obtenidos los resultados (Anexo 5), se aplicó el método de 2(−𝛥𝛥𝐶𝑡) para normalizar 

la expresión del gen de interés respecto a los genes de referencia (49). En este método, ΔΔCt 

se define como la diferencia entre ΔCt de la muestra y ΔCt del control, donde ΔCt representa la 

diferencia en los valores de Ct entre el gen de interés (TNF-α) y el promedio de los genes 

constitutivos (β-actina y GADPH). 
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Figura 16. Análisis de la variación de la expresión del gen TNF-α en los diferentes clones. Las columnas 

corresponden a el resultado obtenido mediante el método de 2(−𝛥𝛥𝐶𝑡) para cada clon: clon 1 (C1), clon 

2 (C2), clon 3 (C3), clon 4 (C4) y las células HEK-293. 

 

Tras un análisis de los resultados obtenidos, resulta evidente que los cuatro clones muestran 

una expresión significativamente mayor de TNF-α en comparación con las células HEK-293 

no transfectadas (Figura 16). La evaluación revela que el clon con mayor expresión fue el 

clon 4 con una expresión casi 700 veces mayor (695) al de las células sin transfectar. Los 

clones 1, 2, y 3 también presentaron niveles significativamente mayores de expresión de 

TNF-α de 483, 274, y 112, respectivamente. 

 

La disparidad en la expresión génica podría atribuirse a la inserción de una secuencia de 

ADN específica en tándem en una región particular del genoma, lo que conlleva a la 

replicación de múltiples copias de dicha secuencia de ADN, alineadas en una disposición 

contigua y en la misma orientación. Este fenómeno podría haber sido ocasionado por un 

rearreglo del plásmido. En virtud de este proceso, es factible alcanzar una mayor expresión 

de TNF-α. No obstante, otra posibilidad reside en que las copias del plásmido hayan sido 

insertadas en distintos loci genómicos, lo cual también podría contribuir a la disparidad 

observada en la expresión génica. 

 

La regulación post-traduccional de TNF-α es un proceso complejo que involucra múltiples 

etapas después de la síntesis del ARNm. Aunque se puede detectar una gran cantidad de 

ARNm de TNF--α en las células, es importante confirmar que este ARNm realmente se está 

traduciendo en la síntesis de la proteína TNF-α. La presencia de ARNm no siempre 

garantiza la producción de proteínas funcionales. Luego se debería probar que el ARNm de 

TNF-α se está traduciendo en la proteína correspondiente 
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Este hallazgo nos permite concluir que hemos producido con éxito cuatro clones que 

expresan la construcción de interés y presentan un potencial prometedor para futuras 

investigaciones. 

 
4.14 Análisis mediante western blot de TNF-α en células transformadas 

 
Posteriormente se decidió evaluar la expresión de TNF-α a nivel proteico en los clones 

obtenidos. Para identificar un control positivo, se llevó a cabo una revisión bibliográfica 

buscando líneas celulares que presentan expresión de la proteína TNF-α. Se optó por utilizar 

células HeLa para este propósito, basándonos en la documentación científica que confirmaba 

su capacidad de expresar esta proteína cuando se exponen a una concentración final de 100 

ng/mL de LPS durante un período de 20 horas (38). Además, resultaba ventajoso contar con 

esta línea celular disponible en nuestro laboratorio. 

 
Para la detección de TNF-α, se analizó el sobrenadante de las células transfectadas, células 

HEK-293 sin transfectar y células HeLa y el lisado de las mismas mediante el inmunoensayo 

western blot. La línea policlonal transfectadas fue crecida en presencia y en ausencia del 

antibiótico de selección (G418) para evaluar si el crecimiento en estas condiciones interfiere 

de alguna forma en la expresión de TNF-α. 

 

 
Figura 17: Análisis mediante western blot de la expresión de TNF-α en células HEK 293 transfectadas, 

luego de la transferencia se tiñó con rojo ponceau. [MPM] Marcador de peso molecular AccuRuler PGB 

Plus Prestained Protein Ladder (MAESTROGEN, #02102-250). (Sobrenadantes) [H] Sobrenadante 
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células HEK-293. [P] Sobrenadante células transfectadas sin antibiótico. [P+] Sobrenadante células 

transfectadas tratadas con antibiótico. [HeLa] Sobrenadante células HeLa. (Pellets) [H] Lisado celular 

de células HEK-293 [P] Lisado celular de células transformadas sin tratar con antibiótico. [P+] Lisado 

celular de células transformadas tratadas con antibióticos. [HeLa] Lisado celular de células HeLa. 

 

En la figura 17, se observa las proteínas totales de las muestras. Dicho esto, se confirma que 

la transferencia se realizó de forma correcta. Se puede visualizar que en los sobrenadantes 

hay mayor cantidad de proteínas totales que en los pellets, en especial a la altura de en 

especial a la altura de 70-65 kDa. Se visualiza una banda en la misma altura en todas las 

muestras, podría deberse al suero fetal bovino (SFB) ya que todos los sobrenadantes lo 

contienen. El SFB es un componente común en los medios de cultivo celular debido a su 

rico contenido en factores de crecimiento, hormonas, proteínas, vitaminas, minerales y otros 

nutrientes esenciales para el crecimiento y la proliferación celular. Entre las proteínas 

presentes en el SFB, una de las más importantes es la albúmina de suero bovino (BSA), es 

la principal proteína del suero y su peso molecular es aproximadamente de 66,5 kDa. 

 

 

 
Figura 18: Análisis mediante western blot de la expresión de TNF-α en células HEK 293 transfectadas, 

luego del revelado. [MPM] Marcador de peso molecular AccuRuler PGB Plus Prestained Protein Ladder 

(MAESTROGEN, #02102-250). (Sobrenadantes) [H] Sobrenadante células HEK-293. [P] 

Sobrenadante células transfectadas sin antibiótico. [P+] Sobrenadante células transfectadas tratadas 

con antibiótico. [HeLa] Sobrenadante células HeLa. (Pellets) [H] Lisado celular de células HEK-293 

[P] Lisado celular de células transformadas sin tratar con antibiótico. [P+] Lisado celular de células 

transformadas tratadas con antibióticos. [HeLa] Lisado celular de células HeLa. 

 

La detección de TNF-α se llevó a cabo mediante el uso de un anticuerpo primario monoclonal 

específico de ratón (anti-TNF-α), seguido de la incubación con un anticuerpo secundario anti- 

IgG de ratón conjugado a fosfatasa alcalina. Este método reveló una banda de 17 KDa en el 
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sobrenadante de células transformadas cultivadas sin G418, indicando la presencia de la 

proteína TNF-α. La aparición exclusiva de esta banda en muestras sin presión selectiva 

sugiere que la transfección es estable y plantea que la presión selectiva podría influir en la 

expresión proteica, posiblemente debido a la competencia por la maquinaria traduccional o 

diferencias en el estado metabólico de las células. 

 
Se puede observar una discrepancia entre los niveles de ARNm de TNF-α medidos y la 

expresión proteica que pareciera ser mucho menor. Esto puede ser resultado de que los 

estudios fueron realizados en líneas celulares diferentes, pudiendo presentar la línea 

policlonal una menor expresión que la de los clones individuales. Otra explicación es la 

compleja regulación postranscripcional que caracteriza a esta citoquina. La modulación de la 

estabilidad y la traducción del ARNm puede influir significativamente en la cantidad de proteína 

producida, independientemente de los niveles de ARNm. Por último, la falta de detección de 

TNF-α en el sobrenadante de las células HeLa tratadas con LPS, sugiere una baja sensibilidad 

de la técnica. 

 
Estos ensayos deberían ser repetidos, modificando el protocolo de detección e incorporando 

el análisis de las líneas monoclonales generadas. Además, sería beneficioso añadir control 

positivo adicional, como la proteína TNF-α purificada de manera de confirmar la eficacia y 

especificidad del protocolo. 



71  

5. Conclusiones 
 

En este trabajo se logró transformar en forma estable la línea celular HEK-293 con el plásmido 

pcDNA3.1(+)+TNF-α. Se logró obtener una línea celular policlonal recombinante capaz de 

producir TNF-α. Se realizó la caracterización de las líneas celulares HEK_TNF-α y HEK-293 a 

lo largo de un periodo de 16 días, durante el cual se observó que la modificación realizada 

no afecta el crecimiento de las células. A partir de la línea policlonal se produjeron 4 líneas 

celulares monoclonales mediante la técnica de dilución límite. Se confirmó la correcta 

transformación de las células mediante PCR con primers específicos a partir de extracción 

de ADN de las células policlonales y de las 4 líneas monoclonales. Se realizó él estudió de la 

expresión de TNF-α mediante qPCR a partir del ADNc de los 4 clones estudiados se observó 

que expresan entre 110 y 480 veces más que la línea no transformada. El estudio de la 

expresión proteica mediante western blot permitió detectar esta citoquina en el sobrenadante 

de la línea policlonal crecida en ausencia de presión selectiva. Este trabajo proporciona una 

base sólida para futuras investigaciones sobre TNF-α y su aplicación en terapias contra 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes. 
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6. Perspectivas a futuro 
 

Nos planteamos como perspectivas a futuro realizar la caracterización las 4 líneas 

monoclonales realizando curvas de crecimiento y además se podría realizar una cuantificación 

proteica a lo largo de un periodo de 16 días. Por otro lado, se propone realizar el análisis de 

expresión génica de la línea policlonal HEK_TNF-α mediante qPCR. También, se debería 

repetir el ensayo de cuantificación proteica vía western blot, optimizando el uso del anticuerpo 

primario, e incluyendo el análisis de las líneas monoclonales y un control positivo. Y como 

último, se plantea diseñar y ejecutar ensayos biológicos para evaluar la actividad de la 

citoquina producida por las células generadas en este estudio. 
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8. Anexo 
 

8.1 Anexo 1: Secuencia primers para la secuenciación 

 
Tabla A1: Secuencia de los primers utilizados para la secuenciación del plásmido pcDNA3.1+TNF-α. 

 

Cebador Secuencia 

Cebador para secuenciar inserto Fw 5' - TCCCCTGGAAAGGACACCATG 

Cebador para secuenciar inserto Rv 5' - GTTGGATGTTCGTCCTCCTCACAG 

Cebador para secuenciar plásmido Fw 5' - TGTGAGGAGGACGAACATCCAAC 

Cebador para secuenciar plásmido Rv 5' - CATGGTGTCCTTTCCAGGGGA 
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8.2 Anexo 2: Visualización plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α 
 

 

 
Figura A2: Mapa del plásmido pcDNA3.1(+)+TNF-α (genscript #NM_000594.4), que muestra sus 

características. Promotor de CMV (CMV promoter) y CMV enhancer para la expresión constitutiva en 

células de mamífero, MCS (del inglés: “Multiple Clonning Site”), resistencia a neomicina en eucariotas, 

resistencia a ampicilina en baterías. 
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8.3 Anexo 3: Secuencia de la proteína TNF-α 

 
Tabla A2: Secuencia de la proteína TNF-α 

 

Proteína Secuencia 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
TNF-α 

CTCTTCCTCTCACATACTGACCCACGGCGCTAGCCTCTCTC 
CCCTGGAAAGGACACCATGAGCACTGAAAGCATGATCCGG 
GACGTGGAGCTGGCCGAGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACA 
GGGGGGCCCCAGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTTCCTCAGC 
CTCTTCTCCTTCCTGATCGTGGCAGGCGCCACCACGCTCTT 
CTGCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCGGCCCCCAGAGGGAA 
GAGTTCCCCAGGGACCTCTCTCTAATCAGCCCTCTGGCCCA 
GGCAGTCAGATCATCTTCTCGAACCCCGAGTGACAAGCCTG 
TAGCCCATGTTGTAGCAAACCCTCAAGCTGAGGGGCAGCTC 
CAGTGGCTGAACCGCCGGGCCAATGCCCTCCTGGCCAATG 
GCGTGGAGCTGAGAGATAACCAGCTGGTGGTGCCATCAGA 
GGGCCTGTACCTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTCAAGGGCC 
AAGGCTGCCCCTCCACCCATGTGCTCCTCACCCACACCATC 
AGCCGCATCGCCGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCT 
CTCTGCCATCAAGAGCCCCTGCCAGAGGGAGACCCCAGAG 
GGGGCTGAGGCCAAGCCCTGGTATGAGCCCATCTATCTGG 
GAGGGGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGTGACCGACTCAGCGC 
TGAGATCAATCGGCCCGACTATCTCGACTTTGCCGAGTCTG 
GGCAGGTCTACTTTGGGATCATTGCCCTGTGAGGAGGACG 
AACATCCAACCTTCCCAAACGCCTCCCCTGCCCCAATCCCT 
TTATTACCCCCTCCTTCAGACACCCTCAACCTCTCTCGAGTT 

A 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
TNF-α (Genscript) 

ATGAGCACTGAAAGCATGATCCGGGACGTGGAGCTGGCCG 
AGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACAGGGGGGCCCCAGGGCT 
CCAGGCGGTGCTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCCTGATC 
GTGGCAGGCGCCACCACGCTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG 
GAGTGATCGGCCCCCAGAGGGAAGAGTTCCCCAGGGACCT 
CTCTCTAATCAGCCCTCTGGCCCAGGCAGTCAGATCATCTT 
CTCGAACCCCGAGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAGCA 
AACCCTCAAGCTGAGGGGCAGCTCCAGTGGCTGAACCGCC 
GGGCCAATGCCCTCCTGGCCAATGGCGTGGAGCTGAGAGA 
TAACCAGCTGGTGGTGCCATCAGAGGGCCTGTACCTCATCT 
ACTCCCAGGTCCTCTTCAAGGGCCAAGGCTGCCCCTCCAC 
CCATGTGCTCCTCACCCACACCATCAGCCGCATCGCCGTCT 
CCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGC 
CCCTGCCAGAGGGAGACCCCAGAGGGGGCTGAGGCCAAG 
CCCTGGTATGAGCCCATCTATCTGGGAGGGGTCTTCCAGCT 
GGAGAAGGGTGACCGACTCAGCGCTGAGATCAATCGGCCC 
GACTATCTCGACTTTGCCGAGTCTGGGCAGGTCTACTTTGG 

GATCATTGCCCTGTGA 
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8.4 Anexo 4: Curvas de eficiencia de primers 
 

 

 
Figura A3: Curva de eficiencia de primers para TNF-α 
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8.5 Anexo 5: Curvas de expresión de genes 

 

 
Figura A4: Análisis de expresión del gen TNF-α. Expresión del gen TNF-α (––) en células HEK-293, 

clon 1, clon 2, clon 3, clon 4. 


