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RESUMEN  

Los protocolos que actualmente se llevan a cabo para establecer el diagnóstico de 

ERC incluyen pruebas de diversa índole, siendo las invasivas aquellas que ofrecen 

informacion acerca del grado de daño al riñón en esta afeccion, es por ello, que 

encontrar estrategias o alternativas menos invasivas o no invasivas que nos permitan 

relacionar directamente la presencia de un biomarcador con los niveles de daño 

presentes en el riñón del paciente. Esta es una de las metas en las estrategias de 

pruebas diagnóstico y que abre la posibilidad de aprovechar el potencial del papel de 

la citocina TGF-β con los niveles de daño renal asociado a fibrosis. 

Los vNAR son moléculas inmunes provenientes de especies marinas que desempeñan 

un papel en la opsonización de diversos antígenos, en nuestro equipo de trabajo se 

cuenta con uno que es especifico a TGF-β, es por ello que a través de su clonación y 

expresión en vectores pET28a+(expresión con etiqueta de histidina simple) y pET32a+ 

(expresión con doble etiqueta de histidina) se logró evaluar su expresión, capacidad 

de reconocimiento antigénico, linealidad y reconocimiento en una matriz biológica 

(suero humano).  

Los resultados nos muestran que la expresión en el sistema de expresión E. coli BL21 

D3 con el vector pET32a+ se obtienen niveles mayores en comparación con la 

cantidad expresada en pET28a+. Así mismo la capacidad de reconocimiento resulta 

más especifica a la isoforma 1 del TGF-β, demostrándose una aceptable correlación 

lineal entre la respuesta analítica y concentración de citocina en la prueba de ELISA 

desarrollada, aún es necesario realizar mas evaluaciones empleando sueros de 

pacientes con enfermedad que implique procesos fibróticos por lo que los resultados 

de las evaluaciones en suero dan la pauta para continar con las evaluaciones y 

posterior validación de esta prueba analítica. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

Existen citocinas que pueden causan daño y comprometer la adecuada funcionalidad 

de diversos órganos cuando son secretadas en niveles distintos a los fisiológicamente 

normales. Algunas enfermedades que afectan al riñón tienen un origen infeccioso o 

son ocasionadas por estados crónico-degenerativos, por lo general, conducen a daño 

progresivo que eventualmente da lugar a Enfermedad Renal Crónica (ERC). Este 

conjunto de enfermedades tienen en común un proceso mediado por citocinas, por 

ejemplo, el factor de crecimiento transformante beta (TGF-), que al producirse en 

forma excesiva se convierte en un promotor de procesos fibróticos1 correlacionándose 

positivamente con el daño renal. El riñón es un órgano cuya función principal es la 

filtración, recibe una perfusión sanguínea de aproximadamente 600 mL de sangre por 

minuto y tiene una tasa de filtración glomerular cercana a 125 mL/min, que es 

equivalente a 180 L durante 24 horas. La formación de orina en el riñón permite 

mantener el equilibrio hidroelectrolítico y eliminar solutos no útiles producidos por el 

catabolismo o provenientes de la ingesta. También la reducción en la filtración 

glomerular y el deterioro del riñón se asocian con la pérdida de su capacidad funcional.  

Generalmente, la detección de citocinas involucra la utilización de anticuerpos 

monoclonales tipo IgG con un tamaño de aproximadamente 150 kDa. Dado su forma 

de obtención a través de hibridomas, los anticuerpos monoclonales tienen un alto costo 

y requieren de un largo tiempo para su producción. Esto ha motivado la investigación 

de nuevas opciones de diseños de anticuerpos o dominios sencillos, que son formatos 

más compactos y funcionales, por ejemplo, los dominios denominados nuevos 

receptores de antígeno de región variable (vNAR) provenientes de especies marinas 

como el tiburón (12-15 kDa) o los fragmentos VHH presentes en camélidos (12-15 

kDa). Específicamente, los vNAR son moléculas prometedoras para el reconocimiento 

de citocinas y podrían ser empleadas en el desarrollo de estrategias terapéuticas o de 

diagnóstico en la detección de biomarcadores en diversos procesos patológicos. En el 

caso de la enfermedad renal, los vNAR podrían emplearse para la generación de 

inmunoensayos que permitan detectar la citocina TGF- y asociarla como un 

biomarcador en las distintas etapas de la enfermedad. 
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2.- ANTECEDENTES 

2.1.- Generalidades del TGF-β 

El TGF- es una citocina que se encuentra involucrada en los procesos de 

proliferación, diferenciación, autofagia, apoptosis, fibrosis entre otros.2 En los seres 

humanos esta citocina tiene tres isoformas denominadas TGF-1, TGF-2 y TGF-3.  

La isoforma TGF-1 es secretada por los linfocitos T CD4+ reguladores, los macrófagos 

activados y diversos tipos celulares.3–5 El TGF- también induce la diferenciación de 

células mesenquimales de fibroblastos a miofibroblastos, adjudicándosele un rol 

fundamental en procesos fibróticos.6,7 

Esta citocina es biosintetizada en el aparato de Golgi en forma inactiva, compuesta por 

una estructura homodimérica asociada a un péptido denominado péptido asociado a 

latencia (LAP). Una vez secretada al exterior de la célula, el LAP es eliminado a través 

de una escisión proteolítica permitiendo al TGF- adquirir su forma activa para realizar 

sus funciones biológicas.5 (Figura 1). 

El TGF- tiene funciones específicas, algunas de éstas son la inhibición de la 

proliferación y las funciones efectoras de los linfocitos T, así como la activación de los 

macrófagos por la vía clásica. De igual modo, el TGF- ejerce un efecto supresor sobre 

otras células como neutrófilos y células endoteliales con la finalidad de controlar 

respuestas inflamatorias e inmunitarias exacerbadas.5 TGF- también está involucrado 

en funciones de regulación de subgrupos de linfocitos, por ejemplo en linfocitos CD4+ 

inhibe la orientación hacia linajes de linfocitos T helper 1 (TH1) y linfocitos T helper 2 

(TH2) e induce la diferenciación de los linfocitos CD4+ hacia el linaje de linfocitos 

reguladores (Treg) o proinflamatorios T helper 17 (TH17), dependiendo del 

microambiente de citocinas como la interleucina 10 (IL-10) y el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-)5 

TGF- interviene en la síntesis de anticuerpos IgA debido a que induce del cambio 

hacia este isotipo de anticuerpo en los linfocitos B. Esta citocina también está asociada 

a funciones de reparación tisular después de que los procesos de inflamación han 
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disminuido; esto principalmente debido a que el TGF- influye directamente sobre los 

macrófagos y fibroblastos, originando un efecto promotor sobre la síntesis de colágeno 

y la producción de enzimas que modifican la matriz celular. Este tipo de respuesta 

permite mantener la homeostasia en el organismo. Sin embargo, TGF- también tiene 

un papel importante y perjudicial en procesos patológicos donde la fibrosis es un 

elemento clave. Finalmente, en procesos reparativos y fibrótico, los macrófagos 

activados por la vía alternativa son buenos productores de TGF-.5  

 

2.2.- Efectos del TGF-β en los tejidos 

En condiciones normales, las células de los diferentes tejidos pueden encontrarse 

expuestas a estímulos tales como las especies reactivas de oxígeno (ROS), plasmina, 

entre otros. Estos factores propician un microambiente fibrótico que promueve la 

escisión del LAP del TGF- inactivo para dar lugar a su forma activa (Figura 1). Una 

vez que el TGF- se encuentra en su forma activa es capaz de interactuar con el 

receptor tipo 2 del TGF- (TβRII). 3,4 

 

Figura 1.- Síntesis de TGF-  El TGF- se sintetiza como una molécula inactiva que se encuentra 

unida al péptido asociado a latencia (LAP), que está anclada a la matriz extracelular mediante la proteína 

de unión al TGF- latente (LTBP), la cual necesariamente debe ser separada proteolíticamente para 

que el TGF- soluble pueda interactuar con su receptor. Imagen tomada y modificada de “El factor de 

crecimiento transformante β como blanco terapéutico”, Gálvez F. et. al., 2004. 8 
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El receptor tipo 2 TβRII, tiene un papel constitutivo de cinasa, cuando interactúa con 

TGF-β el receptor se encarga de reclutar al receptor tipo 1 del TGF- (TβRI), con la 

subsecuente fosforilación del receptor asociado a Smad (R-Smads), 3 lo que permite 

la propagación secuencial intracelular de la señal generada y los efectos pro-

inflamatorios o anti-inflamatorios en diversos tipos celulares4 (ver Figura 2). 

 

 

Figura 2.- Efecto a nivel celular del TGF- sobre diferentes células.  Se observa el efecto e 

interacción que tiene la citocina en los diversos tipos celulares presentes en el riñón. Información de la 

imagen tomada y modificada de “TGF- β / Smad signaling in renal fibrosis”, Meng X. et. al., 2015. 4 

 

En este punto de la vía intracelular, los oligómeros fosforilados Smad2 y Smad3 dan 

lugar a la formación de un dímero capaz de interaccionar con Smad4. Este complejo  

tiene la capacidad de translocarse al núcleo celular y permitir la regulación de la 

transcripción de genes que codifican promotores de la acumulación de matriz 

extracelular:4 alfa-actina del músculo liso  (α-SMA) y colágeno tipo 1 (Col1). (Figura 3) 
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Figura 3.- Vías de activación y señalización de los efectos fibróticos del TGF-β. En este proceso 

interviene el receptor 2 del TGFβ (rII-TGF-β) que se encarga de reclutar al receptor tipo1 (rI-TGF-β) y a 

través de un mecanismo de fosforilación dowstream promueve la generación de precursores 

profibróticos 

 

En contraparte, existe un mecanismo regulador de esta vía a través de Smad7 que 

actúa como un inhibidor de fibrogénesis.9 El equilibrio correcto en la regulación de 

ambas vías de Smad3 y Smad7 se encarga de mantener en niveles adecuados el 

balance de la fibrosis, la acumulación de miofibroblastos y la matriz extracelular, así 

como su regulación.4  

En el ambiente fibrótico, se ha  estudiado el efecto  específico del TGF-β1 asociado a 

su LAP en la matriz extracelular y sus componentes, encontrándose que  la fibrina y la 

fibronectina son moléculas de interacción covalente con TGF-β por acción de la enzima 

transglutaminasa.10 Esto evidencia que es posible obtener un depósito de TGF-β 



20 
 

latente que empezará a ser fisiológicamente activo cuando un proceso patológico 

desencadene su liberación.11 En un proceso de daño establecido los fibroblastos se 

trans diferencian y se activan dando lugar a miofibroblastos. Esta citocina ha sido 

reportada con la capacidad de estimular12 e inhibir13  tanto a células del tejido epitelial 

como a células endoteliales, creando las condiciones propicias para que los 

miofibroblastos inducidos lleven a cabo sus propiedades invasivas al responder 

positivamente al estímulo.12  

 

2.3.- TGF- β en los procesos fibróticos 

El proceso de fibrosis se caracteriza por la presencia de un depósito excesivo de 

material extracelular que forma una matriz extracelular compuesta principalmente por 

proteoglicanos, ácido hialurónico y proteínas fibrilares, junto con colágeno y 

fibronectina. Estos elementos en el contexto de la fibrosis conducen a la pérdida de 

integridad funcional y morfológica del órgano o tejido.14 En algunos órganos como en 

el riñón, el grado de la severidad de la fibrosis está directamente relacionado con la 

afectación del riñón de los pacientes.15,16 

El miofibroblasto es un tipo celular que se encuentra involucrado en procesos 

fibrogénicos. Esta célula es un promotor directo en el proceso de la fibrosis.17 Algunos 

tipos celulares tienen la capacidad de convertirse a miofibroblastos18 mediante el 

estímulo de factores del ambiente extracelular como las citocinas, los factores de 

crecimiento y el daño causado por estrés mecánico. 19,20 

Existen receptores presentes en el miofibroblasto que se encuentran encargados 

directamente en el desencadenamiento de sus funciones entre los cuales se 

encuentran: el receptor del ácido lisofosfatídico (LPA), la endotelina (ET), endotelina-

1 (ET-1), el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) y el TGF-.14 Es 

importante hacer mención del activador inhibidor del plasminógeno 1, que al ser 

sobreexpresado permite la deposición de matriz extracelular. 21 En condiciones 

normales, los miofibroblastos responden ante un estímulo de estrés o daño, lo que 

propicia su activación con la finalidad de dar lugar a la reparación del tejido. Una vez 
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que se ha realizado esta función, los miofibroblastos se autoeliminan a través de 

apoptosis.14 

2.4.- Fibrosis 

La existencia de fibrosis excesiva en los tejidos significa un proceso fuera de control 

en relación con la auto-reparación del tejido u órgano, lo que conduce a la pérdida de 

función tisular. En condiciones normales, la auto-reparación se encarga de reordenar 

las células del tejido que han sufrido daño y apoptosis. Este daño tiene diversas causas 

como lo son las infecciones, reacciones de tipo autoinmune, entre otros.22 

Los mecanismos normales de reparación tienen como finalidad la regeneración del 

tejido en donde son reemplazadas las células dañadas por otras idénticas y no existe 

evidencia del daño que tuvo lugar. Los miofibroblastos cumplen una función de 

reparación efectiva, mientras que en desregulaciones patológicas se encuentran 

participando en una fase fibrogénica que da lugar al reemplazo del parénquima por 

tejido conectivo en donde la matriz extracelular se produce de manera continua.23 La 

desregulación de estos mecanismos involucrados en la reparación del tejido es 

determinante en la remodelación de la matriz extracelular, promoviendo el 

establecimiento la matriz fibrótica que viene como resultado de procesos inflamatorios 

crónicos.22 

El colágeno es uno de los principales componentes involucrados en el proceso de 

fibrosis debido a su acumulación y depósito en órganos, específicamente en el 

intersticio intratubular del riñón se produce un adelgazamiento de los capilares 

peritubulares, dando como resultado la falta de oxigenación en el tejido afectado. Este 

evento de hipoxia favorece mecanismos fibróticos dando lugar a un sistema 

profibrótico de retroalimentación positiva.24 

El daño causado en el tejido favorece condiciones pro-fibróticas, promoviendo el efecto 

de mediadores inflamatorios que inician el proceso anti-fibrinolítico de coagulación. En 

este proceso primeramente existe la formación de un coágulo y una matriz extracelular 

provisional, seguido de la degranulación de las plaquetas lo que permite la 

vasodilatación. Las células del endotelio dañado secretan citocinas, factores de 



22 
 

crecimiento y quimiocinas que permiten el reclutamiento de células proinflamatorias. 

Las células reclutadas son estimuladas a través del ambiente de daño al liberar 

citocinas que promueven la reparación tisular como el TGF- y la IL-10.22 

Este ambiente de citocinas permite la diferenciación del fibroblasto a miofibroblasto, 

seguido de su migración hacia el centro de la lesión, favoreciendo la contracción de la 

misma.22 Un evento importante a considerar es que cuando ocurre un proceso de daño 

repetido, la inflamación crónica seguido de reparación dan lugar a la acumulación de 

elementos que promueven la acumulación excesiva de matriz extracelular, entre ellos 

se encuentra el ácido hialurónico, fibronectina, proteoglicanos, colágeno intersticial, 

mismos que favorecen el mantenimiento de una herida persistente. 22 

Se ha relacionado el papel de las citocinas como el TGF- sobre el efecto 

proinflamatorio y también sobre el favorecimiento de la transformación de fibroblastos 

a miofibroblastos.25 En la fibrosis es característico observar la diferenciación de los 

miofibroblastos, así como su infiltración progresiva y crónica en el sitio de la lesión 

produciendo continuamente matriz extracelular. 24 

 

2.5.- Fibrosis renal 

En el caso particular del riñón son diversas las patologías que agravan la fibrosis del 

órgano causando complicaciones patogénicas. Estos cambios patogénicos son 

originados por efecto del TGF-β, que promueve el cambio de fenotipo celular (ver figura 

5) y la producción de colágeno, además de la interacción con otras moléculas que 

maximizan el efecto dañino.15 La fibrosis renal se caracteriza por la excesiva 

acumulación y depósito de matriz extracelular que conduce a la pérdida progresiva e 

irreversible de la capacidad de filtración en el riñón que se denomina ERC. Esta 

acumulación de tejido conjuntivo está directamente relacionada con la pérdida de la 

función fisiológica de los túbulos y capilares renales y su consecuente progresión 

desencadena un estado patológico más grave denominado enfermedad renal de 

estado terminal (ERCT). En este contexto, se hace evidente la determinación de los 

niveles o grado de fibrosis alcanzado en una escala cuantitativa. 4, 24 
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Los cortes histológicos de pacientes con ERC se caracterizan por acumulación de 

tejido conjuntivo, mismo que está directamente relacionado con la pérdida de la función 

fisiológica de los túbulos y capilares renales. (ver figura 4) Este hecho lo vincula 

estrechamente al progreso y deterioro del órgano en la ERC. 24 

 

 

 

 

  

 

Figura 4.- Excesiva acumulación y depósito de colágeno y tejido conjuntivo da lugar a la pérdida de la 
capacidad de filtración en el riñón en ERC. Existe acumulación de colágeno, depósito de tejido 
conjuntivo, adelgazamiento de capilares peritubulares, pérdida de la función fisiológica, hipoxia y con 
retroalimentación positiva para fibrosis.26  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Riñón sano 

• Túbulos sanos 
• Densidad capilar conservada 
• Mínima cantidad de material extracelular 
• Matriz extracelular suave 
• Mínima distancia de difusión de oxigeno  

hacia células capilares  

Riñón fibrótico 

• Túbulos dilatados y atrofiados  
• Densidad capilar reducida 
• Matriz extracelular intersticial incrementada  
• Matriz extracelular rígida 
• Distancia de difusión de oxígeno hacia los túbulos 

renales disminuida 
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Figura 5.- Representación de las vías del TGF-16β que conducen a glomeruloesclerosis y fibrosis túbulo 
intersticial. Los cambios en las células renales (hipertrofia, apoptosis y anormalidades de los podocitos) 
conducen a la disminución de la tasa de filtrado glomerular, perdida de capilares glomerulares e 
intersticiales, atrofia tubular, fibrosis intersticial. Imagen tomada de ”TGF-β y otras moléculas 
profibróticas en enfermedad renal crónica” Topete-Reyes. 2015 15 

 

2.6.- ERC 

Según la Organización Panamericana de la Salud (OPS), la ERC también denominada 

insuficiencia renal crónica representa un estado patológico que se caracteriza por la 

pérdida gradual de la función renal; y cuando se ha alcanzado una etapa avanzada los 

niveles de solutos de desechos que normalmente se eliminan se incrementan 

causando daños en el organismo.27 

Las causas que originan la ERC pueden originarse a partir de patologías como 

nefropatía diabética,28 nefropatía por IgA,29 nefropatía membranosa,30 

glomeruloesclerosis focal y segmentaria,31 entre otras. En estas enfermedades los 

mecanismos patológicos de daño en el tejido siguen las siguientes directrices: 
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inicialmente existe presencia de inflamación, seguido de fibrosis, donde es evidente la 

presencia de una matriz extracelular proteica, proteoglicanos y glicoproteínas,32 así 

como, el incremento de depósitos de colágeno con la siguiente afectación en la 

capacidad fisiológica del órgano por causa de la fibrosis.15 

Según un comunicado de la OPS y la Organización Mundial de la Salud (OMS), se 

declara que la ERC afecta a cerca del 10% de la población a nivel mundial, a pesar de 

no tener una cura eficaz, es considerada una condición prevenible.33 La ERC se 

produce por efecto de los daños atribuidos a enfermedades crónico-degenerativa, 

principalmente la diabetes e hipertensión arterial no controlada, siendo estos los 

factores más importantes en el desarrollo de la ERCT.34,35  

Estas enfermedades desencadenan un proceso asociado a daño mediado por 

citocinas como el TGF-,36 el factor derivado de las plaquetas (PDGF), el TNF-, las 

interleucinas 1 y 6  (IL1 e IL6), 37  el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) 

y el factor de crecimiento epidérmico (EGF).38 

Actualmente, el incremento en la incidencia de la ERC impacta económicamente en la 

atención de los pacientes debido al elevado costo de los tratamientos.39 La ERC 

avanza junto con el daño renal de manera progresiva hasta la etapa avanzada e 

irreversible donde la diálisis peritoneal, la hemodiálisis y el trasplante renal son las 

opciones para tratarla. Estas terapias de sustitución renal son invasivas y no se 

encuentran disponible para toda la población debido a los costos elevados, así como 

la disponibilidad de personal médico especializado y la escasa donación de órganos.33 

La iniciativa de calidad de la evolución de la enfermedad renal de la Fundación 

Nacional del Riñón (NKF / KDOQI, por siglas en inglés), presenta un esquema que 

agrupa a los pacientes con afectación renal y los clasifica según las siguientes 

condiciones clínicas para el diagnóstico de pacientes con ERC, considerando los 

valores de la filtración glomerular inferior a los 60 mL/ min * 1.73 m2 de superficie 

corporal que puede estar acompañado de anomalías y daño al riñón durante al menos 

3 meses.40  En México, la ERC no se encuentra cubierta dentro del cuadro básico de 

enfermedades en pacientes mayores de 20 años por lo que se produce un impacto 
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económico negativo tanto para las familias de los pacientes, así como a largo plazo 

para las instituciones de salud.41  

2.7.- Diagnóstico y clasificación según la severidad de ERC 

Según la guía de práctica clínica para la prevención, diagnóstico y tratamiento de la 

ERC se puede considerar en etapa temprana cuando en dos determinaciones en un 

período de 3 meses exista evidencia de daño renal y/o disminución en la tasa de 

filtración glomerular (TFG) en el paciente (Tabla 1). 42 

Actualmente el diagnóstico de ERC se basa en los resultados de la evaluación de la 

función renal contemplando los siguientes parámetros: 1) TFG, proteinuria o 

albuminuria, y 2) la presencia de otros elementos como células, cierto tipo de cilindros 

o cristales en el sedimento urinario los cuales dan información acerca de la presencia 

de enfermedad glomerular, intersticial o vascular. Otras pruebas que nos permiten 

complementar un diagnóstico más certero son 3) las pruebas de imagen y 4) las 

imágenes histopatológicas. Las estrategias empleadas en este diagnóstico son por lo 

general utilizadas cuando el paciente presenta la afectación avanzada.42 

 

 

Estadio 

 

Descripción 

  

TFG (mL*min/1.73m2) 

 

Plan de acción 

0 Incremento del riesgo Mayor o igual a 90 (con 

factores de riesgo) 

Escrutinio y reducción de factores 

de riesgo para ERC 

 

 

 

1 

Daño renal con TFG 

normal 

 

 

          Mayor o igual a 90 

Diagnóstico y tratamiento  

Tratamiento de morbilidad asociada , 

intervenciones pata retardar la 

progresión, reducción de factores de 

riesgo para la enfermedad 

cardiovascular 

 

 

2 

Daño renal con TFG 

levemente disminuida 

 

60-89 

Estimación y retraso de la 

progresión 

 

 

3 

Disminución 

moderada de la TFG 

 

 

 

                   30-59 

Evaluación y tratamiento de 

complicaciones 
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Tabla I.- Clasificación de la severidad de la enfermedad renal crónica según la TFG (Modificado de 

Levey A. Ann Med 2004: 141: 959-961). 

 

2.8.- Evaluación del daño asociado a fibrosis por ERC 

Existen una diversidad de enfermedades renales que pueden desencadenar en ERC 

debido a mecanismos fisiopatológicos como: inducción en el cambio del fenotipo 

celular presente en el parénquima renal, incremento en la síntesis de colágeno y 

acumulación de matríz extracelular.15 

Actualmente, existen ciertos parámetros que permiten evaluar el grado de fibrosis 

alcanzado por el riñón, comúnmente la biopsia renal es utilizada para la evaluación del 

daño fibrótico una vez que se han agotado todas las opciones no invasivas para 

evaluar la integridad del parénquima renal (Tabla 1). Esta técnica actualmente es 

considerada en conjunto con las pruebas de imagen como “estándar de oro” 43 en la 

evaluación del daño renal por fibrosis. Sin embargo, es un tratamiento invasivo y 

además, debido a la pequeña porción de tejido analizada tiene la desventaja de ser 

susceptible a cometer un sesgo en el muestreo, ya que por lo general las muestras 

evaluadas corresponden a las porciones más distantes a la médula renal siendo una 

muestra poco homogénea. Debido a estas limitaciones, se han buscado alternativas 

más efectivas y confiables para evaluar el daño fibrótico, entre ellas están las pruebas 

de imagen como la resonancia magnética nuclear (MRI) que tienen mayor calidad y 

resolución. Estas pruebas permiten evaluar el nivel de daño que se ha alcanzado en 

el tejido renal sin embargo, el costo elevado así como el uso de equipos especializados 

que son operados únicamente por personal certificado significan un limitante en su 

implementación.26 

 

 

4 

Disminución severa 

de la TFG 

 

                

15-29 

Preparar para terapia de reemplazo 

renal 

 

5 

Enfermedad renal 

terminal 

Menor a 15 Terapia de reemplazo renal 
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Se estima que cerca del 75% de individuos mayores de 70 años se encuentran en el 

estadio en donde existe alteración en la TFG, las pruebas de imagen, aparición de 

elementos que evidencian daño a través de la observación del sedimento urinario, así 

como albuminuria mantienen al paciente en un estado asintomático. Sin embargo, el 

daño se ha establecido.44 

La aplicación de la fórmula de Cockroft-Gault permite estimar la función renal 

considerando la creatinina, sin embargo, presenta ciertos inconvenientes ya que 

existen variaciones de los valores de creatinina entre diferentes poblaciones de 

pacientes, por lo que no es posible considerarla como un estándar de alteración renal 

asociado a fibrosis. Los valores de la creatinina dependen de diversos factores como 

la edad del paciente, la masa muscular, entre otros, e inclusive algunos autores 

reportan que el riñón es capaz de perder hasta el 50% de su función sin reflejar 

incremento en la creatinina sérica.44,45 

 

2.9.- Biomarcadores para la detección de fibrosis renal 

Actualmente no existe un biomarcador ideal para asociar eficientemente niveles de 

fibrosis con el daño presente en el órgano y la única herramienta clínica que permite 

detectar la presencia de fibrosis es la biopsia renal. Sin embargo, la biopsia trae riesgos 

por lo que no es empleada rutinariamente.46 Ante este panorama, se han buscado 

moléculas que permitan establecer cierto grado de correlación de su presencia o 

concentración con el nivel de lesión presente en el órgano. Un biomarcador de daño 

renal ideal permitiría detectar etapas tempranas del mismo, así como ser de utilidad 

para la predicción de la progresión del daño.43 

Los parámetros a considerar para biomarcadores con aplicación clínica son: 1) Que la 

técnica empleada, así como la estrategia sea lo menos invasiva pero que obtenga los 

valores del analito de interés a partir de una muestra de suero u orina; 2) Determinación 

medible de manera rápida a través de protocolos estandarizados; 3) Sensible de modo 

que se permita la detección temprana permitiendo que existan diferentes puntos de 

estratificación de los valores del analito según el grado de afectación; 4) Capaz de 
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relacionar y asociar los resultados clínicos como necesidad de diálisis, tiempo de 

permanencia en el hospital, mortalidad; 5) Guiar el inicio de terapias; 6) Monitorizar la 

respuesta de los pacientes frente a tratamientos. 47 

En el caso de un biomarcador renal, la detección temprana de daño en el tejido es 

clave aun cuando el paciente no presente signos y/o síntomas clínicos de ERC (Etapas 

1-2).43 Debido a que el riñón es un órgano capaz de llevar a cabo sus funciones a 

pesar de presentar afectación en el tejido, las manifestaciones clínicas avanzan 

silenciosamente hasta que el tejido renal ha adquirido un daño considerable y que es 

irreversible. Es por ello que se hace evidente la importancia de la detección del daño  

renal en etapas tempranas.44 

En 2017 fue publicado un metaanálisis que recopiló información de aquellas moléculas 

que se encuentran ampliamente expresadas en afectaciones en el riñón,  

determinando posibles biomarcadores del estadio 1 por ejemplo: 1) el pro-péptido 

amino terminal del colágeno tipo 3 (PIIINP) urinario se correlaciona positivamente con 

la fibrosis; 2) el TGF- sérico, haciendo posible diagnosticar fibrosis, mientras que el 

TGF- urinario se correlaciona positivamente con la aparición de fibrosis un año 

posterior al diagnóstico clínico;48 3) la proteína quimio-atrayente de monocitos (MCP-

1) demostró ser útil para diagnosticar fibrosis;43,49 4) el inhibidor-1 del activador del 

plasminógeno (PAI-1) es un biomarcador con valores evaluados y se encontró que su 

presencia correlaciona positivamente con fibrosis;50 5) la metaloproteinasa 2 (MMP-2), 

se correlacionó  con los niveles de fibrosis en los pacientes evaluados.43 En la fase 2 

del estudio, los biomarcadores como TGF-β, MCP-1, y MMP-2 presentes en muestras 

de suero u orina se relacionaron positivamente con alteraciones en la funcionalidad 

renal además de presencia de fibrosis.43 

Han sido reportadas otras moléculas asociadas a daño como la hepcidina51, la proteína 

urinaria tipo L de unión tipo ácido graso (L-FABP) 49, Retinol Binding Protein RBP 

urinario 52. En pacientes con lupus y glomerulopatías estos marcadores han 

demostrado estar presentes en estudios donde se evaluaron los grados de correlación 

de dicho biomarcador y grado de fibrosis en la biopsia analizada.43 Otros 

biomarcadores evaluados han sido lipocalina asociada a la gelatinasa neutrofílica 
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(NGAL, por sus siglas en inglés)47 y la molécula 1 de lesión renal (KIM-1, por sus siglas 

en inglés).47,53  

Dentro de los biomarcadores renales recientemente evaluados KIM-1 ha sido una 

molécula que ha despertado interés en el diagnóstico de lesión renal y es posible 

encontrar en el mercado kits comerciales para su detección.54,55,56 Debido a que ha 

sido reportada como una molécula con la capacidad para correlacionar sus niveles con 

el daño agudo47 con la duración y severidad de la lesión renal.53 Ha sido correlacionada 

la presencia  de KIM-1 con los niveles de daño en un modelo animal de ratones con 

lesión renal inducida a través de isquemia-reperfusión. Del mismo modo también 

fueron evaluados los niveles de KIM-1 en pacientes con diabetes tipo 1 y proteinuria, 

encontrándose que KIM-1 es un biomarcador que refleja específicamente la lesión 

renal aguda. Además de ser una herramienta útil que pronostica la TFG y el riesgo de 

aparición de enfermedad renal de estado terminal durante 5-15 años subsecuentes.57 

Es posible encontrar en la circulación sanguínea a KIM-1 únicamente cuando existe 

lesión renal, esto se debe al daño en el parénquima específicamente en los túbulos 

renales que se vierten sobre el intersticio, permitiendo una mayor permeabilidad trans-

epitelial favoreciendo que los contenidos tubulares se viertan a la circulación 

sanguínea.58 59 

KIM-1 es una proteína que provee información acerca del daño inicial en la arquitectura 

del riñón. Sin embargo, no proporciona información acerca de un probable proceso 

fibrótico que se pueda estar estableciendo principalmente durante procesos 

patológicos (nefropatía diabética, microalbuminuria, nefropatía IgA, anticuerpos anti-

citoplasma de neutrófilo, lupus, glomerulonefritis membranosa idiopática) en donde la 

presencia de fibrosis es característica. El proceso fibrótico tiene lugar en diferentes 

fases, donde primariamente se tiende a proteger el tejido dañado.60,61 

Cuando el daño renal no es detectado a través de biomarcadores tempranos de daño 

como KIM-1 y el daño tisular continua ocurren uno de dos eventos probables de 

reparación del tejido: el primero es aquel donde todas la células dañadas son 

reemplazadas por células idénticas totalmente funcionales y no existe presencia de 

daño que ha tenido lugar, mientras que por el segundo tipo de reparación implica un 
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proceso de inflamación crónica donde tiene lugar el inicio de la fase fibrogénica 

promoviendo la acumulación de tejido conectivo.22 

Lo anterior pone en evidencia el area de oportunidad que existe cuando no se detecta 

el daño inicial en el riñon y ha tenido lugar el establecimiento del proceso de fibrosis,  

es aquí donde se abre un área de oportunidad para determinar el grado de fibrosis 

presente en el órgano. Esta premisa hace notar las ventajas que ofrece la 

determinación de TGF-β sobre los biomarcadores ya establecidos y caracterizados 

como KIM-1. 

 

2.10.- El TGF- β como marcador de procesos fibróticos renales 

El TGF-β ha sido reportado como un agente clave en el desarrollo de fibrosis en todos 

los órganos.62 Específicamente su sobreproducción por células renales permite dar 

lugar a la expresión de proteínas de matriz extracelular resultando en una amplia 

variedad de cambios fisiopatológicos que provocan la disfunción renal.16 

Ha sido reportado el papel clave que tiene en la patogénesis de fibrosis cardiaca e 

hipertrofia, ya que se ha relacionado y comprobado que el TGF-β promueve la trans 

diferenciación de los miofibroblastos y síntesis de matriz extracelular evitando la 

activación de macrófagos proinflamatorios.63 También se ha demostrado que su 

presencia es un factor importante en el progreso de la ERC en pacientes con 

glomerulonefritis crónica de origen diabético con la presencia de las tres isoformas de 

esta citocina tanto en el intersticio tubular como en el glomerular. Esto se relaciona 

directamente la presencia de la citocina con el nivel de matriz extracelular presente en 

el tejido.64    

En otro estudio fueron evaluados los niveles de esta citocina en la orina, los resultados 

mostraron presencia de niveles significativamente mayores en comparación a aquellos 

que no presentaban afectación en el riñón. Además de una relación directamente 

proporcional de fibrosis y esclerosis en el tejido renal. 65 
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En otro estudio, se evidenció el rol fundamental del TGF- en un modelo de fibrosis 

hepática en roedores en conjunto con el monitoreo del  progreso de daño glomerular 

en el riñón  por efecto de la sobrexpresión de esta citocina en su forma activa por parte 

de las células hígado.66 Kumar y cols., evaluaron el efecto funcional del TGF- en un 

modelo murino con diabetes inducida por estreptozotocina. En este estudio fue 

administrado un anticuerpo tipo IgG monoclonal anti-TGF-. Los resultados mostraron 

que el grupo tratado con el anticuerpo tenía un efecto preventivo de hipertrofia 

glomerular en comparación con el grupo control no tratado. 67 

En otro estudio se determinaron los niveles de TGF- 1 urinario en 41 pacientes con 

glomerulonefritis idiopática, 25 pacientes sanos, 6 pacientes con previo trasplante 

renal y 7 pacientes con proteinuria. Los resultados mostraron que los niveles de TGF-

1 presente en el suero de pacientes con enfermedad (glomerulonefritis idiopática) fue 

significativamente más alta que en los controles sanos, los autores concluyen que la 

excreción de TGF- está directamente relacionada con la excreción de albúmina y 

también se correlaciona con la inflamación intersticial. 65 

Existen patologías que son causadas tanto por la excesiva producción del TGF-β en el 

organismo como por su inhibición tanto a nivel de expresión como bloqueo de la 

citocina para evitar que alcance a su receptor específico. Se ha encontrado que la 

inhibición del TGF-β como estrategia terapéutica en contra de la generación de tejido 

fibrótico resulta ser de utilidad en diferentes patologías donde están involucrada la 

participación de miofibroblastos 25. Esto podria enfocarse en patologías como la 

enfermedad de Dupuytren que se caracteriza por un excesivo deposito de matriz 

extracelular,68 la fibrosis en órganos como higado, pulmones, riñones,69 la acumulacion 

de matriz extracelular en procesos cancerosos.70 Sin embargo, estudios en un modelo 

animal deficiente del gen que codifica para TGF-β demostraron que el TGF-β1 es un 

factor que tiene un rol regulartorio de gran importancia envidenciando que su 

disrupción es causante de respuesta celular inflamatoria exacerbada y necrosis del 

tejido.71 Otros estudios han reportado resultados similares en donde la no expresion 

de esta citocina compromete al organismo debido a la respuesta inflamatoria excesiva 

acompañado de infiltración masiva de células como linfocitos, macrófagos en diversos 
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órganos además de ser causante de muerte prematura.72 Por otro lado, su rol en 

procesos mutagénicos indican que el TGF-β interfiere en procesos que se encargan 

de la reparacion del ADN especificamente interviniendo negativamente en la expresion 

de genes con función reparadora del ADN.73 Sin embargo, el elimiminar al TGF-β o 

interferir en sus componentes en sus vías de señalización puede llevara a efectos 

adversos no deseados.74  

El TGF-β es esencial para el correcto funcionamiento del organismo cuando éste 

mantiene sus niveles adecuados. Sin embargo, su desbalance y produccion excesiva 

en ciertos estados patológicos es una de las causas en las complicaciones que se 

presentan. Ante este panorama se abre la posibilidad de emplear al TGF-β como una 

molécula de referencia en el progreso de fibrosis en órganos como el riñón, 

considerando de particular importancia este órgano debido a que la fibrosis renal es el 

destino patológico en común donde convergen una gran variedad de patologías que 

afectan al riñón donde existe incremento del depósito y producción de la matriz 

extracelular, superando la capacidad de degradación, derivando en la desregulación 

de la interacción celular y matriz, infiltración de células inflamatorias así como la 

trasformación de las células propias del parénquima renal, siendo en este escenario 

que TGF-β es el responsable de estos efectos fisiológicos.75 

2.11.- Estrategias para la determinación de TGF- β 

Ante este escenario, el TGF- se propone como marcador de la presencia de fibrosis 

renal debido a que en diversos estudios se ha vinculado positivamente a la citocina 

con los niveles de fibrosis y daño renal.43 Actualmente se encuentran disponibles 

diversos kits para la determinación o cuantificación de la citocina TGF-, donde se 

emplean anticuerpos monoclonales tipo IgG como base para los inmunoensayos. Sin 

embargo, existe el inconveniente del costo elevado así como presentar variabilidad en 

sus resultados haciéndolo cuestionables y/o poco útiles por su pobre precisión. 76,77 

En la actualidad los diseños de inmunoensayos basados en formatos de 

inmunoglobulinas buscan poder determinar y brindar de una manera más efectiva, 

ofrecer mayor sensibilidad, especificidad, precisión y exactitud permitirán obtener 
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datos más certeros acerca de los niveles en suero de esta citocina en pacientes con 

potencial riesgo de desarrollar ERC asociada fibrosis. Por lo tanto, en esta tesis se 

propone desarrollar una prueba inmuno-enzimática con un dominio sencillo vNAR para 

la detección del TGF-  que es considerado un marcador de daño renal a fin de tener 

utilidad diagnóstica en la ERC. 26 

 

En la mayoría de los estudios donde se detecta a la citocina TGF- se emplean  

anticuerpos monoclonales y el analito se puede encontrar en diversas matrices 

biológicas como suero, plasma, orina y sobrenadantes de cultivos celulares. Algunos 

de los anticuerpos específicos a TGF- que han sido empleados en estudios con fines 

de investigación y que pueden ser encontrados en el mercado son: Human TGF-β1 

Immunoassay (R&D Systems) y la Human TGF-beta 1 IQELISA Kit (Ray Biotech). 

Ambos inmunoensayos se basan en un formato de ELISA tipo sándwich. 

En los formatos existentes de inmunoensayos, el ELISA tipo sándwich se basa en que 

un anticuerpo anti-TGF- sirva de captura de la citocina presente en la muestra. La 

citocina capturada será reconocida por un anticuerpo secundario acoplado con la 

enzima (peroxidasa, fosfatasa, entre otras). Finalmente, el revelado se logra a través 

de la interacción de la enzima con su sustrato específico (Figura 6).65,76–78 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 6.- Formato del inmunoensayo ELISA tipo sándwich empleado comúnmente en los kits de 

detección de TGF-β disponibles comercialmente.  



35 
 

 2.12.- Anticuerpos y estrategias anti TGF- β 

Actualmente existen tratamientos basados en anticuerpos monoclonales con 

capacidad de reconocer a TGF- que han sido empleados con fines de investigación 

y debido a los resultados prometedores se han iniciado evaluaciones en fases clínicas 

para el tratamiento de padecimiento en humanos. Estos anticuerpos son capaces de 

intervenir en las vías de señalización donde el TGF- juega un papel crucial en el 

progreso y mantenimiento de la enfermedad. Los resultados prometedores han 

permitido evidenciar su capacidad como inhibidores de angiogénesis en procesos 

cancerígenos,79 procesos de hipertrofia de tejido renal,67 procesos fibróticos a nivel de 

la córnea80 o inclusive estrategias que intervienen en las vías de señalización por la 

infección causada por parásitos como Trypanosoma cruzi 81 quien es el agente causal 

de la enfermedad de Chagas.  

Algunas estrategias que difieren de los anticuerpos monoclonales son los 

oligonucleótidos anti-sentido que se encargan de bloquear las secuencias de ARN que 

codifican para TGF-β1 y TGF-β282, nombrados AP11014 y AP12009/Trabedersen 

respectivamente. Estos oligonucleótidos anti-sentido se encuentran diseñados para el 

tratamiento del melanoma, cáncer de páncreas, cáncer colorrectal y glioma.83  Por otro 

lado, la alteración en las vías del proceso de generación de fibrosis por acción del TGF-

β ha demostrado ser un área de oportunidad en la reparación de tejido afectado por 

fibrosis.62 

En la Tabla II, se presenta una actualización de los ensayos clínicos Triage donde son 

empleados anticuerpos monoclonales como tratamientos anti-TGF-β según la National 

Clinical Trial (NCT).  
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Código 

NCT* 

Fase clínica Enfermedad Estrategia 

 

01291784 I Mielofibrosis. Anticuerpo monoclonal anti TGF-1 (CAT-

192/Metelimumab, Genzyme) 

00043706 I/II Esclerosis sistémica, 

Escleroderma. 

Anticuerpo monoclonal anti TGF-1 (CAT-

192/Metelimumab, Genzyme) 

01113801 II Nefropatía diabética, 

Glomeruloesclerosis diabética. 

Anticuerpo monoclonal anti TGF-1 

(LY238770, Eli Lilly) 

00923169 I Melanoma maligno avanzado. Anticuerpo monoclonal pan específico 

anti TGF- (GC1008, Fresolimumab, 

Genzyme) 

00356460 I Carcinoma renal, Melanoma. Anticuerpo monoclonal pan específico 

anti TGF- (GC1008, Fresolimumab, 

Genzyme) 

01284322 I Esclerosis sistémica difusa. Anticuerpo monoclonal pan específico 

anti TGF- (GC1008, Fresolimumab, 

Genzyme) 

00125385 I Fibrosis pulmonar idiopática. Anticuerpo monoclonal pan específico 

anti TGF- (GC1008, Fresolimumab, 

Genzyme) 

00464321 I Glomeruloesclerosis focal 

segmental. 

Anticuerpo monoclonal pan específico 

anti TGF- (GC1008, Fresolimumab, 

Genzyme) 

01112293 II Fibrosis cutánea. Anticuerpo monoclonal pan específico 

anti TGF- (GC1008, Fresolimumab, 

Genzyme) 

03470350 I/II Cáncer metastásico Colon 

rectal. 

Anticuerpo monoclonal anti TGF- 

(Galunisertib LY2157299) 

 

01291784 I Mielofibrosis primaria, 

mielofibrosis, policitemia vera, 

mielofibrosis post policitemia 

fase post esencial, 

Trombocitemia relacionada a 

mielofibrosis. 

Anticuerpo monoclonal anti TGF-1. 
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01112293 II Mesotelioma pleural maligno.  IgG4 kappa anticuerpo monoclonal anti 

TGF-. 

*National Clinical Trials84 

Tabla II.- Evaluaciones de tratamientos anti TGF- en fase clínica donde son empleados 
anticuerpos específicos a la citocina como estrategia terapéutica.85 

 

 

2.13.- Nuevas estrategias de detección: vNAR anti-TGF- β 

En el ser humano se encuentran bien caracterizadas las estructuras de las 

inmunoglobulinas o anticuerpos. Las inmunoglobulinas se producen en respuesta ante 

algún antígeno que haya ingresado al organismo, y están encargadas de cumplir 

funciones de neutralización o reconocimiento especifico, pudiéndose encontrar tanto 

de manera soluble como unidos en la membrana de los linfocitos B.5 En humanos, los 

anticuerpos están agrupados en 5 tipos (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE). Su estructura 

convencional consta de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Cada una de 

estas cadenas tiene una región variable y regiones constantes donde su número 

depende del tipo de anticuerpo, pero su peso molecular aproximado es de 150 kDa.5   

Además de la estructura convencional de los anticuerpos tipo IgG, también existen 

anticuerpos únicos, que carecen de cadena ligera y se denominan IgW presentes en  

camélidos. En el caso de estas peculiares inmunoglobulinas presentes en camélidos, 

su dominio de unión al antígeno corresponde al dominio variable pesado y se 

denominan VHH 86. Adicionalmente, se han encontrado anticuerpos de solo cadena 

pesada en elasmobranquios como los tiburones, rayas y quimeras. Estos anticuerpos 

se denominan IgNAR (inmunoglobulina de nuevo receptor antigénico, por sus siglas 

en ingles). Las  inmunoglobulinas IgNAR están conformadas por una cadena pesada 

que contiene 6 dominios de inmunoglobulina, de las cuales  cinco regiones son 

constantes y una región es variable.87 En tiburones, estos dominios variables que se 

unen al antígeno se llaman vNAR.88 Se han obtenido vNARs de especies como el 

tiburón marino Ginglymostoma cirratum.89 
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El dominio variable pesado tiene función de reconocimiento antigénico; estos dominios 

se denominan fracción variable del nuevo receptor de antígeno (vNAR, por sus siglas 

en inglés) y tienen un peso molecular de ~12-15 kDa. Los vNAR son una clase de 

moléculas capaces de reconocer y unirse eficazmente a su antígeno contra el cual son 

específicos,90 por lo tanto se han considerado como una prometedora herramienta con 

aplicaciones en el diagnóstico y terapéutica debido a la ventaja de su pequeño 

tamaño.91 Específicamente, algunos vNAR previamente identificados y evaluados se 

han seleccionado y validado su especificidad contra citocinas humanas como TGF-β, 

TNF-α y VEGF165. Estos vNAR provienen del tiburón Heterodontus francisci. 92 En este 

proyecto de tesis, se utilizó un vNAR aislado de este tiburón que tiene la capacidad de 

reconocer y neutralizar a la citocina TGF-β.  

Estos dominios vNAR se obtienen a través de técnicas de biología molecular y la 

tecnología del ADN recombinante, donde se emplean células bacterianas o de 

levadura como sistemas de expresión heteróloga.93 Estos dominios vNAR presentan 

resistencia a condiciones que habitualmente degradan a la mayoría de las proteínas 

como la temperatura y osmolaridad elevadas. Con respecto a la temperatura, los vNAR 

cuentan con termoestabilidad pueden mantenerse a 50 °C hasta por 4 semanas94. 

También tienen la capacidad de replegamiento después de la desnaturalización por 

temperatura a 95 °C95 y resisten una elevada osmolaridad.96 Adicionalmente, se ha 

descrito que los vNAR poseen dos sitios determinantes de complementariedad (CDR1 

y CDR3), siendo el CDR3 de mayor longitud (~26 aminoácidos), lo que le confiere una 

mayor variabilidad y capacidad de reconocimiento antigénico.97 También, la longitud 

del CDR3 le permite acceder a sitios blanco que resultarían inasequibles a las 

inmunoglobulinas del tipo IgG.93 

Asimismo, los vNAR presentan baja inmunogenicidad, por lo tanto, existe la hipótesis  

de que no requieren una humanización posterior.96 En un estudio reciente evaluaron 

in vitro la inmunogenicidad de un vNAR fusionado con diferentes fármacos 

comerciales, encontrando baja inmunogenicidad al no detectar anticuerpos dirigidos  

contra los vNAR-fármacos, por lo tanto, no se afectó la eficiencia de los vNAR-

fármacos.98 
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En esta línea donde los vNARs son empleados como moléculas quiméricas en 2012, 

se desarrolló y produjo de forma recombinante un dominio vNAR nombrado T1 

(vNART1), del cual se evaluó in vitro la capacidad neutralizante contra el TGF- 

humano. Los resultados mostraron  que el vNART1 tiene reconocimiento de las 

isoformas 1, 2 y 3 de la citocina TGF-.99 Posteriormente, en 2018 en nuestro equipo 

de trabajo fue insertada la secuencia del vNART1 en el vector pET32a+, mismo que 

en su secuencia codifica para la proteína tiorredoxina (Trx), con el objetivo de expresar 

el vNART1 anti-TGF- totalmente funcional en el espacio periplásmico en E. coli , pero 

con la proteína Trx como chaperona para incrementar su expresión recombinante. La 

construcción incluye una etiqueta de histidina que se emplea para la detección y 

purificación de la proteína quimérica.100 

La existencia de anticuerpos y dominios de anticuerpos que son específicos a la 

citocina TGF- tales como los vNAR abre la posibilidad de emplearlos en el 

diagnóstico, siendo el enfoque principal de este proyecto; a través del diseño y la 

validación inicial de un inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) que permita realizar la 

determinación de TGF- en muestras de pacientes con fibrosis o riesgo de desarrollar 

ERC. 

Grandes avances en la detección y diagnóstico han sido reportados con los 

anticuerpos convencionales. Sin embargo, también existen limitaciones que se pueden 

superar por dominios como los dominios vNAR. Estos dominios han demostrado 

afinidad y especificidad por su antígeno y, que “debido a su pequeño tamaño, 

arquitectura simple, alta solubilidad y estabilidad ofrecen mayores ventajas en 

comparación de los anticuerpos clásicos y otras estructuras similares encontradas en 

la naturaleza.” 96  

2.14.- vNARs como moléculas de interés biológico 

Los anticuerpos monoclonales han despertado especial interés como moléculas 

biológicas para fines de tratamiento y diagnóstico, estos han tenido un enorme auge 

comercial y está previsto que su mercado continúe creciendo.96 En 2013, el mercado 

de productos de interés biológico estaba estimado en 200.6 billones de dólares y se 



40 
 

esperaba un crecimiento anual de 10.6% y un crecimiento de 386.7 billones de dólares 

para finales de 2019.101  

Recientemente se han estado implementando mejoras en los productos donde los 

anticuerpos monoclonales están presentes, se ha orientado la búsqueda e 

implementación de estrategias que ofrezcan ventajas en cuanto a tamaño o 

estabilidad. 96 

Los vNARs son una estrategia prometedora ya que ofrecen múltiples ventajas que 

cumplen con las características en las que ahora son de un interés creciente en el 

mercado96 Una de las principales ventajas que evidencia la utilización de biológicos 

recombinantes de interés farmacéutico como los vNAR (15 kDa), es que en 

comparación con los anticuerpos monoclonales (150 kDa) los costos de manufactura 

se ven reducidos considerablemente, algunos autores mencionan: “Para la obtención 

de anticuerpos monoclonales se requiere de infraestructura que ofrezca las 

condiciones adecuadas para llevar a cabo las practicas adecuadas para su obtención, 

sistemas eucariontes optimizados y sumado al tamaño relativamente grande de un 

anticuerpo monoclonal representa una desventaja en comparación de estructuras 

análogas obtenidas de manera recombinante, además de que la accesibilidad de 

dichos componentes representan limitantes debido a su tamaño ya que solamente se 

alcanzarían antígenos de superficie causado la pobre penetración en los tejidos”.96  

2.15.- Estado actual de los vNAR potenciales aplicaciones y usos 

En 2020, un artículo de revisión recopiló el estado de los usos y potenciales 

aplicaciones a las cuales están dirigidos los vNAR. En el documento se resaltó el gran 

potencial terapéutico de estos dominios como candidatos de tratamientos o 

diagnóstico de enfermedades humanas.102 (Tabla III) 

 

Nombre del 
vNAR 

Antígeno Especie de 
procedencia 

Aplicación Estatus Inventor 

14I-1, 14I1-

M15 

AMA1 O. maculatus Malaria Uso potencial CSIRO Health 

Sciences and 
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Nutrition 

(Australia) 

Anti-TNF 

vNAR 

TNF H. francisci Choque 

endotóxico  

Fase 

preclínica 

Instituto 

Nacional de 

Cardiologia 

Ignacio 

Chavez 

(Mexico) 

BFF1 BAFF G. cirratum Esclerosis 

múltiple  

Uso potencial Ossianix (UK) 

vNAR-D01 Aurora-A 

cinasa 

O. maculatus Tumores 

sólidos 

Uso potencial University of 

Leeds (UK) 

ELN/21, 

ELN/22 

ICOSL G. cirratum Uveítis 

autoinmune 

Validación in 

vivo 

Elasmogen 

(UK) 

D1-BA11-C4, 

D1-Fc-C4 

TNF-α G. cirratum Poliartritis Fase 

preclínica 

Elasmogen 

(UK) 

V13 VEGF H. francisci Enfermedad 

vascular 

ocular 

Uso potencial. CONACYT 

(México) 

F1 GPC3 G. cirratum Cáncer de 

hígado 

Uso potencial. NCI (US) 

Her2A6 Her2 G. cirratum Tumores 

sólidos Her2 

positivos.  

Uso potencial. NCI (US) 

PD1A1 PD1 G. cirratum Tumores 

sólidos 

Uso potencial. NCI (US) 

MERS A3, A7, 

A8, B4, B5 

Proteína de 

espiga del 

MERS  

G. cirratum Virus MERS  Uso potencial. NCI (US) 

SARS binder 

 

Proteína de 

espiga del 

SARS  

G. cirratum Virus SARS  Uso potencial. NCI (US) 

PE38 B6 P. exotoxina G. cirratum Infección por 

Pseudomonas  

Uso potencial NCI (US) 
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2.16.- Ventajas de vNAR recombinantes (rvNAR) 

Los dominios vNAR pueden obtenerse de forma recombinante a través de la inserción 

en un vector o plásmido de la secuencia especifica que codifica para el vNAR de 

interés. Un plásmido consiste en una secuencia circular de ADN de doble cadena que 

es independiente del ADN cromosomal,103 que se mantiene en un número adecuado 

de copias considerando las capacidades metabólicas del sistema de expresión 

heteróloga selccionado104 y puede varias entre una copia única hasta unos cientos de 

copias por célula.105,106 . 

En este proyecto se emplearán dos construcciones para la expresión recombinante 

del dominio vNART1. En la Figura 7 se muestran las características generales de los 

plásmidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.- Representación de las construcciones de vector + inserto. La construcción A corresponde al 

plásmido pET28a+, al plásmido conteniendo el inserto vNART1 se le denominó pET28a+T1. La 

construcción B corresponde al plásmido pET32a+, al plásmido conteniendo el inserto vNART1 se le 

denominó pET32aT1. Estas construcciones cuentan con 1) Secuencia de inicio que da lugar al inicio la 

replicación por parte de la maquinaria celular del sistema de expresión. 2) Un Promotor T7 el cual tiene 

Tabla III.- Recopilación de los dominios vNAR que se encuentran en etapas de desarrollo 

con potenciales aplicaciones clínicas. (Tomado de English H, et al., 2020) 

A                                                                                    B 
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la función  dar lugar al inicio de la transcripción. 3) Un marcador de selección de resistencia a antibióticos 

(Kanamicina en pET28+ y Ampicilina en pET32a+). 4) Etiquetas o ¨tags¨, que facilitan identificar la 

proteína recombinante expresada. Nótese la presencia de una doble etiqueta de histidina en la 

construcción pET32aT1 debido a la presencia del gen que codifica para la proteína chaperona  

tiorredoxina (Trx). 5) Inserto del gen de interés a expresar, para ambas construcciones el inserto se 

llama vNART1 y se encuentra anclado en los sitios específicos XhoI y NcoI. 

 

El plásmido puede ingresarse en un sistema bacteriano, de levadura, en células de 

insecto o en células animales, por ejemplo, las células CHO (células de ovario de 

hámster chino) y las células HEK-293 (Células embrionarias renales).104,111 Entre las 

ventajas de los sistemas de expresión heteróloga, se encuentra una mayor 

reproducibilidad y consistencia entre lotes de producción posterior a la identificación y 

ajuste de las variables para la expresión de la proteína recombinante en el sistema de 

expresión seleccionado.105,107 

En cambio, la secuencia de ADN que codifica para el vNAR de interés puede obtenerse 

de bibliotecas génicas ya sean inmunes o no inmunes108 y seleccionarse a  través de 

la técnica de despliegue en fagos.109 Los dominios vNAR pueden modificarse con 

herramientas bioinformáticas permitiendo mejorar su sensibilidad, afinidad o  

especificidad.  

En este proyecto se empleará E. coli, como el sistema de expresión heterólogo siendo 

el más empleado en la biotecnología110 debido a sus múltiples ventajas entre ellas: 1) 

su fácil manejo, 2) costos de mantenimiento relativamente inferiores en comparación 

con sistemas de expresión eucariontes, 3) además es aceptado por entidades 

regulatorias a nivel internacional para la obtención de biofármacos,106 4) existe gran 

variedad de modificaciones a nivel genético que han dado origen a distintas cepas 

comerciales que favorecen la expresión de proteínas en condiciones ideales de 

estructura terciaria,111 eficiencia traduccional o transcripcional, estabilidad del material 

genético (plásmidos o ARN) o inclusive la presencia de promotores que eficiente la 

obtención de proteínas recombinantes.112 Adicionalmente, E. coli crece rápidamente 

en medios de cultivo sin incrementar los costos haciendo factible la escalabilidad a 

nivel industrial del bioproceso.112 
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Los dominios rvNAR pueden obtenerse de manera soluble o insoluble en cuerpos de 

inclusión. Los cuerpos de inclusión corresponden a agregados de proteínas que se 

acumulan en el citosol y que pueden encontrarse no plegadas o parcialmente 

plegadas, careciendo de actividad biológica113 Por lo general, se busca obtener las 

proteínas recombinantes de manera soluble ya que se encuentran en su forma nativa 

y con actividad biológica característica. Sin embargo, la obtención de proteína 

proveniente de cuerpos de inclusión se ha considerado como una estrategia rentable 

aunado a la alta tasa de expresión114 y que puede ser modificada de tal modo que 

eficientice los tiempos de obtención, nivel de pureza y costos para fines de 

investigación e industriales,115 obteniéndose resultados prometedores en cuanto a la 

eficiencia de la obtención de proteína funcional tanto para los vNAR116 y VHH.117 

2.17.- Validación de pruebas de diagnóstico basadas en anticuerpos 

La validación es un concepto que se aplica a los inmunoensayos, que se emplean 

específicamente en el campo de los ensayos analíticos o de diagnóstico. Weller G. 

2018 define el término validación en el contexto de los inmunoensayos de la siguiente 

manera: “la validación es la prueba experimental y documental de que un anticuerpo 

específico es adecuado para ser utilizado para una aplicación o propósito”118. Es decir, 

la validación nos permite corroborar que se cumplen los lineamientos establecidos de 

un método o técnica a través de evaluaciones que proporcionan datos certeros.119 

Otros autores mencionan que para realizar la validación de un anticuerpo es necesario 

demostrar 1) su especificidad (capacidad de reconocer a su antígeno para el cual fue 

diseñado este anticuerpo), 2) selectividad (capacidad de discriminar entre el antígeno 

y estructuras similares al antígeno al que es específico el anticuerpo) y 3) 

reproducibilidad (que el anticuerpo empleado pueda permitir obtener los mismos 

resultados independiente mente del lote, día de análisis, analista, etc.). Estos son los 

lineamientos generales acerca del proceso de la validación de anticuerpos con fines 

analíticos, en la sección de metodología se describen los parámetros a considerar en 

este trabajo experimental.118 
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En México, la ERC es considerada una enfermedad olvidada y principalmente en el 

estado de Jalisco, la ERC la prevalencia es considerablemente elevada y está 

directamente relacionada con afecciones crónico-degenerativas como la diabetes e 

hipertensión arterial. En el campo de las nefropatías se ha visto que desde el siglo 

pasado la ERC es causada por diferentes patologías que tienen un signo en común: 

la fibrosis. Se sabe que la fibrosis está directamente relacionada con el daño al órgano 

y con la función que éste desempeña, y que en muchas ocasiones cuando se llega a 

un daño irreversible desemboca en enfermedad renal terminal. Los biomarcadores 

renales que actualmente se emplean para el diagnóstico por ejemplo la proteína KIM-

1, han demostrado buena capacidad de correlación clínica, pero solamente son de 

utilidad cuando existe lesión en etapa aguda y por lo tanto, no aporta información 

acerca del daño fibrótico que se lleva a cabo.6 La detección de fibrosis no es un 

procedimiento de rutina ya que requiere de técnicas invasivas como la biopsia renal, y 

en muchas ocasiones los datos que aporta no son homogéneos. Por lo tanto, se han 

evaluado biomarcadores en fases donde el daño fibrótico ha sido alcanzado, 

específicamente el TGF-β tiene una correlación positiva120 por lo tanto es considerado 

el analito a detectar en este proyecto. Ante este escenario, es preciso determinar las 

concentraciones de biomarcadores que cuenten con correlación positiva en pacientes 

diagnosticados con ERC. La relevancia de detectar fibrosis en estos pacientes es que 

debido a que mas del 90% de las personas con ERC por enfermedades crónico-

degenerativas se halla en etapas tempranas de daño y poder relacionar dichos niveles 

con el grado de avance que la fibrosis ha tenido. 121 
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4.- JUSTIFICACION 

La ERC es un problema de salud con incidencia importante en México, debido a la alta 

prevalencia de enfermedades crónico-degenerativa y en la gran mayoría de los casos 

las etapas de daño al órgano no son detectadas en etapas tempranas.  

Según datos del gobierno de México la prevalencia es de 12.2% , lo que corresponde 

a 51.4 muertes por cada 160,000 habitantes.121 En la actualidad, las pruebas o 

métodos que ayudan en el diagnóstico certero de ERC y presencia de fibrosis no 

resultan ser empleadas en la rutina y para su implementación e interpretación es 

necesario personal capacitado.25 

Existen moléculas como el TGF- que participan directamente en procesos de fibrosis. 

En el caso del riñón, la presencia de TGF- se relaciona con el deterioro del órgano, 

incrementándose en los pacientes según el grado de daño y severidad, por lo tanto, 

se considera al TGF- como un potencial biomarcador de ERC, con posible aplicación 

en la detección temprana de fibrosis en etapas no avanzadas, especialmente en 

pacientes que se encuentran en grupos de riesgo para presentar ERC. 122 

En nuestro equipo de trabajo, previamente se logró obtención de un dominio vNAR 

aislado del tiburón Heterodontus francisci (vNAR) e identificar su secuencia.121 Los 

vNAr en comparativa con los anticuerpos IgG tienen un tamaño mas pequeño lo cual 

ofrece múltiples ventajas tales como ser producidos como proteínas recombinantes, 

así como la capacidad de penetrar tejido.  Este dominio vNAR fue nombrado T1 

(vNART1) ha demostrado ser capaz de reconocer al TGF- humano en sus tres 

isoformas (TGF-1, TGF-2 y TGF-3), debido a que esta citocina se encuentra 

catalogada como agente clave en el progreso de daño asociado a fibrosis. La 

propuesta en este trabajo es diseñar y evaluar una metodología fundamentada en un 

inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) que permita detectar la presencia de esta 

citocina en suero de pacientes con ERC. 
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5.- HIPÓTESIS 

La prueba ELISA basada en el vNART1 permitirá determinar la presencia de TGF- 

en muestras de suero de pacientes con ERC. 

 

5.1.- PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Es posible detectar a la citocina TGF-  en muestras de suero de pacientes con 

ERC a través de una prueba de ELISA basada en un dominio vNART1? 
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6.- OBJETIVO GENERAL 

Diseñar y desarrollar una prueba ELISA usando el dominio vNART1 y la proteína Trx-

vNART1 anti-TGF- para la detección potencial de ERC en muestras de suero. 

 

6.1.- Objetivos específicos  

 

• Estandarizar las condiciones óptimas para la obtención recombinante del 

vNART1 y de la proteína Trx-vNART1 ambas con reconocimiento a la citocina 

humana TGF-β.  

• Diseñar una prueba ELISA basada en el dominio vNART1 y la proteína Trx-

vNART1 anti-TGF- . 

• Evaluar la capacidad de reconocimiento del dominio vNART1 y la proteína Trx-

vNART1 con rhTGF- β y con suero de pacientes con ERC. 

• Evaluar el diseño del inmunoensayo tipo ELISA sándwich para la detección de 

TGF- recombinante, mediante la determinación de la linealidad. 
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7.- METODOLOGÍA 

7.1.- Clonación del fragmento vNART1 en el vector de pET28a+ 

La clonación del fragmento vNART1 parte de una construcción realizada con 

anterioridad. En el equipo de trabajo, se había caracterizado el vNART1 anti-TGF-β 

contenido en el plásmido pCOMb3x.121 Este trabajo se basó en la caracterización de 

la expresión del vNART1 con potencial uso terapéutico. Sin embargo, los resultados 

de rendimiento no fueron idóneos, por lo tanto, un objetivo particular de esta tesis 

incluye dos estrategias de clonación en los vectores pET28a+ y pET32a+; que 

producen el vNART1 como proteína recombinante sin y con proteína chaperona Trx, 

respectivamente, para obtener un rendimiento de proteína purificada mayor al 

previamente reportado. 

Para realizar la clonación del vNART1 en el vector pET28a+ se siguieron los métodos 

descritos a continuación. Fueron amplificados fragmentos vNART1 de interés 

empleando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), empleando oligonucleótidos 

específicos que contienen los sitios de restricción para las enzimas NcoI y XhoI. El 

primer FORWARD TGF-L-TNF-NcoI 5´TTTTCCATGGCATCCTTGGACCAGACC 3´ y 

el primer reverso T1 R-XhoI 5´TTT TCT CGA GGT TGA CAG TAA GGA CGG TT 3´. 

El volumen de reacción de PCR fue de 25 μL, conteniendo amortiguador de PCR 1X, 

5 mM MgCl2, 0.8 mM dNTP´s, 0.2 U polimerasa GoTaq Flexi, 0.4 μM oligonucleótidos 

y 50 ng del plásmido T1-pCOMb3X, mismo que contiene en su secuencia al vNART1.  

La reacción se realizó en las siguientes condiciones: 95 °C por 1 min, 30 ciclos de 95 

°C de desnaturalización, seguido de 45 s de polimerización 53 °C por 45 s de 

hibridación , 72 °C 45 s, y un ciclo de extensión de 72 °C por 10 min. Los productos de 

reacción fueron cargados en un gel de agarosa al 1.0% y fue corrido a 80 V durante 

90 min. Fue identificado un amplicón entre 300 y 400 pb, fue cortado y purificado 

usando el kit DNA Gel Extraction Kit de Zymo Reasearch, según las especificaciones 

del fabricante. Posteriormente, los fragmentos se cuantificaron por espectrofotómetro 

Nanodrop 2000 y se resguardaron -20 °C.  
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En el siguiente paso se emplearon 500 ng del plásmido pET-28a+ (Novagen), donado 

por el Dr. Abel Gutiérrez Ortega (CIATEJ-BMF). El plásmido fue digerido empleando 

20 U de las enzimas NcoI-HF y XhoI (NEB). El volumen de reacción fue de 20 μL y 

contenía amortiguador Cutsmart 1X; se incubó a 37 °C durante 1 h, se cargó en un gel 

de agarosa al 1 % y se corrió a 80 V durante 90 min.  

Se identificó una banda correspondiente al vector digerido en ambos sitios y fue 

cortada la banda correspondiente a 5,200 pb. Se purificó con el kit DNA Gel Extraction 

de Zymo Research y se cuantificó mediante el espectrofotómetro Nanodrop 2000. La 

muestra se resguardó a -20°C hasta su uso posterior. 

El fragmento de ADN correspondiente al vNART1 amplificado previamente por PCR 

de aproximadamente 350 pb también fue digerido con las enzimas NcoI-HF y XhoI 

(NEB) en las mismas condiciones antes mencionadas. Se purificó con el kit DNA Gel 

Extraction de Zymo research según las especificaciones del proveedor. Los 

fragmentos vNART1 fueron cuantificados con el Nanodrop 2000. Una vez digeridos, 

purificados y cuantificados tanto los fragmentos vNART1 (inserto) y el vector pET28a+ 

(vector), se procedió a su ligación con la T4 ligasa (NEB M0202S). El volumen de 

reacción de ligación fue de 20 μL conteniendo 400 U de T4 ligasa, 1X de amortiguador 

de ligación, 100 ng de vector en una proporción 3:1 (inserto:vector). La reacción se 

desarrolló durante 16 h a 25°C y después se inactivó la enzima a 65 °C durante 10 

min. Los productos de la ligación se emplearon para transformar células 

electrocompetentes de E. coli cepa BL21. 

Para verificar que el vector pET28a+ fue ligado exitosamente y contenía el fragmento 

génico que codifica para el vNART1, se aislaron colonias transformadas crecidas en 

placas de LB agar con kanamicina 50 µg/mL, y a partir de estas se realizó una PCR 

de colonia, siguiendo las mismas condiciones de reacción previamente mencionadas 

y con oligonucleótidos específicos para la secuencia del promotor T7 del plásmido. Las 

colonias que amplificaron el tamaño esperado del vNAR (~500 pb) se aislaron y se 

crecieron en medio líquido 2XYT con 50 μg/μL kanamicina a 30 °C y 250 rpm durante 

toda la noche. Se extrajo plásmido con el kit comercial DNA Plasmid Miniprep Kit de 

Zymo Research según las especificaciones del proveedor. Los plásmidos fueron 

cuantificados y resguardados a -20 °C 
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Una vez realizada la clonación de la construcción pET28a+T1 que permite la clonación 

de fragmento de interés empleando las enzimas de restricción NcoI-HF (NEB R3193S) 

y XhoI (NEB R0146S). Esta construcción de vNAR en el plásmido pET28a+ se 

denominó vNART1 y tiene la capacidad de reconocer TGF- humano y 

adicionalmente, puede ser empleado para el reconocimiento en muestras obtenidas 

de orina o lágrimas humanas, demostrando que puede reconocer a la citocina en 

diversas matrices biológicas. 

 

7.2.- Clonación del fragmento Trx-vNART1 en el vector pET32a+   

La construcción del Trx-vNART1 fue llevada a cabo previamente en nuestro equipo de 

trabajo123, donde partiendo de la construcción pCOMb3x-T1 se obtuvo el inserto 

vNART1 mediante la digestión y ligación del fragmento en el vector pET32a+ 

empleando las enzimas de restricción NcoI-HF (NEB R3193S) y XhoI (NEB R0146S). 

Esta construcción de Tiorredoxina(Trx)+vNART1 en el plásmido pET32a+ fue 

nombrada Trx-vNART1 (Figura 7). La proteína recombinante obtenida de esta 

construcción en el plásmido pET32a+ tiene la capacidad de reconocer TGF-β. 

Adicionalmente, puede ser empleada para el reconocimiento en muestras obtenidas 

de orina o lágrimas humanas, demostrando que puede reconocer a la citocina en 

diversas matrices biológicas. 

 

7.3.- Transformación de E. coli para producir vNAR-T1 y Trx-vNART1 

Se emplearon 3 mL de medio SOC (medio SOB, glucosa 1M, MgCl2 1M, MgSO4 1M) 

mantenidos en un tubo de 50 mL en hielo, una alícuota de células electrocompetentes 

E. coli BL21 a las cuales les fue agregado 1 L del vector pET28a+T1 (para producir 

vNART1) y pET32aT1 (para producir Trx-vNART1). La mezcla fue homogenizada 

perfectamente y transferida a una celda de electroporación, incubada en hielo durante 

3 min. Después, se electroporó a 2.5 kV, 200   y 23 F durante 2.5 ms, se agregó 1 



52 
 

mL del medio SOC y se homogenizó el contenido de la celda que fue recogido y 

dispuesto en el tubo que contenía los 3 mL de medio SOC. El medio con células 

inoculadas fue llevado a agitación de 250 rpm, 37 °C durante una hora.  

7.4.- Preparación del preinóculo e inóculo de E. coli para producir vNART1 y 

Trx-vNART1 

A los cultivos obtenidos en el paso anterior, es decir, E. coli BL21(DE3) transformada 

de forma independiente con los plásmidos pET28a+ ó pET32a+, se les agregaron 3 

mL de medio LB suplementado con kanamicina a una concentración de 50 g/mL y 

ampicilina a una concentración de 100 g/mL, respectivamente. Se incubaron con 

agitación constante a 250 rpm y 37 °C durante 12-16 h. Fue determinada la densidad 

óptica de los cultivos obtenidos al cabo de las 12-16 h de incubación. Se tomó la 

cantidad necesaria del preinóculo para una solución 1/100 en medio LB (IBI Scientific 

IB49020), TB (Fluka T09181-1KG) y 2XYT (Sigma Y2377-250G) adicionados con 

kanamicina 50 g/mL ó ampicilina a 100 g/mL, respectivamente. Se incubó a 30 °C y 

250 rpm. Se monitoreó la densidad óptica DO600nm hasta que se alcanzó una lectura 

de 0.6. Inmediatamente, se adicionó el inductor isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

(IPTG) (Mid Sci 367-93-1) a una concentración final de 1mM. Los cultivos se 

mantuvieron en crecimiento durante 5 h en agitación constante y fue tomada la lectura 

de la densidad óptica cada hora. En paralelo fue llevado a cabo un cultivo siguiendo 

las mismas condiciones con E. coli BL21(DE3) sin transformar que fue empleado como 

control negativo de producción.  

Una vez finalizada la inducción fue obtenido el paquete bacteriano de células 

BL21(DE3) para ello fue colocado el volumen total del cultivo en tubos de 50 mL y 

centrifugado a 8000 rpm a 4 °C. El paquete bacteriano se resguardó a -20 °C hasta su 

posterior uso.  
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7.5.- SDS-PAGE de las proteínas vNART1 y Trx-vNART1 

Para realizar el análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes SDS-PAGE de las proteínas vNART1 y Trx-vNART1 fueron 

preparados geles al 12% de poliacrilamida:bisacrilamida con grosor de 1 mm. Se 

emplearon 2.1 mL de agua destilada, 1.5 mL de Tris-SDS pH 8.8, 2.4 mL de acrilamida 

bis-acrilamida al 30%, 18 L de PSA al 10% y 3.75 L de TEMED. La mezcla fue 

homogenizada y vertida en el molde de vidrio y agregada una fina capa de etanol al 

96%. Una vez polimerizado el gel separador, se preparó el gel concentrador al 4% de 

poliacrilamida:bisacrilamida, empleándose por cada gel 1.2 mL de agua destilada, 500 

L de Tris-SDS pH 6.8, 250 L de solución de acrilamida bis-acrilamida al 30%, 10 L 

de PSA al 10% y 2 L de TEMED. La mezcla fue homogenizada y se colocó el peine 

para la formación de los pocillos. Una vez polimerizado el gel fue colocado en la 

cámara de electroforesis vertical. La cámara fue cargada con buffer de corrida (Tris 

base 20 mM,  glicina 190 mM,  SDS 3.5 mM). Las muestras fueron desnaturalizas en 

buffer de corrida durante 10 min a 95 °C, enfriadas a 4 °C y posteriormente cargadas 

en el gel. Fue empleado el marcador de peso molecular (Precision plus protein 

standars Dual color BioRad, 161-0394). Las muestras fueron concentradas 

sometiéndolas a un voltaje de 180 V durante 10 min con amperaje constante, seguido 

de un periodo de corrida de 45 min a 120 V con amperaje constante.  

Una vez terminado el proceso de separación de las proteínas, fue removido el gel y 

teñido con una solución de azul brillante concentrado (Sigma B8647-1EA). Para 

desteñir la muestra fue empleado buffer de metanol (Meyer, 67-56-1), ácido acético 

(Sigma-Aldrich, 655092), y agua destilada en relación 4:1:5. El gel se dejó en agitación 

a 80 rpm a temperatura ambiente hasta la completa eliminación del exceso de 

colorante. Posteriormente, se tomó registró de la imagen empleado el 

fotodocumentador Gel Doc EZ Imager BioRad. 
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7.6.- Western blot para identificación de etiqueta de histidina del vNART1 y la 

proteína Trx-vNART1 

A través de la técnica de Western blot, se evaluó la obtención del vNART1 y de la 

proteína Trx-vNART1, después de la inducción del sistema de expresión heteróloga 

en diferentes medios de cultivo y diferentes condiciones de temperatura de inducción. 

Primero, se llevó a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% siguiendo 

el protocolo descrito, con las condiciones de corrida de 180 V durante 10 min, seguido 

de 40 min a 120 V con un amperaje constante. 

Una vez terminada la electroforesis se procedió a realizar la electrotransferencia 

semiseca a 200 Amp por 75 min con voltaje constante. Previamente, los papeles filtro, 

la membrana de nitrocelulosa y el gel fueron sumergidos en 1X de buffer de tris-glicina 

(10x Tris/Glicina) con metanol al 10%. Una vez finalizada la trasferencia se llevó a cabo 

el bloqueo de la membrana empleando una solución de 3% BSA (Gibco, 9048-46-8) 

en PBS 1X durante 12-16 h a 4°C. Una vez terminado el bloqueo fueron realizados 3 

lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% (Sigma, P9416). La solución de lavado fue 

desechada e inmediatamente se agregó el anticuerpo anti-His-HRP (MA1-21315-HRP) 

en dilución 1:5,000 en BSA al 1% en PBS 1X. El anticuerpo anti-His-HRP es específico 

para la etiqueta de hemaglutinina contenida en el vNART1. La membrana fue incubada 

con el anticuerpo por 12 h a 4 °C. Después, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 

0.05%. Se descartó el anticuerpo y se agregó el sustrato para peroxidasa, preparando 

la solución A: 1.5 mL de metanol, 5 mg de HRP color development reagent 4CN 

(Biorad, 170-6534) y la solución B:  8.5 mL de PBS 1X, 10 L de peróxido de hidrógeno 

al 30%. Ambas soluciones se prepararon por separado. Se agregó la solución B en la 

solución A. La mezcla anterior se vertió sobre la membrana, se tomó el registro en 

fotodocumentador a los 10 min de haber iniciado la reacción. 
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7.7.- Protocolo de replegamiento y purificación del vNART1 y de la proteína Trx-

vNART1 basado en glutatión reducido (GSH) y glutatión oxidado (GSSG) 

Una vez determinado que en ambos plásmidos empleados en este proyecto el 

vNART1 contenía la etiqueta de polihistidina (6x His) detectada en el Western blot, se 

procedió a realizar la purificación del dominio vNART1 y de la proteína Trx-vNART1. 

El paquete bacteriano obtenido del cultivo de 100 mL en medio 2XYT se resuspendió 

en 5 mL de buffer de sonicado (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris base pH 8) y las células 

fueron lisadas por ultrasonido a 500-600 W durante 10 s un total de 6 veces, con un 

periodo de enfriamiento de 40 s entre cada ciclo de lisis. Una vez finalizada la 

sonicación, el paquete celular lisado fue centrifugado a 12,000 rpm durante 20 min a 

4 °C. El procedimiento descrito fue repetido en dos ocasiones adicionales. El 

sobrenadante se conservó aparte para análisis SDS-PAGE posterior. El paquete lisado 

y centrifugado se resuspendió en 5 mL de buffer desnaturalizante B (100 mM 

NaH2PO4, 10 mM Tris base, 8 M urea pH 8). Esta mezcla se colocó en agitación a 300 

rpm a 30 °C en un agitador orbital durante 90 min, posteriormente fue centrifugada a 

12,000  rpm por 30 min a 20 °C. Se rescató el sobrenadante y se incubó en agitación 

a 120 rpm por 90 min con glutatión reducido (GSH) a una concentración final de 60 

mM. El sobrenadante se añadió y aforó a un volumen final de 500 mL de buffer 

renaturalizante (50 mM Tris base, 5 % v/v de glicerol, 0.5 mM glutatión oxidado (GSSG) 

pH 8 )y se incubó en agitación magnética durante 16 h a 4-6 °C. Después, se agregó 

un volumen resina His Pur Ni-NTA (Thermo Scientific) y se incubó en estas mismas 

condiciones para posteriormente continuar con la purificación.  

La mezcla anterior que contiene la resina, el buffer re-naturalizante y las proteínas 

extraídas fue cargada en una columna de plástico para mantener la resina y eluir por 

gravedad los buffers y las proteínas contaminantes. Esta fracción se denominó fracción 

no retenida (FNR). La resina se lavó con 10 volúmenes de columna (VC) con buffer de 

lavado 1 (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM pH 8), seguido de un 

segundo lavado con 10 VC de buffer de lavado 2 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50 

mM de imidazol pH 8). Las fracciones correspondieron a un volumen de 10 mL. La 

elución el vNART1 se realizó con 12 mL de buffer de elución (NaH2PO4 50 mM, NaCl 
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300 mM, imidazol 100 mM pH 8). Seguido de 20 mL de buffer de elución (NaH2PO4 50 

mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM pH 8). Cada fracción fue analizada por SDS-

PAGE. 

 

7.8.- Concentración de las proteínas vNART1 y Trx-vNART1 

Una vez replegado el vNART1 y el Trx-vNART1 fueron colectadas las fracciones donde 

se eluyeron las proteínas replegadas. Estas eluciones de las proteínas fueron 

concentradas empleando tubos concentradores (Amicon Ultra 15 Centrifugal Filters 

Ultracel) de poro de 3 kDa (Sigma, Z740200-24EA). Al mismo tiempo de ser 

concentrado el vNART1 y la proteína Trx-vNART1, se realizó un gradiente 

descendente de imidazol, para ello fue preparada una solución de 50 mM de NaH2PO4, 

300 mM de NaCl e imidazol en concentraciones que decrecientes desde 250 mM hasta 

10 mM de imidazol. Las eluciones fueron concentradas en tubos concentradores, 

según las condiciones descritas por el fabricante y evaluadas en una electroforesis en 

gel de poliacrilamida al 12% siguiendo las condiciones anteriormente descritas en el 

apartado 7.5). Las muestras fueron cuantificadas por la técnica de micro BCA 

(Biovision, K813-2500) siguiendo las instrucciones del fabricante y se resguardó a -

20°C hasta su uso posterior. 

7.9.- Protocolo de purificación y replegamiento en columna para la proteína 

Trx-vNART1 por gradiente de urea. 

Se empleó un protocolo alternativo al de glutatión reducido (GSH) y glutatión oxidado 

(GSSG) para la extracción y replegamiento de la proteína Trx-vNART1 con la finalidad 

de mejorar los rendimientos de proteína obtenida, debido a que los resultados 

prometedores obtenidos con el protocolo de GSH y GSSG. 

Para la extracción de la proteína Trx-vNART1, por cada gramo de peso húmedo del 

paquete bacteriano centrifugado se agregaron 10 mL de buffer de lisis (50mM NaCl y 

Tris-Cl 50mM,  pH 7.5) enriquecido con inhibidor de proteasas 1X 

(SIGMAFAST/Protease inhibitor Cocktail Tablets EDTA Free, S8830-2TAB). 
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Posteriormente el paquete bacteriano fue sometido a un proceso de lisis por sonicación 

empleando el equipo Misonix ultrasonic liquid procesors L200 series, con un esquema 

de 14 ciclos en frío de 10 s cada uno en nivel 7, seguido de 40 s de reposo y 

enfriamiento, manteniendo un baño de hielo durante todo el proceso. Una vez 

finalizados los ciclos de sonicación, se procedió a separar las fracciones obtenidas, 

centrifugando el paquete bacteriano lisado a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se 

obtuvo la fase soluble que corresponde a la proteína Trx-vNART1 extraída por buffer 

de lisis y el paquete bacteriano lisado que contiene proteína Trx-vNART1 contenida 

dentro de cuerpos de inclusión. Ambas fracciones fueron evaluadas a través de SDS 

PAGE. 

Para la extracción en condiciones desnaturalizantes, el paquete bacteriano lisado que 

fue obtenido del paso anterior fue resuspendido en una solución de NaH2PO4 100 mM, 

Tris-Cl 10 mM, Urea 8M pH 8, a razón de 5 mL por cada gramo de peso húmedo. Se 

mantuvo en agitación durante 15-60 min a 250 rpm a temperatura ambiente, evitando 

la formación de burbujas. Inmediatamente fue centrifugada la solución obtenida a 

10000 rpm durante 25 min a temperatura ambiente (25 °C). Fue recuperado el 

sobrenadante, y tomada una alícuota para evaluarse por SDS-PAGE (esta muestra se 

denominó ”fracción antes de pasar”[AP] en referencia a que es muestra sin pasar por 

el proceso de purificación). 

Este protocolo se empleó para la purificación y replegamiento en columna de la 

proteína Trx-vNART1 y se basa en un gradiente de urea. Se empleó 1 mL de resina 

His-Pur Ni-NTA (Thermo scientific, 88222) en un soporte de columna de purificación; 

se prestó atención especial en homogenizar perfectamente la resina antes de 

depositarla en el interior de la columna. Una vez depositada la resina en el soporte, se 

esperó a que sedimentara y se adicionaron 5 mL (VC, 1 mL) con el buffer con 100 mM 

NaH2PO4, 8M de urea pH 8, 10 mM de Tris-Cl por 5 VC. 

Una vez acondicionada la columna, el lisado celular fue eluído en dos ocasiones. Se 

colectó y se tomó una alícuota para evaluar en SDS-PAGE la cual fue denominada 

“Fracción no retenida” (NR). Se realizaron dos lavados con 4 mL con buffer de lavado 

( NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM, urea 8M, pH 6.3). Se recogieron las fracciones 
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para evaluarse en SDS-PAGE. Estas fracciones se nombraron “Fracción de lavado L1 

y L2”, respectivamente. 

Las eluciones de la proteína se realizaron realizando 4 fracciones de 500 L de buffer 

de elución D (NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM, urea 8M, pH 5.9). Se tomó una 

alícuota para analizar por SDS-PAGE (estas fracciones se nombraron: ”D1”, “D2”, 

“D3”, “D4”). La segunda fase de elución de la proteína se realizó realizando 4 

fracciones de 500 L de buffer E (NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM, urea 8M, pH 4.5). 

Se colectaron todas las fracciones y se tomó una alícuota para analizar por SDS-PAGE 

(estas muestras se denominaron: “E1”, “E2”,” E3”, “E4”) 

Se continuó con una elución final de 3 mL de buffer de E (NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 

10 mM, urea 8M, pH 4.5). Se colectó la fracción y se tomó una alícuota para evaluar 

por SDS-PAGE (esta muestra se nombró como “Fracción E final”). Después, se realizó 

una elución de 5 mL con agua destilada, fue tomada una alícuota para evaluarse por 

SDS-PAGE (“Fracción H2O final”). 

Para el replegamiento en columna, se realizó un gradiente descendente de urea (buffer 

de NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM, urea 8M a pH 8). Fue preparado buffer 

conteniendo 100 mM NaH2 PO4, 10 mM Tris Cl con urea a diferentes concentraciones 

(7 M, 6M, 5M, 4M, 3M, 2M, 1M, 0.5 M. 0M). Al mismo tiempo fue agregado buffer de 

replegado (20 mM Tris base, 500 mM de NaCl, 20 mM de Imidazol, 1mM -2-

mercaptoetanol) con los siguientes volúmenes: 0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1, 1.250, 

1.50, 1.750 y 2 mL. 

La columna fue equilibrada con buffer B  (solución 100 mM NaH2 PO4, 10 mM Tris Base 

y urea 8M, pH 8.0). Se ajustó el pH a 8.0 de la muestra a replegar y se tomó una 

alícuota para analizar por SDS PAGE (esta muestra se nombró “AP”). La muestra fue 

pasada en tres ocasiones por la columna para favorecer su replegamiento. 

Después de pasar la muestra por la columna en tres ocasiones se agregó el primer 

buffer de elución conteniendo 7 M de urea, siguiendo con las eluciones con los buffers 

que contienen las concentraciones decrecientes de urea, hasta llegar a cero.  En cada 

punto fue tomada una alícuota para análisis por SDS PAGE. Una vez finalizado el 
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gradiente descendente de urea, por cada mL de columna empleada se realizó un 

lavado con 10 mL de solución 50 mM NaH2 PO4, 300 mM NaCl e imidazol 20 mM, 

pH8.Inmediatamente fue realizado un lavado con 10 mL de solución 50 mM NaH2 PO4, 

300 mM NaCl e imidazol 50 mM, pH8. Después, se prosiguió con un lavado con 2 mL 

de solución 50 mM NaH2 PO4, 300 mM NaCl y 250 mM de imidazol, pH8 Finalmente 

fue realizada una elución con 2 mL de solución 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl y  500 

mM de imidazol, pH8. Se tomaron alícuotas para análisis por SDS-PAGE 

correspondiente a cada lavado. 

 

7.10.- Diálisis de proteína recombinante. 

Una vez obtenida la proteína replegada por la estrategia de GSH y GSSG o por 

gradiente de urea, las proteínas fueron dializadas empleando una membrana con 

tamaño de poro de 3 kDa (ThermofisherScientific 88242). La membrana fue cerrada 

con pinzas y se verificó que no hubiera fugas. La membrana fue dispuesta en un 

contenedor con buffer PBS 1X, pH 7.4 en proporción 1:200 según el volumen de 

proteína contenida dentro de la membrana. Se mantuvo en agitación constante a 4 °C. 

Se realizaron tres recambios del PBS 1X cada 2 h. Finalmente, en el último recambio 

se mantuvo la agitación por 12-16 h. Una vez finalizado la diálisis, la proteína fue 

recolectada cuidadosamente y cuantificada usando el kit de cuantificación micro BCA. 

Las muestras fueron etiquetadas y almacenadas a 4 °C hasta su posterior uso. 

 

7.11.-Propuesta de ELISA indirecta para la detección de rhTGF-β empleando 

vNART1 

Para evaluar la capacidad de reconocimiento del vNART1 por la citocina, se propuso 

un formato de ELISA indirecta qué consiste en la citocina recombinante humana TGF-

β  (rhTGF-β) directamente fijada en el pozo. 
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Fueron colocados 100 ng de rhTGF- 1 (PEPROTECH, 100-21), rhTGF- 2 

(PEPROTECH, 100-35B) y rhTGF- 3 (PEPROTECH, 100-36B) por pozo y por 

triplicado empleando placas de 96 pozos de alta afinidad (CORNING, 9018) y en un 

volumen de 50 L. La placa se incubó por 12-16 h a 4 °C. Se descartó la solución y 

los pozos fueron bloqueados con 100 L de una solución de BSA al 3% en PBS 1X. 

La placa fue incubada por 2 h a 37 ºC.  

El contenido de los pocillos fue descartado y se realizaron cinco lavados por pozo con 

300 µL de PBS 1X-Tween 20 al 0.05%, con intervalos de agitación de 30 s. 

Posteriormente,  fueron agregados 50 µL del vNART1  a cada pocillo de la placa, según 

esquema de diluciones seriadas 1:2 iniciando con 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 50 

y 0 ng de vNAR por pocillo. La placa fue incubada a 37 °C durante 1 h. El contenido 

fue descartado y se realizaron cinco lavados con 300 µL en cada pocillo de PBS 1X- 

Tween 20 al 0.05% con intervalos de agitación de 30 s. Se descartó el líquido y 

posteriormente fueron agregados 50 µL de anticuerpo anti-histidina conjugado a 

peroxidasa (MyBiosource, MBS435072) en una dilución 1:1000 en BSA 1% Tween 20 

al 0.05% en PBS 1X. La placa fue incubada por 2 h a 37 ºC. Después, el contenido de 

los pocillos fue descartado y se realizaron cinco lavados con 300 µL en cada pocillo de 

PBS 1X-Tween 20 al 0.05% en PBS 1X con intervalos de agitación de 30 s. 

Posteriormente, fueron agregados 50 µL del sustrato de revelado 1-StepUltra TMB-

ELISA (BioRad, 34028). La placa fue incubada a 37 °C por 10 min en ausencia de la 

luz y la reacción fue detenida con una solución de ácido sulfúrico 0.5 M (MEYER, 7664-

93-9). La lectura fue realizada en un espectrofotómetro (xMark Microplate 

Spectrophotometer BioRad) a una longitud de onda de 450 nm. (Figura 8) 
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7.12.- Diseño del ensayo ELISA tipo sándwich basado en vNART1 para el 

reconocimiento de rhTGF-β  

Se realizó un formato de ELISA tipo sándwich. Este formato se encuentra conformado 

por un anticuerpo IgG anti-TGF-β de captura (Sino-Biologicals® CAT 1DB14-MM18) 

dilución 1:250 en BSA 3% en PBS 1X. También, se empleó el anticuerpo SCBT anti 

TGF-β (SC-130348) dilución 1:250 en BSA 3% en PBS 1X, el anticuerpo se dejó 

fijándose en la placa durante 12-16 h 4°C. Se descartó la solución y los pozos fueron 

bloqueados con 100 L de una solución de BSA al 3% en PBS 1X e incubados por 2 

h a 37 ºC.  

En antígeno de interés corresponde a TGF-β ya sea proveniente de suero humano o 

de estándares de concentración conocida. La placa se incubó por 12-16 h a 4°C.  

El contenido de los pocillos fue descartado y se realizaron cinco lavados con 300 µL 

de PBS 1X-Tween 20 al 0.05% por pozo, con intervalos de agitación de 30 s. 

Posteriormente, fueron agregados 500 ng del Trx-vNART1 en un volumen final de 50 

Figura 8.- Formato de ELISA propuesto para la determinación preliminar de detección de rhTGF-β  

mediante vNART1,  este formato corresponde a una ELISA indirecta.    
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µL  a cada pocillo de la placa. La placa fue incubada a 37 °C durante 1 h. El contenido 

fue descartado y se realizaron cinco lavados con 300 µL de PBS 1X- Tween 20 al 

0.05% por pocillo, con intervalos de agitación de 30 s. Se descartó el líquido y 

posteriormente fueron agregados 50 µL de anticuerpo anti-histidina conjugado con 

peroxidasa (MyBiosource, MBS435072) en una dilución 1:1000 en BSA 1% Tween 20 

al 0.05% en PBS 1X. La placa fue incubada por 2 h a 37 º C. Después el contenido de 

los pocillos fue descartado y se realizaron cinco lavados con 300 µL de PBS 1X-Tween 

20 0.05% en PBS 1X en cada pocillo con intervalos de agitación de 30 s. 

Posteriormente, fueron agregados 50 µL del sustrato de revelado 1-StepUltra TMB-

ELISA (BioRad, 34028). La placa fue incubada a 37 °C por 10 min en ausencia de la 

luz y la reacción fue detenida con una solución de ácido sulfúrico 0.5 M (MEYER, 7664-

93-9) por pozo. La lectura fue realizada en un espectrofotómetro (xMark Microplate 

Spectrophotometer BioRad) a una longitud de onda de 450 nm. (Figura 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.- Formato de ELISA propuesto para determinación cuantitativa de rhTGF-β, este 

formato corresponde a una ELISA sándwich donde el vNART1 es empleado como anticuerpo 

primario de reconocimiento.   
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7.13.- Evaluación de linealidad usando TGF-β recombinante humana y la 

proteína Trx-vNART1. 

La linealidad de un método es una característica que indica que la respuesta analítica 

es proporcional a la concentración del analito determinado. La representación de la 

linealidad resulta de la aplicación de un modelo matemático como el de regresión lineal 

que nos permite inferir la concentración desconocida de un analito a partir del análisis 

de estándares concentración conocida 

Para evaluar la linealidad para los fines de este trabajo, sólo se consideraron un 

blanco, un control negativo y por lo menos 6 puntos de calibración diferentes 

empleando el formato de ELISA indirecta.  

Fue aplicado el modelo matemático de regresión lineal, el cual describe 

adecuadamente la relación entre la concentración y la señal instrumental, que 

proporciona una respuesta continua y reproducible en el intervalo de trabajo de una 

curva de calibración. 

 

7.14.-Curva de calibración y evaluación de muestras de suero usando Trx-

vNART1 para detección 

Se evaluaron muestras de suero de pacientes diagnosticados con compromiso renal 

(ERC), así como muestras de pacientes sin afectación en el riñón (suero sano). Las 

muestras fueron evaluadas mediante la prueba de ELISA basada en dominios Trx-

vNART1 anti-TGF-  

La curva de calibración se realizó a partir de TGF- humano recombinante (rhTGF-) 

a concentraciones de: 0, 10, 80, 160, 240. 390 y 500 ng/mL por pozo. La placa se 

incubó por 12-16 h a 4°C. Se descartó la solución y los pozos fueron bloqueados con 

100 L de una solución de BSA al 3% en PBS 1X e incubados por 2 h a 37 ºC.  

El contenido de los pocillos fue descartado y se realizaron cinco lavados con 300 µL 

de PBS 1X-Tween 20 al 0.05% por pozo, con intervalos de agitación de 30 s. 

Posteriormente, fueron agregados 50 µL del vNART1 a cada pocillo de la placa. La 
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placa fue incubada a 37 °C durante 1 h. El contenido fue descartado y se realizaron 

cinco lavados con 300 µL de PBS 1X- Tween 20 al 0.05% por pocillo, con intervalos 

de agitación de 30 s. Se descartó el líquido y posteriormente fueron agregados 50 µL 

de anticuerpo anti-histidina conjugado con peroxidasa (MyBiosource, MBS435072) en 

una dilución 1:1000 en BSA 1% Tween 20 al 0.05% en PBS 1X. La placa fue incubada 

por 2 h a 37 ºC. Después el contenido de los pocillos fue descartado y se realizaron 

cinco lavados con 300 µL de PBS 1X-Tween 20 0.05% en PBS 1X en cada pocillo con 

intervalos de agitación de 30 s. Posteriormente, fueron agregados 50 µL del sustrato 

de revelado 1-StepUltra TMB-ELISA (BioRad, 34028). La placa fue incubada a 37 °C 

por 10 min en ausencia de la luz y la reacción fue detenida con una solución de ácido 

sulfúrico 0.5 M (MEYER, 7664-93-9) por pozo. La lectura fue realizada en un 

espectrofotómetro (xMark Microplate Spectrophotometer BioRad) a una longitud de 

onda de 450 nm. 

Para convertir al TGF-β a su forma activa fue necesario que las muestras de suero 

humano fueran activadas (eliminación de la fracción LAP) mediante un procedimiento 

de acidificación-neutralización, para ello fue necesario adicionar 25µL de HCL 1N en 

50 µL de muestra, seguido de 10 minutos de incubación a temperatura ambiente. 

Inmediatamente se procede a realizar la neutralización empleando 25 µL de NaOH 1N. 

Las muestras control se prepararon en la misma matriz biológica que las muestras 

obtenidas de pacientes, y como control negativo se empleó suero de pacientes sin 

enfermedad renal (suero sano). Se estableció el intervalo de la curva de calibración en 

función del límite mínimo de reconocimiento de TGF-β fijado en placa, a partir de estos 

datos se consideró como la menor cantidad reconocida. 

La curva de calibración permitió obtener la ecuación de la recta y el coeficiente de 

correlación (r2) con los estándares de TGF- humano recombinante. La señal se 

determinó midiendo la densidad óptica a una longitud de onda de 450-600 nm, que 

permitieron asociar a un valor de absorbancia directamente proporcional a la 

concentración de dicho estándar. Se utilizó la regresión lineal con la finalidad de 

determinar la concentración. 
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7.15.- Origen de las muestras biológicas  

Las muestras biológicas analizadas son sueros de donadores sanos y pacientes con 

ERC que provienen de un protocolo aprobado por el Comité Local de Ética e 

Investigación del Hospital de Especialidades NUM. 1, Bajío, León, Guanajuato, 

Instituto Mexicano del Seguro Social (aprobación No. CLIEIS R‐2018‐1001‐114) y 

donadas a CIATEJ para la realización de esta tesis. Este protocolo cumplió con los 

principios éticos para la investigación médica especificados en la Declaración de 

Helsinki; cada participante firmó el consentimiento informado y autorizó por escrito el 

uso de sus muestras biológicas para investigación antes de la inscripción en el estudio. 

La información acerca de la identidad y el historial clínico de los pacientes no fue 

proporcionada a CIATEJ para conservar la privacidad y la confidencialidad de los datos 

de los participantes. 

7.16.- Evaluaciones de detección de TGF-β empleando un kit comercial  

Así mismo, para determinar las concentraciones de TGF-β mediante un método 

distinto al de vNAR se empleó el kit comercial DUO SET ELISA de R&D Bio-systems 

(DY240-05) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras empleadas fueron 

las mismas para el kit y para el ELISA con vNART1. Además, estas cuantificaciones 

sirvieron de control. 

7.17.- Análisis estadísticos 

Para el análisis de los datos fue utilizado el software Graph Pad PRISMA® en versión 

para Windows, los valores de P<0.05 se consideraron estadísticamente significativos 

entre los controles y las muestras analizadas para las evaluaciones de sueros, 

evaluación de linealidad mediante ensayos de ELISA. En la evaluación de los 

diferentes grupos el análisis de los datos de las muestras en donde la distribución de 

los datos es gaussiana (paramétrica) fue aplicada la prueba de ANOVA o en el caso 

de los datos no gaussianos (no paramétricos) con prueba de Kruskall Wallis. La 

linealidad se evalúo mediante la prueba de regresión lineal y se consideró el valor de 

r2 considerando un valor idóneo aquel mayor o igual a 0.90. 
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8.- RESULTADOS 

8.1.- Digestión y clonación de construcción pET28a+T1. 

Una vez realizado el proceso digestión y ligación del inserto vNART1 con el vector 

pET28a+, fueron trasformadas la cepa BL21(DE3) de E. coli. Se evaluaron colonias 

aisladas a través de la técnica de PCR empleando los primers T7 que se unen al 

plasmido. Para verificar la trasformación positiva de las células con el plásmido y 

corroborar que efectivamente se encontrara la construcción de inserto vNART1. El 

resultado se visualizó en una electroforesis en gel de agarosa al 1%, fue tomado un 

inóculo directamente de la colonia seleccionada a partir de cultivo en placa de células 

previemente transformadas. En la Figura 10, se muestra el resultado del PCR de 

colonia de seis colonias seleccionadas al azar. El fragmento esperado es de 

aproximadamente 500 pb. Se puede observar que todas las colonias son positivas al 

inserto, por lo tanto la estrategia de trasformación mediante electroporacion fue 

efectiva. Como control negativo, se emplearon: la mezcla de reaccion sin plásmido 

para verificar que no hubiera contaminacion en la reacción (carril 1) también, la cepa 

BL21(DE3) sin plásmido para verificar que no hubiera contaminación de la cepa (carril 

2). Como control positivo, se empleó una construcción previamente realizada y 

verificada por secuenciación, donde el fragmento esperado es de 1000 pb, este control 

sirve para verificar que el PCR se realizó de forma adecuada. Finalmente, en los 

carriles 11 y 12, se muestra el plásmido pET28a+T1 purificado que corresponde a dos 

clonas positivas del PCR de colonias. Estos dos plásmidos fueron enviados a 

secuenciar para verificar el correcto marco de lectura y la secuencia especifica que 

corresponde al vNART1.  
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8.2.- Verificación de inserto Trx-vNART1 y transformación en BL21(DE3) 

Debido a que en el grupo de trabajo previamente se había generado la construcción 

pET32a+ Trx-vNART1 se empleó este plásmido para transformar la cepa BL21(DE3) 

y confirmar por PCR la presencia del inserto. Por lo tanto, de las colonias aisladas, se 

emplearon los primers especificos para el fragmento vNART1, el fragmento esperado 

es de 350 pb aproximadamente. Porteriormente el resultado fue verificado a través una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 11). Las cinco colonias seleccionadas 

Figura 10.- Electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar la clonación pET28a+T1 en 

células E. coli BL21(DE3). Se emplearon los primers T7 que unen en el vector.  En el carril 1 

y 2 se encuentran los controles negativos: mezcla de reacción y la cepa BL21(DE3) sin 

transformar, respectivamente. Se empleó un constructo previamente verificado por 

secuenciación de 1000 pb (carril 3). Los carriles 4 a 9 corresponden a colonias aisladas que 

son positivas al amplicón esperado  para el vNART1 (500 pb) en el vector pET28a+. 

Finalmente, en los carriles 11 y 12 se encuentran los productos de plásmido extraído a partir 

de dos colonias transformadas. 

 

 



68 
 

son positivas al inserto. Por lo tanto, se emplearon dos colonias para proceder al 

aislamiento de plásmido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.- Electroforesis en gel de agarosa al 1% del PCR de colonia para verificar la 

presencia de la secuencia que codifica para el vNART1 en el plásmido pET32a+. Se 

emplearon primers específicos para el vNART1. 

 

8.3.- Cuantificación de plásmido pET32a+vNART1 

Una vez confirmada la presencia de la secuencia que codifica para la proteína Trx-

vNART1, se extrajo el plásmido pET32a+vNART1 que codifica para vNART1 iniciando 

con el cultivo de E. coli BLA21(DE3) transformadas. La extracción se realizó utilizando 

el kit Plasmid Miniprep Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. El plásmido 

extraído se cuantificó y se evaluó en gel de agarosa al 1% empleándose buffer TAE 

1X con la escalera de 1Kb. En la Figura 12, se muestran los plásmidos obtenidos de 

las colonias 1 y 2 de la cepa BL21(DE3). Se muestran dos plásmidos aislados, las 

concentraciones obtenidas fueron de 230.2 ng/mL y 156.4 ng/mL. 
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8.4.- Expresión del vNART1 en el vector pET28a+ 

La expresión del vNART1 de la construcción en el plásmido pET28a+T1, se llevó a 

cabo según las condiciones de cultivo e inducción según es descrito en el apartado 

7.4. Los resultados mostrados a continuación corresponden a 16 h de inducción a 30 

°C, debido a que al inicio de la inducción el crecimiento en matraz fue lento. La 

extracción de las fases solubles e insolubles se realizó según se describe el apartado 

7.4. La imagen de las fracciones extraídas y evaluadas se muestran a continuación en 

la Figura 13, donde el control negativo consistió en la fracción soluble y no soluble de 

E. coli BL21(DE3) sin transformar (carriles 1 y 2). Se observa el bandeo proteico 

característico de la cepa sin plásmido. En los carriles 3 y 4, se observan las fracciones 

solubles e insoluble respectivamente de los cultivos de E. coli BL21(DE3) transformada 

con el plásmido pET28a+T1. Se observa una banda de 12-15 kDa característico al 

vNART1. La banda correspondiente al vNART1 está señalada con una flecha azul. Al 

Figura 12.- Determinacion de la integridad de plásmido de dos colonias aisladas y 
transformadas con el plásmido pET32a+Trx-vNART1. La banda correspondiente a 4000 
pb representa la forma relajada del plásmido. 

 

 

4000 pb 
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comparar el resultado de los carriles 3 y 4 es evidente que el vNART1 se obtiene de 

forma insoluble. 

  

  

 

 

 

 

 

 

8.5.- Expresión de la proteína Trx-vNART1 en el plásmido pET32a+  

Con la finalidad de incrementar la expresión proteica del vNART1 se empleó la 

estrategia de incluir la proteína chaperona tiorredoxina que se incluye en el plásmido 

pET32a+vNART1. Esta construcción permite la expresión de la proteína Trx-vNART1. 

Como se sabe, la tiorredoxina se emplea para la expresión de la proteína recombinante 

de interés para favorecer el correcto plegamiento (formación de enlaces disulfuro) y 

favoreciendo su actividad biológica. Debido a que anteriormente se han reportado 

rendimientos menores a 1 mg/L para diversos vNAR´s obtenidos en el laboratorio, se 

decidió realizar modificaciones en la extracción y purificación de la proteína Trx-

VNART1. 

Figura 13.- Evaluación de la expresión del vNART1 en E. coli BL21(DE3) con la construcción 

pET28a+T1. Como control negativo, se evaluó el bandeo correspondiente a E coli sin transformar con 

plásmido pET28a+ en sus fracciones solubles e insolubles (carril 1 y 2, respectivamente). También, se 

muestran las fracciones solubles e insolubles de E. coli transformada con el plásmido 

pET28a+vNART1 (carril 3 y 4, respectivamente). Se observa la expresión del vNART1 en el carril 4 

con un peso entre 12-15 kDa resaltado con la flecha azul. 

12-15 kDa 
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La expresión del Trx-vNART1 fue llevada a cabo en diferentes condiciones de cultivo: 

por ejemplo, temperatura (30 °C, 37 °C), tiempo de incubación (5 y 12 h) y medio de 

cultivo (LB, SB, 2XYT). Así como dos cepas de E. coli como BL21(DE3) y C3030. Los 

resultados de la expresión indican que es óptima en la cepa BL21(DE3) en medio de 

cultivo 2XYT a 30 °C. Estos resultados fueron publicados en una memoria en extenso 

(Ver anexo 2).  

A continuación, se presenta la evaluación en gel de poliacrilamida de la fracción 

soluble y no soluble de E. coli BL21DE3 empleando los medios de cultivo TB y 2XYT, 

ambos cultivos fueron realizados en idénticas condiciones, siendo en la fracción no 

soluble de células crecidas en el medio 2XYT donde se puede observar una expresión 

considerable de Trx-vNART1 (Figura 14).  

 

Figura 14.- Evaluación de la expresión de la proteína Trx-vNART1 en gel de poliacrilamida al 12%. 

Evaluación en medios 2XYT y TB a 30 °C. En la fracción no soluble (insoluble), se observa la banda 

correspondiente a un peso esperado de 30 kDa que corresponde a la proteína Trx-vNART1 en el medio de 

cultivo 2XYT. También se observa la proteína Trx-vNART1 en el medio TB extraída en condiciones no 

soluble, sin embargo, se consideró solamente las condiciones de inducción y extracción correspondiente al 

2XYT y 30 °C para los siguientes experimentos. 

30 kDa 
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A continuación, se muestran resultados de la cinética de crecimiento a lo largo de 5 h 

de inducción de la proteína Trx-vNART1. Los resultados muestran que realizando la 

inducción a la temperatura de 30 °C después de 3 h de inducción se incrementó cuatro 

veces la densidad óptica final del cultivo de E. coli BL21(DE3) (Gráfica 1). Además, se 

realizó una cinética de expresión de la proteína Trx-vNART1 en el medio de cultivo 

2XYT tomando una alícuota a cada hora de inducción y analizando en SDS-PAGE. Se 

obtiene más expresión de proteína a las 5 h de inducción considerando que la 

extracción de realice en condiciones no solubles (Figura 15). Con base en estos 

resultados, se seleccionó el medio de cultivo 2XYT y la inducción por 5 h a 30 °C como 

las mejores condiciones para la obtención de la proteína Trx-vNART1. Por lo tanto, se 

decidió continuar el proceso experimental empleando estas condiciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 1.- Datos de la densidad óptica obtenida en la cinética de expresión en BL21(DE3) 

transformada con el vector pET32a+vNART1, crecida en medio 2XYT a 30 °C. 
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Figura 15.- Evaluación de la cinética de expresión de la proteína Trx-vNART1 en gel de 

poliacrilamida al 12%. Se observa la banda correspondiente a dicha proteína a un peso 

esperado de 30 kDa (T1 a T5). Control negativo corresponde a la cepa Bl21(DE3) sin 

transformar después de 5 h de inducción (T5-). 

 

8.6.- Detección del vNAR T1 y de la proteína Trx-vNART1 por Western blot 

Se llevó a cabo un Western blot para detectar la etiqueta de histidinas presente en la 

secuencia del vNART1 expresado de forma recombinante y comparando la extracción 

en condiciones solubles e insolubles. Los resultados se muestran en la Figura 16 y 

corresponden al cultivo inducido a 30 °C. En el carril 1 y 2, se muestran los controles 

negativos que consistieron en la fracción soluble y no soluble de E. coli BL21(DE3) sin 

transformar. En los carriles 3 y 4, se muestra la cepa transformada con plásmido 

pET28a+vNART1 y las extracciones de proteína en condiciones solubles e insolubles, 

respectivamente. Se observa una banda de 12-15 kDa característica al vNART1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.- Western blot para evaluar la presencia del vNART1 mediante la detección de 

su etiqueta de histina. Se evaluaron las fracciones solubles e insolubles de E. coli sin 

transformar (carriles 1 y 2, respectivamente).También las fracciones solubles e insolubles 

(carril 3 y 4, respectivamente) de E. coli transformada con el plásmido pET28a+-vNART1. 

Se observa la presencia de una banda que indica la expresión del vNART1 en el carril 4 con 

un peso entre 12-15 kDa. 

12-15 kDa 
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Para la construcción correspondiente a la proteína Trx-vNART1 se empleó el plásmido 

pET32a+. Posterior a la inducción y extracción de la proteína, se verificó que la 

proteína mayoritaria de 30 kDa observada en los geles de SDS-PAGE teñidos con azul 

de Commassie sea efectivamente la proteína Trx-vNART1, se llevó a cabo un Western 

blot para detectar la etiqueta de histidinas. Los resultados de la Figura 17, muestran 

que efectivamente en la cepa BL21(DE3) crecida a 30°C expresa la proteína de 

interés. 

 

Figura 17.- Western blot para evaluar la presencia de la etiqueta de histidina en la proteína 

Trx-vNART1. En la figura se encuentra la evaluación de cultivos crecidos e inducidos en medio 

2XYT y TB a 30 °C, así como las extracciones en condiciones soluble y no soluble. Se observa 

la banda correspondiente a la proteína Trx-vNART1 en un peso esperado de 30 kDa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

30 kDa 
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8.7.- Replegamiento y purificación del vNART1 y la proteína Trx-vNART1 con 

glutatión reducido (GSH) y glutatión oxidado (GSSG) 

Una vez que se corroboró que el vNART1 y la proteína Trx-vNART1 contienen la 

etiqueta de histidina, se procedió con su purificación. Debido a que ambas proteínas 

se encuentran principalmente en la fracción insoluble fue necesario extraerla de los 

cuerpos de inclusión (fracción no soluble) empleando condiciones desnaturalizantes. 

Las condiciones desnaturalizantes rompen la estructura tridimensional de la proteína, 

por lo tanto, es necesario restablecer los enlaces disulfuro en un proceso de 

replegamiento. En el caso del vNART1, el resultado posterior a los pasos de 

purificación y renaturalización fueron analizados en un gel de SDS-PAGE (Figura 18). 

El protocolo de purificación y renaturalización corresponde a un gradiente descendente 

de imidazol. Se puede observar la proteína de 12-15 kDa en los carriles 7, 8 y 9 que 

corresponden a 250 M de imidazol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.- Purificación y replegamiento del fragmento vNART1 expresado en E. coli 

BL21(DE3), se presentan las eluciones: Antes de la purificación (carril 1), Lavado 1 y 2 

(carriles 2 y 3, respectivamente), eluciones con 100 mM de imidazol (carriles 4, 5 y 6, 

respectivamente), eluciones con 250 mM de imidazol (carriles 7, 8 y 9, respectivamente) y 

finalmente, eluciones con 500 mM de imidazol (carriles 10, 11 y 12, respectivamente). Se 

observa el vNART1 eluído en los carriles 7, 8 y 9 con un peso de 12-15 kDa. 

 

 

 

12-15 kDa 
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Para la proteína Trx-vNART1, se analizaron las diferentes fracciones obtenidas 

después de la purificación en condiciones desnaturalizantes. Como control se empleó 

la extracción de BL21(DE3) sin transformar (carril 1). En el carril 2, se muestra la cepa 

sin transformar después de la extracción en condiciones insolubles. En los carriles 3 a 

6 se muestran las fracciones correspondientes a las fracciones de proteína 

recombinante obtenidas del proceso de extracción en condiciones desnaturalizantes   

(Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.8.- Concentración del vNART1 y de la proteína Trx-vNART1 

En la Figura 20, se observa el resultado de la concentración del vNART1 después de 

pasar por el Amicon (carril 3) quedando en un buffer de 10 mM de imidazol, 150 mM 

de NaCl y 50 mM de NaH2PO4. 

 

 

Figura 19.- Gel de poliacrilamida al 12% de las fracciones de purificación de la proteína Trx-
vNART1. Carril 1: BL21 soluble, Carril 2: BL21 insoluble, Carril 3: BL21pET32a+T1, fracción 
insoluble después de someter a proceso de desnaturalización Carril 4: BL21pET32a+T1, 
fracción soluble, después de someter a proceso de desnaturalizado, Carril 5 y 6 fracción 
soluble: BL21pET32a+T1 (Duplicado), , Carril  7: Fracción No Retenida (Vol. 500 mL), Carril 
8: Lavado 1(150 mL), Carril 9: Lavado 2 (150 mL). 

30 kDa 
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Una vez que fue llevado a cabo el proceso de purificación y replegado de Trx-vNART1, 

se procedió a concentrarla y disminuir la concentración de sales e imidazol presentes 

en el buffer de elución debido a que estos componentes interfieren con la 

cuantificación. Para concentrar y cambiar de buffer, se emplearon tubos de 

ultrafiltración marca Amicon con poro de tamaño 3 kDa por centrifugación. El mismo 

sistema permite intercambiar el buffer a PBS 1X y eliminar el imidazol contaminante. 

En la Figura 21, se muestra el resultado de la concentración donde se observa que en 

la fracción 1 correspondiente al vNART1 replegado y diluido. También, la fracción no 

fue retenida por la membrana del tubo concentrador siendo notorio que no hay bandas 

que sugieran pérdidas de vNART1 a través de la membrana de filtración. Finalmente, 

en la fracción 3, se observa la banda correspondiente al vNART1 con un peso de 12-

15 kDa. 

 

12-15 kDa 

Figura 20.- Concentración de las eluciones obtenidas en la purificación del vNART1. Se 

muestra la elución antes de pasar (carril 1), la fracción no retenida (carril 2) y finalmente, la 

fracción concentrada 10 mM de imidazol, 150 mM de NaCl y 50 mM de NaH2PO4 (carril 3).  
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8.9.- Purificación y replegamiento en columna para la proteína Trx-vNART1 en 

por gradiente de urea 

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos de inducción y expresión realizados 

con Trx-vNART1, fue evaluada una metodología adicional con la finalidad de 

determinar mejoras potenciales que incrementen el rendimiento final de proteína 

recombinante purificada. Por lo tanto, se procedió a purificar la fracción no soluble de 

la proteína Trx-vNART1 expresada y almacenada en los cuerpos de inclusión. Para 

lograr este propósito, fue puesta en marcha una metodología para obtener proteína 

recombinante en condiciones desnaturalizantes, se empleó la metodología según lo 

recomienda el manual de QIAGEN y que se encuentra previamente descrito en este 

documento. (Figura 22) 

 

Figura 21.- Gel de poliacrilamida al 12% Evaluación de la proteína Trx-vNART1. Carril 1: 
Fracción 1, Carril 2: Fracción 2, Carril 3: Fracción 3, Carril 4: Fracción 4, Carril  5: Fracción 
5, Carril 6: Fracción 6, Carril 7: Fracción No Retenida concentrado de tubo Amicon, Carril 
8: concentrado tubo ámicon (50 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol). 

 

30 kDa 
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Figura 22.- Purificación de la proteína Trx-vNAR T1 expresado en E. coli BL21(DE3) a través 

de condiciones desnaturalizantes con urea 8 M bajo un gradiente de pH (pH8 a 4.5) en 

columna de níquel NiTA+. Se observa la presencia de proteína en la elución con el buffer E 

con pH 4.5 en los carriles E1 al E final. 

 

Sin embargo, debido a que la urea empleada para la extracción de la proteína Trx-

vNART1 rompe la conformación tridimensional de la proteína (enlaces disulfuro), se 

necesita un protocolo de replegamiento para reestablecer la conformación nativa del 

Trx-vNART1 y de este modo, sea capaz de reconocer a la citocina TGF-β. En esta 

modificación del método, se empleó un gradiente descendente de urea que facilita el 

replegamiento en columna. En la Figura 23, se muestra un gel de SDS-PAGE donde 

se analizaron alícuotas de los diferentes pasos de la purificación y replegamiento en 

columna empleando el gradiente descendente de urea.  

 

 

 

 

 

 

30 kDa 

 

30 kDa 
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Figura 23.- Replegamiento en columna de níquel NiTA de la proteína Trx-vNART1 a través de 

un gradiente descendente de urea. Se observa la presencia de proteína en presencia del buffer 

F12 y F12.1 que corresponden a eluciones de 250 mM de imidazol, además de la F13 que 

corresponde a la elución con 500 mM de imidazol (pH 8). AP: proteína Trx-vNART1 antes de 

pasar por la columna, empleado como control. 

 

8.11.- Rendimiento de producción para vNART1 y la proteína Trx-vNART1 

El rendimiento corresponde a la cantidad de proteína obtenida en mg sobre el volumen 

de inducción realizada (L). Para obtener el rendimiento del vNART1 expresada en E. 

coli y con el plásmido pET28a+vNART1, después de la extracción de la fracción 

insoluble, la purificación y el replegamiento, se obtuvo un rendimiento de 2.659 mg/L 

de medio de cultivo. 

En cambio, el rendimiento final de producción de la proteína Trx-vNART1 obtenida por 

la metodología del glutatión oxidado y reducido fue de 145.970 mg/L. Este resultado 

es 54 veces mayor que el obtenido para el vNART1. En contraparte, el rendimiento 

obtenido para la proteína Trx-vNART1 usando el gradiente de urea fue de 2.64 mg/L. 

Conviene hacer un análisis a fondo del costo beneficio de usar urea, sin embargo, 

debido a los alcances de este proyecto dicha evaluación se mantiene como 

perspectiva. Los rendimientos fueron obtenidos de las diversas proteínas 

concentradas por Amicon o dializadas con membrana, ambos con tamaño de poro de 

3 kDa.  

 

8.12.- Evaluaciones de reconocimiento de rhTGF-β por vNART1  

Para evaluar la capacidad de reconocimiento del vNART1 a la citocina rhTGF- β, se 

empleó una prueba de ELISA. El formato consistió en un inmunoensayo ligado a 

enzima en formato de ELISA indirecta descrito en la Figura 8 correspondiente al 

apartado de metodología. En pozo se inmovilizó la rhTGF-β, posteriormente se 

procedió al bloqueo y se empleó el vNART1 como anticuerpo primario, debido a que 

el vNART1 no tiene acoplada enzima, fue necesario emplear el anti-His-HRP que 
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reconoce la etiqueta de histidinas presente en el vNART1. Los resultados de la Gráfica 

2, muestran que existe reconocimiento significativo del vNART1 por la citocina rhTGF-

β (**P < 0.05) respecto a los controles negativos empleados en el ELISA. Como control 

negativo se empleó 1% de BSA, el blanco corresponde a una solución de PBS 1X. El 

control negativo corresponde a las proteínas extraídas de la E. coli BL21(DE3) sin 

transformar. Por lo tanto, el vNART1 extraído en condiciones desnaturalizantes, 

purificado y replegado tiene la capacidad de reconocer a la citocina cuando se emplea 

en un formato de ELISA indirecto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.13.- Evaluaciones de reconocimiento de rhTGF-β por la proteína Trx-vNART1 

También, se evaluó la capacidad de reconocimiento de la proteína Trx-vNART1 por la 

citocina rhTGF-β en el formato de prueba de ELISA indirecto descrito en la Figura 8. 

Para este análisis se incluyeron las tres isoformas de la citocina manteniendo su 

concentración constante en todos los pozos. En cambio, se realizaron diluciones 

Gráfica 2.- Evaluación del reconocimiento de rhTGF-β empleando 250 ng de vNART1 por pocillo. 

La concentración de rhTGF-β fue de 100 ng/mL. Se observa diferencia significativa entre pocillos 

con rh TGF-β y el control negativo P < 0.05. 
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seriadas 1:2 de las concentraciones de la proteína Trx-vNART1 iniciando en 4000 

ng/pozo y la menor concentración fue de 50 ng/pozo. Los resultados que se muestran 

en la Gráfica 5 corresponden a una curva dependiente de concentración, es decir, al 

modificar la concentración de la proteína Trx-vNART1 se modifica la absorbancia 

obtenida. Los resultados muestran que la proteína Trx-vNART1 reconoce 

preferentemente las isoformas 1 y 2 de la citocina TGF-β. Anteriormente, se había 

reportado que el dominio vNART1 nativo reconocía de manera similar a las tres 

isoformas. Por lo tanto, serían necesarios más experimentos para confirmar si la 

presencia de la proteína chaperona tiorredoxina en la proteína Trx-VNART1 afecta el 

reconocimiento por la isoforma 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entonces, empleando el mismo tipo de ELISA indirecto, se procedió a la determinación 

de la capacidad de reconocimiento de la proteína Trx-vNART1 por las diversas 

isoformas y comparando con los siguientes controles: el blanco corresponde solución 

de PBS 1X; el BSA 1% se colocó como control negativo; como control positivo se 

Gráfica 3.- Evaluación del reconocimiento de rhTGF-β en un esquema de diluciones de la 

proteína Trx-vNART1. En los pozos con citocina se colocaron 100 ng de cada isoforma. 

Cada uno de los puntos fue realizado por triplicado. Se muestra de desviación estándar. 
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empleó la proteína Trx-vNART1 directamente inmovilizada en pozo y revelada con 

anti-His; finalmente como control negativo de inespecificidad del anti-His se colocó 

PBS 1X. Los resultados se muestran en la Gráfica 6, donde se confirma la preferencia 

de la proteína Trx-vNART1 por las isoformas 1 y 3 con significancia estadística (***P < 

0.0001) al comparar con el blanco. Los ensayos se realizaron por triplicado. Debido a 

que se obtiene mayor rendimiento de la proteína Trx-vNART1, se optó por continuar 

trabajando con esta molécula. Adicionalmente, se ha visto que la isoforma mayoritaria 

de TGF-β que se encuentra en la circulación sanguínea es la isoforma 1. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 4.- ELISA indirecta de reconocimiento del Trx-vNART1 por las isoformas de la 
citocina TGF-β. Se incluyeron diversos controles negativos como blanco, control de BSA 
1% para verificar inespecificidades de la proteína Trx-vNART1. Como control positivo, se 
inmovilizo directamente en placa la proteína Trx-vNART1 y se detectó con anti-his. 
Finalmente, para verificar inespecificidades del anti-His se empleó PBS como control 
negativo. 
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8.14.- Evaluaciones de linealidad empleando Trx-vNART1 

Fueron llevados a cabo ensayos de linealidad empleando rhTGF-β directamente 

inmovilizado en pozo y un diseño de ELISA indirecta empleando la proteína Trx-

vNART1 como anticuerpo de detección. Las concentraciones de citocina TGF-β1 

fueron de 0, 10, 80, 160, 240, 440, 500 ng/mL. Cada punto en la curva de calibración 

se realizó por duplicado, sin embargo, empleando este esquema no se hallaba 

reproducibilidad ni linealidad (Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24.- Evaluación preliminar de la linealidad de la ELISA indirecta empleando la proteína Trx-

vNART1 como anticuerpo de detección y la rhTGF-. Se muestra el coeficiente de correlación (r2) en 
cada gráfico. 
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Los resultados obtenidos previamente dieron pauta para realizar un nuevo esquema 

de diluciones a fin de obtener una curva de calibración con un rango más adecuado, 

se obtuvo mejoría en el coeficiente de correlación empleando el siguiente esquema de 

concentraciones: 0, 10, 80, 160, 240, 390 y 500 ng/mL de TGF-β1 (cada punto de la 

curva se realizó por duplicado). Los resultados obtenidos muestran consistencia en 

cuanto a la reproducibilidad y repetibilidad (Figura 25).  
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Se corrieron un total de 15 repeticiones en días diferentes, cada curva de calibración 

tuvo al menos 6 puntos y cada punto se analizó por duplicado. El coeficiente de 

correlación r2 es aceptable ya que siempre ronda del 0.9 (máximo de 0.99 y mínimo 

de 0.89) lo cual habla de buena linealidad. 

En esta evaluación se determinó el límite mínimo de detección de citocina que la 

proteína Trx-vNART1 es capaz de detectar siendo de 4 ng/mL de TGF-β1. Esto 

corresponde a una cantidad considerable en contraste a cantidades mucho menores 

con las que trabajan los kits comerciales empleados en la detección de TGF-β que se 

encuentran en el rango de picogramos. Sin embargo, la proteína Trx-vNART1 es capaz 

de detectar a la citocina, entonces se procedió a determinar si puede detectar a la 

citocina TGF-β presente en muestras de suero humano, para ello se evaluaron 

diversas alternativas de inmunoensayos.  

 

8.15.- Evaluación de sueros humanos inmovilizados en placa para la detección 

de TGF-β 

En vista de estos resultados se decidió evaluar los sueros humanos fijándolo 

directamente a la placa de ELISA. El fondo del pocillo fue recubierto con suero humano 

(pool de 6 individuos) sano en dos versiones, 1) suero sano sin tratamiento 2) suero 

sano activado. También, se incluyó un pool de 6 individuos con ERC en dos versiones: 

1) ERC sin tratamiento y 2) ERC activado. Se emplearon  diferentes diluciones de las 

Figura 25.- Evaluación de la linealidad de la ELISA indirecta empleando la proteína Trx-vNART1 como 

anticuerpo de detección y la rhTGF-. Se muestra el coeficiente de correlación (r2) en cada gráfico. 
Los ajustes realizados al a curva favorecen la linealidad y la repetitividad. 

 

Evaluación preliminar de la linealidad de la ELISA indirecta empleando la proteína Trx-vNART1 como 

anticuerpo de detección y la rhTGF-. Se muestra el coeficiente de correlación (r2) en cada gráfico 
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muestras de suero de ambos grupos, las cuales fueron  500, 1000, 5000 y 10000. En 

la Gráfica 9, se muestran los resultados. No existen diferencias estadísticas al comprar 

entre el pool de suero sano vs pool de suero con ERC, aun cuando fueron procesado 

con ácido/base. En el grupo control positivo se emplearon 500 ng/mL de rhTGF-β 

inmovilizado directamente en pozo. Las absorbancias obtenidas son similares entre 

todas las muestras analizadas al comparar las  diluciones de los sueros sano vs ERC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Debido a que no se observaron diferencias entre grupo sanos con tratamiento 

(acido/base) vs ERC con tratamiento (ácido/base) en ninguna de las diluciones 

analizadas, se consideró la posibilidad de que los componentes del suero (albúmina, 

anticuerpos, etc.) podrían causar interferencias en la eficiencia de detección de TGF-

β por la proteína Trx-vNART1. Por lo tanto, se decidió modificar el formato de ELISA a 

un inmunoensayo tipo sándwich, donde se empleará un anticuerpo monoclonal 

Gráfica 5.- Evaluación de muestras de suero inmovilizado en pozo y reconocido con la proteína Trx-
vNART1 como anticuerpo de detección. Suero sano sin tratamiento: corresponde a suero de paciente 
sano sin procesamiento de muestra; ERC sin tratamiento: corresponde suero de paciente diagnosticado 
con ERC, este suero no fue procesado; Suero sano activado: corresponde a suero de paciente sano 
con tratamiento (acido/base del suero); ERC activado: corresponde a suero de paciente con ERC con 
tratamiento ácido/base.  

 

 

 



88 
 

comercial anti-TGF-β para capturar la citocina y eliminar las posibles interferencias de 

otros componentes del suero, de esta forma hacer más eficiente el reconocimiento ya 

sea por el vNART1 o por la proteína Trx-vNART1. 

8.16.- ELISA tipo sándwich para el reconocimiento de rhTGF-β con el vNART1 o 

con la proteína Trx-vNART1 

Una vez corroborado que el vNART1 tiene la capacidad de reconocimiento del 

antígeno, se modificó el formato del inmunoensayo a una ELISA tipo sándwich (ver 

Figura 9). Empleando como anticuerpo de captura un monoclonal comercial anti-TGF-

β (Santa Cruz BioTechnology) debido a que demostró mejores resultados en un 

analisis preliminar (ver Anexo 1). Fue construída una curva de calibracion con el 

formato de ELISA tipo sándwich. Inicialmente se emplearon las concentraciones de 

citocina de 500, 1000, 1500 y 2000 pg/mL por pozo, sin embargo como se observa en 

la Figura 26a, la mayoria de las absorbancias obtenidas se encotraron en el rango de 

0 a 500 pg/mL de citocina. Por lo tanto, se repitió la curva pero ampliando el rango de 

concentraciones  de TGF-β a: 10, 80, 160, 240, 390 y 500 pg/mL por pozo. 

En la Figura 26b, se muestra el resultado correspondiente cuando se empleó el 

vNART1 como anticuerpo de detección, empleando esta estrategia no es posible 

obtener un coeficiente de correlación r2 aceptable en la curva de calibración generada. 

Cada curva fue generada en días separados y cada punto de la curva consta de un 

triplicado.  

 

 

 

 

a)                                                                               b) 

pg/mL de TGF-β                                                                   pg/mL de TGF-β 

 

r 2 = 0 .02133                                                                          r 2 = 0.001726 
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En el caso de la proteína Trx-vNART1 una vez que había sido comprobada la 

capacidad de reconocimiento del TGF-β humano, se continuo con la estandarización 

de las diluciones del anticuerpo monoclonal anti-TGF-β que se emplearía para capturar 

a la citocina en suero de pacientes. Primero, se determinó la dilución óptima (siguiendo 

las sugerencias del fabricante (Sino-Biologicals), fijando en pozo como anticuerpo de 

captura. El resultado se muestra en la Gráfica 7.  

 

 

Siguiendo el intervalo de dilución sugerido por el fabricante del anticuerpo monoclonal 

anti-TGF-β empleado para la captura de citocina, se observó disminución de las 

absorbancias asociada a la dilución, es decir a menor dilución de monoclonal mayor 

Figura 26.- Curva empleando la ELISA tipo sándwich y el vNART1 como anticuerpo de detección. 

En a) las concentraciones de TGF-β empleadas fueron 500, 1000, 1500 y 2000 pg/mL. En b) las 

concentraciones de TGF-β empleadas fueron 0.25, 10, 80, 160, 240, 390 y 500 ng/mL. No hay buena 

linealidad, ni coeficiente de correlación aceptable. 

Gráfica 6.- Estandarización de concentraciones de anticuerpo monoclonal de captura anti-TGF-β 
(Sino Biologicals) y como anticuerpo de detección la proteína Trx-vNART1. Es presentada la gráfica 
donde se muestra la señal obtenida (D.O) contra la concentración de la citocina y las diferentes 
diluciones de trabajo propuestas por el fabricante. 
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absorbancia y viceversa. Sin embargo, no existe diferencia entre las absorbancias 

obtenidas en las diferentes concentraciones de citocina que se emplearon, es decir, 

las absorbancias son similares para la concentración mínima y la máxima de citocina, 

por lo tanto, no existe linealidad para la curva de concentraciones de citocina capturada 

empleando el anticuerpo monoclonal de Sino Biologicals. Adicionalmente, las lecturas 

de absorbancia obtenidas oscilan entre 0.15 y 0.35, aún para la concentración máxima 

de citocina (2000 pg/mL). Se obtuvo el mismo resultado entre la mínima y máxima 

dilución de anticuerpo monoclonal.  

Con base en estos resultados, se analizaron diferentes controles para definir si: 1) la 

proteína Trx-vNART1 estaba reconociendo inespecíficamente a la citocina, 2) si el 

anticuerpo monoclonal (Sino Biologicals) y la proteína Trx-vNART1 competían por el 

mismo sitio de reconocimiento de la citocina y 3) si existe interacción entre el 

anticuerpo monoclonal y la proteína Trx-vNART1 independiente de la presencia de 

citocina (Sino Biologicals). Estos resultados se encuentran resumidos en el Anexo 1 

(Tabla IV). Debido a que existe interaccion entre el anticuerpo monoclonal de captura 

y la proteína Trx-vNART1, se descartó este anticuerpo monoclonal como opción para 

captura en el ELISA sándwich y se optó por analizar otra opción de monoclonal de una 

casa comercial diferente. 

8.17.- Evaluación de sueros de pacientes con ERC en ELISA tipo sándwich 

empleando el anticuerpo de santa cruz para la detección de TGF-β y el vNART1 

Se empleó el anticuerpo monoclonal de la marca Santa Cruz Biotechnology (SC-146 

CBT) como nueva opción de anticuerpo de captura. Debido a las interacciones 

inespecíficas observadas en la proteína Trx-vNART1 y el anticuerpo de captura 

Sinobiologicals,  se probó el dominio vNART1 como anticuerpo de detección en la 

ELISA. Como control se emplearon sueros sanos (pool de 7 pacientes). También, un 

pool de 7 pacientes con ERC  (enfermedad en fase no terminal, TFG > 15 

mL*min/1.73m2) y finalmente, un pool de 7 sueros de pacientes con ERCT 

(enfermedad en fase terminal, TFG < 15 mL*min/1.73m2). En la Gráfica 7, se observa 

el resultado donde existe diferencia significativa (*P < 0.05) entre los grupos ERCT y 

controles sanos. También existe diferencia entre ERC  y ERCT. Sin embargo, en el 
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Gráfico 8, se puede observar el resultado de la repetición en diferente día de la misma 

ELISA tipo sándwich donde se emplearon los mismos componentes, diseño y sueros 

y no hay repetibilidad entre ambos ensayos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 7.- ELISA sándwich para detectar TGF-β en muestras de sueros de pacientes, empleando 

el vNART1 como anticuerpo de detección y el monoclonal de Santa Cruz Biotechnology como 

anticuerpo de captura. Existe diferencia significativa entre el grupo ERC2 y el grupo control de suero 

sano (ANOVA  P < 0.05) 
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Aun cuando no se repite el resultado entre ambas ELISAs, es posible sugerir que 

emplear el dominio vNART1 en la determinación de TGF-β empleando el anticuerpo 

Antibody SCBT - Santa Cruz Biotechnology. Sin embargo, es necesario continuar con 

las evaluaciones a fin de corroborar la reproducibilidad y repetibilidad del diseño de 

ELISA tipo sándwich, para tener resultados concluyentes en cuanto a la detección de 

TGF-β presente en las muestras de suero de pacientes evaluados. 

Entonces, se realizó un ELISA tipo sándwich empleando el mismo anticuerpo 

monoclonal comercial de captura, los mismos grupo de muestras Control sano, ERCT 

y ERC, pero sustituyendo el dominio vNART1 por la proteína Trx-vNART1. Las 

condiciones de cantidades, lavados e incubaciones fueron las mismas en ambas 

ELISAs. En la Gráfica 9, se muestran los resultados obtenidos cuando se emplea la 

proteína Trx-vNART1 como molécula de deteccion primaria. Donde no fue posible 

diferenciar de forma confiable entre los grupos de muestras, pues no existe diferencia 

significactiva entre ninguno de los grupos.  

Por lo tanto, son necesarios más experimentos que permitan mejorar la expresion del 

dominio vNART1 y demostrar su aplicabilidad en el formato de ELISA tipo sándwich, 

pues los resultados anteriores sugieren que tiene mas potencial de funcionar en la 

deteccion de enfermedad renal. En el caso de la proteína Trx-vNART1, se demostró 

Grafica 8.- Repetición de la ELISA tipo sándwich para detectar TGF-β en muestras de sueros de 

pacientes, empleando el vNART1 como anticuerpo de detección y el monoclonal de Santa Cruz 

Biotechnology como anticuerpo de captura. No existe diferencia significativa entre grupos. 
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un incremento sustancial en la expresión, purificación y replegado de la proteína, sin 

emabrgo, cuando se incluye en la ELISA tipo sándwich existe interacción inespecifica 

con los anticuerpos monoclonales empleados para la captura de la citocina presente 

en el suero de pacientes con ERC en etapa temprana o terminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

8.18.-Resultados de la evaluación con kit comercial. 

A continuación, fue realizado el ensayo de ELISA para la determinación cuantitativa 

de TGF-β en muestras de suero de pacientes con ERC y ERCT, para ello fue seguido 

el protocolo que indica el fabricante del kit comercial R&D systems Duo Set (DY240-

05). Los ensayos fueron realizados en dos días diferentes siguiendo condiciones 

idénticas,  los resultados muestran que siguiendo el protocolo establecido no se 

obtiene un buen coeficiente de correlación (r2 ). Por otra parte, fueron analizados tres 

diferentes grupos de muestras de suero humano: el grupo control que corresponde a 

pacientes sanos sin daño renal, un grupo de pacientes con ERC y un grupo con 

Gráfica 9.- Evaluaciones de reconocimiento de diferentes grupos de muestras de suero empleando 
la proteína Trx-vNART1 como anticuerpo primario de detección. Enfermedad renal crónica terminal 
(ERCT), Enfermedad renal crónica (ERC), Control negativo que corresponde a suero de paciente 
sano sin afección renal, Control positivo adicionado con 100 ng de TGF-β recombinante. No hay 
diferencia significativa entre los grupos evaluados en la prueba ANOVA. 
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compromiso renal en la fase terminal (ERCT). Los resultados de esta determinación 

nos muestran la presencia de tendencias en donde el grupo control genera una mayor 

respuesta al ser comparados con los grupos de interés analizados. Sin embargo, estas 

tendencias no fueron estadísticamente significativas. Por lo tanto, es necesario repetir 

estos experimentos de cuantificación de la citocina con muestras de pacientes más 

recientes y realizar esta determinación antes de iniciar los análisis de ELISA sándwich 

con el dominio vNART1 o la proteína Trx-vNART1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c)                                                                             d) 

a)                                                                              b) 

Figura 27.- Gráficas de la determinación de TGF-β en muestras de suero humano mediante el kit 
comercial R&D Systems, a y c) curvas de calibración construidas con los estándares y condiciones 
indicadas por el fabricante , no se encuentra en ninguna de las curvas un buen coeficiente de 
correlación, no fue posible aplicar el modelo de regresión lineal para la cuantificación de citocina b 
y d) evaluaciones por grupo de pacientes (control sano, ERC y ERCT), ambas determinaciones son 
realizadas en días diferentes, a pesar que se observan tendencias  no hay presencia de diferencias 
estadísticas. 
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9.-DISCUSIONES 

En años recientes se ha prestado particular interés a los vNAR recombinantes, debido 

a su potencial y características únicas que pueden impactar tanto en el área 

terapéutica y diagnóstica. Así mismo, debido a su tamaño reducido en comparación 

de los IgG es factible obtenerlos en sistemas de expresión heteróloga como E. coli. 

Esto ha enfocado la investigación al análisis y comparación de los sistemas de 

expresión recombinante y la optimización de las condiciones de expresión adecuadas 

para obtenerlos como proteínas recombinantes en cantidades óptimas y totalmente 

funcionales.116,124 Es justamente que se hace presente el potencial que tienen estas 

moléculas inmunes para ser empleadas en pruebas de fase clínica, tal  como lo es el 

vNAR identificado y capaz de reconocer el factor de necrosis tumoral humano (TNF-α) 

empleado en casos de choque endotóxico125 o el vNAR anti TNF-α empleado como 

tratamiento de poliartritis.126 

Como antecedente previo a este trabajo, se obtuvo del tiburón Heterodontus francisci 

el vNART1 anti TGF-β en 2013.99 Además, se purificó y evaluó su capacidad 

neutralizante y efecto citotóxico, empleando la levadura Pichia pastoris como sistema 

de expresión sin embargo, los resultados de rendimiento no resultaron ser óptimos, a 

pesar de haber empleado un sistema de expresión eucarionte, mismo que es  

filogenéticamente más complejo en comparación de E. coli y que por lo consiguiente 

era de esperarse una producción eficiente del vNART1.21 

Es en este contexto que se procedió a obtener el vNART1 en el vector de expresión 

pET28a+, este vector se caracteriza por brindar alto nivel de expresión de las proteínas 

de interés127. Sin embargo, los resultados nos muestran que el nivel de expresión de 

dicha proteína aun podía ser mejorado, es por este motivo que fue empleado otro 

vector del grupo de los plásmidos pET, el vector pET-32a+. Este vector está diseñado 

para la expresión de proteína recombinante, además que posee un promotor T7 (al 

igual que pET28a+) que confiere la ventaja de poder obtener proteína recombinante 

de una manera más eficiente128 que puede ser empleada en variedad de procesos129. 

Adicionalmente, como característica relevante es que esta proteína puede 

transportarse hacia el espacio periplásmico y llevarse a cabo el replegamiento 
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proteico, además de que posee una secuencia que expresa la proteína acopladas con 

una etiqueta de histidina130 

A pesar de estar bien caracterizadas las potenciales desventajas que ofrecen los 

sistemas de expresión procarionte como E. coli en la obtención de proteínas de origen 

eucarionte, se optó por considerar uso de péptidos señal y proteínas chaperonas de 

co-expresión como la tiorredoxina como estrategias para mejorar la expresión en 

cantidad óptima y mejorar la solubilidad de las proteínas mediante la formación de los 

enlaces disulfuro adecuados con el consecuente replegado a su conformación nativa 

de vNART1, tal como ha sido realizado en trabajos similares,116 donde a través de 

técnicas de ingeniería genética se trató de obtener un vNAR capaz de detectar una 

región rica en histidinas en Plasmodium falciparum (PFHRP2-H8VNAR) replegado y 

con actividad biológica. Los resultados obtenidos en esta tesis, apuntan a que las 

proteínas obtenidas (vNART1 y Trx-vNART1) son preferentemente expresadas y 

agregadas en estructuras denominadas cuerpos de inclusión que depositan en el 

citosol, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Leow y cols.,116 donde la 

proteína producida esperaba ser preferentemente expresada en su forma nativa en la 

fracción soluble, sin embargo, esta se agregó en cuerpos de inclusión 

independientemente de la presencia o ausencia de proteínas chaperonas  como la 

tiorredoxina. La formación de cuerpos de inclusión ocasiona que se empleen 

metodologías donde se obtenga la proteína replegada y funcional, agregando pasos a 

los protocolos de laboratorio.116,117,124 

Ha sido bien documentado que E. coli es un buen sistema de expresión110,131 sin 

embargo no precisamente para generar grandes cantidades de proteína y tampoco 

para producir proteínas recombinante de origen eucarionte. Los resultados de esta 

tesis muestran que son grandes las cantidades de las proteínas expresadas vNART1 

y Trx-vNART1, lo que induce a la bacteria a formar agregados proteicos o cuerpos de 

inclusión, confirmando lo reportado en la literatura.110 Es importante mencionar el 

efecto esperado ante la presencia de tiorredoxina como proteína chaperona que tiene 

como función favorecer la obtención de vNART1 plegado de forma correcta116, sin 

embargo, en las dos metodologías empleadas para extraer y purificar la proteína Trx-
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vNART1, cuando la tiorredoxina está presente, la obtención de proteína incrementa su 

cantidad en comparación con la proteína vNART1 expresada en el plásmido pET28a+ 

es 55 veces. En ambos casos, las proteínas expresadas vNART1 y Trx-vNART1 están 

presentes en los agregados de los cuerpos de inclusión. Esto sugiere que, aunque el 

vNART1 sea co-expresado con Trx como una proteína completa de 30 kDa su 

presencia favorece su expresión en grandes cantidades, por lo tanto, aunque se deban 

agregar pasos de purificación y replegamiento de la proteína Trx-vNART1 el 

rendimiento final es considerablemente mayor. 

Existen diferentes protocolos para purificación y de replegado de los vNAR o moléculas 

similares como los VHH.124 Es importante mencionar que en este trabajo fue realizado 

el proceso de purificación y replegado de Trx-vNART1 mediante dos metodologías, en 

una, la purificación en columna empleó un gradiente de urea como agente caotrópico 

que permitió la extracción de los cuerpos de inclusión empleando una concentración 

de 8M, seguido del proceso de replegamiento con 2-mercaptoetanol. A pesar de este 

escenario, no se evaluó la eficiencia de replegado para el vNART1 anti TGF-β, sin 

embargo, con esta metodología los resultados de rendimiento final  son de igual modo 

considerablemente menores (50 veces menos). 

Algunas metodologías que valdría la pena evaluar para la calidad del replegado son:  

las de Maggi y Scotti117, Pérez-Padilla124, Reza-Escobar132, Leow,116 Camacho-

Villegas,92 pero es necesario evaluaciones posteriores para determinar la mejor opción 

de purificación y replegado, por ejemplo la fluorescencia y espectroscopia de dicroísmo 

circular entre otras, que nos permitan determinar la estructura terciaria y secundaria 

del vNAR respectivamente con el consecuente establecimiento de la mejor alternativa 

en cuanto a calidad de replegamiento.133 

Los resultados en cuanto al rendimiento final obtenido de las construcciones 

contenidas en los  vectores pET28a+ o pET32a+ permiten comparar niveles de 

expresión del vNART1 recombinante, encontrando un rendimiento de 2.65 mg/L y 

145.97 mg/L de proteína recombinante replegada, tal como lo demuestran trabajos 

similares.134 
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La metodología empleada en la purificación tanto de vNART1 y Trx-vNART1 ofrece 

mejores resultados en cuanto a cantidad de proteína recombinante obtenida, así como 

en el consumo de reactivos, en comparación con el método de gradiente descendente 

de urea. Esto puede impactar en los costos de producción en un escalamiento debido 

a menor cantidad de reactivos y pasos empleados. Sin embargo, se debe realizar un 

análisis de costos que permita asegurar esta hipótesis. 

Existen métodos que han demostrado ser más eficientes en la obtención de proteínas 

recombinantes con una eficiencia alta en donde es posible obtener inclusive hasta 7 

veces más cantidad de proteína en comparación de la que podría obtenerse replegada 

y biológicamente activa proveniente del espacio periplásmico.117 Esto nos lleva a 

pensar en perspectiva que a través de un análisis exhaustivo de los costos de 

obtención de vNAR tanto de origen periplásmico como el proveniente de los cuerpos 

de inclusión con su posterior replegamiento es técnicamente viable obtener proteína 

en forma de agregados para posteriormente replegarla135 en comparación de obtener 

proteína plegada pero en cantidades mínimas. 

La capacidad de reconocimiento de Trx-vNART1 se comprobó, con el TGF-β en sus 

tres isoformas mediante una prueba de prueba de ELISA de las cuales reconocida 

principalmente la isoforma 1 (TGF-β1). 

Las diferencias en cuanto al reconocimiento entre las 3 isoformas y que preferente 

sobre la 1 puede explicarse debido a que la homología entre la isoforma 1 y 2 es de 

un 70% y la homología entre la isoforma 2 y 3 es de un 798, concordando con los datos 

que muestran que la isoforma 1 es preferentemente reconocida , seguido de la 

segunda y finalmente la isoforma 3. Interesantemente, este hecho tiene una relevancia 

clínica en cuanto a la determinación de dicha citocina ya que la isoforma 1 es la que 

es principalmente secretada en procesos fibróticos.136 

El Trx-vNART1 en las pruebas preliminares mostró que ofrece reproducibilidad y 

linealidad al evaluar el reconocimiento, cabe mencionar que este evento se dio al ser 

fijado directamente en placa una cantidad establecida de citocina, lo cual nos permitió 

conocer cuál es la cantidad de citocina que requiere estar fijada en un sistema de 

anticuerpos de captura y para ser eficientemente reconocida por los vNAR. A pesar de 
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no lograrse el objetivo de poder hacer funcional la prueba ELISA en el formato 

establecido. Esto da la pauta para que más adelante, con estos datos preliminares, la 

prueba de ELISA empleando vNAR como anticuerpo de detección sea totalmente 

funcional empleando un formato de sándwich. 

Como se menciona anteriormente, lo inconvenientes presentados en la realización de 

las pruebas es muy importante mencionar los componentes que juegan un papel clave, 

tal es el caso del anticuerpo de captura empleado, en este caso el anticuerpo de 

captura empleado (Sino-Biologicals®) es altamente interferente debido a que al 

aumentar su concentración en la placa , es evidente el aumento de la señal emitida en 

las prueba de detección con el vNAR, esto puede ser un factor por el cual en los 

resultados se obtenían falsos positivo. (Ver gráfica 6) 

Esto puede ser causado por un efecto descrito por Boscato y cols, 1986 137  en el que 

una sustancia dentro de nuestro sistema de análisis está actuando como una sustancia 

de unión al anticuerpo, es decir que el anticuerpo de captura tiene regiones que son 

reconocidas por el anticuerpo de detección (vNART1) produciendo un resultado falso 

positivo en las evaluaciones realizadas, este efecto ha sido descrito como uno de los 

problemas comunes en inmunoensayos donde intervienen la interacción ligando-

anticuerpo de captura, lo mismo sucede en la interacción anticuerpo de detección-

ligando.  

Cuando se emplea el vNART1 en la detección de suero inmovilizado en pozo, es 

posible que existan interferencias ocasionadas por proteínas del suero o de 

componentes asociados al almacenamiento del suero (anticoagulante, etc.), que 

dificultan la obtención de resultados confiables. Los resultados obtenidos con el 

vNART1  mostraron alta respuesta inclusive en los controles negativos, esto nos habla 

de que emplear al vNART1 detectando antígenos de suero directamente fijados en la 

placa ofrece inespecificidad. 138 Esto llevó a utilizar un formato de ELISA en sándwich 

como mejor alternativa para emplear el vNART1 como anticuerpo de detección.  

Es por lo que fue necesario evaluar opciones diferentes de anticuerpos de captura que 

nos permitieran este propósito. Quedó evidenciado con el uso de un anticuerpo anti 

TGF-β diferente (Santacruz Biotechnology), en resultados preliminares no ofrece una 
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señal de fondo sugiriendo que no existe interferencia entre este anticuerpo de captura 

y el vNART1, este anticuerpo redujo la presencia de falsos positivos. 

Una vez estandarizada la cantidad de anticuerpo de captura y que el vNART1 sea 

capaz de reconocer al TGF-β capturado, será posible proseguir con una validación 

completa. 

Es probable que emplear muestras de diferente índole como muestras de orina se 

permita obtener mejores señales y diferenciaciones debido a que la orina posee menos 

componentes proteicos a diferencia del suero.76,77,139  

Es necesario evaluar el efecto de múltiples factores que tiene potencial efecto 

interferente, tal como el pH, temperatura o tiempos de incubación, estos factores 

pueden afectar directamente sobre la especificidad de unión en pruebas ELISA cuando 

es empleado muestras de suero humano.140 
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10.-CONCLUSIONES  

Se realizaron dos clonaciones en los plásmidos pET28a+ y pET32a+ que fueron 

empleados para la expresión recombinante del dominio vNART1 anti-TGF-β y la 

proteína Trx-vNART1 usando E. coli cepa BL21(DE3) como sistema de expresión 

heteróloga. 

El dominio vNART1 recombinante se expresa y mantiene en cuerpos de inclusión 

dentro de E. coli, aun cuando se empleó la proteína chaperona Trx. Se describen dos 

principales ventajas de usar la chaperona tiorredoxina en la producción de proteínas 

recombinantes, por ejemplo, que incrementa la cantidad de proteína soluble expresada 

al favorecer la formación de enlaces disulfuro y que incrementa la cantidad de proteína 

total expresada. Sin embargo, pero en el caso del dominio vNART1 la fusión con la 

chaperona Trx solo incrementó la cantidad de vNART1 total.  

Así mismo la evaluación de los dos protocolos diferentes para la purificación y 

replegado de Trx-vNART1 muestra una evidente diferencia en cuanto a la cantidad de 

proteína extraída y replegada, siendo la metodología de purificación bajo u gradiente 

de urea aquella con la que se obtienen menores cantidades de Trx-vNART1. 

Se evaluó la capacidad de reconocimiento de las proteínas recombinantes vNART1 y 

Trx-vNART1 contra la citocina recombinante humana, se determinó su linealidad 

estableciendo el límite mínimo de detección en 10 ng de TGF-β en la prueba de ELISA 

indirecta. 

Se diseñó un inmunoensayo de ELISA tipo sándwich empleando las proteínas 

recombinantes vNART1 y Trx-vNART1 para la detección de TGF-β en suero de 

pacientes y el anticuerpo IgG comercial anti-TGF-β de la marca Sino Biologicals, los 

resultados muestran que ambos anticuerpos (vNART1 e IgG comercial) 

probablemente compiten por el sitio de unión a la citocina haciendo difícil la detección. 

Además, las interferencias debido a que presumiblemente por naturaleza de los 

componentes de dicho formato no permitieron la validación completa.  

En contraste, con la combinación del anticuerpo anti TGF-β de Santacruz 

Biotechnnology como anticuerpo de captura y el vNART1 como anticuerpo secundario 
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donde preliminarmente se logra eliminar el ruido de fondo como sucede al emplear el 

anticuerpo SinoBiologicals.   

Así mismo, las fueron evaluados sueros humanos las evaluaciones preliminares de 

sueros empleando el formato de ELISA sándwich indican que es posible determinarse 

en este formato, sin embargo, aún es necesario realizar más evaluaciones para tener 

resultados definitivos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



103 
 

11.-PERSPECTIVAS 

• Evaluar diferentes opciones de anticuerpos de captura y estandarizar las 

cantidades para ser usados en la prueba de ELISA para la detección de TGF- 

β empleando el vNART1 como anticuerpo secundario. 

• Estandarizar las condiciones como tiempos de incubación, temperatura y 

tiempo de la ELISA de detección de TGF-β. 

• Validar la técnica de ELISA de detección de TGF-β empleando muestra de 

suero y orina humana de pacientes con compromiso renal  

• Evaluar las ventajas y desventajas en cuanto a costo de obtención de vNART1 

siguiendo diferentes metodologías de purificación.  
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12.- ANEXOS 

Anexo 1.- Evaluación de especificidad entre los componentes de la ELISA tipo 

sándwich 

Para evaluar la especificidad de los componentes de la prueba ELISA sándwich, según 

el formato descrito en la imagen 9 se empleó el anticuerpo monoclonal de captura de 

la marca Sino Biologicals. Según el fabricante este monoclonal está descrito con 

capacidad de reconocimiento de la citocina TGF-β. El ensayo se realizó como se indica 

en la Tabla IV. Se empleó la rhTGF-β para este ensayo. Todos los pozos se realizaron 

por duplicado/triplicado. En el recuadro en rojo se resalta el resultado obtenido cuando 

se emplea el monoclonal, la citocina, la proteína Trx-vNART1 y el anti-His-HRP para 

el revelado; en este caso la absorbancia después de restar el control negativo de la 

placa es de 7.473. En el recuadro azul se resalta el resultado obtenido cuando se 

emplea el monoclonal, la proteína Trx-vNART1 y anti-His-HRP, en estos pozos no se 

agregó citocina, sin embargo, la absorbancia obtenida después de restar el control 

negativo de placa fue de 6.120. Este resultado sugiere que existe interacción entre el 

anticuerpo monoclonal anti-TGF-β con la proteína Trx-vNART1. Por lo tanto, se 

descartó este anticuerpo monoclonal como opción de captura para el ELISA sándwich 

y se optó por analizar otra opción de una casa comercial diferente. 

 

Tabla IV.-  Evaluación de interacción entre los componentes de la ELISA sándwich, donde se empleó 

el monoclonal antiTGF-β (Sino Biological) como anticuerpo de captura y la proteína Trx-vNART1. La 

dilución del monoclonal fue 1: 250. a) fotografía representativa de los pozos analizados.  
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Anexo 2.- Memoria en extenso publicada en Academia Journals Tabasco 2020 
ISSN 1946-5351, Tomo 5 páginas 585 a 590. 
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