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RESUMEN 

Los métodos de producción de proteínas recombinantes como anticuerpos 

monoclonales terapéuticos han ido evolucionando en las últimas décadas. La 

constante optimización de líneas celulares y vectores para su transfección han llevado 

a desarrollar metodologías cada vez más robustas y especializadas. En este trabajo 

se utilizaron células de riñón de mono verde africano para ser transfectadas con dos 

agentes químicos lipídicos y se analizó su capacidad de expresar proteínas de interés 

para el sector farmacéutico. Utilizando Lipofectamina™ 2000 y Expifectamina™ CHO, 

se transfectó la línea celular VERO adherente, determinando que dicha línea puede 

ser transfectada con un agente optimizado para una línea celular diferente en 

suspensión. Se utilizó una construcción plasmídica basada en pVitro1-Neo-MCS con 

genes codificantes para las cadenas ligera y pesada del anticuerpo monoclonal 

Cetuximab; un plásmido vector de control positivo de expresión de anticuerpo 

fabricado especialmente para sistemas celulares de mamífero; y un vector phMGFP 

codificante a una proteína fluorescente. Finalmente, encontramos que la línea celular 

VERO puede ser transfectada con el agente Expifectamina™ CHO y es capaz de 

expresar las proteínas de los genes del vector de control positivo de expresión de 

anticuerpo y el vector phMGFP. 
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INTRODUCCIÓN 

Los anticuerpos monoclonales (mAbs, por sus siglas en inglés) son proteínas que 

tienen más de tres décadas de ser consideradas medicamentos para el tratamiento de 

enfermedades. Desde 1986 que fue aprobado el primer anticuerpo como agente 

inmunoterapéutico (Eno, 2017) (Ecker y cols., 2015) (Buss y cols., 2012) 

aproximadamente otros 100 mAbs han sido aprobados por la U.S. Food & Drug 

Administration (FDA) hasta la fecha con el mismo fin (Manis, 2020). Las ganancias 

generadas por el mercado de estos medicamentos han alcanzado más de $100 mil 

millones de dólares anuales. Alrededor del mundo existen más de 500 diferentes 

proteínas que han sido estudiadas en pruebas clínicas por diferentes compañías (Lu, 

Hwang, & Liu, 2020). Sin duda, es clara la importancia de estas biomoléculas tanto 

para el presente como para el futuro de las ciencias de la salud. 

Una buena parte de las inmunoterapias con mAbs van dirigidas a los tratamientos 

contra cáncer; aproximadamente 15 % del total de anticuerpos monoclonales 

aprobados son exclusivos para el área de oncología, volviéndolos el grupo más grande 

de aplicación médica. A este grupo le sigue hematología y dermatología con un 12 % 

y 9 %, respectivamente (Grilo & Mantalis, 2018).  

Es evidente entonces la necesidad de desarrollar terapias efectivas contra estos tipos 

de patologías. Por su historial, los mAbs han demostrado ser agentes adecuados con 

alta eficacia anti-tumoral. Pero la efectividad de estas proteínas depende de la 

optimización de sus propiedades como su afinidad, la especificidad y conformación, 

de manera que su producción se vuelve un factor clave al momento de diseñarlas y 

aplicar inmunoterapias a los pacientes. 

La ingeniería genética se ha vuelto una de las herramientas más importantes para 

diseñar y producir estas proteínas terapéuticas, permitiendo desarrollar anticuerpos 

con funcionalidades aumentadas como funciones efectoras, inmunomodulación, 

penetración tumoral y de tejidos, alta afinidad a blancos conservados, reducción de 

inmunogenicidad en pacientes durante las terapias, entre otras (Saeed y cols., 2017). 

Tecnologías como el despliegue en fagos e hibridomas han servido para la producción 
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de nuevos mAbs en diferentes formatos como IgG, scFV, diabodies, entre otros 

(Carter, 2006).  

Sin embargo, estas tecnologías pueden presentar algunas desventajas al producir 

mAbs específicos. Por ejemplo, se ha reportado que los hibridomas no siempre 

producen proteínas monoespecíficas donde hasta >30 % de un lote contienen 

modificaciones vitales a la estructura peptídica de interés (Bradbury, y cols., 2018). Por 

lo tanto, nuevas técnicas para fabricación de mAbs, como transferencia de ADN 

recombinante a sistemas in vivo con células de mamífero han mostrado numerosas 

ventajas sobre sus contrapartes. La reducción de costos de producción, falta de 

necesidad de cadenas de frío y perfies de seguridad clínica son solo algunos de éstos 

(Andrews y cols., 2017) y por supuesto, generación de isotipos y dominios de ligación 

únicos (Morrow y cols., 2008). Por lo anterior, estas técnicas se han convertido en una 

opción atractiva para el desarrollo de inmunoterapias. 

Uno de los obstáculos que se presentan con la tecnología de ADN recombinante son 

las extensas metodologías para la producción de los mAbs. Esto se debe a que por lo 

general es necesario elaborar protocolos que requieren el uso de diversos vectores 

plasmídicos, diferentes unidades transcripcionales y posiblemente, diferentes líneas 

celulares, además de todos los procesos unitarios para clonar, expresar y recuperar 

cada una de las fracciones proteicas de interés (Dodev y cols., 2014).  

Este trabajo propone el evaluar la modularidad de la tecnología de ADN recombinante 

con el propósito de investigar las metodologías de transfección celular y expandir los 

protocolos para la expresión y producción de mAbs recombinantes terapéuticos, 

utilizando un sistema comercial optimizado para cultivos en suspensión de la línea 

celular CHO en una línea celular adherente VERO.   
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ANTECEDENTES 

Anticuerpos monoclonales (mAbs) 

Derivados de los estudios de Emil Behring que datan de 1890 (Patlak & Longo, 2009) 

los primeros mAbs fueron descritos en 1975 (Kohler & Milstein, 1975)  son uno de los 

principales agentes terapéuticos de la actualidad con al menos 100 moléculas 

diferentes aprobadas entre las regulaciones americanas y europeas (Mullard, 2021). 

Los mAbs se derivan originalmente de los anticuerpos convencionales que son 

proteínas del sistema inmune que protegen al organismo contra bacterias, virus y 

cualquier agente externo al organismo que pudiera ser dañino. Son glicoproteínas 

presentes en tejidos, sistema circulatorio, mucosas y son las responsables de los 

efectos inmunológicos humorales en el cuerpo (Chaplin, 2010). Son producidas por los 

linfocitos B (células del sistema inmune adaptativo) y son altamente específicas a 

antígenos que pueden ser internos o externos del organismo al que pertenecen (Merlo 

& Mandik-Nayak, 2013).  

La estructura de los mAbs convencionales es la clase de inmunoglobulina G (IgG) que 

se compone de dos cadenas polipeptídicas idénticas de aproximadamente 50 kDa 

cada una, denominadas cadenas pesadas; y dos cadenas polipeptídicas identicas de 

aproximadamente 25 kDa, denominadas cadenas ligeras (Flaherty, 2012). Ambos 

pares de cadenas se encuentran unidas por enlaces disulfuro formando un tetrámero 

con forma de “Y” (ver Figura 1) y consiste entre el 82 – 96 % del esqueleto proteico. 

El otro 4 – 18 % se conforma por carbohidratos variables que pueden tener la forma 

de azúcares simples o complejas, aunque la mayoría se compone por oligosacáridos 

que se unen a los grupos amino de las cadenas mediante galactosa. Las cadenas 

ligeras de la estructura son las que poseen las mayores variaciones entre organismos, 

donde las diferencias más significativas se encuentran en el extremo N-terminal de la 

secuencia; entre las posiciones aminoacídicas 1ra y 110ma, por lo que esta región de 

aminoácidos se denomina región variable. Terminada esta secuencia, el resto de la 

estructura se mantiene mayormente sin cambios, por lo que se ha denominado región 

constante. De igual modo, las cadenas pesadas poseen regiones variables y 

constantes; éstas primeras con un tamaño similar al de las cadenas ligeras, entre 1 y 



 
4 

 

110 aminoácidos; las segundas tienen un tamaño tres veces mayor que sus 

contrapartes ligeras (Janeway y cols., 2001) (Chaplin, 2010). 

 

 

 

Figura 1. Estructura tradicional de un anticuerpo monoclonal IgG. Un par de 

cadenas ligeras y un par de cadenas pesadas unidas por enlaces disulfuro. Poseen 

una fracción variable (Fab) altamente específica a un antígeno y una fracción 

cristalizante (Fc) conservada que ayuda a funciones efectoras del sistema inmune. 
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 A pesar de que la estructura de la IgG se consideraba el estándar para los mAbs, el 

éxito comercial de estos ha motivado la investigación, diseño y producción de formatos 

alternativos para estas proteínas terapéuticas (ver Figura 2); desde los novedosos 

anticuerpos biespecíficos como los Diabodies y los ScFv, hasta moléculas diminutas 

como las BiTe y los Nanobodies, cuyas propiedades (ej. una mayor capacidad de 

penetración de tejido tumoral) abren una nueva gama de posibilidades para las 

inmunoterapias (Smits & Sentman, 2016) (Spiess y cols., 2015) (Brinkmann & 

Kontermann, 2017) . 

 

 

Figura 2. Formatos alternativos de anticuerpos monoclonales. A: Anticuerpo humanizado con doble 

cadena ligera y pesada. ScFv se conforma solamente de las regiones variables Fab. B: Anticuerpo 

de cadena pesada única. El nanobody se conforma solamente de la región Fab. C: Configuraciones 

de Diabody y BiTE conformados de las regiones variables de un anticuerpo convencional. (Figura 

tomada de (Abbot y cols., 2020). 
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Todas estas investigaciones y diseños se enfocan tanto en optimizar a los mAbs para 

las inmunoterapias, reduciendo las cantidades a administrar, aumentando su tiempo 

de vida, mejorando su afinidad a las células cancerígenas, así como reducir sus 

efectos secundarios como los riesgos de inmunogenicidad, que se asocia a los 

anticuerpos derivados de modelos animales (Kuramochi y cols., 2014). Sin embargo, 

uno de los puntos más importantes y estudiados para estas biomoléculas de gran 

interés es su producción. Debido a su constante demanda, la necesidad de evolucionar 

de los métodos, protocolos y formatos para producirlos se ha vuelto un punto clave en 

el desarrollo de los anticuerpos monoclonales, así como procedimientos 

personalizados para su expresión y purificación (De Marco, 2015). 

Inmunoterapias con anticuerpos monoclonales 

Debido a que los anticuerpos poseen la capacidad de reconocer y ligarse con alta 

afinidad a epítopos exclusivos, es decir, poseen especificidad hacia un solo fragmento 

de un antígeno en particular, el potencial para desarrollar terapias con estas proteínas 

depende sólo del diseño dado por el desarrollador. A pesar de que inmunoterapias 

contra cáncer son la principal área de aplicación de los mAbs, pocos de estos poseen 

actividad anti-tumoral. Sin embargo, debido a su propiedad antes descrita, resultan ser 

muy útiles como agentes terapéuticos cuando son utilizados en combinación con otros 

métodos, ya sea como auxiliares a quimioterapias y radioterapias, o conjugándolos a 

otras moléculas para formar inmunotoxinas que causen perturbaciones a las células 

tumorales y así interrumpir sus ciclos celulares o incluso destruirlas por completo 

(Martinelli y cols., 2009). 

Sin embargo, algunos mAbs sí poseen propiedades anti-tumorales notables y han sido 

utilizados en inmunoterapias por sí mismos o en combinación con métodos auxiliares, 

particularmente aquellos anticuerpos diseñados para ser específicos al receptor del 

factor de crecimiento epitelial (EGFR, por sus siglas en inglés) en las células 

cancerígenas (Martinelli y cols., 2009). Dos proteínas recombinantes terapéuticas que 

reconocen y se ligan al EGFR ya han sido aprobadas en 2006 por la FDA: Cetuximab 
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(Figura 3, [Kirkpatrick y cols., 2004]) y Panitumumab (Wee & Wang, 2017).

 

 

Figura 3. EGFR y método de acción de Cetuximab. (Figura tomada de (Kirkpatrick y cols., 2004) 

El receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) es uno de cuatro miembros de la familia de 

receptores transmembranales de tirosina-cinasa erbB. Cuando un factor ligando se une a esta se 

inicia una cascada de señalizaciones que estimula la proliferación celular (predominante en cáncer 

colorrectal y cáncer de cabeza y cuello). Cuando el mAb Cetuximab se une a él, bloquea la 

capacidad del receptor de recibir ligandos inhibiendo la actividad de la tirosina-cinasa. 
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Este EGFR es una proteína que ha sido estudiada y catalogada como una de las 

principales precursoras de diferentes tipos de cánceres como pulmón, colon, 

páncreas, mama, cabeza y cuello, entre otros (Centers for Disease Control and 

Prevention, 2020). Tan sólo la incidencia de cánceres de mama, pulmón y colon 

puede llegar a sumar más de la mitad de los casos en ciertas poblaciones (Gatica, 

2018). En México y el mundo, el cáncer colorrectal (CCR) es el cuarto tipo más 

común, siendo responsable de aproximadamente 700 mil muertes al año entre las 

cuales el 61% corresponde a hombres y el 39% a mujeres (Dimitrov, 2020). 

Las técnicas de biología molecular como la tecnología de ADN recombinante han 

permitido incrementar y refinar las propiedades de las proteínas terapéuticas (Grilo & 

Mantalis, 2018). 

Producción de anticuerpos monoclonales 

I) Tecnología de hibridomas 

Los primeros mAbs fueron producidos utilizando la tecnología de hibridomas (Kohler 

& Milstein, 1975) en donde se fusionan células inmortales de tumor (mieloma) con 

linfocitos B del sistema inmune de un mamífero (usualmente conejos) para obtener 

una línea celular capaz de producir constantes cantidades de anticuerpo específico a 

un solo epítopo de manera ilimitada. Las células resultantes de esta fusión se conocen 

como Hibridomas o Células Monoclonales (Khan, y cols., 2008) (Chronopoulou y cols., 

2014). 

La tecnología de hibridomas puede ser resumida en siete pasos: (1) Inmunización del 

conejo, donde el animal es inyectado con el antígeno a tratar y un adjuvante (adjuvante 

de Freund) para inmunizarlo. Esto causa la activación de los linfocitos B en el bazo; 

(2) Preparación de esplenocitos, donde las células del bazo son incubadas con buffer 

de lisis RBC y después lavadas; (3) Mezclado de células, donde se fusionan las células 

de mieloma con los esplenocitos. Se utiliza PEG para realizar esta fusión; (4) Selección 

de hibridomas, donde las mezclas de células monoclonales se someten a un ambiente 

selectivo con hipoxantina, aminopterina y timidina, en el cual solo aquellas células que 

se hayan hibridado con éxito pueden sobrevivir; (5) Selección clonal, donde se 

siembran células individuales en placas de 96 pozos. Una vez que las células 
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proliferan, comienza la producción de anticuerpos y se acumula en el sobrenadante. 

Entonces se pueden analizar para elegir aquel que tenga la mejor especificidad 

deseada; (6) Expansión clonal, donde la clona de interés es expandida in vivo 

(inyectadas en cavidad peritoneal de un ratón) o in vitro (sembradas en placas con 

agar) y congelada para su preservación; (7) Purificación, donde los anticuerpos son 

purificados bajo condiciones especiales utilizando columnas de cromatografía de 

afinidad (Parley, 2010). En la Figura 4 se muestra el diagrama del procedimiento. 

 

 

 

Figura 4. Procedimiento para producción de hibridomas.  

(1) Inoculación de ratón con antígeno y adjuvante. 

(2) Aislamiento de células de vazo (esplenocitos). 

(3) Preparación de células de mieloma inmortalizadas. 

(4) Fusión de líneas celulares de vazo y mieloma con PEG. 

(5) Recuperación de células fusionadas monoclonales inmortalizadas (hibrodomas). 

(6) Expansión clonal de hibridomas generadores de anticuerpos. 

(7) Purificación de anticuerpos monoclonales de interés con especificidad a antígeno inicial. 
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II) Tecnología de despliegue en fagos 

Gracias a los avances en las técnicas in vitro la producción de mAbs ya no tiene que 

depender sólamente de la tecnología de hibridomas. El despliegue en fagos es un 

concepto que fue introducido en 1985 por George Smith (Smith, 1985) y se convirtió 

en una de las formas más comunes y mejor establecidas para la selección se 

anticuerpos debido a su robustez y simplicidad (Chen & Sidhu, 2014). 

El desarrollo de mAbs con tecnología de despliegue en fagos es particularmente 

atractiva para aplicaciones terapéuticas porque se pueden obtener anticuerpos 

humanos directamente, sin la necesidad de humanizar anticuerpos murinos (Bradbury 

y cols., 2011). Debido a que se han podido aislar y replicar las fracciones genéticas 

que codifican para las regiones variables de los anticuerpos, estas pueden ser 

replicadas y expresadas en vectores biológicos como bacteriófagos (M13, f1 y fd, son 

los más comunes) (Bazan y cols., 2012) y ser utilizados para ligarse a un epítopo 

específico. 

Sin embargo, aunque esta tecnología sea relativamente sencilla, depende 

ampliamente de cuatro factores: (1) construcción de una biblioteca amplia de 

anticuerpos con alta afinidad y actividad biológica; (2) expresión de fragmentos 

funcionales de anticuerpo en el periplasma de E. coli, seguido de un despliegue en la 

superficie de bacteriófagos; (3) relación precisa y eficiente de genotipo-fenotipo que 

facilite identificar los anticuerpos; y (4) una selección efectiva de los anticuerpos y una 

ampliación eficiente de los fagos (Chen & Sidhu, 2014).  

Para poder diseñar una biblioteca amplia de anticuerpos primero se deben aislar los 

repertorios de las secuencias genéticas que codifican para las regiones variables de 

las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) del anticuerpo específico de interés. Usualmente 

se comienza con la amplificación de este repertorio de genes por medio PCR (reacción 

en cadena de la polimerasa); se toma mRNA de linfocitos B humanos inmaduros y se 

someten a transcripción reversa para crear secuencias de ADN circular (cDNA). Este 

cDNA es insertado al genoma de un bacteriófagos que servirán como vectores 

(fagémidos) para llevar el material genético a un cultivo procariótico, usualmente E. 

coli.  Los genes VL y VH son ligados a la secuencia que codifica la cápside del fago 
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por lo que al ser expresados quedarán en el exterior de la envoltura proteica. Seguido, 

se extraen los fagos con los mAbs en su cápside y se someten a un monitoreo con los 

antígenos de interés; aquellos fagos con las secuencias que tengan actividad biológica 

adecuada se ligarán a los antígenos. Estos después se purifican y se utilizan para 

infectar nuevamente una cepa competente de E. coli para amplificarlos. Una vez 

amplificados, los fagos de interés pueden recuperarse y agregarse a la biblioteca (Lu 

y cols., 2020). En la Figura 5 se muestra un diagrama explicando la metodología para 

diseñar, y expandir la biblioteca de anticuerpos desplegados en fagos. 

 

 

III) Producción mediante animales transgénicos 

Enfoques más recientes a las tecnologías para producción de mAbs han recurrido a 

técnicas más especializadas de ingeniería genética mediante la creación de líneas de 

animales transgénicos capaces de sintetizar los anticuerpos de interés ya 

humanizados (Longberg y cols., 1994) (Mendez y cols., 1997). Sin embargo, el 

desarrollo inicial de estas líneas de animales transgénicas probó ser difícil debido al 

gran número de loci de inmunoglobulinas humanas, sin mencionar los diversos 

Figura 5. Diseño y amplificación de biblioteca de anticuerpos mediante despliegue en fagos. 
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acomodos y alta expresión de los segmentos V, D y J humanos. Para sobrellevar estos 

retos se han utilizado diferentes estrategias (Bruggemann y cols., 2015). 

Para producir los mAbs, las células del bazo de un murino fueron usadas para 

expresión transgénica y se detectó la proteína de interés en el suero del animal. Este 

transgén fue expresado tanto en las células B como en las T del ratón, combinando el 

esqueleto de la Ig humana con las cadenas ligeras del hospedero, formando un 

anticuerpo totalmente funcional. Esto se logra mediante la microinyección de un 

segmento grande de ADN (Translocus, aprox. 100 kB) que lleva el locus de una 

inmunoglobulina humana hacia el ratón. Cuando el animal es inmunizado con un 

antígeno, su sistema inmune produce los anticuerpos Ig específicos para este. Sin 

embargo, debido a que la proteína no posee regiones constantes de ratón, la 

generación de estas se ve disminuida y la hipermutación somática se mantiene baja 

(Masih y cols., 2013). 

Otra estrategia ha sido la de anticuerpos quiméricos (mitad ratón, mitad humano) con 

la cual se busca resolver los problemas derivados del método anterior (mAbs 

completamente humanos producidos en ratones). Esto se logró mediante la 

microinyección de plásmidos con minilocus de las Ig en oocitos de ratón, mientras que 

los loci endógenos de las Ig del animal fueron silenciados utilizando la tecnología de 

nucleasa Zinc-Fingers. El resultado fue una linea de ratón que producía anticuerpos 

quiméricos con regiónes Fab humanas y Fc del huésped. Conocido como OmniRat, 

este mantenía la capacidad de producir en altas concentraciones la proteína 

terapéutica reteniendo sus mutaciones somáticas pero que era específica y afín al 

antígeno de interés (Chiang y cols., 2014). Sin embargo, los antiuerpos quiméricos 

caen en la problemática de producir inmunogenicidad en los pacientes que reciben las 

inmunoterapias. 

IV) Producción mediante sistemas de células de mamífero 

Las técnicas de biología molecular e ingeniería genética modernas han permitido ir 

cada vez más lejos en la producción de biomoléculas aplicadas al sector de la salud. 

Así como se utilizan sistemas animales completos para producir mAbs, también se 
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indagó en el uso de sistemas celulares derivados de mamíferos para la generación de 

estas proteínas (Li & Zhu, 2010). 

El proceso general de esta tecnología incluye la creación de líneas celulares de 

mamífero estables. La elección del hospedero es crucial a la hora de cumplir con los 

atributos necesarios para llevar un mAb al mercado terapéutico. Estos sistemas de 

mamífero se prefieren sobre otros (bacterias, hongos, insectos, etc.) debido a que 

tienen la propiedad de producir moléculas complejas con modificaciones 

postraduccionales, lo que genera anticuerpos que son similares a los producidos en 

los humanos (Schmidt, 2004) (Schirrmann, 2008) (Andersen & Krummen, 2002). La 

línea celular de mamífero más predominante para la producción de estas proteínas 

terapéutticas es la de Ovario de Hamster Chino (CHO, por sus siglas en inglés), 

aunque otras líneas como Riñon de Embrión Humano (HEK-293) (Wurm, 2004) y 

Riñón de Mono (VERO) (Kaufman, 2000) también son ampliamente utilizadas para 

este propósito. 

El proceso comienza mediante la selección de una línea celular adecuada y un vector 

de transfección, para llevar el material genético al interior de las células. Este vector 

tendrá el gen de interés para que el sistema pueda expresar las proteínas que formarán 

a los anticuerpos. El material genético se lleva al interior de la célula por métodos de 

transfección como electroporación o lípidos cationicos (Mortimer, MacLachlan, & Tam, 

1999); una vez que se introduce el material genético, las células podrán ser aisladas, 

gracias a un gen de selección presente en el vector plasmídico, y utilizadas para crear 

un línea estable que produzca el anticuerpo monoclonal. En la Figura 6 se muestra un 

diagrama con el proceso de transfección en células de mamífero para producir una 

línea estable. 



 
14 

 

 

 

Sistemas celulares de mamífero  

Inmunoglobulinas terapéuticas son usualmente producidas en células hospederas de 

mamífero. Este método se ha vuelto el predominante para la producción de proteínas 

recombinantes gracias a las técnicas de ingeniería genética; como la de diseño y 

transfección de vectores plasmídicos, que han permitido alcanzar rendimientos de 

hasta 15 g/L en anticuerpos monoclonales (Zhu, 2012). En la Tabla 1 se describen 

algunos de los productos recombinantes producidos en diferentes sistemas celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diagrama de transfección transitoria en un sistema de células de mamífero. (Figura 

tomada de Biologics International Corp. Transient transfection services). 
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Producto 

Recombinante 
Tipo 

Sistema de 

expresión 
Tratamiento 

EPO Hormona Mamífero Anemia 

Insulinas Hormona E. coli Diabetes 

Interferones Citocina 
E. coli y 

levaduras 
Infecciones virales y cáncer 

Enbrel 
Citocina 

(TNF) 
Mamífero Artritis reumatoide 

Remicade mAb Mamífero Artritis reumatoide 

Rituxan mAb Mamífero Leucemia 

Neupogen Citocina E. coli Quimioterapias 

Herceptin mAb Mamífero Cáncer 

Avastin mAb Mamífero Cáncer 

Hormonas de 

crecimiento 
Hormona E. coli Deficiencias de crecimiento 

Prevenar vacuna Bacteriano 
Prevención de infección por 

neumococos 

Erbitux mAb Mamífero Cáncer 

Synagis mAb Mamífero Infecciónes respiratorias 

Cerezyme Enzima Mamífero Enfermedad de Gaucher 

 

Sistemas celulares como CHO conforman aproximadamente el 70 % de la producción 

de proteínas recombinantes en sistemas de células de mamífero (Li y cols., 2010). 

Aunque otras lineas como HEK-293 (Wurm, 2004) y VERO (Kaufman, 2000) también 

son muy utilizadas. 

 

Tabla 1. Biofarmacéuticos y sus sistemas de expresión. (Zhu, 2012). 
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I) CHO 

El sistema celular de mamífero CHO (Figura 7) es el más utilizado para la producción 

de mAbs debido a que tiene una larga historia de haber sido sometida a experimentos 

y ha sido probada como segura por la FDA por más de 20 años; las células CHO son 

compatibles con numerosas técnicas de amplificación de genes (ej. DHFR y glutamina 

sintasa); poseen un repertorio molecular para modificaciones naturales y 

postraduccionales que son comparables a los humanos; son capaces de crecer a gran 

escala en múltiples ambientes como adheridas o en suspensión sin suero (Jayapal y 

cols., 2007) por lo que se pueden usar variados equipos desde bioreactores de acero 

inoxidable hasta desechables. 

Esta línea célular ha sido sometida a modificaciones genéticas para incrementar su 

capacidad de producción de proteínas recombinantes y su eficiencia para alcanzar 

niveles aún mayores que sus contrapartes (Abbott y cols., 2015). 

 

Figura 7. Cultivo celular CHO. Izquierda con baja densidad. Derecha con alta densidad. 

(Figura tomada de ATCC, Washington, DC. E.U.A.). 
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II) HEK-293 

Las células HEK-293 (Figura 8) son una alternativa muy popular a las células CHO, y 

junto con estas, una de las líneas más estudiadas y utilizadas para la producción de 

proteínas recombinantes; no sólo anticuerpos monoclonales, sino también factores de 

crecimiento, citocinas y hormonas. (Dietmair y cols., 2012). 

A pesar de que el sistema CHO es el más utilizado, tiene algunas desvenatajas como 

que este no es capaz de realizar todos los tipos de glicosilaciones que los humanos sí, 

ya que carecen de varias enzimas que transfieren azúcares (ej. α(2-6)sialiltransferasa 

y α(1-3/4) fucosiltransferasas) (Grabenhost y cols., 1999) y es conocida por agregar 

algunas estructuras de glucanos que resultan ser inmunogénicas y reducen la 

eficiencia de los fármacos (Durocher & Butler, 2009)  . Es en estos casos donde la 

línea celular HEK-293 entra en juego y se vuelve una herramienta esencial para la 

producción de proteínas recombinantes.  

Sin embargo, a pesar de estas diferencias, las células HEK-293 comparten muchas 

otras similitudes con CHO; ambas comparten factores transcripcionales basales que 

son susceptibles a promotores como el de citomegalovirus (CMV) y virus 40 del simio 

(SV40) (Goncalves y cols., 2014) (Geisse & Fux, 2009) por lo que son frecuentemente 

utilizadas en ensayos combinados para probar cual brinda mejores rendimientos. 

 

Figura 8. Cultivo celular 

HEK-293. Izquierda con 

baja densidad. Derecha 

con alta densidad. 

(Figura tomada de 

ATCC, Washington, DC. 

E.U.A.). 
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III) VERO  

Otro sistema celular de mamífero utilizado para la producción de proteínas 

recombinantes es el del riñón de mono verde africano (VERO). Esta línea fue 

establecida en Japón en 1962 y luego transferida a la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) quien en 1990 estableció un banco celular validado como seguro para la 

producción de vacunas (Horaud, 1992), la cual se volvió su función predominante 

(Barret y cols., 2009) con millones de vacunas distribuidas alrededor del mundo (Vidor 

y cols., 1997). Toda esta experiencia ha llevado a reconocer a VERO como un sistema 

ideal para la producción de proteínas virales debido a su susceptibilidad a muchos 

virus (Rhim y cols., 1969). 

A pesar de que VERO (Figura 9) no es un sistema muy utilizado para producir mAbs 

terapéuticos, sí se han utilizado los mismos vectores plasmídicos que para otras líneas 

como CHO y HEK-293 (Fliedl & Kaisermayer, 2011), así como los mismos agentes de 

transfección para llevar el material genético a su interior; como la Lipofectamina™ 

2000 (Kyle & Tripp, 2020). 

 

 

Figura 9. Cultivo 

celular VERO, 

Cercopithecus 

aethiops. Izquierda 

con baja densidad. 

Derecha con alta 

densidad. (Figura 

tomada de ATCC, 

Washington, DC. 

E.U.A.). 
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Métodos de transfección para cultivos celulares 

Uno de los primeros pasos de cualquier estudio de expresión recombinante es la 

planeación del método para llevar el material genético al interior del sistema celular 

(Hashemi y cols., 2012). Existen varios métodos para este fin, tanto biológicos (como 

mediados por virus) como no-biológicos (físicos y químicos). Por lo tanto, es 

indispensable la elección y optimización de la metodología adecuada para cada tipo 

de sistema celular (Recillas-Targa, 2006).  

I) Métodos biológicos 

En la investigación clínica, el método más utilizado para transfección celular es el 

mediado por vectores virales. También conocido como ‘transducción’, es una forma 

efectiva y relativamente sencilla de lograr expresión transgénica. Gracias a la 

capacidad de los virus de integrar su ADN al genoma del hospedero, el material 

genético se segrega a las células hijas, permitiendo expresiones sustentables (Pfeifer 

& Verma, 2001). 

Sin embargo, una de las mayores desventajas de este método es la alta tasa de 

citotoxicidad por la integración del ADN viral al genoma, ya que se pueden suprimir 

genes esenciales para la célula. Además, el vector viral es limitado en el tamaño del 

material genético a insertar para poder mantener la infectividad (Woods y cols., 2003). 

II) Métodos físicos 

Biobalística, microinyecciones, electroporación, fototransfección y sonoporación son 

ejemplos de métodos de transfección física y a pesar de que son efectivas y 

relativamente simples, usualmente requieren de equipos y herramientas costosas, así 

como de habilidad por parte del investigador y pueden llegar ser exhaustivas y 

laboriosas a causa de intensivas sesiones de trabajo (Mehier-Humbert & Guy, 2005) 

(Lo y cols., 1994) (O'Brien & Lummins, 2006) (Inoue & Krumlauf, 2001). 

III) Métodos químicos 

Estos métodos han tomado importancia en la investigación contemporánea gracias a 

que se ha demostrado que son efectivos para la transfección de sistemas de 

mamíferos (Schenborn & Goiffon, 2000). La popularidad del uso de polímeros 
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catiónicos, fosfato de calcio, aminoácidos y lípidos catiónicos (siendo este último el 

más utilizado) se ha dado por las diversas ventajas que ofrecen; baja citotoxicidad 

relativa, comparada con otros métodos; no causan mutagénesis; no acarrean ADN 

extra que sea innecesario; no hay un límite de tamaño para el paquete genético. Sin 

embargo, a pesar de que estos métodos son relativamente sencillos de aplicar en los 

sistemas celulares, son muy delicados en cuanto que dependen de la optimización de 

varios factores como el pH de las soluciones, proporciones de ADN/químico, 

condiciones de la membrana; y cada uno de ellos puede afectar significativamente la 

eficiencia de la transfección (Kim & Eberwine, 2010). 

La transfección con lípidos catiónicos (lipofección) se ha convertido en el método 

químico más famoso para los estudios en sistemas celulares de mamífero y para 

terapia génica. Aunque en realidad no se conoce con certeza el mecanismo de 

transporte del ADN una vez dentro de la célula para su expresión, se ha estudiado el 

mecanismo en que se forman los complejos lipídicos (lipoplexes, ADN/lípido) y como 

llegan al interior de la célula (Figura 10) (Felgner & Ringold, 1989). Las células son 

capaces de endocitar eficientemente el lipoplex a través de su membrana mediante 

fusión; se ha estudiado que células en fase de crecimiento G0 que no son capaces de 

endocitar, tampoco son capaces de ser transfectadas con lipoplexes (Wrobel & Collins, 

1995) (Mortimer y cols., 1999). 

Entre los lípidos catiónicos, la Lipofectamina™ 2000 es considerada el “estándar de 

oro” debido a que tiene la capacidad de formar vesículas dentro del citoplasma celular 

y llevar la carga genética de manera segura por medio de movimientos Brownianos y 

evitar así la degradación del ADN (Cardarelli y cols., 2016). Además de que es capaz 

de transfectar una amplia gama de sistemas celulares de mamífero (Hashemi y cols., 

2012) (Cardarelli y cols., 2016) (Spidel y cols., 2016) (Rahimi y cols., 2018). 

Debido a las múltiples ventajas y resultados exitosos que se han obtenido con las 

transfecciones mediante lípidos catiónicos como la Lipofectamina™ 2000, es natural 

que el mercado esté constantemente iterando y optimizando este método para mejorar 

la eficiencia, rendimientos y reducir los contratiempos. Empresas como Thermofisher 

Scientific (Waltham, Massachusetts, E.U.A.) ya ofrecen múltiples opciones de 
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productos para realizar estos ensayos genéticos. Lipofectamina™ 3000, 

Expifectamina™ y Turbofect™ son solo algunos ejemplos de estos. 

 

 

Vectores plasmídicos para transfección celular 

Otro punto importante que considerar para la transfección de sistemas celulares es el 

vector genético. Los vectores basados en plásmidos (pDNA) poseen algunas ventajas 

sobre sus contrapartes basadas en virus: un menor nivel de citotoxicidad, reducidos 

riesgos de inmunogenicidad y facilidad de fabricación son sólo algunas de ellas (Chira 

y cols., 2015). Estos pDNA se componen de moléculas sintéticas de ADN circular 

(cDNA) que tienen elementos de autoreplicación y expresión una vez dentro de la 

célula. La relación de un hospedero y un plásmido puede ser parasítica o simbiótica 

(Lodish y cols., 2000). 

En su nivel más básico, un plásmido contiene un origen de replicación bacteriano, un 

gen marcador de selección (resistencia a antibiótico) y un sitio múltiple de clonación 

donde se insertará el gen de interés de la proteína recombinante. El origen de 

Figura 10. Mecanismo de formación de lipoplexes entre ADN plasmídico y lípido catiónico 

DOTMA para transfección celular. Figura tomada de (Felgner & Ringold, 1989). 
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replicación (replicón) le confiere al pDNA recombinante la capacidad de ser amplificado 

en una línea bacteriana como E. coli; en la actualidad la mayoría de los vectores 

plasmídicos poseen el replicón pMB1 (derivado de plásmidos bacterianos ColE1) y 

permite una alta taza de producción de copias múltiples en bacterias (Bolivar y cols., 

1977); el marcador de selección es una herramienta necesaria para el control y 

mantenimiento de los cultivos celulares. Gracias a este gen se pueden descartar 

aquellas células que no posean el plásmido. Uno de los marcadores más comunes es 

el de resistencia a ampicilina por β-lactamasa que destruye al antibiótico en unas 

horas; finalmente, el sitio múltiple de clonación es un punto en la cadena de ADN que 

puede ser digerido con enzimas de restricción definidas y es donde el gen de interés 

puede ser insertado por subsecuente ligación con otra enzima (Tolmachov, 2009). 

Hay otros elementos importantes en una construcción plasmídica que determinan los 

niveles de expresión de la proteína recombinante de interés. Secuencias promotoras, 

enhancers y sitios de poliadenilación son cruciales para la transcripción; los 

promotores y enhancers son secuencias que ayudan a las enzimas ARN polimerasas 

a situarse correctamente para iniciar el proceso de transcripción; mientras que los 

sitios de poliadenilación marcan el punto de paro del mismo proceso. Algunos 

promotores muy utiiizados en los plásmidos para transfección de mamíferos son el de 

Citomegalovirus (CMV) y el de Simiovirus 40 (SV40) (Tolmachov, 2009) (Gill y cols., 

2009). 

Existe una gran variedad de vectores plasmídicos con diferentes propósitos, 

configuraciones y aplicaciones; muchos de estos se encuentran disponibles 

comercialmente. A continuación, se describen los plásmidos utilizados en este trabajo: 

I) Vector phMGFP 

Llamado Monster Green® Fluorescent Protein (Promega), está diseñado para ser 

expresado en sistemas de células de mamífero y sintetiza una proteína reportera 

fluorescente derivada de Montastrea cavernosa (estrella coral). Posee baja 

citotoxicidad y alto nivel de brillo. En la Figura 11 se muestran los elementos que lo 

conforman. 
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II) Vector pcDNA3.4 

Este vector plasmídico sirve como el esqueleto para el control positivo de expresión 

de anticuerpos (Antibody-Expressing Positive Control Vector [AB+]; Gibco™). En la 

Figura 12 se muestran los elementos que contiene esta construcción de ADN. 

Figura 11. Estructura del plásmido phMGFP Monster Green® Fluorescent Protein (4 707 pb.). 

Posee una secuencia de promotor/enhancer de CMV, una secuencia de intro quimérico, una 

sección de restricción compatible con varias enzimas de restricción, el gen hMGFP de la 

proteína fluorescente, el sitio de poliadenilación SV40 y un marcador de selección β-lactamasa 

que confiere resistencia ampicilina. Fuente: PROMEGA. 
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III) Vector pVitro1-Neo-MCS 

El vector pVitro1-Neo-MCS es un tipo especial de plásmido ya que contiene dos sitios 

múltiples de clonación independientes para la expresión simultánea de dos proteínas 

recombinantes. Esto es especialmente útil para la producción de anticuerpos 

monoclonales porque se puede hacer la co-transfección de ambos genes para cadena 

ligera y pesada del mAb de manera simultánea utilizando solo un esqueleto de pDNA. 

Este plásmido contiene los siguientes elementos: 

- Un sitio múltiple de clonación diseñado para ser digerido con un set de enzimas 

de restricción específicas. Este sitio es acompañado de una secuencia 

promotora fuerte rEF1 derivada del factor de elongación alfa de rata con altos 

niveles de expresión en todos los ciclos de crecimiento celular. Además, un 

enhancer derivado de CMV humano; y un sitio de poliadenilación EF1. 

Figura 12. Estructura del 

plásmido pcDNA3.4 (6 011 pb, 

Gibco™) utilizado en el control 

positivo de expresión de 

anticuerpo. 

Posee un promotor/enhancer 

CMV humano, además de un 

enhancer WPRE para mejorar la 

expresión de transcripción; un 

sitio de clonación TOPO® que 

brinda una alta tasa de clonación 

para productos amplificados por 

PCR; un sitio de poliadenilación 

SV40 para finalizar la 

transcripción; un origen de 

replicación bacteriano derivado 

de pUC de E. coli; y, por último, 

dos genes marcadores que 

confieren resistencia a 

antibióticos: ampicilina para 

bacterias y neomicina para 

cultivos de mamíferos. 
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- Un sitio múltiple de clonación diseñado para ser digerido con un set de enzimas 

de restricción específicas. Este sitio es acompañado de una secuencia 

promotora fuerte mEF1 derivada del factor de elongación alfa de ratón con altos 

niveles de expresión en todos los ciclos de crecimiento celular. Además, un 

enhancer derivado de SV40 que mejora la expresión genética; y un sitio de 

poliadenilación basado en SV40. 

- Un origen de replicación pMB1 bacteriano basado en plásmidos de E. coli. 

- Un sitio de entrada de ribosoma FMDV IRES que permite la traducción de dos 

ORFs (marcos de lectura abiertos) de una sola cadena de ARN. 

- Un gen marcador Neo que confiere resistencia a kanamicina en bacterias 

(gracias al promotor EM7) y a geneticina G418 en cultivos de mamífero 

(promovido por el rEF1-alfa de rata). 

En la Figura 13 se muestra la estructura de este vector plasmídico. 

  

Figura 13. Plásmido pVitro1-Neo-MCS. Fuente: https://www.invivogen.com/pvitro1-mcs 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El sistema celular de mamífero VERO ha mostrado ser un candidato apto para la 

producción de proteínas y vacunas recombinantes (Hashemi y cols., 2012) (Barret y 

cols., 2009) y se ha estudiado su capacidad de ser transfectada con vectores 

plasmídicos y lípidos catiónicos como Lipofectamina™ 2000 (Hashemi y cols., 2012) 

(Fliedl & Kaisermayer, 2011). 

Sin embargo, los procesos para la fabricación de anticuerpos monoclonales con el 

sistema celular VERO aún es limitado a pesar de compartir propiedades similares a 

otras líneas consideradas ideales para este fin como CHO y HEK-293 (Fliedl & 

Kaisermayer, 2011) (Kyle & Tripp, 2020). 

Además, la evolución comercial de los métodos de transfección con lípidos cationicos 

ha llevado a la producción de iteraciones especializadas para cada línea celular, por 

ejemplo, Expifectamina™ CHO que esta optimizada para ser utilizado con las células 

del mismo nombre. Sin embargo, los mecanismos de acción de todos los lípidos 

cationicos son similares lo cual genera interrogantes sobre si estos químicos 

especializados pudieran ser utilizados en otros sistemas para los cuales no fueron 

diseñados, como VERO. 
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JUSTIFICACIÓN 

Las técnicas modernas de transfección han permitido el uso de diversos sistemas 

celulares para la fabricación de anticuerpos monoclonales terapéuticos y otras 

proteínas recombinante de interés (Kim & Eberwine, 2010).  

Probar la modularidad de los procesos de transfección celular con sistemas de 

mamífero y lípidos catiónicos serviría para estudiarlos y ampliarlos. Esto otorgaría a 

los investigadores la flexibilidad para desarrollar nuevas metodologías para la 

fabricación de mAbs y otras proteínas recombinantes que pudieran ser útiles a nivel 

laboratorio o escalarse a nivel industrial. 

El sistema celular VERO ha sido probado compatible para transfección con lípidos 

catiónicos como Lipofectamina™ 2000 (Hashemi y cols., 2012)  y vectores plasmídicos 

como pVitro1-Neo-CMS (Yang y cols., 2013) por lo tanto, es de interés analizar la 

posibilidad de transfectarlo con otros lípidos catiónicos que hayan sido fabricados para 

ser utilizados en otras líneas celulares y probar que exista compatibilidad; así como 

expandir los ensayos de producción de anticuerpos monoclonales en este mismo. 
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HIPÓTESIS 

El sistema celular de mamífero VERO será capaz de ser transfectado con 

Expifectamina™ CHO y producir un anticuerpo monoclonal recombinante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
29 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Realizar ensayos de transfección celular en la línea celular de mamífero de riñón de 

mono verde africano (VERO) con lípidos catiónicos y vectores plasmídicos para 

producir anticuerpos monoclonales recombinantes. 

Objetivos específicos 

• Analizar la capacidad de la línea celular VERO para ser transfectada con 

Expifectamina™ CHO. 

• Evaluar la capacidad del sistema celular de mamífero VERO de producir un 

anticuerpo monoclonal terapéutico utilizando el plásmido pVitro1-Neo-MCS. 

• Determinar la presencia de proteínas recombinantes postransfección del 

sistema celular VERO. 
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MATERIALES Y METODOLOGÍA 

Diseño de genes (Cetuximab) 

Los genes correspondientes a las fracciones proteicas de las cadenas ligeras (LC) y 

pesadas (HC) del anticuerpo monoclonal Cetuximab fueron sintetizados por la 

compañía GenScript® (Piscataway, New Jersey, E.U.A.). Se optimizaron los codones 

de las secuencias para favorecer su expresión en Cricetulus griseus (CHO). Además, 

se ajustó el contenido de GC en los genes HC y LC a 56.72 % y 57.58 %, 

respectivamente, para ayudar a la estabilidad del material genético. En las Figura 14 

y Figura 15 se muestran las secuencias correspondientes a los genes HC y LC, 

respectivamente. 

 

 

Figura 14. Secuencia del gen para la cadena pesada (1426 pb). En azul se muestran la secuencia 

aminoacídica para restricción con la enzima BespEI + la secuencia de Kozak en vertebrados en el 

extremo 5’ y la secuencia de restricción con la enzima AvrII en el extremo 3’ 
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Recepción de genes (Cetuximab) 

Ambos genes fueron sintetizados y entregados cada uno en un plásmido pUC57 

(mostrado en la Figura 16) contenido en un filtro de celulosa. Cada filtro fue remojado 

durante 1 minuto con 120 µl de buffer de elución (10 mM Tris-HCl, pH 8.5, Thermofisher 

Scientific) para extraer los plásmidos con los genes de las cadenas ligera y pesada de 

Cetuximab. Los filtros remojados fueron colocados cada uno en un microtubo de 0.6 

ml perforado en su parte inferior y posteriormente colocado dentro de microtubo de 1.5 

ml y se sometió a centrifugación (10 000 rpm, 1 minuto) para extraer el material 

genético resuspendido en el buffer de elución. Una vez extraídos los plásmidos, se 

almacenaron a -20 ºC para su conservación.  

Figura 15. Secuencia del gen para la cadena ligera (732 pb). En azul se muestran la secuencia 

aminoacídica para restricción con la enzima AgeI + la secuencia de Kozak en vertebrados en el 

extremo 5’ y la secuencia de restricción con la enzima NheI en el extremo 3’ 
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Análisis de concentración de ADN 

Los plásmidos con las cadenas pesada y ligera de Cetuximab fueron analizados con 

un equipo NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

E.U.A.) para determinar su concentración. Se utilizó el buffer de elución (10 mM Tris-

HCl, pH 8.5, ThermoFisher Scientific) como blanco para calibrar el equipo. Se 

determinó la concentración en ng/µl de los plásmidos, así como sus relaciones 260/280 

y 260/230 para determinar su pureza ante proteínas y compuestos orgánicos, 

respectivamente. 

 

Figura 16. Mapa de pUC-57 (2710 pb). Imagen obtenida de GenScript® (Piscataway, New Jersey, 

E.U.A.). 
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Amplificación de plásmidos pUC57 con cadena ligera y pesada (cetuximab) 

Para amplificar los plásmidos pUC57 que contenían los genes de las cadenas ligera y 

pesada se realizó la transformación de células E. coli OneShot™ TOP10 

electrocompetentes utilizando cubetas de electroporación de 0.1 cm de Bio-Rad 

(Hercules, California, E.U.A.). Se añadieron 50 µl de células electrocompetentes y 0.5 

µl de plásmido a cada cubeta para llevar a cabo la reacción. Las condiciones de 

electroporación fueron: 1.75 KV, 25 µF, 200 – 1000 Ω. Posteriormente se añadieron 

500 μl de medio S.O.C (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 

mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) a la cubeta de electroporación y 

se recuperaron las bacterias en un tubo de 15 ml estéril, el cual se mantuvo en 

agitación a 250 rpm, 37 °C durante 1 h. Se procedió a centrifugar las bacterias a 14 

000 rpm por 30 segundos, se descartó el sobrenadante y la biomasa fue resuspendida 

en 100 µl del medio remanente; enseguida se procedió a realizar el sembrado de las 

bacterias por extensión, empleando toda la biomasa resuspendida, en una placa Petri 

con medio agar-LB (agar 1.5%, triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 100 

µg/ml de ampicilina) y se incubó a 37° C durante 16 h. 

Extracción de ADN plasmídico 

Una vez pasado el tiempo de incubación, con la ayuda de palillos estériles, se tomaron 

2 colonias de cada placa Petri y se colocaron cada una en tubos (4 en total) con 3 mL 

de medio LB (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 100 μg/ml de 

ampicilina) y se dejaron incubar con agitación a 250 rpm, 37 ºC, por 16 horas. Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se utilizó un kit GeneJET™ Plasmid Miniprep 

(ThermoFisher Scientific™) para realizar la extracción del material genético: los tubos 

fueron centrifugados a 14 000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente para formar 

la pastilla de biomasa, se resuspendió utilizando 250 µl de Buffer de Resuspensión 

incluido en el kit GeneJet™. Una vez resuspendida la biomasa, se añadieron 250 µl 

de Solución de Lisis, incluida en el kit, para liberar los plásmidos de interés de las 

bacterias. Se mezcló por inversión 6 veces para asegurar el máximo contacto de la 

solución con el resuspendido. Inmediatamente se añadieron 350 µl de Solución de 
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Neutralización, incluida en el kit, para evitar la desnaturalización del ADN plasmídico. 

Se mezcló por inversión 6 veces, asegurando de cumplir con las recomendaciones del 

fabricante para evitar cualquier daño al material genético. Después, se centrifugó a 14 

000 rpm por 5 minutos para formar una pastilla de residuos lisados y el sobrenadante 

fue transferido a una columna GenJet™ para separar el plásmido de interés del resto 

de la solución. Se centrifugó a 14 000 rpm durante 1 minuto y se descartó el 

sobrenadante. Se realizaron dos lavados con 500 µl de Solución de Lavado, incluido 

en el kit y adicionado con etanol según las instrucciones del fabricante, centrifugando 

entre cada uno durante 1 minuto y descartando el filtrado. Se centrifugó una vez más 

(tercera vez) por 1 minuto para asegurar que todos los residuos de Solución de Lavado 

fueran eliminados de la columna. Las columnas fueron transferidas a microtubos de 

1.5 ml y se les añadió 50 µl de Buffer de Elución, incluido en el kit, y se dejó incubar a 

temperatura ambiente por 2 minutos. Finalmente se centrifugó a 14 000 rpm para 

permitir al plásmido eluído transferirse de las columnas a los microtubos. Las muestras 

fueron almacenadas a -20 ºC para su conservación. Las muestras fueron analizadas 

con un equipo NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

E.U.A.) para determinar su concentración. 

Digestión de plásmidos pUC57 con genes de cadenas ligera y pesada 

Para extraer los genes correspondientes a las cadenas ligera y pesada del anticuerpo 

monoclonal Cetuximab se realizaron reacciones de digestión con las enzimas de 

restricción correspondientes para cada gen. El gen de la cadena pesada posee sitios 

en su secuencia que pueden ser digeridos con el par de enzimas BspEI y AvrII y el 

gen de la cadena ligera puede ser cortado con las enzimas AgeI y NheI. Cada reacción 

se llevó a cabo en un microtubo de 1.5 ml con un volumen total de 50 µl y una cantidad 

de plásmido total de 1 µg. El gen de la cadena ligera fue digerido con 0.5 µl de la 

enzima AgeI (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) y 0.5 µl de la 

enzima NheI (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el 

buffer CutSmart® (Acetato de potasio 50 mM, Tris-Acetato 20 mM, Acetato de 

magnesio 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 7.9) incubando durante 2 horas a 37 ºC. Mientras 

que el gen de la cadena pesada fue digerido con 1 µl de la enzima BspEI (New England 

Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el buffer NEBuffer3.1® (NaCl 100 
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mM, Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 7.9) incubando durante 2 

horas a 37 ºC y posteriormente, fue purificado utilizando el kit QIAquick™ PCR 

Purification (QIAGEN,  Venlo, Países Bajos) y digerido nuevamente con 1 µl de la 

enzima AvrII (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el 

buffer CutSmart® (Acetato de potasio 50 mM, Tris-Acetato 20 mM, Acetato de 

magnesio 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 7.9) incubando durante 2 horas a 37 ºC. 

Las reacciones de digestión fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 0.8 

% a 80 V durante 1 hora; utilizando un marcador de peso molecular 1 kb plus DNA 

Ladder (Waltham, Massachusetts, E.U.A.) como patrón y visualizadas en un 

fotodocumentador (Gel Doc™ EZ Imager - Bio-Rad) para observar los fragmentos 

correspondientes a los plásmidos pUC57 y los genes de las cadenas ligera y pesada. 

Construcción de los plásmidos pVitro1-Neo-MCS con genes de cadena ligera y 

pesada (cetuximab) 

Para construir el vector plasmídico que se utilizaría para la producción del anticuerpo 

monoclonal Cetuximab, primero se realizaron las construcciones plasmídicas del 

vector pVitro1-Neo-MCS (Figura 13) y cada uno de los genes individuales para la 

cadena ligera y pesada. El plásmido pVitro1-Neo-MCS fue sometido a reacciones de 

digestión con enzimas de restricción de igual manera que realizaron con los genes de 

las cadenas ligera y pesada. Las reacciones se hicieron en microtubos de 1.5 ml con 

un volumen total de 30 µl y una cantidad total de plásmido de 0.75 µg. La primera 

reacción se hizo con plásmido pVitro1-Neo-MCS, 1.5 µl de enzima AgeI (New England 

Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) y 1.5 µl de la enzima NheI (New England 

Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el buffer CutSmart® (Acetato de 

potasio 50 mM, Tris-Acetato 20 mM, Acetato de magnesio 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 

7.9) incubando durante 2 horas a 37 ºC. La segunda reacción se preparó nuevamente 

con plásmido pVitro1-Neo-MCS y 1.5 µl de enzima AvrII (New England Biolabs, 

Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el buffer CutSmart® (Acetato de potasio 50 

mM, Tris-Acetato 20 mM, Acetato de magnesio 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 7.9) 

incubando durante 2 horas a 37 ºC; posteriormente se purificó utilizando el kit 

MinElute™ PCR Purification (QIAGEN,  Venlo, Países Bajos) y digerido nuevamente 
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con 1.5 µl de la enzima BspEI (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) 

utilizando el buffer NEBuffer3.1® (NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, BSA 

100 µg/ml, pH 7.9) incubando durante 2 horas a 37 ºC. 

Una vez terminadas las reacciones de digestión, los plásmidos fueron sometidos a 

electroforesis en gel de agarosa 0.8 % a 80 V durante 1 hora para separar los 

fragmentos linealizados de ADN de interés para ser ligados a los genes de las cadenas 

ligera y pesada. Se utilizó un marcador de peso molecular 1 kb plus DNA Ladder 

(Waltham, Massachusetts, E.U.A.) como patrón y un fotodocumentador (Gel Doc™ EZ 

Imager - Bio-Rad) para visualizar las bandas de los fragmentos. 

Ya separados los plásmidos linealizados en el gel de agarosa 0.8 %, se sometieron a 

una reacción de purificación con el kit MinElute™ Gel Extraction (QIAGEN, Venlo, 

Países Bajos) para extraer el material genético del gel. Posteriormente se llevaron a 

cabo las reacciones de ligación entre los plásmidos linealizados y los genes de las 

cadenas ligera y pesada. Se utilizó 1 μl de buffer de ligación 10X (Tris-HCl 300mM, pH 

7.8, MgCl2 100mM, DTT 100mM y ATP 10mM) y 1 μl de la enzima T4 DNA ligasa; las 

reacciones se llevaron a un volumen final de 10 μl manteniendo una relación de 3:1 

entre gen y vector, incubándose a 16 °C durante 16 horas y después se cambió a 4 ºC 

pasado ese tiempo, dando un total de 18 horas de incubación. Finalmente, las 

muestras se almacenaron a -20 ºC para su conservación. 

Transformación de E. coli con construcciones plasmídicas pVitro1-Neo-MCS 

Las muestras de ligación fueron insertadas en bacterias E. coli OneShot™ TOP10 

electrocompetentes utilizando cubetas de electroporación de 0.1 cm de Bio-Rad 

(Hercules, California, E.U.A.). Se añadieron 50 µl de células electrocompetentes y 0.5 

µl de plásmido a cada cubeta para llevar a cabo la reacción. Las condiciones de 

electroporación fueron: 1.75 KV, 25 µF, 200 – 1000 Ω. Posteriormente se añadieron 

500 μl de medio S.O.C (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 

mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) a la cubeta de electroporación y 

se recuperaron las bacterias en un tubo de 15 ml estéril, el cual se mantuvo en 

agitación a 250 rpm, 37 °C durante 1 h. Se procedió a centrifugar las bacterias a 14 

000 rpm por 30 segundos, se descartó el sobrenadante y la biomasa fue resuspendida 
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en 100µl del medio remanente; enseguida se procedió a realizar el sembrado de las 

bacterias por extensión, empleando toda la biomasa resuspendida, en una placa Petri 

con medio agar-LB (agar 1.5%, triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 50 

µg/ml de kanamicina) y se incubó a 37° C durante 16 h. 

Confirmación de construcciones plasmídicas pVitro1-Neo-MCS (HC y LC) 

Utilizando palillos estériles se tomaron muestras de las colonias transformadas con las 

construcciones de pVitro1-Neo-MCS y los genes de las cadenas ligera y pesada de 

Cetuximab. Se picaron 3 colonias con pVitro + HC y 3 colonias con pVitro + LC. Todas 

las muestras se colocaron en tubos con 3 ml de medio LB (triptona 1%, extracto de 

levadura 0.5%, NaCl 1%, 50 µg/ml de kanamicina) y se dejaron incubar por 16 horas 

a 37 ºC, 250 rpm. Una vez transcurrida la incubación, las muestras se sometieron a 

reacciones de extracción de ADN con el kit GeneJET™ Plasmid Miniprep 

(ThermoFisher Scientific™). Los tubos fueron centrifugados a 14 000 rpm por 2 

minutos a temperatura ambiente para formar la pastilla de biomasa, se resuspendió 

utilizando 250 µl de Buffer de Resuspensión incluido en el kit GeneJet™. Una vez 

resuspendida la biomasa, se añadieron 250 µl de Solución de Lisis, incluida en el kit, 

para liberar los plásmidos de interés de las bacterias. Se mezcló por inversión 6 veces 

para asegurar el máximo contacto de la solución con el resuspendido. Inmediatamente 

se añadieron 350 µl de Solución de Neutralización, incluida en el kit, para evitar la 

desnaturalización del ADN plasmídico. Se mezcló por inversión 6 veces, asegurando 

de cumplir con las recomendaciones del fabricante para evitar cualquier daño al 

material genético. Después, se centrifugó a 14 000 rpm por 5 minutos para formar una 

pastilla de residuos lisados y el sobrenadante fue transferido a una columna GeneJet™ 

para separar el plásmido de interés del resto de la solución. Se centrifugó a 14 000 

rpm durante 1 minuto y se descartó el sobrenadante. Se realizaron dos lavados 

con 500 µl de Solución de Lavado, incluido en el kit y adicionado con etanol según las 

instrucciones del fabricante, centrifugando entre cada uno durante 1 minuto y 

descartando el filtrado. Se centrifugó una vez más (tercera vez) por 1 minuto para 

asegurar que todos los residuos de Solución de Lavado fueran eliminados de la 

columna. Las columnas fueron transferidas a microtubos de 1.5 ml y se les añadió 50 

µl de Buffer de Elusión, incluido en el kit, y se dejó incubar a temperatura ambiente por 
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2 minutos. Finalmente se centrifugó a 14 000 rpm para permitir el eluído transferirse 

de las columnas a los microtubos. Finalizada la extracción, se utilizó un equipo 

NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.U.A.) para 

determinar las concentraciones de las muestras. 

Las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 0.8 % a 80 V durante 

1 hora, utilizando un marcador de peso molecular 1 kb plus DNA Ladder (Waltham, 

Massachusetts, E.U.A.) como patrón y se utilizó un fotodocumentador (Gel Doc™ EZ 

Imager - Bio-Rad) para visualizar las bandas de los fragmentos. 

Amplificación y purificación de construcciones plasmídicas pVitro1-Neo-MCS 

Una vez confirmado que las construcciones plasmídicas de pVitro1 con los genes 

HC/LC se llevó a cabo una amplificación para tener concentraciones adecuadas para 

los procesos de transfección en células de mamífero. Se utilizó un kit Endofree® 

Plasmid Maxiprep (QIAGEN, Venlo, Países Bajos) y el procedimiento fue el siguiente: 

Utilizando palillos estériles se picaron colonias transformantes confirmadas de poseer 

las construcciones pVitro1+LC y pVitro1+HC y fueron colocadas cada uno en frascos 

con 200 ml de medio de cultivo LB (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 

50 µg/ml de kanamicina) y se incubaron a 37 ºC, 250 rpm durante 16 horas. Con la 

ayuda de tubos de 50 ml estériles, se centrifugó el contenido total de los frascos a 6 

000g, 4 ºC durante 15 minutos para formar pastilla de biomasa. Una vez hecho esto, 

toda la biomasa de cada frasco fue resuspendida en 10 ml totales de Buffer de 

Resuspensión P1 (Tris-Cl 50 mM; pH 8.0, EDTA 10 mM, ARNasa A 100 µg/ml). 

Después, se añadió 10 ml de Buffer de Lisis P2 (NaOH 200 mM, 1 % SDS [p/v]) a cada 

muestra y se mezcló por inversión 6 veces. La reacción se dejó incubar a temperatura 

ambiente por 5 minutos y después a cada uno se agregó 10 ml de Buffer de 

Estabilización P3 (Acetato de potasio 3.0 M, pH 5.5) y se mezcló por inversión 6 veces. 

El contenido lisado de cada muestra se vertió en un cartucho QIAFilter™ incluido en 

el kit y se dejó incubar a temperatura ambiente por 10 minutos antes de ser filtrado y 

recibido en tubos nuevos de 50 ml. El material filtrado se le añadió 2.5 ml de Buffer ER 

(Acetato de potasio 1.0 M, pH 5.0) y se dejó incubar en hielo durante 30 minutos. 

Durante este tiempo de incubación, se prepararon dos columnas QIAGEN-Tip™ a las 
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cuales se les agregaron a cada una 10 ml de Buffer de Estabilización QBT (NaCl 750 

mM, buffer MOPS 50 mM; pH 7.0, 15 % isopropanol [v/v], 0.15 % Triton X-100 [v/v]) y 

se dejó filtrar por gravedad a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubación 

y estando estabilizadas las columnas, se agregaron las muestras en las columnas. 

Seguido se realizaron 2 lavados con 30 ml de Buffer e lavado QC (NaCl 10 mM, buffer 

MOPS 50 mM; pH 7.0, 15 % isopropanol [v/v]) cada uno. Seguido, se añadió a cada 

columna 15 ml de Buffer de Elución QN (NaCl 1.6 M, buffer MOPS 50 mM; pH 7.0, 15 

% isopropanol [v/v]) y se recibió el eluído en tubos nuevos de 50 ml. Se agregó a cada 

una de las muestras eluídas 10.5 ml de isopropanol y se mezcló por inversión 10 veces. 

Las muestras se centrifugaron a 15 000 rpm, 4 ºC, durante 30 minutos. Se decantó el 

sobrenadante cuidadosamente y se añadió a cada una 5 ml de etanol 70 % (v/v) para 

resuspender la pastilla de ADN. Se volvió a centrifugar a 15 000 rpm, 4 ºC, por 10 

minutos y se decantó el sobrenadante. Las pastillas de material genético se dejaron 

secar al aire a temperatura ambiente hasta quedar casi transparentes. Por último, cada 

pastilla se resuspendió en 250 µl de Buffer TE (Tris-Cl 10 mM; pH 8.0, EDTA 1 mM) y 

se almacenaron a -20 ºC para su conservación. 

La cuantificación de cada muestra con plásmido y gen se realizó con un equipo 

NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.U.A.). Se 

llevaron a cabo reacciones de digestión con enzimas de restricción para confirmar que 

las construcciones plasmídicas fuera adecuadas. Cada reacción se llevó a cabo en un 

microtubo de 1.5 ml con un volumen total de 50 µl y una cantidad de plásmido total de 

1 µg. El gen de la cadena ligera fue digerido con 1.5 µl de la enzima AgeI (New England 

Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el buffer CutSmart® (Acetato de 

potasio 50 mM, Tris-Acetato 20 mM, Acetato de magnesio 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 

7.9). Mientras que el gen de la cadena pesada fue digerido con 1.5 µl de la enzima 

BspEI (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.) utilizando el buffer 

NEBuffer3.1® (NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, BSA 100 µg/ml, pH 7.9) 

incubando durante 2 horas a 37 ºC 

Las reacciones de digestión fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 0.8 

% a 80 V durante 1 hora; utilizando un marcador de peso molecular 1 kb plus DNA 
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Ladder (Waltham, Massachusetts, E.U.A.) como patrón y visualizadas en un 

fotodocumentador (Gel Doc™ EZ Imager - Bio-Rad) para observar los fragmentos 

correspondientes a los plásmidos pVitro1+ HC y pVitro1+LC. 

Construcción del vector de transfección pVitro1-Neo-Cetuxi 

Para construir el vector plasmídico que se utilizaría para transfectar las células de 

mamífero y expresar el anticuerpo monoclonal Cetuximab, se tomó la primera 

construcción de pVitro1-LC y se sometió a reacciones de digestión con las enzimas de 

restricción BspEI y AvrII (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.). Estas 

se hicieron en microtubos de 1.5 ml utilizando los buffers CutSmart® y NEBuffer3.1® 

(New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, E.U.A.). Las reacciones se llevaron a 

cabo por separado debido al requerimiento de diferentes buffers para cada enzima 

(BspEI con NEBuffer3.1 y AvrII con buffer CutSmart). Entre reacciones se utilizó el kit 

QIAquick™ PCR Purification (QIAGEN, Venlo, Países Bajos) para recuperar el 

material genético. En la Tabla 2 se muestras las enzimas utilizadas para sitio múltiple 

de clonación y gen correspondiente. 

 

Una vez linealizado el plásmido pVitro1-LC se agregó el gen HC (digerido con las 

mismas enzimas de restricción BspEI y AvrII) a razón de 1:1 junto con la enzima Ligasa 

T4, las reacciones se llevaron a un volumen final de 10 μl incubándose a 16 °C durante 

Sitio Múltiple de 

Clonación 
Gen de Cetuximab Enzima de restricción Buffer utilizado 

MCS 1 Cetuxi-HC 

AvrII Cutsmart® 

BspeI NEBuffer3.1® 

MCS 2 Cetuxi-LC 

AgeI 

Cutsmart® 

NheI 

Tabla 2. Sitios de clonación y genes digeridos con sus correspondientes enzimas de restricción 

para llevar a cabo las construcciones plasmídicas. 
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16 horas y después se cambió a 4 ºC pasado ese tiempo, dando un total de 18 horas 

de incubación. Finalmente, la construcción se almacenó a -20 ºC para su conservación. 

Esta construcción fue utilizada para transformar células E. coli OneShot™ TOP10 

electrocompetentes utilizando cubetas de electroporación de 0.1 cm de Bio-Rad 

(Hercules, California, E.U.A.). Se añadieron 50 µl de células electrocompetentes y 0.7 

µl de plásmido a una cubeta para llevar a cabo la reacción. Las condiciones de 

electroporación fueron: 1.75 KV, 25 µF, 200 – 1000 Ω. Posteriormente se añadieron 

500 μl de medio S.O.C (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 

mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) a la cubeta de electroporación y 

se recuperaron las bacterias en un tubo de 15 ml estéril, el cual se mantuvo en 

agitación a 250 rpm, 37 °C durante 1 h. Se procedió a centrifugar las bacterias a 14 

000 rpm por 30 segundos, se descartó el sobrenadante y la biomasa fue resuspendida 

en 100 µl del medio remanente; enseguida se procedió a realizar el sembrado de las 

bacterias por extensión, empleando toda la biomasa resuspendida, en una placa Petri 

con medio agar-LB (agar 1.5%, triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 50 

µg/ml de kanamicina) y se incubó a 37° C durante 16 h. 

Pasada esta incubación, se utilizaron palillos estériles para picar 6 colonias 

transformadas diferentes de la placa Petri y sembrados en tubos con 3 ml de medio 

LB extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 50 µg/ml de kanamicina) durante 16 horas. 

Para someterlas al proceso de extracción de ADN con el kit GeneJET™ Plasmid 

Miniprep (ThermoFisher Scientific™). Las muestras fueron almacenadas a -20 ºC para 

su conservación. Las muestras fueron analizadas con un equipo NanoDrop™ 2000 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.U.A.) para determinar su 

concentración. 

Las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 0.8 % a 80 V durante 

1 hora, utilizando un marcador de peso molecular 1 kb plus DNA Ladder (Waltham, 

Massachusetts, E.U.A.) como patrón y se utilizó un fotodocumentador (Gel Doc™ EZ 

Imager - Bio-Rad) para visualizar las bandas de los fragmentos. 
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De igual manera que las construcciones individuales, el plásmido pVitro1+HC-LC fue 

amplificado y sometido a una extracción con el kit Endofree® Plasmid Maxiprep 

(QIAGEN, Venlo, Países Bajos). 

Cultivo y proliferación de línea celular VERO 

Ambas líneas celulares CHO (ATCC® CCL-61™) y VERO (ATCC® CCL-61™) fueron 

cultivadas y proliferadas utilizando medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium - high glucose; Gibco™) suplementado con 10 % [v/v] de suero fetal 

bovino (SFB) y frascos ventilados T-25 (Corning® 25cm² Rectangular Canted Neck 

Cell Culture Flask with Vent Cap) y T-75 (Nest® 250ml Cell Culture Flask T-75 with 

Vent Cap). Los cultivos fueron incubados a 37 ºC, 5 % CO2, 95 % humedad relativa. 

Se hicieron cambios de medio cada 48 horas. Se realizaron pasajes una vez que las 

células alcanzaban una confluencia aproximada del 90 %, decantando el medio de 

cultivo y realizando lavados con PBS 1X (Sigma-Aldrich™, cat. P4417) esterilizado y 

filtrado para retirar los restos celulares y SFB residual. Se utilizó Tripsina-EDTA 0.25 

% (Gibco™, cat. R001100) para despegar las células del frasco y hacer la Todos los 

cultivos se visualizaron utilizando un microscopio invertido de contraste de fases 

(Optika, microscopes, Italy). 

Transfección de cultivos celulares 

Se utilizaron tres vectores plasmídicos diferentes para realizar las transfecciones de 

los cultivos celulares. El primero fue un vector de expresión Monster Green® 

Fluorescent Protein phMGFP (Promega) que serviría como control positivo de 

transfección para las células de mamífero. El segundo vector fue un control positivo de 

expresión de anticuerpo (Antibody-Expressing Positive Control Vector [AB+]; Gibco™, 

cat. A14662). Y el tercero, el vector pVitro1-Neo-Cetuxi para la expresión del 

anticuerpo monoclonal Cetuximab. En todos los ensayos de transfección se utilizó un 

cultivo sin transfectar como control negativo. 

Como agentes transfectantes se utilizaron lípidos catiónicos Lipofectamina 2000® 

(Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent; Invitrogen™, cat. 11668030) y 

Expifectamine™ CHO (Gibco™, cat. A29133) para formar los complejos lipídicos 

(lipoplex) que permitirían al ADN ingresar a las células de mamífero. Estos fueron 
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preparados utilizando el medio OptiPRO™ SMF (Gibco™, cat. 12309019) para 

estabilizar el material genético y los agentes lipídicos, y permitir la interacción entre 

ellos para la formación de los lipoplex. 

Todas las reacciones de transfección se llevaron a cabo basándose en las indicaciones 

del protocolo para la Lipofectamina 2000® (Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent; 

Invitrogen™, cat. 11668030).  

Las reacciones de transfección se llevaron a cabo en tres partes: la primera en placa 

de 96 pozos para confirmar que el cultivo VERO fuera compatible con el lípido catiónico 

Expifectamine™ CHO y pudiera ser transfectado 

1. Viabilidad de transfección celular con Expifectamine™ CHO en células 

VERO 

En la primera parte se realizó una transfección en una placa de 96 pozos (Corning™ 

Costar™ 96-Well, Cell Culture-Treated, Flat-Bottom Microplate, cat. 07-200-90) 

utilizando células VERO (ATCC® CCL-61™) para verificar que el agente 

Expifectamine™ CHO (Gibco™, cat. A29133) fuera capaz de llevar el material genético 

al interior de las células adherentes. Se utilizó el vector plasmídico Monster Green® 

Fluorescent Protein phMGFP (Promega) para demostrar que las células eran viables 

para ser transfectadas. Se usó el agente de transfección Lipofectamina 2000® 

(Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent; Invitrogen™, cat. 11668030) como 

control positivo y al mismo tiempo se utilizó el agente de transfección Expifectamine™ 

CHO (Gibco™, cat. A29133). 

Un día anterior a la transfección, se sembraron células VERO (ATCC® CCL-61™) en 

16 pozos a razón de 20 000 células/pozo para garantizar una confluencia de 

aproximadamente 70 – 90 % el día de la reacción. En cada pozo se colocaron 100 µl 

de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose; Gibco™) 

suplementado con 10 % [v/v] de suero fetal bovino (SFB), 1X Glutamax™ (Gibco™, 

cat. 35050061) y 1X penicilina-estreptomicin, neomicina (PSN) (Gibco™, 15640055). 

En el día de la transfección, se decantó el medio de cultivo de cada pozo y se realizaron 

2 lavados con 200 µl de PBS 1X (Sigma-Aldrich™, cat. P4417) esterilizado y filtrado 
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para retirar residuos de SFB y antibiótico. Después, se agregaron 100 µl de medio 

DMEM suplementado 10 % con SFB y 1X Glutamax™. 

Para la preparación de los lipoplex se tomaron 5 microtubos de 1.5 ml estériles y en 

cada uno se colocaron 25 µl de medio OptiPRO™ SMF (Gibco™, cat. 12309019), a 

uno de los microtubos se le agregó 1.0 µl de Lipofectamina 2000® (Lipofectamine® 

2000 Transfection Reagent; Invitrogen™, cat. 11668030) y a los otros 4 se les agregó 

1.0 µl, 1.5 µl, 2.0 µl y 2.5 µl de Expifectamine™ CHO (Gibco™, cat. A29133), 

respectivamente. Del mismo modo, se tomaron 2 microtubos de 1.5 ml estériles y se 

les colocaron 125 µl de medio OptiPRO™ y se agregaron 2.5 µg del vector Monster 

Green® Fluorescent Protein phMGFP (Promega) a cada uno. Se mezclaron a razón 

1:1 los contenidos de los microtubos, es decir 25 µl [OptiPRO™ + 

Lipofectamina/Expifectamine] y 25 µl [OptiPRO™ + vector plasmídico]. Se dejaron 

incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Por último, se agregaron 10 µl de 

las mezclas lipoplex a cada pozo con células, esto con el objetivo de tener reacciones 

por triplicado de cada combinación de agente lipídico/vector. 

En total se tuvieron las siguientes reacciones por pozo: 

- 3x Lipofectamina 2000® (1.0 µl) + vector Monster Green® 

- 3x Expifectamine™ CHO (1.0 µl) + vector Monster Green® 

- 3x Expifectamine™ CHO (1.5 µl) + vector Monster Green® 

- 3x Expifectamine™ CHO (2.0 µl) + vector Monster Green® 

- 3x Expifectamine™ CHO (2.5 µl) + vector Monster Green® 

- 1x cultivo de control negativo 

Las transfecciones se dejaron incubar a 37 ºC, 5 % CO2, 95 % humedad relativa, 

durante 72 horas. Los cultivos fueron revisados utilizando un microscopio invertido de 

fluorescencia (ZEISS® Axio™ Vert.A1). 

2. Transfección de células VERO con vectores plasmídicos pVitro1-Neo-

Cetuxi y AB+ 

La segunda parte se llevó a cabo en una placa de 24 pozos y consistió en hacer la 

transfección de un cultivo de células VERO (ATCC® CCL-61™) utilizando el vector 
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Monster Green® Fluorescent Protein phMGFP (Promega) como control positivo de 

transfección y el vector pVitro1-Neo-Cetuxi para la producción del anticuerpo 

monoclonal Cetuximab. 

Un día antes de la transfección se sembraron células en 18 pozos de la placa a razón 

de aproximadamente 100 000 células/pozo para garantizar una confluencia de 70 – 90 

% el día de la reacción. En cada pozo se colocaron 500 µl de medio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium - high glucose; Gibco™) suplementado con 10 % [v/v] de 

suero fetal bovino (SFB), 1X Glutamax™ (Gibco™, cat. 35050061) y 1X PSN (Gibco™, 

15640055). Se dejaron incubar a 37 ºC, 5 % CO2, 95 % humedad relativa, durante 24 

horas. 

El día de la transfección; se decantó el medio de los pozos y se realizaron dos lavados 

con 1.0 ml de PBS 1X (Sigma-Aldrich™, cat. P4417) esterilizado y filtrado para remover 

residuos de SFB y antibiótico. Se adicionó 1.0 ml de DMEM suplementado con 10 % 

[v/v] de suero fetal bovino (SFB), 1X Glutamax™ (Gibco™, cat. 35050061) a cada 

pozo. 

Para la preparación de los lipoplex se tomaron 8 microtubos de 1.5 ml estériles y en 

cada uno se colocaron 50 µl de medio OptiPRO™ SMF (Gibco™, cat. 12309019) en 

dos de ellos se colocaron 2.0 µl de Expifectamine™ CHO (Gibco™, cat. A29133), en 

otros dos se colocaron 3.0 µl, en los siguientes dos se colocaron 4.0 µl y en los últimos 

dos se agregaron 5.0 µl. De igual forma, se tomaron 2 microtubos de 1.5 ml estériles 

y en cada uno se adicionaron 250 µl de medio OptiPRO™ SMF; a uno se le agregaron 

5 µg de vector Monster Green® y al otro 5 µg de vector pVitro1-Neo-Cetuxi. Se 

mezclaron a razón 1:1 los contenidos de los microtubos, es decir 50 µl [OptiPRO™ + 

Expifectamine] y 50 µl [OptiPRO™ + vector plasmídico]. Se dejaron incubar durante 

10 minutos a temperatura ambiente. Por último, se agregaron 50 µl de las mezclas 

lipoplex a cada pozo con células, esto con el objetivo de tener reacciones por duplicado 

de cada combinación de agente lipídico/vector. 
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En total se tuvieron las siguientes reacciones por pozo: 

- 2x Expifectamine™ CHO (2.0 µl) + vector Monster Green® 

- 2x Expifectamine™ CHO (3.0 µl) + vector Monster Green® 

- 2x Expifectamine™ CHO (4.0 µl) + vector Monster Green® 

- 2x Expifectamine™ CHO (5.0 µl) + vector Monster Green® 

- 1x cultivo control negativo para Monster Green® 

- 2x Expifectamine™ CHO (2.0 µl) + vector pVitro1-Neo-Cetuxi 

- 2x Expifectamine™ CHO (3.0 µl) + vector pVitro1-Neo-Cetuxi 

- 2x Expifectamine™ CHO (4.0 µl) + vector pVitro1-Neo-Cetuxi 

- 2x Expifectamine™ CHO (5.0 µl) + vector pVitro1-Neo-Cetuxi 

- 1x cultivo de control negativo para pVitro1-Neo-Cetuxi 

- 2x Expifectamine™ CHO (2.0 µl) + vector AB+ 

- 2x Expifectamine™ CHO (3.0 µl) + vector AB+ 

- 2x Expifectamine™ CHO (4.0 µl) + vector AB+ 

- 2x Expifectamine™ CHO (5.0 µl) + vector AB+ 

- 1x cultivo de control negativo para AB+ 

Las transfecciones se dejaron incubar a 37 ºC, 5 % CO2, 95 % humedad relativa, 

durante 72 horas. Los cultivos fueron revisados utilizando un microscopio invertido de 

fluorescencia (ZEISS® Axio™ Vert.A1). 

3. Transfección de células VERO en placas de 6 pozos 

En la tercera fase se realizó la transfección del cultivo celular a una escala mayor 

utilizando placas de 6 pozos. Para este ensayo se utilizaron los vectores Monster 

Green® Fluorescent Protein phMGFP (Promega) como control positivo de transfección, 

el vector pVitro1-Neo-Cetuxi para la producción del anticuerpo monoclonal Cetuximab 

y el vector de control positivo de expresión de anticuerpo (Antibody-Expressing 

Positive Control Vector [AB+]; Gibco™, cat. A14662).  

Un día antes de la transfección se sembraron células en 4 pozos de la placa a razón 

de aproximadamente 500 000 células/pozo para garantizar una confluencia de 70 – 90 

% el día de la reacción. En cada pozo se colocaron 1 ml de medio DMEM (Dulbecco’s 
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Modified Eagle’s Medium - high glucose; Gibco™) suplementado con 10 % [v/v] de 

suero fetal bovino (SFB), 1X Glutamax™ (Gibco™, cat. 35050061) y 1X PSN (Gibco™, 

15640055). Se dejaron incubar a 37 ºC, 5 % CO2, 95 % humedad relativa, durante 24 

horas. 

El día de la transfección; se decantó el medio de los pozos y se realizaron dos lavados 

con 1.0 ml de PBS 1X (Sigma-Aldrich™, cat. P4417) esterilizado y filtrado para remover 

residuos de SFB y antibiótico. Se adicionó otro 1.0 ml de DMEM suplementado con 10 

% [v/v] de suero fetal bovino (SFB), 1X Glutamax™ (Gibco™, cat. 35050061) a cada 

pozo. 

Para la preparación de los lipoplex se tomaron 6 microtubos de 1.5 ml estériles y en 

cada uno se colocaron 150 µl de medio OptiPRO™ SMF (Gibco™, cat. 12309019) y 

12.0 µl de Expifectamine™ CHO (Gibco™, cat. A29133). De igual forma, se tomaron 

3 microtubos de 1.5 ml estériles y en cada uno se adicionaron 700 µl de medio 

OptiPRO™ SMF; a uno se le agregaron 14 µg de vector Monster Green®, otro 14 µg 

de vector pVitro1-Neo-Cetuxi y al último se agregaron 14 µg de vector control positivo 

de expresión de anticuerpo (Antibody-Expressing Positive Control Vector [AB+]; 

Gibco™, cat. A14662). Se mezclaron a razón 1:1 los contenidos de los microtubos, es 

decir 150 µl [OptiPRO™ + Expifectamine] y 150 µl [OptiPRO™ + vector plasmídico]. 

Se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Por último, se 

agregaron 250 µl de las mezclas lipoplex a cada pozo con células, esto con el objetivo 

de tener una reacción por cada combinación de agente lipídico/vector, según 

indicaciones del protocolo para Lipofectamina 2000®. 

En total se tuvieron las siguientes reacciones por pozo: 

- 1x Expifectamine™ CHO (6.0 µl) + vector Monster Green® 

- 1x Expifectamine™ CHO (6.0 µl) + vector control positivo de expresión de 

anticuerpo (AB+) 

- 1x Expifectamine™ CHO (9.0 µl) + vector control positivo de expresión de 

anticuerpo (AB+) 

- 1x Expifectamine™ CHO (6.0 µl) + vector pVitro1-Neo-Cetuxi 
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- 1x Expifectamine™ CHO (9.0 µl) + vector pVitro1-Neo-Cetuxi 

- 1x cultivo control negativo  

Las transfecciones se dejaron incubar a 37 ºC, 5 % CO2, 95 % humedad relativa, 

durante 120 horas para llegar a la concentración máxima de proteína en el cultivo, 

siguiendo las indicaciones del protocolo para Lipofectamina 2000®. Los cultivos fueron 

revisados utilizando un microscopio invertido de fluorescencia (ZEISS® Axio™ 

Vert.A1). 

Análisis de proteínas mediante SDS-PAGE 

Una vez concluído el tiempo de incubación de cada fase de transfección, se 

recolectaron el medio de cultivo y la biomasa para analizarlos mediante electroforesis 

SDS-PAGE; utilizando geles de poliacrilamida 12 % para llevar a cabo la separación 

de las proteínas por su peso molecular. Se utilizó un patrón de peso molecular 

Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, cat. 1610374) para distinguir 

las bandas de las proteínas de interés. 

Utilizando microtubos de 1.5 ml se prepararon las muestras tomando 20 µl de medio 

de cultivo o biomasa y se mezclaron con 20 µl de buffer de muestra 2X (Trizma base 

12M, SDS 0.12M, Glicerol 2M, pH 6.8). Cada muestra se calentó a 95 ºC durante 5 

minutos con un Thermoblock (Benchmark Scientific™, BSH1000). Posteriormente, 

cada muestra se cargó en el gel de poliacrilamida 12 % y se sometió a electroforesis 

SDS-PAGE; con una fuente de poder (Bio-Rad PowerPac 300) se administró un voltaje 

de 160 V durante 5 minutos para concentrarlas y un voltaje de 120 V durante 60 

minutos para separarlas. 

Al término de la electroforesis, los geles fueron teñidos utilizando azul de Coomasie 

(Coomasie blue 0.05 %, ácido acético 10 %, metanol 50 %, agua 40 %) durante 4 horas 

para su tinción y subsecuentemente desteñidos en agua bidestilada toda la noche. 

Ambos procesos fueron hechos a temperatura ambiente a 80 rpm. 

Análisis de anticuerpos monoclonales con Western Blot 

Para identificar las proteínas de interés de los anticuerpos monoclonales, se utilizó la 

técnica de Western Blot. Se utilizó un marcador de peso molecular Precision Plus 
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Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (Bio-Rad, cat. 1610375) para 

identificar las bandas proteicas. 

Después de realizar una electroforesis SDS-PAGE de las muestras de transfección, 

tanto medio de cultivo y biomasa, las proteínas separadas en los geles de 

poliacrilamida 12 % fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad 

Nitrocellulose/Filter Paper Sandwiches, cat.1620213) utilizando una cámara de 

transferencia húmeda sumergida en buffer de transferencia (Trizma base 25 mM, 

glicina 192 mM, metanol 20 % v/v). Se aplicó un voltaje de 100 V durante 60 minutos. 

Pasado este tiempo, las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas 

sumergiéndolas en una solución de leche en polvo (Svelty®, Nestlé©) al 5 % en PBS-

Tween 20 al 0.05 % e incubándolas durante toda la noche a 4 ºC. 

Después de ser bloqueadas, las membranas fueron lavadas por triplicado 

sumergiéndolas en una solución PBS-Tween 20 al 0.1 % durante 5 minutos con 

agitación manual leve. Seguido, fueron cortadas cuidadosamente utilizando un bisturí 

para separar los carriles de las diferentes proteínas de interés. Estos fragmentos 

fueron incubados con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa con afinidad a 

las regiones constantes de los anticuerpos monoclonales sintetizados por las 

transfecciones. 

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron IgG Anti-Humano (Goat Anti-Human 

(H+L)-HRP conjugate, Bio-Rad #1721050) e IgG Anti-Conejo (Goat Anti-Mouse IgG 

(H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad #1706516) y se colocaron cada uno en diluciones 

1:1000 en una solución de leche en polvo (Svelty®, Nestlé©) al 2.5 % en PBS-Tween 

20 al 0.05 %. Los fragmentos de membrana de nitrocelulosa correspondientes al 

anticuerpo monoclonal de interés fueron sumergidos en la solución correspondiente a 

su anticuerpo secundario con afinidad específica y se dejaron incubar por 2 horas a 37 

ºC, realizando ligeras agitaciones manuales cada 20 minutos; durante 1 minuto. 

Pasada esta incubación, los fragmentos de membrana de nitrocelulosa fueron lavados 

por triplicado sumergiéndolos en una solución PBS-Tween 20 al 0.1 % durante 5 

minutos con agitación manual leve. 
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Se prepararon 10 ml de solución reveladora mezclando una solución “A” (5 mg HRP 

Color Development Reagent, Bio-Rad #1706534, 1.66 ml metanol 100 % [frío], 

cubriéndola de la luz) y una solución “B” (8.33 ml de PBS 1X (Sigma-Aldrich™, cat. 

P4417)], 10 ml de peróxido de hidrógeno 35 %) y se agregó a los fragmentos de 

membrana de nitrocelulosa bloqueados con los anticuerpos secundarios acoplados a 

peroxidasa. Se dejaron incubar protegidos de la luz durante 15 minutos (y hasta 2 

horas) para revelar las bandas correspondientes a las proteínas de interés. 
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RESULTADOS 

Recuperación de genes HC y LC de Cetuximab del plásmido pUC57  

Análisis inicial de concentración de plásmidos pUC57 (HC y LC) 

El análisis de la concentración de los plásmidos pUC57 que contenían los genes de la 

cadena ligera y cadena pesada del anticuerpo monoclonal Cetuximab dio como 

resultado 55.1 ng/µl para HC y 62.7 ng/µl para LC (Tabla 3). 

 

Plásmido Concentración 260/280 260/230 

pUC57-HC 55.1 ng/µl 1.88 2.16 

pUC57-LC 62.7 ng/µl 1.80 2.14 

 

Amplificación de plásmidos pUC57 (HC y LC) 

Una vez llevado a cabo el proceso de amplificación mediante la transformación de 

células E. coli TOP10 electrocompetentes y extracción del material genético con el kit 

GeneJET™ Plasmid Miniprep (ThermoFisher Scientific™) se analizaron las muestras 

con el equipo NanoDrop 2000™ y se obtuvieron las concentraciones de los plásmidos 

pUC57-HC y pUC57-LC de 245.1 ng/µl y 130.9 ng/µl (Tabla 4), respectivamente, las 

cuales correspondieron a las muestras con mayor concentración de ADN por lo que se 

utilizarían para los siguientes procesos.  

 

Plásmido Concentración 260/280 260/230 

pUC57-HC 245.1 ng/µl 1.92 2.20 

pUC57-LC 130.9 ng/µl 1.90 2.21 

 

Tabla 3. Concentraciones de los plásmidos pUC57-HC (55.1 ng/µl) y pUC57-LC (62.7 ng/µl) 

recibidos por GenScript® (Piscataway, New Jersey, E.U.A.). 

Tabla 4. Resultados del análisis de concentración de plásmidos amplificados pUC57-HC (245.1 

ng/µl) y pUC57-LC (130.9 ng/µl). 
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Reacciones de digestión para linealizar pVitro1-Neo-MCS y extraer genes HC y 

LC de pUC57 

Tras los procesos de digestión con enzimas de restricción, los plásmidos y genes 

fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa 0.8 %. En la Figura 17 se 

muestran los resultados con las bandas observadas correspondientes al material 

genético. 

 

 

Construcción de plásmidos pVitro1-Neo-HC y pVitro1-Neo-LC 

Confirmación de construcciones 

Después de llevar a cabo los procesos de ligación entre los plásmidos pVitro1-Neo-

MCS digeridos con las enzimas de restricción correspondientes a los genes de las 

cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo monoclonal Cetuximab, se sometieron a una 

electroforesis en gel de agarosa 0.8 % para identificar las bandas correspondientes al 

material genético de interés. En la Figura 18 se muestran los resultados observados. 

Figura 17. Electroforesis de muestras de 

plásmidos y marcador de tamaño 1 kb plus. El 

carril (A) corresponde al marcador 1 kb plus, el 

(B) al plásmido pVitro1-Neo-MCS, el (C) al 

plásmido pUC57-CetuxiLC digerido con “NheI” y 

“AgeI”, el (D) al plásmido pVitro1-Neo-MCS (E) al 

plásmido pUC57-CetuxiHC digerido con “BspeI” y 

“AvrII”. 

(1): Banda esperada para plásmido pVitro 

digerido con “NheI” y “AgeI” linealizado. Tamaño 

de plásmido: 6,295 pb. 

(2): Banda esperada para pUC57 linealizado sin 

gen CetuxiLC. Tamaño de plásmido: 2,710 pb. 

(3): Banda esperada para gen CetuxiLC sin 

plásmido. Tamaño de plásmido: 732 pb. 

(4): Banda esperada para plásmido pVitro 

digerido con “BspeI” y “AvrII” linealizado. Tamaño 

de plásmido: 6,295 pb. 

(5): Banda esperada para pUC57 linealizado sin 

gen CetuxiHC. Tamaño de plásmido: 2,710 pb. 

(6) Banda esperada para gen CetuxiHC sin 

plásmido. Tamaño de plásmido: 1,428 pb. 



 
53 

 

 

 

 

Amplificación y purificación de construcciones pVitro1-Neo-HC y pVitro1-Neo-

LC 

Seguido a la confirmación de las construcciones plasmídicas, se realizó una 

amplificación con el kit Endofree® Plasmid Maxiprep (QIAGEN, Venlo, Países Bajos). 

Este procedimiento permitió tener una concentración de los plásmidos apropiada para 

procesos de transfección; el plásmido pVitro1-Neo-HC mostró una concentración de 

2.126 µg/µl, mientras que el plásmido pVitro1-Neo-LC resultó con 2.386 µg/µl. En la 

Figura 19 se muestran los resultados mostrados por el software del equipo NanoDrop 

2000™. 

Tras los procesos de digestión con enzimas de restricción, los plásmidos fueron 

sometidos a una electroforesis en gel de agarosa 0.8 %. En la Figura 20 se muestran 

los resultados con las bandas observadas correspondientes al material genético. 

Figura 18. Construcciones 

plasmídicas con pVitro1-Neo-

HC y pVitro1-Neo-LC. 

El carril (1) muestra el plásmido 

pVitro linealizado sin ningún 

gen, el carril (2) muestra el 

plásmido pVitro-CetuxiHC1, el 

carril (3) muestra pVitro-

CetuxiHC2, el carril (4) muestra 

pVitro-CetuxiHC3, el carril (5) 

muestra pVitro-LC1, el carril (6) 

muestra pVitro-CetuxiLC2 y el 

carril (7) muestra pVitro-LC3. 

Se puede observar que las 

bandas correspondientes a HC 

(1-3) son más grandes que el 

plásmido vacío por lo que se 

considera que poseen el gen. 

De misma forma, solo la banda 

correspondiente a LC3 muestra 

ser de mayor tamaño al 

plásmido sin gen 
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Figura 19. Resultados del análisis de concentración de plásmidos pVitro1-Neo-HC (2 126 ng/µl) y 

pVitro1-Neo-LC (2 386 ng/µl). (A) absorbancia y longitud de onda de pVitro1-Neo-HC. (B) 

absorbancia y longitud de onda de pVitro1-Neo-LC. 

 

Figura 20. Electroforesis de 

plásmidos pVitro1-Neo-HC y 

pVitro1-Neo-LC. 

El carril (A) muestra la banda 

correspondiente al plásmido 

pVitro1-Neo-HC linealizado y el 

carril (B) muestra el marcador 1 kb 

plus y el carril (C) muestra el 

plásmido pVitro1-Neo-LC 

linealizado. 

Se puede observar en la banda A 

al plásmido con el gen HC es de 

tamaño un poco mayor que la 

banda del carril C que tiene al 

plásmido con el gen LC. Esto 

corresponde a los tamaños 

respectivos de cada plásmido + 

gen, 7 723 pb y 7 027 pb. 
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Construcción del plásmido para transfección pVitro1-Neo-Cetuxi 

Confirmación de construcción pVitro1-Neo-Cetuxi 

Además de las construcciones individuales pVitro1-Neo-HC y pVitro1-Neo-LC, se 

construyó el vector pVitro1-Neo-Cetuxi que contenía ambos genes de las cadenas 

ligera y pesada (HC y LC) en ambos sitios múltiples de clonación. Los resultados de la 

extracción de plásmidos con el kit GeneJET™ Plasmid Miniprep (ThermoFisher 

Scientific™) se muestran en la Figura 21 donde se observan las bandas 

correspondientes a las 6 colonias muestreadas de la transformación. 

 

Amplificación de pVitro1-Neo-Cetuxi 

Una vez confirmada la construcción del vector pVitro1-Neo-Cetuxi se utilizó el kit 

Endofree® Plasmid Maxiprep (QIAGEN, Venlo, Países Bajos) para amplificar su 

concentración a niveles requeridos para transfección celular. 

La concentración del plásmido pVitro1-Neo-Cetuxi amplificado fue de 2.341 µg/µl. En 

la Figura 22 se muestra el resultado del software del equipo NanoDrop 2000™. 

Figura 21. Electroforesis de 

plásmidos pVitro1-Neo-LC y 

pVitro1-Neo-Cetuxi. 

El carril (A) muestra el marcador de 

peso molecular 1 kb plus. El carril 

(B) muestra la banda 

correspondiente al plásmido 

pVitro1-Neo-LC linealizado (7 027 

pb). Los carriles (C) muestran las 

extracciones de las colonias 

transformadas con el plásmido 

pVitro1-Neo-Cetuxi (8 453 pb) 

Todas las muestras de las colonias 

transformadas muestran tener la 

construcción plasmídica del 

pVitro1-Neo-Cetuxi con ambos 

genes HC y LC. 
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Por último, se realizó una electroforesis con gel de agarosa 0.8 % para comparar los 

tamaños de los plásmidos amplificados pVitro1-Neo-LC (7 027 pb) y pVitro1-Neo-

Cetuxi (8 453 pb). En la Figura 23 se muestran los resultados observados. 

Figura 22. Resultados del análisis de concentración del plásmido amplificado pVitro1-Neo-Cetuxi (2 

341.8 ng/µl). Absorbancia y longitud de onda de pVitro1-Neo-HC. (B) absorbancia y longitud de onda 

de pVitro1-Neo-Cetuxi. 
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Transfección de cultivos celulares 

Prueba de viabilidad de transfección de células VERO con Expifectamine™ 

CHO 

Para probar que el sistema celular VERO pudiera ser transfectado con el lípido 

catiónico Expifectamine™ CHO se realizó un ensayo utilizando el vector de expresión 

Monster Green® Fluorescent Protein phMGFP (Promega) y el lípido catiónico 

Lipofectamina 2000® (Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent; Invitrogen™, cat. 

11668030) como control positivo de transfección. 

Siguiendo las recomendaciones del proveedor, en este ensayo se determinó qué 

concentración de Expifectamine™ CHO daría el mejor rendimiento de transfección. 

Las concentraciones utilizadas fueron (1) 1.0 µl, (2) 1.5 µl, (3) 2.0 µl, (4) 2.5 µl en 125 

µl de medio OptiPRO™ SMF (Gibco™, cat. 12309019). Mientras que la concentración 

de Lipofectamina 2000 como control positivo fue de 1.0 µl en la misma cantidad de 

medio. Todas las transfecciones fueron realizadas por triplicado.  

Figura 23. Electroforesis de plásmidos amplificados 

pVitro1-Neo-LC y pVitro1-Neo-Cetuxi. 

El carril (A) muestra la banda correspondiente al 

plásmido pVitro1-Neo-LC linealizado (7 027 pb) y el 

carril (B) muestra el plásmido pVitro1-Neo-Cetuxi 

linealizado (8 453 pb) y el carril (C) muestra el 

marcador 1 kb plus. 

Se puede observar en la banda A al plásmido con el 

gen LC es de tamaño menor que la banda del carril 

B que tiene al plásmido con ambos genes HC y LC 

simultáneamente.  
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En la Figura 24 se muestran los resultados del ensayo de control positivo de los 

cultivos VERO transfectados con Lipofectamina 2000 y el vector phMGFP; dando una 

fluorescencia verde indicativa de una transfección exitosa con el plásmido Monster 

Green®. Esto demostró que el sistema celular VERO es capaz de recibir y expresar de 

manera adecuada el material genético del vector plasmídico. 

En la Figura 25 se observan los resultados del ensayo de transfección utilizando 1.0 

µl de Expifectamina™ CHO y el vector phMGFP. La fluorescencia mostrada por el 

cultivo demostró que el lípido catiónico a esta concentración transfectó las células 

VERO exitosamente. La Figura 26 muestra el ensayo con 1.5 µl de Expifectamina, el 

cual mostró un resultado exitoso. De mismo modo, el ensayo con 2.0 µl de 

Expifectamina mostró resultados satisfactorios (Figura 27) y el ensayo con 2.5 µl 

también (Figura 28). Además, en la Figura 29 se muestra un cultivo sin transfectar 

que se utilizó como control negativo. 

Se encontró que el lípido catiónico Expifectamine™ CHO es capaz de llevar el material 

genético de los vectores al interior de la célula para su expresión. En general, la 

eficiencia fue superior a la Lipofectamina 2000, incluso en el ensayo de 1.0 µl. Por lo 

que se decidió escalar el volumen del cultivo para realizar ensayos de transfección con 

el plásmido del anticuerpo monoclonal Cetuximab, pVitro1-Neo-Cetuxi. 
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Figura 24. Ensayos de transfección por triplicado de cultivos celulares 

VERO con Lipofectamina 2000 y el vector phMGFP. 

La fluorescencia observada en los cultivos muestra que la transfección 

del vector plasmídico fue exitosa en los ensayos realizados (1), (2) y (3). 
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 Figura 25. Ensayos de transfección por triplicado de cultivos celulares VERO 

con 1.0 µl de Expifectamina™ CHO y el vector phMGFP. 

La fluorescencia observada en los cultivos muestra que la transfección del 

vector plasmídico fue exitosa en los ensayos realizados (1), (2) y (3). 
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Figura 26. Ensayos de transfección por triplicado de cultivos celulares VERO 

con 1.5 µl de Expifectamina™ CHO y el vector phMGFP. 

La fluorescencia observada en los cultivos muestra que la transfección del 

vector plasmídico fue exitosa en los ensayos realizados (1), (2) y (3). 
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Figura 27. Ensayos de transfección por triplicado de cultivos celulares VERO 

con 2.0 µl de Expifectamina™ CHO y el vector phMGFP. 

La fluorescencia observada en los cultivos muestra que la transfección del 

vector plasmídico fue exitosa en los ensayos realizados (1), (2) y (3). 
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Figura 28. Ensayos de transfección por triplicado de cultivos celulares 

VERO con 2.5 µl de Expifectamina™ CHO y el vector phMGFP. 

La fluorescencia observada en los cultivos muestra que la transfección del 

vector plasmídico fue exitosa en los ensayos realizados (1), (2) y (3). 

*NOTA: Se muestran imágenes del microscopio con aumento 10X debido 

a que el formato de las capturas 20X se corrompió. 
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Transfección de células VERO con vector plasmídico phMGFP en placas de 24 

pozos 

Una vez confirmado que el cultivo celular VERO podía ser transfectado utilizando la 

Expifectamine™ CHO, se realizó un ensayo de transfección en un volumen más 

grande utilizando una placa de 24 pozos. Se utilizó el vector phMGFP como control 

positivo de la transfección en un formato de placa de 24 pozos.  

En la Figura 30 se muestran los resultados de la transfección con el vector phMGFP 

y la fluorescencia emitida por el cultivo celular. Estos ensayos se hicieron por 

duplicado. 

 

Figura 29. Cultivo VERO sin transfectar utilizado como control negativo. La ausencia de colonias 

fluorescentes demuestra que el cultivo no se encontraba transfectado con anterioridad con un 

plásmido generador de fluorescencia. 
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Figura 30. Ensayos por duplicado de transfección para control positivo con vector phMGFP en 

células VERO cultivadas en placas de 24 pozos. Diferentes volúmenes de Expifectame™ CHO 

correspondientes a (A) 2.0 µl, (B) 3.0 µl, (C) 4.0 µl y (D) 5.0 µl. 

A 
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Transfección con vector pVitro1-Neo-Cetuxi en placas de 24 pozos 

SDS-PAGE de VERO + pVitro1-Neo-Cetuxi 

Dado que todas las transfecciones con diferentes concentraciones de Expifectamine™ 

CHO mostraron ser efectivos para transfección de las células VERO; para economizar 

recursos, se decidió hacer la electroforesis SDS-PAGE solo con uno de los ensayos 

de transfección en las placas de 24 pozos y no con los duplicados.  

Debido a que la cantidad de proteína en las muestras fue muy elevada; el análisis con 

SDS-PAGE no permitió observar claramente bandas que correspondieran a las 

cadenas ligeras o pesadas del anticuerpo monoclonal Cetuximab. En la Figura 31 se 

muestran los resultados observados en el gel de poliacrilamida 12 %. 

 

 

 

Figura 31. SDS-PAGE de muestras de transfección de células VERO con pVitro1-Neo-Cetuxi con 

diferentes concentraciones de Expifectamine™ CHO en placas de 24 pozos. 
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Western Blot de VERO + pVitro1-Neo-Cetuxi 

Se llevó a cabo el procedimiento de Western Blot para las muestras de la transfección 

del cultivo VERO en las placas de 24 pozos (Figura 32), con la expectativa de tener 

suficiente cantidad de fragmentos proteicos para que el anticuerpo IgG Anti-Humano 

(Goat Anti-Human (H+L)-HRP conjugate, Bio-Rad #1721050) pudiera mostrar una 

señal positiva. 

 

 

 

 

Figura 32. Western Blot de muestras de transfección de células VERO con pVitro1-Neo-Cetuxi 

con diferentes concentraciones de Expifectamine™ CHO en placas de 24 pozos. Revelados 

con anticuerpo secundario IgG Anti-Humano (Goat Anti-Human (H+L)-HRP conjugate, Bio-

Rad #1721050). 



 
68 

 

Transfección de VERO con vector AB+ en placas de 24 pozos 

Debido al resultado negativo en la prueba de Western Blot, se decidió utilizar el vector 

AB+ para llevar a cabo otra transfección y determinar si el sistema VERO podía 

sintetizar un anticuerpo monoclonal. Se utilizó el plásmido phMGFP como control 

positivo de transfección; para economizar reactivos, solo se hizo una reacción 

utilizando 2.0 µl de Expifectamine™ CHO y no por duplicado. En la Figura 33 se 

muestra el resultado de este ensayo. Se detectó fluorescencia en el cultivo a las 72 

horas por lo que se considera que la transfección con el lípido catiónico fue exitosa. 

 

 

SDS-PAGE de VERO + vector AB+ 

Para llevar a cabo los análisis PAGE-SDS y Western Blot se utilizó un anticuerpo 

policlonal IgG de conejo (Mouse anti-Dengue virus antibody, Bio-Rad # MCA2277) que 

fungió como control positivo de los procedimientos. Además, para evitar aglomeración 

de proteínas en el gel de poliacrilamida 12 %, las muestras tomadas del sobrenadante 

se diluyeron 1:20 y 1:40 esperando contar con cantidad suficiente de anticuerpo 

Figura 33. Ensayo para control positivo de transfección con vector phMGFP en células VERO 

cultivadas en placas de 24 pozos. Volumen de Expifectame™ CHO correspondiente a 2.0 µl. 
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monoclonal para tener una señal positiva en la prueba de Western Blot. Con el fin de 

economizar reactivos; solo se llevó a cabo la transfección con las concentraciones de 

2.0 µl y 3.0 µl de Expifectamine™ CHO y solo un ensayo en vez por duplicado. En la 

Figura 34 se observan los resultados obtenidos. 

 

 

Western Blot de VERO + vector AB+ 

Se llevó a cabo el procedimiento de Western Blot para detectar si existían los 

fragmentos proteicos de las cadenas ligeras o pesadas del anticuerpo monoclonal del 

vector AB+. No se tuvo ninguna señal de color por parte del anticuerpo IgG Anti-Conejo 

(Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad #1706516) en las muestras de 

Figura 34. SDS-PAGE de muestras de transfección de células VERO con vector AB+ con 

diferentes concentraciones de Expifectamine™ CHO en placas de 24 pozos. El penúltimo carril 

(izquierda a derecha) corresponde a una muestra de un pozo sin transfectar y representa al 

control negativo. El último carril (izquierda a derecha) representa las bandas de una muestra de 

anticuerpo policlonal IgG de conejo (Mouse anti-Dengue virus antibody, Bio-Rad # MCA2277) 

que serviría como control positivo para la prueba de Western Blot. 
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los ensayos de transfección con el vector AB+. Sin embargo, sí hubo señal de color en 

el control positivo de Western Blot, por lo que se considera que el sistema celular 

VERO no expresó el anticuerpo monoclonal. En la Figura 35 se muestran los 

resultados observados. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Western Blot de muestras de transfección de células VERO con vector AB+ con diferentes 

concentraciones de Expifectamine™ CHO en placas de 24 pozos. Revelados con anticuerpo secundario 

IgG Anti-Conejo (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad #1706516) 
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Transfección de células VERO en placas de 6 pozos 

Tras los resultados negativos obtenidos en la fase anterior de los ensayos de 

transfección, se propuso realizar un escalamiento más al formato de cultivo celular 

debido a que probablemente la cantidad de proteína recombinante en los otros 

formatos era muy poca como para ser detectada por el método de Western Blot.  

Se decidió realizar ensayos de transfección en una placa de 6 pozos y análisis con 

Western Blot para tratar de maximizar la cantidad de proteína recombinante producida 

por los cultivos celulares. 

Se realizó una transfección con los vectores phMGFP; como control positivo de 

transfección, AB+; como control positivo de expresión de anticuerpo y pVitro1-Neo-

Cetuxi. Estos ensayos se realizaron utilizando 6.0 µl y 9.0 µl de Expifectamine™ CHO 

y se observó a las 72 horas. El cultivo mostró fluorescencia por lo que se considera 

que la transfección fue exitosa; en la Figura 36 se muestra este resultado observado. 

El resto de las transfecciones fue sometido a un Western Blot con anticuerpos 

secundarios IgG Anti-Humano (Goat Anti-Human (H+L)-HRP conjugate, Bio-Rad 

#1721050) e IgG Anti-Conejo (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad 

#1706516)) para tratar de detectar alguna banda de las fracciones proteicas de las 

cadenas ligeras o pesadas de los anticuerpos AB+ y/o pVitro1-Neo-Cetuxi.  

En la Figura 37 se muestran un par de bandas tenues al nivel de los 50 kDa; reveladas 

en los carriles correspondientes a las muestras de sobrenadante de los cultivos 

transfectados con el vector AB+. Estas indican la presencia de fragmentos proteicos 

con regiones constantes de IgG de conejo. Sin embargo, no se encontraron bandas 

que indicaran la presencia del anticuerpo monoclonal Cetuximab. 
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Figura 36. Ensayo para control positivo de transfección con vector phMGFP en células VERO 

cultivadas en placa de 6 pozos. Volumen de Expifectame™ CHO correspondiente a 9.0 µl. 
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De igual manera, se hizo el procedimiento de Western Blot para las muestras extraídas 

de la biomasa de los cultivos transfectados. En la Figura 38 se muestran los resultados 

obtenidos. No se encontró ninguna banda que indicara la presencia de fragmentos 

proteicos de anticuerpos recombinantes. 

Figura 37. Western Blot de muestras de transfección de células VERO con vectores AB+ y pVitro1-

Neo-Cetuxi en placa de 6 pozos. Para cada vector fue transfectado con 6.0 µl y 9.0 µl de 

Expifectamine™ CHO, respectivamente. El revelado se hizo con anticuerpos secundarios IgG Anti-

Humano (Goat Anti-Human (H+L)-HRP conjugate, Bio-Rad #1721050) e IgG Anti-Conejo (Goat Anti-

Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad) 

Se encontraron bandas tenues al nivel de 50 kDa para las transfecciones hechas con el vector AB+ 

por lo que se considera que hay fragmentos proteicos recombinantes de IgG de conejo. 
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Figura 38. Western Blot de muestras de biomasa de los cultivos de transfección de células VERO 

con vectores AB+ y pVitro1-Neo-Cetuxi en placa de 6 pozos. Para cada vector fue transfectado con 

6.0 µl y 9.0 µl de Expifectamine™ CHO, respectivamente. El revelado se hizo con anticuerpos 

secundarios IgG Anti-Humano (Goat Anti-Human (H+L)-HRP conjugate, Bio-Rad #1721050) e IgG 

Anti-Conejo (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad #1706516) No se encontraron que 

indicaran la presencia de fragmentos proteicos de anticuerpos recombinantes. 
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DISCUSIÓN 

La producción de anticuerpos monoclonales y otras proteínas recombinantes es una 

de las áreas más importantes para la industria farmacéutica. Por lo tanto, es de gran 

interés el desarrollo de metodologías utilizando factores conocidos y estudiados que 

permitan optimizar estos procesos. 

La línea celular VERO tiene aproximadamente tres décadas de ser considerada una 

línea aprobada y segura para la fabricación de vacunas y proteínas recombinantes 

(Barret y cols., 2009); al igual que la métodología de transfección con lípidos catiónicos 

en células de mamífero (Felgner & Ringold, 1989). 

En este estudio se logró llevar a cabo la transfección del sistema celular de mamífero 

VERO utilizando los lípidos catiónicos Lipofectamina 2000® (Lipofectamine® 2000 

Transfection Reagent; Invitrogen™, cat. 11668030) y Expifectamine™ CHO (Gibco™, 

cat. A29133). Se detectó satisfactoriamente la presencia de proteína fluorescente 

expresada con el vector phMGFP Monster Green® Fluorescent Protein (Promega). 

Es importante señalara que se observó una intensidad de fluorescencia mayor en los 

cultivos transfectados con Expifectamina™ CHO comparado contra el cultivo 

transfectado con Lipofectamina™ 2000; a las 72 horas. Esto sugiere que el primer 

lípido catiónico posee mejores propiedades como menos citotoxicidad para el cultivo, 

una mayor tasa de expresión de proteína recombinante y un mayor tiempo de retención 

de expresión que su contraparte. 

Debido a que se trata de una formulación comercial propietaria, no se conoce 

realmente el método en que la Expifectamina™ CHO interacciona con el ADN 

plasmídico para formar los lipoplex que entran en las células. Pero de acuerdo a su 

fabricante (Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.U.A.) éste está 

diseñado para tener una eficiencia de transfección mayor al 90 % (Figura 39) utilizando 

menos de la mitad de cantidad de pDNA; y hasta 30 veces más rendimiento de 

expresión proteica en cultivos en suspensión, que otros agentes lipídicos (Figura 40). 

Aquí demostramos que este agente es eficaz para realizar ensayos de transfección en 

cultivos adherentes también, manteniendo sus ventajas y propiedades. Estos mismos 
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resultados se observaron a través de las tres diferentes escalas en que se realizaron 

las transfecciones del cultivo celular VERO; 96, 24 y 6 pozos. 

Sin embargo, una vez que realizamos el escalamiento al formato de 24 pozos para 

realizar el ensayo de transfección del plásmido pVitro1-Neo-MCS no pudimos observar 

evidencia de que la proteína Cetuximab estuviera presente en el medio de cultivo 

sobrenadante o en la biomasa celular. Esto pudo deberse a que la cantidad de mAb 

recombinante fue muy baja para ser detectada; sin mencionar la interferencia obtenida 

por las proteínas del medio de cultivo y el suero fetal bovino.  

Aunque intentamos mantener la interferencia de proteínas exógenas del cultivo al 

mínimo realizando diluciones, no pudimos encontrar señal colorimétrica de la proteína 

de interés en los ensayos de Western Blot para las transfecciones con el vector de 

control positivo de expresión de anticuerpo, a pesar de que sí confirmamos que nuestra 

metodología era la adecuada utilizando un anticuerpo IgG de conejo como control 

positivo el cual sí dio señal colorimétrica. 

 

Figura 39. Visualización de la 

expresión de una proteína 

fluorescente recombinante en 

un sistema de cultivo en 

suspensión CHO; 

transfectado con 

Expifectamina™ CHO, a 

través de 72 horas. 

D0 a D3 representan los días 

cero de transfección hasta el 

tercer día postransfección. 

Se logró hasta un 90 % de 

eficiencia. 

Figura tomada de 

ThermoFisher Scientific®. 
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Intentamos escalar el formato a placas de 6 pozos para tratar de incrementar la 

cantidad de proteína recombinante que pudiéramos obtener y detectarla en los 

ensayos de Western Blot. Esta vez, logramos obtener una señal leve para las 

transfecciones con el plásmido de control positivo de expresión de anticuerpo lo que 

indica que fue exitosa, aunque la cantidad de proteína era aún baja. El hecho de solo 

encontrar la banda correspondiente a los 50 kDa indica que la transfección del cultivo 

fue más exitosa para el plásmido que contenía la cadena pesada del anticuerpo 

control. Cabe mencionar que, según el fabricante, el vector del AB+ (Antibody-

Expressing Positive Control Vector [AB+]; Gibco™) es en realidad una mezcla de dos 

plásmidos que contienen cada uno un gen correspondiente a la cadena ligera o cadena 

pesada (Fuente: ThermoFisher), por lo que se puede dar el caso que un cultivo no sea 

transfectado con ambos a la vez o que la concentración de uno sea mayor que el otro. 

No pudimos encontrar señal colorimétrica para el anticuerpo Cetuximab en el ensayo 

de placas de 6 pozos. Sin embargo, cabe la posibilidad de que el formato siga siendo 

insuficiente para la detección de un anticuerpo monoclonal completo. Según la 

bibliografía, la optimización de ensayos de transfección para proteínas recombinantes 

en VERO se ha hecho hasta en formatos con matraces de 75 cm2 (Hashemi y cols., 

Figura 40. Rendimientos de 

producción de proteína 

recombinante (hIgG) 

obtenidos mediante 

transfección con 

Expifectamina™ CHO y PEI. 

El agente Expifectamina™ 

CHO logra tener hasta 30 

veces más rendimiento (g/L) 

que otros agentes 

transfectantes lipídicos. 

Figura tomada de 

ThermoFisher Scientific®. 
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2012). Por lo que un siguiente paso podría ser probar ensayos de transfección en 

volúmenes mayores a los realizados en este trabajo. 

Otro punto a considerar es que las construcciones plasmídicas pVitro1-Neo-MCS-

Cetuxi poseen genes con características optimizadas para ser expresados en la línea 

celular Cricetulus griseus (CHO); tanto su contenido GC como los codones con los que 

están fabricados, tienen una actividad promedio de 90 % en dicha línea celular. Por lo 

tanto, es posible considerar que el sistema VERO pueda necesitar tiempos de 

incubación mayor y métodos continuos de alimentación de medio para poder expresar 

una cantidad de anticuerpo monoclonal recombinante suficiente para ser detectada en 

ensayos inmunoblot.  
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CONCLUSIONES 

En el presente trabajo pudimos demostrar que los procesos de transfección con el 

lípido catiónico Expifectamine™ CHO optimizados para las líneas celulares CHO en 

suspensión, son efectivos para otros sistemas de células de mamífero como VERO 

adherentes. Incluso con mayores rendimientos que los reportados por agentes más 

estudiados como Lipofectamina™ 2000. 

Concluimos también que el sistema celular VERO es capaz de recibir y expresar 

plásmidos que contienen genes de cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos 

monoclonales, por lo que pudieran ser una opción más para ensayos de investigación; 

junto con otras líneas como CHO y HEK-293; ya que se considera como una línea 

validada y segura para expresión constante de proteínas recombinantes.  
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PERSPECTIVAS 

El sistema celular VERO puede ser utilizado para la expresión de mAbs y otras 

proteínas recombinantes. Sin embargo, un factor muy importante que hemos visto aquí 

es el volumen del ensayo de transfección. Con base en este trabajo, se pueden planear 

nuevas investigaciones con el objetivo de optimizar este proceso; dado que podríamos 

considerar que el volumen de cultivo y el tiempo de incubación son variables más 

fáciles de controlar a comparación de otras que afectan mucho más los rendimientos 

de estos ensayos, como el pH del cultivo, las cantidades o proporciones de pDNA o 

agente lipídico y los tiempos de incubación. 

El lípido catiónico Expifectamina™ podría considerarse como un agente de 

transfección que pudiera ser utilizado para otros tipos de cultivos que no sean 

necesariamente CHO o HEK-293 en suspensión. Sistemas celulares adherentes de 

otras líneas de mamífero más accesibles también podrían ser viables para desarrollar 

metodologías de producción de anticuerpos monoclonales y otras proteínas 

recombinantes. 
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