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I. RESUMEN 

Las septinas (SEPT) son GTPasas involucradas en una amplia gama de 

procesos biológicos que incluyen citocinesis, arquitectura celular, ciliogenesis, 

apoptosis, etc. Para su función, necesitan ensamblarse en complejos 

oligoméricos de alto orden como filamentos, anillos o redes. Para estudiar 

estructuralmente los mecanismos que controlan el correcto ensamblaje se 

requiere de septinas puras. 

En la presente investigación se purificó por cromatografía de afinidad a cobalto 

(Co+2) Septina 5 (SEPT5) y Septina 8 (SEPT8), co-expresadas como un dímero 

en el sistema E. coli, usando HisTag en el amino-terminal de SEPT8. La 

purificación se refinó por cromatografía de exclusión molecular para eliminar 

otras proteínas e imidazol. La pureza de la proteína determinada por SDS-

PAGE fue de 95%. La identificación de SEPT5 y SEPT8 se realizó comparando 

su peso molecular con patrones estándares así como por espectrometría de 

masas MS-MS, determinando que: SEPT5 pesa 43 kD y SEPT8 56 kD. El 

rendimiento final obtenido fue de 1.5 mg/ 1L del dímero SEPT5SEPT8. Estas 

proteínas están aptas para emplearse en ensayos de cristalización del 

heterodímero SEPT5SEPT8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



 

II. INTRODUCCIÓN 

Septinas son proteínas globulares descubiertas por Hartwell, en un cultivo 

de Saccharomyces cerevisiae defectuosas en la citocinesis (1971). Debido a su 

relación con la formación del septo en el brote de la levadura en división, fueron 

denominadas Septinas. Estas proteínas se encuentran desde organismos 

ciliados hasta el hombre, no son halladas en plantas pero recientemente 

reportadas en algas como Chlorella variabilis Chlamydomonas, Volvox carteri 

entre otras (Yamazaki et al, 2013). 

La mayoría de las septinas presentan tres dominios: un dominio de unión a 

GTP (dominio G, con actividad GTPasa), un dominio amino-terminal que posee 

una región polibásica (que se une a la membrana celular) (Zhang et al, 1999) y 

un dominio carboxilo-terminal con enrollamiento en espiral (coiled coil).  

 

En humanos se han identificado 13 septinas las cuales fueron clasificadas en 

cuatro grupos basados en la estructura primaria (secuencia de aminoácidos) 

(Kinoshita, 2003; Pan et al, 2007) (Figura 01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 01. Organización estructural y clasificación de Septinas humanas. 



 

Esta conservada familia de proteínas juega un rol trascendente en la estructura 

de la célula (formando filamentos, anillos o redes). Así, las septinas están 

involucradas en una amplia gama de procesos biológicos incluyendo 

citocinesis, polaridad celular, barreras de difusión, arquitectura celular, 

espermatogénesis, exocitosis, ciliogenesis, fagocitosis, motilidad y apoptosis 

(Surka et al, 2002; Beites et al, 1999; Schmidt  Nichols, 2004; Kinoshita et al, 

2004; Bowen et al, 2011; Caudron  Barral, 2009; Hu et al, 2010). 

 

Para el ensamblaje de los filamentos se necesitan dos interfaces: la interface 

de dímero G que se da a través del sitio de unión al nucleótido de guanina y la 

interface de dímero NC a través de las regiones N y C terminal de septinas 

diferentes. Entender con exactitud los mecanismos moleculares que controlan 

el ensamblaje de filamentos simples y subsecuentemente la organización de 

filamentos de mayor orden, así como  conocer si existe un mecanismo 

intrínseco o extrínseco para el ensamblaje, representa uno de los más grandes 

desafíos en el estudio de las septinas ya que el incorrecto ensamblaje está 

ligado a enfermedades como alzhéimer, síndrome de down, párkinson y 

tumores. 

 

Para probar si el mecanismo es intrínseco, las septinas deben ser expresadas 

en un sistema heterólogo, en E coli  o levadura, y ensamblarse en ellos. En el 

grupo de Cristalografía y Biofísica del Instituto de Física de São Carlos (IFSC) 

de la Universidade de São Paulo, donde se ejecutó este trabajo, trabajan para 

entender los mecanismos moleculares que controlan el ensamblaje de la 

septinas co-expresando y purificando dímeros, trímeros y tetrámeros de 

septinas humanas.  

 

La septina 5 y septina 8 de plaquetas y neuronas se ensamblan como un 

heterodímero cuando fueron expresadas en el sistema de doble hibrido de 

levadura  (Martínez et al, 2004), este hallazgo apoyaría el mecanismo 

intrínseco. Sin embargo para confirmar este mecanismo se podría co-expresar 

estas dos proteínas en Escherichia coli (microorganismo que no expresa 

septinas).  

 

 

 



 

El estudio de este mecanismo requiere de una proteína pura, por lo que el 

objetivo de este trabajo fue la co-expresión del dímero SEPT5SEPT8, su 

purificación por cromatografía de afinidad a Co+2  y exclusión molecular, 

determinación de la pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) y la identificación de las proteínas purificadas por su peso molecular y 

espectrometría de masas MS-MS.  

 

III. ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

 

Descubrimiento y Clasificación 

 

Hartwell (1971), observó mutantes de Saccharomyces cerevisiae sensibles a 

temperatura incapaces de completar la citocinesis. En sus ensayos demuestra 

que las células desarrollan brotes alargados, replican el ADN y completan la 

división nuclear sin llegar a completar la división de la célula madre, resultando 

en células multinucleadas. Las mutaciones que presentaban estas levaduras 

estaban en los genes CDC3, CDC10, CDC11 y CDC12. 

 

Haarer  Pringle (1987), mediante experimentos de inmunofluorescencia 

reportaron que CDC12 forma un anillo filamentoso de 10 nm en el cuello del 

brote de la levadura Saccharomyces cerevisiae en división. 

 

Neufeld  Rubin (1994), identificaron el gen pnut en el surco de células en 

división, relacionado con los genes CDC de levadura. Mutantes de Drosophila 

en pnut, presentan fallas en la proliferación del tejido imaginal produciendo 

células multinucleadas. Además pnut mostró interacción con genes absentia 

requeridos para el desarrollo neuronal del ojo. 

 

Nakatsuru, Sudo & Nakamura (1994), reportaron la primera septina humana. 

Aislaron cADN de hCDC10, homologo a CDC10 de Saccharomyces cerevisiae. 

Este cADN contenía 1254 nucleótidos que codificaba una proteína de 418 

aminoácidos con un motivo de unión a GTP. Además hCDC10 mostró un 40-

50% de identidad con Diff6  de Drosophila y H5 de ratón, septinas previamente 

identificadas. 

 

 



 

Nguyen et al (2000), identificaron los genes UNC-59 y UNC-61 que codifican 

las septinas en Caenorhabditis elegans. Observaron que UNC-59 y UNC-61 se 

localizan en el surco de clivaje de células en división. Además que, para la 

ubicación correcta de una, es necesaria la presencia de la otra.  

 

Pan et al (2007), analizaron la relación filogenética entre 162 septinas de 

hongos, microsporidios y animales proporcionando una historia evolutiva de 

esta familia de proteínas, sugiriendo una modificación de la nomenclatura. 

Reportaron 5 grupos de septinas con ortólogos entre los reinos: Grupo 1 y 

Grupo 2 (con secuencias de hongos y humanos), Grupo 3 y Grupo 4 (con 

secuencias de hongos y microsporidios) y Grupo 5 (hongos filamentosos). 

Confirmaron motivos ya conocidos para septinas de G1, G3 y G4 además de 

reportar 4 nuevos motivos y 6 posiciones de aminoácidos únicos conservados 

en 86 -94% de las septinas.  

 

Cao et al (2007), mediante análisis filogenético y evolutivo demostraron que 

todas las septinas en metazoos pueden agruparse en 4 subgrupos. Así el 

homologo a todos los sub grupos, de Ciona instestinales, indica que la 

emergencia de estos ocurrió después de la divergencia de vertebrados e 

invertebrados y que la expansión de las septinas en vertebrados se produjo por 

duplicación de genes pre-existentes, motivo por el cual aparecieron nuevos 

subgrupos. Sugieren además, que las septinas de humano se formaron antes 

de la separación entre peces y vertebrados superiores. Y por último que las 

septinas humanas SEPT1, SEPT10, SEPT12 y SEPT14 tienen gran diferencia 

en su rango evolutivo. 

 

Arquitectura, ensamblaje y estudios estructurales 

 

Mendoza et al (2002), usando septina Sept2 recombinante de Xenopus, 

ensamblaron un filamento in vitro. Demostraron que el ensamblaje era 

dependiente de GTP, pero no requiere la hidrólisis de este (demostrado por un 

análogo a GTP: GTP-gamma-S), e independiente del dominio coiled-coil. Esta 

polimerización sugiere un mecanismo de ensamblaje cooperativo y que el 

crecimiento y estabilidad del filamento es regulado por el estado de nucleótido 

ligado.  

 

 



 

Casamayor  Snyder (2003), estudiaron el rol de cada dominio de septina 

Cdc11 de Saccharomyces cerevisiae. Reportaron que: los 3 dominios son 

importantes para su función en la citocinesis, la región básica para ligar 

fosfoinositoides, el colied-coil para la interacción con Cdc3 y Bem4, el dominio 

GTPasa para formar interacción Cdc11-septina y por último que la unión de 

GTP es indispensable para su función, localización y unión a lípidos de 

membrana. 

 

Versele et al (2004), realizaron estudios relacionados a la función e 

importancia del coiled-coil. Hallaron que: el coiled-coil de Cdc3 y Cdc12 es 

esencial para su función in vivo, la interacción de Cdc10 con Cdc3-Cdc12 es 

independiente del colied-coil, para la función in vivo de Cdc11 es indispensable 

el colied-coil. Además, por análisis de microscopía electrónica de complejos de 

septinas revelaron que Cdc3, Cdc11 y Cdc13 son necesarios y suficientes para 

la formación de filamentos heterólogos y la presencia de Cdc10 produce 

apareamiento entre filamentos. 

 

Hu et al (2005), expresaron, purificaron y cristalizaron SEPT1 humana 

recombinante (expresión en E. coli). Observaron que: SEPT1 tipo salvaje 

formaba agregados en la purificación, en SEPT1 mutada en 5 residuos (Ser19, 

Ser206, Ser307, Ser312 y Ser315) el grado de agregación disminuyó 

razonablemente. Obtuvieron cristales de SEPT1 mutante en 5 residuos, con 

una resolución de 2.5 Å.  

 

Farkasovsky et al (2005), estudiaron la importancia del nucleótido de guanina 

en la formación de filamentos de septinas de Saccharomyces cerevisiae. 

Observaron que el sitio de unión al nucleótido experimenta cambios drásticos 

durante la formación del filamento. Además, el dímero Cdc3-Cdc12 no forma 

filamentos. Para el caso de trímeros, la formación del filamento era estimulado 

por el nucleótido de guanina (sea GDP o GTP). 

 

Sirajuddin et al (2007), reportaron la primera estructura tridimensional de 

septinas humanas. Presentaron la estructura del dominio G de SEPT2 (3.4 Å) y 

del complejo heterotrimérico SEPT2-SEPT6-SEPT7 (4.0 Å). Revelaron que se 

forman interacciones entre los dominios G (interface G) y N - C terminal 

(interface NC) de septinas diferentes para el ensamblaje del filamento, así 

también que el coiled-coil no es indispensable para el ensamblaje del complejo.  



 

 

Bertin et al (2008), confirmaron por microscopía electrónica que el 

heterofilamento en S. cerevisiae se dispone de manera lineal y está formado 

por un octámero de septinas. Observaron el orden Cdc11–Cdc12–Cdc3–

Cdc10–Cdc10–Cdc3–Cdc12–Cdc11 en el filamento, denotándolo filamento 

apolar. Observaron que los filamentos se aparean paralelamente semejando 

rieles de ferrocarril, donde esta asociación esta mediada por los coiled-coil 

proyectados de Cdc3 y Cdc12 de cada filamento. 

 

Serrão et al (2011), purificaron, cristalizaron y resolvieron la estructura del 

dominio G de SEPT7. Mostraron que SEPT7 forma filamentos en el cristal 

empleando tanto las interfaces G y NC observada en el complejo SEPT2/6/7. 

Consideraron a la interface NC promiscua, ausente en el filamento, donde tal 

promiscuidad provee el potencial para permutar monómeros a lo largo del 

filamento. Por último sugieren que las interfaces G y NC son necesarias pero 

no suficientes para determinar el correcto ensamblaje de filamentos 

heterólogos.  

 

Zent et al (2011), cristalizaron y resolvieron la estructura de SEPT7 como 

dímero ligada a GTP. El dímero de SEPT7 estaba formado por la interface G, 

resultado con el cual proveen nuevo conocimiento para entender la dinámica 

de la interface G y además de proporcionar diferencias entre las propiedades 

de SEPT7 en comparación con el grupo de SEPT2. 

 

Macedo et al (2013), cristalizaron y describieron la estructura del dominio G y 

C-terminal de SEPT3 humana. Observaron en el cristal, que SEPT3 forma 

filamentos empleando las interfaces G y NC, reforzando las interacciones 

promiscuas observadas en SEPT7. Realizaron un análisis profundo de la 

interface G y NC de SEPT3-SEPT3 y reportan la tendencia de formar 

monómeros y su eficiencia en la hidrólisis del GTP. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Expresión y Purificación 

 

Field et al (1996), realizaron ensayos para comprobar que las septinas forman 

filamentos. Aislaron mediante inmunoafinidad un complejo de septinas de 

embriones de Drosophila. Mediante estudios hidrodinámicos sugieren que el 

complejo estaba formado por heterotrímeros. Observaron que al agregar GTP 

al complejo, este es hidrolizado. Con estos datos, y datos previos, ubican las 

septinas dentro de las GTPasas. 

 

Frazier et al (1998), aislaron por  cromatografía a afinidad de anticuerpo un 

complejo de septinas de levadura (Cdc3p, Cdc10p, Cdc11p y Cdc12p) que 

formaba filamentos in vitro. Además reforzaron la hipótesis de que septinas son 

el principal componente en el cuello del brote mediante deleción de CDC10 o 

CDC11, donde complejos aislados de estas células no formaban filamentos así 

como con imágenes de ME mostraron la usencia de filamentos en el cuello del 

brote. 

 

Bläser et al (2002), realizaron el primer estudio para evaluar la interacción 

entre SEPT5 y SEPT8. Confirmaron esta interacción en líneas celulares de 

leucemia humana usando ensayos de pull-down con la proteína de fusión 

KIAA0202-glutathione S-transferasa y por inmunoprecipitación del complejo 

CDCrel-1-KIAA0202 con anticuerpo anti-KIAA0202. Usando el sistema de 

expresión de doble-híbrido de levadura demostraron que CDCerl-1 (SEPT5) se 

asocia a KIAA0202 (SEPT8).  

 

Kinoshita et al (2002), comprobaron la clasificación de las septinas en 

mamíferos basada en su homología y su compatibilidad en la formación del 

complejo mediante la expresión de proteínas en el sistema de baculovirus. 

Observaron que: Sept1,  Sept2, Sept4  and  Sept5   pueden formar un complejo 

equimolar 1:1:1 con sept6-sept7, formando un filamento septx-sept6-sept7 

(x=1, 2, 4 o 5); sept6 puede ser reemplazada por  sept11, sept8 o sept10; sept7 

no es reemplazable y sept3 puede reemplazar a sept9 y sept12. Estos 

resultados sentaron las bases de las Reglas de Kinoshita para la formación de 

filamentos heterólogos.  

 

 



 

Sheffield et al (2003), co-expresaron en E. coli de manera estable un 

heterodímero de septinas de mamíferos y que la co-expresión de tres septinas 

se ensamblan en un filamento in vitro. Observaron que el ensamblaje de 

monómeros en heterodimeros es acompañado de la hidrolisis del GTP.  

 

Martínez et al (2004), estudiaron las interacciones entre SEPT4, SEPT5 y 

SEPT8 mediante el sistema de expresión de doble-híbrido en levadura. Los 

resultados muestran que se forma tanto interacciones homotípicas como 

heterotípicas. Para SEPT5 y SEPT8 reportaron que el ensamblaje es 

heterotípico y se da a través de la interface G mientras que para el homotípico 

la interface NC. Además, que para la localización celular apropiada de una era 

necesario la expresión de la otra proteína. 

 

Hall et al (2005), realizaron estudios de microarreglos para determinar el 

patrón de expresión de las septinas humanas. Identificaron a SEPT13 como un 

pseudogen de SEPT7, que las septinas se expresan en todos los tejidos pero 

en diferente patrón. Identificaron una gran variedad de isoformas. Además 

observaron que el patrón alterado de la expresión de septinas se relacionaba 

con enfermedades o tumores. 

 

Garcia et al (2006), expresaron en E. coli, en forma soluble, los dominios N-

terminal, dominio G y C-terminal, así como los dos últimos en conjunto, de 

SEPT4. Luego los purificaron por cromatografía de exclusión molecular. Con 

los dominios purificados realizaron ensayos de dicroísmo circular, 

espectroscopia de fluorescencia, DLC y dispersión de Rayos X de ángulo corto.  

 

Low & Macara (2006), co-expresaron SEPT2-SEPT6-SEPT7 en E coli y  

purificaron por cromatografía de exclusión molecular el complejo para realizar 

estudios de transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET) y 

técnicas de dispersión de luz de ángulo múltiple, caracterizando la 

conformación del filamento SEPT2-SEPT6-SEPT7. Observaron que SEPT6-

SEPT7 interactúan mediante el coiled-coil mientras que SEPT2-SEPT6 por sus 

dominios C-terminal.  

 

 

 

 



 

 

Souza & Barbosa (2010), expresan y purifican por cromatografía de afinidad y 

cromatografía de exclusión molecular SEPT8GC (con los dominios G y C 

terminal). Con la proteína pura, realizaron análisis de dicroísmo circular, 

análisis de gel filtración y DLS mostrando que se comporta como oligómero con 

predominancia de dímeros en solución. Mediante análisis bioinformático 

predicen que el dímero se ensambla por la interface G. 

 

Sandrock et al (2011), empleando el sistema de expresión de doble y tri-

híbrido en levadura identificaron un complejo heterotrimérico de septinas 

humanas. Observaron además que SEPT9 puede contribuir en el ensamblaje 

del heterotrímero. 

 

 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 . Materiales 

4.1.1 Material Biológico 

El material biológico estuvo conformado por cepas de Escherichia coli 

DH5 y Escherichia coli Rosetta (DE3) adquiridas de Novagen Laboratory.  

 
4.1.2 Población y Muestra de Estudio 

La población estuvo constituida por las proteínas Septinas de  humano. 

La muestra la conformaron Septina 5 y Septina 8; los genes que codifican para 

estas proteínas fueron obtenidos por PCR usando Primers específicos y el 

ADN genómico de una biblioteca de cerebro fetal humano producida en el 

Laboratorio de Biología Molecular – Grupo de Biofísica, Instituto de Física de 

São Carlos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

4.1 . Métodos 

4.2.1 Producción del plásmido  pRSF-DuetSEPT5SEPT8 

a. Amplificación del gen SEPT8 

La amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del gen 

SEPT8 se realizó a partir de ADN genómico procedente de una biblioteca 

de cerebro fetal humano. 

Los cebadores (primers) fueron diseñados por la Dra. Joci N. Macedo 

(Laboratorio de Biofísica – Instituto de Física de São Carlos, São Paulo - 

Brasil) añadiéndoles en los extremos, sitios de restricción para las enzimas 

restrictivas EcoRI y SalI para la inserción del gen SEPT8 en el plásmido 

pRSF-duet. Las secuencias de los oligonucleótidos fueron las siguientes: 

 

F-SEPT8 5´-GGAATTCGATGGCGGCCACCGACC-3´ 

R-SEPT8 5´CGTCGACTTAGTTCTTCTTGTCCTTGTCC-3´ 

 

Para preparar el mix de la PCR se utilizó el kit High Fidelity PCR Enzyme 

Mix de Thermo Scientific y se empleó el Termociclador Veriti® Thermal 

Cycler de Applied Biosystems (ver anexo 01). 

 

El fragmento correspondiente al SEPT8 amplificado fue visualizado por 

electroforesis en gel de agarosa al 1.0% (0.5 gr de agarosa, 50 mL de 

Buffer TBE 0.5x y 1.5 µL de Bromuro de etidio) en un transiluminador de luz 

ultravioleta de onda corta y fotografiado como se describe en el anexo 2, de 

acuerdo a Sambrook & Russell (2001). 

 

b. Ligación de SEPT8 en pGEM-T Easy y Transformación de E. coli 

DH5 

La banda del gen de SEPT8 (1290 bp) visualizada en el gel de agarosa 

fue ubicada con el ADN Marker, cortada con bisturí, pesada y colocada en 

un eppendorf (1 mL) para su posterior purificación según Mezei & Storts 

(1994) (ver anexo 3). 

El gen de SEPT8 purificado y cuantificado en el espectrofotómetro 

NanoDrop, fue ligado al plasmido pGEM-T siguiendo a Zhou et al (1995) 

usando el kit pGEM®-T Easy Vector Systems de Promega y la enzima T4 

ADN Ligasa de Fermentas Life Sciences (ver anexo 4).  



 

El producto de la ligación: pGEM-TSEPT8, se usó para transformar E. coli 

DH5 usando la técnica de Shock Térmico de acuerdo a lo establecido por 

Hanahan (1983) (ver anexo 5a). 

 

Las colonias transformadas de color blanco conteniendo el plásmido pGEM-

TSEPT8 fueron seleccionadas y cultivadas en 5 mL de caldo LB-ampicilina 

(100 mg/mL) y llevadas a 37 °C/180 rpm por 16 horas. A seguir, se 

procedió a purificar el plásmido pGEM-TSEPT8 usando el kit Wizard® 

Plus SV Minipreps ADN Purification System de Promega de acuerdo a 

Birnboim & Doly (1979) modificado (ver anexo 6). 

 

c. Digestión de pGEM-TSEPT8 y pRSF-DuetSEPT5 

Los plásmidos purificados pGEM-TSEPT8 y pRSF-DuetSEPT5 fueron 

digeridos con las enzimas restrictivas EcoRI (E) y SalI (S) como lo 

especificado por el fabricante (Fermentas Life Sciences) (ver anexo 7) 

obteniéndose los fragmentos: ESEPT8S y EpRSF-DuetSEPT5S, los cuales 

fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.0% teñido con 

bromuro de etidio y visualizado con UV de onda corta. Finalmente los 

fragmentos fueron purificados del gel como ya indicado (ver anexos 2 y 3). 

 

d. Ligación de ESEPT8S en EpRSF-DuetSEPT5S y Transformación de 

E. coli Rosetta (DE3) 

El plásmido pRSF-Duet presenta 2 Secuencias de Clonamiento Múltiple 

(MCS), donde se ligaron los genes SEPT5 y SEPT8: en el extremo 5´ del 

MCS1 se encuentra una secuencia de nucleótidos que codifica en el 

extremo N-terminal de la proteína una serie de 6 Histidinas conocida como 

cola de histidina (HisTag), que permite la purificación de la proteína por 

cromatografía de afinidad a Níquel o Cobalto. El gen de SEPT8 fue ligado 

en el MCS1 después de la secuencia HisTag, en el sitio EcoRI, codificando 

SEPT8 con HisTag. 

Los fragmentos purificados ESEPT8S y EpRSF-DuetSEPT5S con extremos 

compatibles (E, S) fueron ligados usando la enzima T4 ADN Ligasa de 

Fermentas Life Sciences (ver anexo 8), produciéndose el plásmido pRSF-

DuetSEPT5SEPT8.  

 



 

Este plásmido fue digerido con la enzima restrictiva PstI para verificar la 

inserción de los dos genes (SEPT5 y SEPT8) (ver anexo 7). La enzima PstI 

corta al gen de SEPT8 en el nucleótido 1013 y 1226 mientras que al gen de 

SEPT5 la corta en el nucleótido 1079. 

 

La bacteria E. coli Rosetta (DE3) fue transformada con el plásmido pRSF-

DuetSEPT5SEPT8 siguiendo el protocolo descrito en el anexo 5b. De las 

bacterias transformadas creciendo en agar LB-Kanamicina (30 µg/mL), 

Cloranfenicol (30 µg/mL) fueron seleccionadas al azar 10 colonias, a las 

cuales se les hizo PCR usando los cebadores para el gen SEPT8 (ver 

anexo 9). 

 

Los productos de la PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1.0 % 

teñido con bromuro de etidio. El fragmento de 1290 bp indicó que la colonia 

de la cual se hizo la PCR hospedaba al plásmido pRSF-

DuetSEPT5SEPT8. 

 

4.2.2 Co-expresión del dímero SEPT5HisTagSEPT8 en E. coli Rosetta 

(DE3) 

Para obtener masa bacteriana, una colonia de E. coli Rosetta (DE3) 

conteniendo el plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8 fue cultivada en 5 mL 

de caldo LB-K,C (pre-inoculo) y llevada a 37°C/180 rpm por 16 horas. 

Transcurrido este tiempo, los 5 mL de pre-inoculo fueron vertidos a un 1 L 

de caldo LB-K,C e incubado a 37°C/250 rpm hasta que se alcanzó la 

DO600= 0.5. Luego para inducir la expresión del dímero, se agregó Isopropil-

β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) para una concentración final de 0.4 mM y 

se incubó a 28°C/250 rpm por 16 horas. Para evaluar la proteína expresada 

se retiró 1 mL del cultivo antes y un 1 mL después de las 16 horas de 

aplicado el inductor. Las bacterias posteriormente fueron concentradas por 

centrifugación (en frascos de 500 mL) a 4°C/4500 rpm/40 min. El 

sobrenadante fue descartado y el pellet bacteriano resuspendido en 20 mL 

de buffer de lisis (25 mM de Tris, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM β-

Mercaptoetanol, 10% Glicerol, 50 mM ARG y 50 mM GLU; pH= 7,8). Para 

lisar las bacterias, se empleó un Sonicador Fisher Scientific Corporation 

como indicado por Jordi et al (1994). Después de la lisis bacteriana la 

solución resultante fue centrifugada a 4°C/11 000 rpm/30 min y el 



 

sobrenadante se filtró con Millipore (0.4 µm) para obtener una solución 

transparente conteniendo el dímero SEPT5HisTagSEPT8.  

 

Las muestras colectadas: 1mL antes del inductor, 1mL después del inductor 

y 20 µL del filtrado, fueron analizadas por electroforesis en gel de 

poliacrilamida denaturante al 12% (SDS-PAGE), teñido con Coomassie-

blue y decolorado con una solución de  Acético: Metanol: Agua (20 mL 

Acético: 180 mL Metanol: 200 mL Agua) de acuerdo a Sambrook & Russell 

(2001) (ver anexo 10a).  

 

4.2.3 Purificación del dímero SEPT5HisTagSEPT8 

a. Purificación por Cromatografía de Afinidad a Cobalto (Co+2) 

El extracto lisado (filtrado) conteniendo SEPT5HisTagSEPT8 se pasó 

por una Columna de 20 mL que contenía 1 mL de resina de Cobalto (Co+2) 

TALON His-Tag previamente equilibrada con buffer de lisis de acuerdo a 

Hochuli et al (1988) (ver anexo 11). La proteína ligada a la resina se 

removió con 2 mL de buffer de elusión (buffer de lisis e imidazol en una 

concentración final de 500 mM), tres veces. 

 

Las fracciones eluidas conteniendo el dímero fueron concentradas hasta un 

volumen final de 1 mL en un concentrador Amicon-Millipore de 30 kD de 

corte por centrifugación a 10°C/4000 rpm. Luego de la centrifugación el 

concentrado (P1) fue transferido a un eppendorf de 1 mL y guardado a -20 

°C. 

 

Para determinar el peso molecular de las proteínas SEPT5 y SEPT8 

eluídas como dímero, se preparó un gel SDS-PAGE 12% como indicado en 

el anexo 10a. Las muestras fueron aplicadas como lo muestra en anexo 

10b. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

b. Purificación por Cromatografía de Exclusión Molecular 

Después de la purificación por afinidad se obtuvo una solución del 

dímero SEPT5~HisTag~SEPT8 con abundante imidazol (en una 

concentración de 500 mM), el mismo que fue removido por cromatografía 

de exclusión molecular: P1 fue centrifugada  a 10°C/13 000 rpm/10 min y 

luego inyectada en el purificador ÄKTA purifier™ core systems acoplado 

con una columna Superdex 200 10/300 GL equilibrada con Buffer de 

purificación (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM β-

Mercaptoetanol, 10% Glicerol; pH= 7.8) siguiendo lo indicado por Porath  

Flodin (1959) (ver anexo 12). El purificador ÄKTA purifier™ core systems 

detecta y cuantifica la proteína (midiendo la absorbancia, A) a 280 nm. Así 

mismo, el purificador grafica el perfil de elución permitiendo tomar las 

fracciones conteniendo la proteína pura (P2). Las fracciones fueron 

evaluadas en su pureza por SDS-PAGE 12%. 

 

4.2.4 Identificación de las proteínas purificadas por Espectrometría de 

Masas MS-MS 

Las bandas correspondientes a SEPT5 y SEPT8 (P2) observadas en el 

gel de poliacrilamida fueron cortadas con bisturí y preparadas siguiendo el 

protocolo del Centro de Biotecnología Molecular Estructural (CEBEM – 

IFSC) (ver anexo 13). Del producto final de 100 µL de péptidos, para cada 

proteína, fueron inyectados 50 µL a un Micro-qTOF-II Mass Spectrometer 

(Bruker) aclopado a una columna de Cromatografía Líquida de Alta 

Eficiencia (HPLC). Los péptidos son separados por la HPLC (MS1), 

fragmentados en la cámara de colisión, ionizados y detectados para 

determinar la secuencia del péptido, a partir del peso molecular (relación 

masa/carga – m/z) y el orden en que salen del MS2. 

La secuencia de aminoácidos es procesada en una base de datos (BLAST 

– NCBI) para establecer su identidad. 

   

 

 

 

 

 



 

 

V. RESULTADOS 

 

5.1 . Producción del plásmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPT8 

El producto de la PCR del gen de SEPT8 se muestra en la figura 02. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La cuantificación del producto de la PCR recuperado del gel de agarosa y 

purificado (en un volumen de 25 µL), dio una concentración de 46 ng/µL 

medido en el NanoDrop. 

Se tomaron 3 µL del producto de la PCR y 1 µL del plásmido pGEM-T Easy (50 

ng/µL) para la ligación de SEPT8 a pGEM-T. Después de la ligación, se tomó 

10 µL del producto y se transformaron células competentes de E. coli DH5. 

Las colonias blancas que hospedaban al plásmido pGEM-TSEPT8 fueron 

seleccionadas para la extracción y purificación del plásmido, dando un 

rendimiento de 250 ng/µL. Los plásmidos pGEM-TSEPT8 (375 ng) y pRSF-

DuetSEPT5 (121.5 ng) digeridos con las enzimas restrictivas EcoRI y SalI 

rindieron los fragmentos ESEPT8S y EpRSF-DuetSEPT5S (ver figura 03).  

 

 

 

 

M 1 

SEPT8 (1290 bp) 

1500 

1000 

750 

Figura 02. Producto de la PCR del gen de SEPT8. M = Marcador de peso 

molecular; 1 = gen de SEPT8. La flecha indica el tamaño correspondiente 

a 1290 bp. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03. A. Digestión del plásmido pGEM-TSEPT8 con EcoRI y SalI. M = 

Marcador de peso molecular; A, B y C = Colonias de E. coli transformadas con el 

plásmido pGEM-TSEPT8. Plásmido pGEM-TSEPT8: 1 = digerido con las 

enzimas EcoRI y SalI y 2 = sin digerir. La flecha señala la banda correspondiente 

a 
E

SEPT8
S

. B. Digestión del plásmido pRSF-DuetSEPT5 con EcoRI y SalI. M = 

Marcador de peso molecular; 1 = sin digerir; 2 = digerido con las enzimas EcoRI y 

SalI. La banda correspondiente al carril 2 representa al plásmido linearizado. 
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El fragmento ESEPT8S (130 ng) ligado al plásmido linearizado  EpRSF-

DuetSEPT5S (40 ng) generó el plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8. La 

formación de este plásmido se confirmó por digestión enzimática y PCR: la 

digestión con la enzima PstI generó fragmentos de 213 nucleótidos (parte de 

SEPT8), 1311 nucleótidos (64 de SEPT8, 168 del plásmido y 1079 de SEPT5) 

y 4705 nucleótidos (1013 de SEPT8, 31 de SEPT5 y 3661 del plásmido). Luego 

con el plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8 se transformó células de E. coli 

Rosetta (DE3) y se ejecutó la PCR de colonias usando los cebadores para el 

gen de SEPT8 (Figura 04).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M      1      2      3      4      5     6       7      8      9     10 

SEPT8 
1500 

Figura 04. A. Digestión del plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8 con la enzima 

restrictiva PstI. M = Marcador de peso molecular; 1,2 y 3 = plásmidos digeridos con 

la enzima PstI.  Las flechas señalan los fragmentos obtenidos por la digestión. B. 

Producto de la PCR del gen SEPT8 de colonias de E. coli transformadas con el 

plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8. La flecha muestra las colonias que 

hospedan el plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8. 
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5.2 . Expresión del dímero SEPT5~HisTag~SEPT8 en E. coli Rosetta (DE3) 

Luego de 16 horas de agregado el inductor, las células de E. coli Rosetta 

(DE3) expresaron el dímero SEPT5HisTagSEPT8, como se observa en el 

gel SDS-PAGE de la figura 05: HisTagSEPT8 con 56 kD y SEPT5 con 43 kD. 

La proteína total producida por la bacteria (filtrado) fue de 22.58 mg/20 mL; del 

análisis visual del gel se calcula que la expresión de SEPT8 y SEPT5 están en 

una proporción aproximada de 1:1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 . Purificación  e Identificación del dímero SEPT5~HisTag~SEPT8 

La proteína total obtenida en el filtrado purificada por cromatografía de 

afinidad a cobalto (Co+2) rindió 7.48 mg/6 mL, cuantificada en el NanoDrop. El 

patrón de bandas en el gel SDS-PAGE de las proteínas purificadas, indica que 

SEPT8 y SEPT5 se encuentran aproximadamente en una proporción de 2:1 

respectivamente (Figura 06). 

Las proteínas eluídas en 6 mL concentradas hasta un volumen final de 1 mL se 

inyectaron a la columna Superdex 200 10/300 del purificador ÄKTA obteniendo 

el cromatograma mostrado en la figura 07 A. Las fracciones 6-7, 7-8, 8-9, 9-10,  

M       NI        I          F 

66 kD 

59 kD 

45 kD 
SEPT8 - 56 kD 

SEPT5 - 43 kD 

Figura 05. SDS-PAGE de la expresión del Dímero SEPT5HisTagSEPT8. M = 

Marcador de peso molecular; NI = Bacteria no inducida con IPTG; I = Bacteria 

inducida con IPTG; F = Lisado bacteriano filtrado. Las flechas señalan a las 

proteínas SEPT5 y SEPT8 expresadas por E. coli Rosetta (DE3). 



 

11-12, 12-13, 14-15, 15-16 y 16-17 se evaluaron en su pureza por SDS-PAGE 

(Figura 07 B), observándose en las primeras siete fracciones SEPT5 y SEPT8 

mientras que en las fracciones 8 y 9 (15-16 y 16-17) sólo SEPT8. Además las 

fracciones 7-8, 8-9, 9-10, 11-12 y 12-13 presentan mayor concentración del 

dímero purificado; las bandas de las dos últimas fracciones muestran que 

SEPT8 se encuentra en concentración similar  a la banda de la fracción 9-10 

pero sin la presencia de SEPT5, esto corrobora el hallazgo previo de que 

SEPT8 es producida en más concentración que SEPT5 (Figura 06). Se obtuvo 

un rendimiento de 1.5 mg del heterodímero contenido en el pico II. 

 

Las bandas cortadas del gel de la figura 7 B, preparadas y analizadas por 

espectrometría de masas MS-MS, dieron una cobertura de 36% para SEPT5 y 

de 28% para SEPT8 mientras que para ambas la identidad fue de 100% (ver 

Figura 08). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 M       F      NL      L1      L2       E1      E2     E3 

66 kD 

59 kD 

45 kD SEPT8 

SEPT5 

Figura 06. SDS-PAGE de la purificación por cromatografía de afinidad a cobalto 

del dímero SEPT5HisTagSEPT8. M = Marcador de peso molecular; F = lisado 

bacteriano filtrado; NL = proteínas no ligadas a la columna; L1 y L2 = lavados de la 

columna con buffer de lisis (BL) y BL + 5 mM de imidazol, respectivamente; E1, E2 

y E3 = elusión del dímero SEPT5HisTagSEPT8 de la columna con buffer de lisis 

+ 500 mM de imidazol. Las flechas muestran las proteínas componentes del 

dímero purificadas. 
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Figura 07. Purificación por cromatografía de exclusión molecular de 

SEPT5HisTagSEPT8 eluida de la resina de cobalto. A. Cromatograma: el pico I 

corresponde a un agregado proteico de SEPT5 y SEPT8, el pico II al dímero SEPT5-

SEPT8, el pico III a SEPT8 y el pico IV al imidazol.  B. SDS-PAGE. M = Marcador de peso 

molecular; 6-7, 7-8, 8-9, 9-10, 11-12, 12-13, 14-15, 15-16 y 16-17 = fracciones eluidas 

evaluadas en su pureza. Las flechas indican las proteínas SEPT5 y SEPT8 purificadas. 
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Coincidencia con: gi  9945439  Score: 416 

septin-5  Homo sapiens  
Peso Molecular (Mr) : 43214 ;  valor de pI calculado: 6.21 

Búsqueda en NCBI - BLAST  de gi  9945439  
Modificaciones fijas: Carboximetil (C) 

Modificaciones variables: Oxidación (M) 

Escisión por tripsinización: corta los extremos c-terminal de K y R a menos que 
el siguiente residuo sea P. 
Cobertura de la secuencia: 36% 

*Los péptidos coincididos se muestran en rojo a continuación: 
 
 
 
 
 
 
 
 

Coincidencia con: gi  149363689  Score: 650 

septin-8 isoforma a  Homo sapiens  
Peso Molecular (Mr) : 56246 ;  valor de pI calculado: 5.89 

Búsqueda en NCBI - BLAST  de gi  149363689  
Modificaciones fijas: Carboximetil (C) 

Modificaciones variables: Oxidación (M) 

Escisión por tripsinización: corta los extremos c-terminal de K y R a menos que 
el siguiente residuo sea P. 
Cobertura de la secuencia: 28% 

*Los péptidos coincididos se muestran en rojo a continuación: 

Figura 08. Resultado de búsqueda Mascot obtenido del análisis de espectrometría MS-MS. 

La figura ilustra la cobertura (número de aminoácidos identificados del total de la proteína 

referente) e identidad (los aminoácidos idénticos a sus pares en el molde) de los péptidos 

derivados de SEPT5 y SEPT8. Los aminoácidos mostrados en rojo son detectados por la 

espectrometría de masas MS-MS. 



 

VI. DISCUSIÓN 

 

Para realizar estudios estructurales de proteínas por cristalización se requiere 

producir material puro (95 – 99%), estructuralmente homogéneo y en 

cantidades suficientes para los ensayos de cristalización, considerando que la 

cristalización es un proceso de acierto-error. La pureza del 95%, finalizado el 

proceso de purificación, es aceptable si el 5% remanente fueran impurezas 

inocuas. No obstante aún estas impurezas podrían ser biológicamente activas y 

causar problemas significativos cuando la proteína fuera usada para fines de 

investigación o terapéutico.  

La obtención de proteínas por purificación puede ser a partir de fuente natural 

(a partir de células, tejidos, órganos y organismo) o por sistema de expresión 

heteróloga usando la técnica del ADN recombinante (E. coli, Pichia pastoris, 

Baculovirus, cultivos de células y tejidos vegetales o animales). La tecnología 

del ADN recombinante desarrollada en las últimas décadas ha revolucionado la 

producción de proteínas en gran cantidad. Así, las proteínas son producidas de 

tal forma que facilitan su purificación. Las estrategias para expresar las 

proteínas de interés científico y comercial están detalladamente descritas y 

documentadas en manuales (Molecular Cloning - Maniatis, Fritsch y Sambrook, 

1982; Guide to Baculovirus Expression Vector Systems, 1996; Molecular 

Cloning Ed. 3 - Sambrook & Russell, 2001; Manual pET - Novagem, 2003; 

Pichia Expression Kit – Invitrogen, 2010).  

En la presente investigación expresamos con éxito las proteínas humanas 

Septina 5 y Septina 8, usando el sistema de expresión heteróloga E. coli 

Rosetta (DE3) – plásmido bicistrónico pRSF-Duet, con una cola de 

polohistidina (HisTag) lo que nos facilitó la purificación. Para disruptar la célula 

y liberar la proteína producida empleamos la ultrasonicación, finalmente 

obteniéndose un rendimiento de proteínas totales producida por la bacteria de 

22.58 mg/1 L (Figura 05).  

El uso de Tag para la purificación es tema de debate, pues se discute si esta 

puede alterar la estructura de la proteína dificultando su cristalización, sin 

embargo hay muchos ejemplos de proteínas cristalizadas con una gran 

variedad de Tags, desde la más usada corta HisTag hasta Tag polipeptidicas 

sustanciales. (Terker, 2003; Carson, 2007; Bornhorst  Falke, 2010). La 

HisTag nos permitió comprobar, en el proceso de purificación por cromatografía 

de afinidad, que Septina 5 y Septina 8 son co-expresadas como un dímero. 

Otro punto de debate es si la últrasonicación, para discruptar la célula y liberar 



 

la proteína, afecta o no la estructura de la proteína obstaculizando su 

cristalización. Se atribuye que la ultrasonicación puede inducir un 

desplegamiento y la formación de filamentos amiloides mediante la 

desestabilización de la estructura de la proteína, sin embargo de forma similar 

esta desestabilización es inducida por cambios covalentes en la estructura, 

aumentando la temperatura, pH extremo y la adición de alcoholes (Stathopulos, 

2004).  

 

El dímero SEPT5SEPT8 fue purificado en dos pasos: primero por 

cromatografía de afinidad a cobalto, técnica ampliamente usada para purificar 

con alto rendimiento proteínas a las que se les adiciona colas de polihistidina - 

HisTag (Bolanos-Garcia  Davies, 2006; Block et al, 2009; Magdeldin  Moser, 

2012); aquí fueron removidos impurezas, otras proteínas, ácidos nucleicos y 

lípidos. La proteína finalmente es eluida con alta concentración de imidazol 

(500 mM) por lo que fue necesario un segundo paso de purificación por 

cromatografía de exclusión molecular, para obtener una proteína libre de 

imidazol y otras proteínas no deseadas ricas en ARG, HIS y LIS (Figura 06) 

para así tener aproximadamente 95% de pureza necesaria para la 

cristalización. Estas proteínas contaminantes pueden ser eluidas en la 

cromatografía de afinidad por un gradiente de imidazol (0 – 500 mM).  

Si bien la identificación de SEPT5 y SEPT8 fue establecida por el peso 

molecular, sin embargo la identificación definitiva sin lugar a dados fue por 

espectrometría de masas MS-MS (Figura 06 y Figura 08). 

 

La pureza de SEPT5 y SEPT8 que forman un dímero fue evaluada en todo el 

proceso de purificación por electroforesis denaturante en gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) (Shapiro et al, 1967; Weber  Osborn, 1969; Laemmli, 1970; 

Walker, 2002). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran sin lugar a 

dudas que SEPT5 y SEPT8 fueron co-expresadas y ensambladas como un 

heterodímero, hecho que fue reportado por primera vez por Bläser et al (2002). 

Esto se evidencia con la visualización de dos bandas en la fracción eluida de la 

Figura 06 y Figura 07, lo que estaría indicando que SEPT8 (con la HisTag en 

su región amino-terminal) se une fuertemente a SEPT5 formando un dímero. 

Lo que no se puede elucidar es que tipo de enlace forman y que aminoácidos 

estarían involucrados en el ensamblaje, esto será esclarecido cuando la 

proteína sea cristalizada y analizado su mapa de densidad electrónica.  



 

Si bien SEPT8 se expresa aproximadamente dos veces más que SEPT5, no 

podemos afirmar si SEPT5 y SEPT8 forman homodímeros (SEPT5SEPT5, 

SEPT8SEPT8) luego de la expresión y/o durante la purificación, como lo han 

reportado Martinez et al (2004) y Macedo (2010) en el sistema de expresión de 

doble-híbrido de levadura. 

 

Por otro lado el cromatograma de la cromatografía de exclusión molecular nos 

permitió analizar por el peso molecular el estado oligomérico de SEPT5 y 

SEPT8: SEPT5 y SEPT8 contenidas en el  pico II serían las mejores 

candidatas para los test de cristalización ya que estarían en el estado de  

heterodímero (aprox. 100 kD), no así el pico I donde se encuentran agregados 

oligoméricos (> 669 kD). 

 

 

VII. CONCLUSIONES 

 

➢ El sistema de expresión E. coli Rosetta (DE3) fue el apropiado para que 

SEPT5 y SEPT8 fueran co-expresadas como un heterodímero: 

SEPT5SEPT8. 

 

➢ Se purificó el dímero SEPT5SEPT8 con una pureza del 95% 

determinada por electroforesis denaturante en gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE). 

 

➢ SEPT5 y SEPT8 conformantes del dímero fueron identificadas por su 

peso molecular en SDS-PAGE y por espectrometría de masas MS-MS. 

 

➢ SEPT5 y SEPT8, un heterodímero puro, eluidas en las fracciones 

correspondiente al  pico II de la cromatografía de exclusión molecular 

serían usadas para los test de cristalización.  

 

 

 

 

 

 



 

VIII. RECOMENDACIONES 

 

➢ Co-expresar SEPT5 y SEPT8 en el mismo sistema de expresión (E. coli 

Rosetta (DE3) y plásmido pRSF-Duet) codificados en mismo ARN 

mensaje, para esclarecer el ensamblaje del heterodímero. 

 

➢ Optimizar la expresión de SEPT5 y SEPT8 considerando los 

parámetros: cepa de E. coli (BL21, Origami, etc), medio de cultivo, pH, 

temperatura, concentración del inductor y técnica de disrupción de la 

célula. 

 

➢ Realizar un análisis computacional (modelamiento por homología) de la 

interacción SEPT5SEPT8 que serían confirmados por análisis del 

mapa de densidad electrónica. 
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X. ANEXOS 

1. Protocolo de la PCR para el gen SEPT8 

Según kit High Fidelity PCR EnzymeMix – Thermo Scientific. 

 

 

Tabla 01: Reacción en Cadena de la Polimeraza (PCR) 

Buffer 10X High Fidelity PCR (con 15 mM MgCl2) 5 µL 

dNTP Mix, 2 mM de cada uno 5 µL 

Forward primer (1 µM) 1 µL  

Reverse primer (1 µM) 1 µL  

Template de ADN: 

ADN genómico (5 ng) 

 

1 µL 

Mix de enzimas Taq High Fidelity PCR (1.25 – 2.5 U) 0.3 µL 

Agua libre de nucleasas hasta 50 µL 

 

 

 

 

Tabla 02: Programa para la PCR 

Paso Temperatura, 

°C 

Tiempo Número de 

Ciclos 

Denaturación 

inicial 

95 1,5 min 1 

Denaturación 95 45 s 35 

Annealing 60 30 s 

Extensión 72 1,5 min 

Extensión final 72 10 min 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % 

Procedimiento 

✓ Agregar 0.2 g de agarosa en 20 mL de buffer TBE  (Trizma base 90 mM 

+ Bórico 90 mM + EDTA  2,5 mM) y hacer hervir hasta disolver por 

completo la agarosa.  

✓ Dejar enfriar, mezclar con 20 µg de bromuro de etidio y verter al puente 

horizontal, colocar inmediatamente el peine para formar los pozos 

donde se aplicarán la muestra. Una vez gelificado el agar se procede a 

retirar el peine. 

✓ Luego el puente se deposita en la cámara electroforética horizontal y se 

procede a llenar los reservorios de la cámara con buffer hasta cubrir el 

gel. 

✓ A seguir se colocan las muestras y el marcador de peso molecular de 

ADN en los pozos del gel. 

Muestras = 10 µL de muestra + 2 µL de buffer de corrida 

Marcador de pesos molecular = 2 µL 

✓ Una vez aplicada las muestras se conecta la cámara electroforética a la 

fuente poder con el programa 80V y 35mA, hasta que el indicador de 

corrida esté a un centímetro del extremo. 

✓ Terminada la corrida el gel se coloca en el transiluminador UV (254 nm-

short wave) y se analizan las bandas comparandolas con el patrón del 

marcador de peso molecular. 

 

3. Extracción y Purificación de ADN del gel de Agarosa 

Según Promega: Wizard® SV Gel and PCRClean-Up System. 

 

✓ Agregar igual volumen en peso del gel (producto de PCR) de 

Membrane Binding Solution en un tubo eppendorf. 

✓ Llevar a 65° C/ 10 min.  

✓ Colocar un SV Minicolumn en un tubo colector. 

✓ Transferir el producto de PCR a la SV Minicolumn e incubar 1´a T° 

ambiente. Centrifugar a 16 000 x g / 1 min. (repetir paso) 

✓ Remover la SV Minicolumn y descartar el líquido del tubo colector. 

Retornar la SV Minicolumn sobre el tubo colector. 

✓ Lavar la columna con 700 µL de Membrane Wash Solution. Centrifugar 

a 16 000 x g / 1 min. Remover la SV Minicolumn y descartar el líquido 

del tubo colector. Retornar la SV Minicolumn sobre el tubo colector. 



 

✓ Repetir el paso pero con 250 µL de Membrane Wash Solution. 

Transferir a un tubo colector limpio. 

✓ Agregar 25 µL de Nuclease-Free wáter y guardar a -20° C. 

 

 

4. Reacción de ligación de producto de PCR (SEPT8) en pGEM-T 

Según Promega para pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems. 

 

Tabla 03: Solución para la ligación de SEPT8 en pGEM-T 

Componentes de la Reacción Volumen 

Buffer de Ligación 2X 5 µL 

Vector pGEM-T Easy (50 ng) 1 µL 

Producto de la PCR (150 ng) 3 µL 

ADN ligasa T4 (3 U/ µL) 1 µL 

Agua libre de nucleasas  hasta 10 µL 

*Incubar a -12° C por 16 h.  

 

5. Transformación bacteriana  

Protocolo según Hanahan (1983). 

 

a. Transformación bacteriana por Shock termo-osmótico de E. coli DH5 con 

el plásmido pGEM-TSEPT8. 

✓ Agregar a un eppendorf estéril 10 µL de la reacción de ligación y 200 µL 

de Stock de E. coli DH5α. Incubar en hielo 20 min. 

✓ Shock Térmico: pasado los 20 min, transferir el tubo eppendorf por 1 

min/ 42° C y luego por 1 min 30 s/ hielo. 

✓ Por último agregar 500 µL de medio LB líquido e incubar a 37° C/ 1h. 

 

*Preparación de placa con agar LB conteniendo: 

• 0.2 mM IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosido) 

• 50 µg/mL de Ampicilina (AMP) 

• 0.04 mg/mL de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil- β-D-

tiogalactopiranosido) 

• Se agrega: 20 µL de IPTG, 80 µL X-GAL y 20 µL de AMP a 20 

mL de Agar LB. Dejar gelificar el agar.  



 

 

✓ Pasada la hora sembrar, usando el asa de drigalsky, E. coli DH5 en 

placa con agar LB para identificar las colonias hospedantes del 

plásmido pGEM-TSEPT8. 

✓ Finalmente incubar a 37° C. 

 *Para identificar las colonias con el inserto pGEM-T/SEPT8: 

✓ Colonias Azules: pGEM-T (Negativo) 

✓ Colonias Blancas: pGEM-TSEPT8 (Positivo) 

 

b. Transformación bacteriana por Shock termo-osmótico de E. coli Rosetta 

(DE3) con el plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8 

 

✓ Agregar a un eppendorf estéril 20 µL de la reacción de ligación y 200 

µL de Stock de E. coli Rosetta (DE3). Incubar en hielo 20 min. 

✓ Shock Térmico: pasado los 20 min, transferir el tubo eppendorf por 1 

min/ 42° C y luego por 1 min 30 s/ hielo. 

✓ Por último agregar 500 µL de medio LB líquido e incubar a 37° C/ 1hr. 

 

*Preparación de placa con agar LB conteniendo: 

• 30 µg/mL de Kanamicina (KAN) 

• 30 µg/mL de Cloranfenicol (CLO) 

 

✓ Pasada la hora sembrar, usando el asa de drigalsky, E. coli Rosetta 

(DE3) en placa con agar LB. 

 

✓ Finalmente incubar a 37° C. 

 

*Sólo crecerán las colonias hospedantes al plásmido pRSF-

DuetSEPT5SEPT8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6. Protocolo para la extracción y  purificación de Plásmido según Birnboim 

& Doly (1979) modificado. 

 

✓ Centrifugar 1-5 mL de Cultivo bacteriano 10 000 x g/ 5 min. Descartar el 

sobrenadante. 

✓ Agregar 250 µL de Cell Resuspension Solution y resuspender el pellet 

✓ Agregar 250 µL de Cell Lysis Solution y mezclar por inversión 4 veces. 

Incubar a temperatura ambiente 5 min. 

✓ Agregar 10 µL de Alkaline Protease Solutiony y mezclar por inversión 4 

veces. Incubar a temperatura ambiente 5 min. 

✓ Agregar 350 µL de Neutralization Solution y mezclar por inversión 4 

veces. 

✓ Centrifugar a 16 000 x g/10 min a temperatura ambiente. 

 

*Preparar el Spin Column y el tubo colector de 2 mL para cada muestra. 

 

✓ Transferir el lisado aclarado al Spin Column. Evitar transferir el 

precipitado blanco al Spin Column. 

✓ Centrifugar a 16 000 x g/1 min a temperatura ambiente. Remover el 

Spin Column y descartar el fluido del tubo colector, reinsertar el Spin 

Column al tubo colector. 

✓ Agregar 750 µL de Column Wash Solution al Spin Column. Centrifugar 

a 16 000 x g/1 min a temperatura ambiente. Remover el Spin Column y 

descartar el fluido del tubo colector, reinsertar el Spin Column al tubo 

colector. 

✓ Repetir el paso con 250 µL de Column Wash Solution y Centrifugar 2 

min. Transferir el Spin Column a un eppendorf estéril. 

✓ Eluir el ADN con 65 µL de Nuclease-free wáter y centrifugar a 16 000 x 

g/1 min a temperatura ambiente. Descartar el Spin Column. 

✓ Guardar a -20° C. 

 

 

 

 

 



 

7. Digestión con las enzimas restrictivas EcoRI y SalI de los plásmidos 

pGEM-TSEPT8 y pRSF-DuetSEPT5 y con la enzima restrictiva PstI del 

plásmido pRSF-DuetSEPT5SEPT8. 

Protocolo según Fermentas LifeSciences. 

 

Tabla 04: Solución para la digestión 

ADN - plásmido ( 200 ng/µL) 1.5 µL 

10 X Buffer Tango™ 1 µL 

Enzima (EcoRI, SalI o PstI – 5 U/µL) 0.3 µL 

Agua libre de nucleasas hasta 10 µL 

*Incubar a temperatura ambiente por 3 h. 

 

 

8. Ligación de ESEPT8S en EpRSF-DuetSEPT5S 

Según Promega para pGEM®-T modificado. 

 

Tabla 05: Solución para la ligación de ESEPT8S en EpRSF-DuetSEPT5S. 

Componentes de las Reacción Volumen 

Buffer de Ligación 10X 5 µL 

EpRSF-DuetSEPT5S (40 ng) 2 µL 

ESEPT8S (130 ng) 7 µL 

ADN ligasa T4 (3 U/ µL) 1 µL 

Agua libre de nucleasas   hasta 20 µL 

*Incubar a -12° C por 16 h.  

 

 

 

 

 

 



 

9. PCR de SEPT8 de colonias hospedantes del plásmido pRSF-

DuetSEPT5SEPT8 

 

✓ Preparar una placa con 30 µg/mL de Kanamicina y 34 µg/mL de 

cloranfenicol y dividir en 10 cuadrantes.  

✓ Con un mondadientes estéril disolver una colonia en 20 µL de agua 

estéril dentro de un eppendorf. (seleccionar 10 colonias al azar) 

✓ Colocar 1µL de la colonia disuelta en un cuadrante. Incubar a 37° C/10 

h. 

✓ Calentar a 95° C/10 min los 19 µL restantes. 

✓ Realizar una PCR usando como muestra el ADN extraído en los 19 µL 

de cada una de las muestras según el protocolo 1. 

✓ Finalmente se seleccionan las colonias de las cuales la PCR salió 

positiva y se transforman bacterias E. coli Rosetta (DE3) para la 

expresión de las proteínas. 

 

10.  Electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE) al 12% 

 

A. Procedimiento para preparar gel de poliacrilamida con SDS. 

✓ Se prepara un gel con 11 x 9 cm de dimensión, 2 mm de grosor y 10 

pozos siguiendo los pasos de la tabla 06. 

 

Tabla 06: Preparación de SDS-PAGE 

Gel de Poliacrilamida 

 Gel de 

Stacking 

Gel de Resolución 

Volumen total, mL 10 30 30 30 30 30 

% de Acrilamida 4.5 7.5 10 12.5 15 20 

Acrilamida/bisacrilamida 

(30/0.8 P/V) 

1.5 7.5 10 12.5 15 20 

SDS 10%, mL 0.1 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

Tris-HCl 3M, pH 8.9, mL  3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 

Tris-HCl lM, pH6.8, mL 1.25      

Agua destilada, mL 7.1 8.3 15.8 13.3 10.8 5.8 

TEMED, L 5 15 15 15 15 15 

PERSA-10, L 50 150 150 150 150 150 



 

✓ Una vez preparado el gel se lleva a una mini-cámara electroforética 

vertical de Bio-Rad. Se agrega el buffer de corrida hasta cubrir el gel y 

luego se retira el peine cuidadosamente. 

✓ A seguir el marcador de peso molecular y las muestras son aplicadas 

(20 µL) a los pozos del gel. 

Preparación de la muestra: La muestra (20 µL) se mezcló con 10 µL del 

buffer de muestra, se homogenizó por re-pipeteo y luego 

desnaturalizada en baño maría hirviendo.  

✓ Se conectó la cámara a la fuente poder y se corrió a 120 V por 1 hora 

30 min.  

✓ Después de la corrida, el gel fue teñido con una solución de Coomassie-

blue por 5 min y decolorado con una solución de  Acético: Metanol: 

Agua (10 mL Acético y 90 mL Metanol: Agua). 

 

B. SDS-PAGE de purificación por cromatografía de afinidad a cobalto (Co+2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M= Marcador de peso molecular, F = Filtrado, NL = Proteína no ligada, L1 = 

Lavado 1, L2 = Lavado 2, E1 = eluida 1, E2 = eluida 2 y E3 = eluida 3. 

 

 

 

 

 

 

        

M       F      NL    L1     L2     E1    E2     E3 



 

11.  Purificación por cromatografía de afinidad a cobalto (Co+2) del dímero 

SEPT5HisTagSEPT8 

 

✓ Lavar la columna 3 veces con Agua MiliQ.  

✓ Equilibrar la columna con 5 volúmenes de buffer de lisis. 

✓ Pasar el filtrado por la columna. 

✓ Realizar las lavadas respectivas: 

o Lavada 1: 50 mL buffer de lisis 

o Lavada 2: 50 mL buffer de lisis + 5 mM Imidazol 

✓ Elución 

o Elución 1: 2 mL Buffer de lisis + 500 mM Imidazol 

o Elución 2: 2 mL Buffer de lisis + 500 mM Imidazol 

o Elución 3: 2 mL Buffer de lisis + 500 mM Imidazol 

 

12.  Purificación por cromatografía de exclusión molecular del dímero 

SEPT5HisTagSEPT8 

 

La cromatografía de exclusión molecular se realizó con el purificador ÄKTA 

purifier™ core systems acoplado con una columna Superdex 200 10/300 GL, 

moestrado abajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buffers 

Columna cromatográfica 

Sistema detector 
Punto de aplicación 



 

Primero se lavó tanto las bombas como la columna con buffer de purificación. 

Se elige en el software del equipo (UNICORN) los parámetros de flujo y presión 

específicos para la columna Superdex 200 10/300: 0.5 mL/ min de flujo y 1.75 

pa de presión. A seguir se inyecta la muestra, 1 mL concentrado obtenido de la 

cromatografía de afinidad, esperando que las proteínas se eluyan según 

programado automáticamente. Las proteínas son detectadas por un sistema de 

254, 260 y 280 nm. El resultado final es el perfil cromatográfico y los tubos 

conteniendo las fracciones. 

 

13.  Espectrometría de Masas 

 

Protocolo según Centro de Biotecnología Molecular Estructural – IFSC. 

➢ Día 1: 

 

✓ Decolorar y retirar el SDS de las bandas con 400 µL de Solución 

50% Acetonitrila (ACN) en 100 mM de Bicarbonato de Amonio 

(BAm). 

*Repetir paso 3X (15 min intervalo) hasta que las bandas estén 

claras. 

✓ Deshidratar las bandas con 200 µL de ACN 100%. Incubar 5 min 

a T° ambiente. Remover la ACN y repetir el paso. 

✓ Evaporar el resto de ACN en Speed Vac 2-3 min. 

✓ Agregar 0,5 µg de Tripsina en 50mM de BAm y dejar 30 min en 

hielo. *La solución tiene que cubrir el gel. 

✓ Agregar igual volumen de 50 mM BAm e incubar 37° C/16 hrs. 

 

➢ Día 2: 

*No remover la solución de BAm del día anterior. 

 

✓ Extracción: Agregar 10 µL de Solución de extracción 1- Incubar 

10 min a T° ambiente; dar un Spin y colocar el sobrenadante el 

otro tubo estéril. 

✓ Agregar 12 µL de Solución de extracción 2 (hasta 30 µL). 

Incubar 10 min T° ambiente; dar un Spin y colocar el 

sobrenadante en el tubo estéril previo (el que tiene el primer 

extracto). *Repetir paso 



 

✓ Evaporar la muestra en Speed Vac hasta 100 µL. 

✓ Almacenar la muestra a -20° C hasta día del análisis. 

 

*Solución de extracción 1: Acido fórmico 5% 

*Solución de extracción 2: Acido fórmico 5% en 50% ACN  





CONSTANCIA DE APROBACIÓN DE ORIGINALIDAD DE TESIS 

 

Yo, Pedro Jorge Chimoy Effio, Asesor de tesis del Bachiller Diego Antonio 

Leonardo Cabrejos, 

Titulada:  Purificación del dímero Septina 5 (SEPT5) ~ Septina 8 (SEPT8), luego 

de la revisión exhaustiva del documento constato que la misma tiene un índice 

de similitud de 16% (recibo digital TURNITIN 1974907977). 

El suscrito analizó dicho reporte y concluyó que cada una de las coincidencias 

detectadas no constituyen plagio. A mi leal saber y entender la tesis cumple con 

todas las normas para el uso de citas y referencias establecidas por la 

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. 

 

Lambayeque, 08 de diciembre del 2022 

 

 

 

 

 

Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio 

ASESOR 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 


