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INTRODUCCIÓN 

La producción de proteínas recombinantes es muy utilizada actualmente en la industria biotecnológica para la 

obtención de diferentes vacunas. Uno de los hospederos más importantes para la producción de estas proteínas es la 

bacteria Escherichia coli, por su fácil manipulación genética, lo que posibilita la expresión de una amplia gama de 

proteínas, mediante procedimientos relativamente económicos.1,2 Esta bacteria ha sido caracterizada genética y 

fisiológicamente y puede ser transformada con una gran variedad de vectores de expresión estables. Por otra parte, E. 

coli permite cumplir con las regulaciones vigentes en esta rama de la industria ya que está aprobada por las entidades 

reguladoras para su utilización como hospedero en la producción de biofármacos.3,4 

Las proteínas recombinantes pueden ser expresadas de forma soluble o insoluble. Las proteínas insolubles se 

acumulan intracelularmente formando cuerpos de inclusión en el citoplasma bacteriano, y eventualmente en el 

periplasma.5 Los cuerpos de inclusión son agregados altamente específicos y están compuestos fundamentalmente por 

la proteína recombinante de interés, por lo que su aislamiento y purificación, previo a la solubilización y 

renaturalización, contribuye significativamente al incremento del grado de pureza de la proteína. 

 

Para la purificación de los cuerpos de inclusión se han descrito varios protocolos,6-10 que incluyen la lisis bacteriana 

mediante métodos mecánicos, no mecánicos o la combinación de ambos, así como varios pasos de lavado con bajas 

concentraciones de agentes desnaturalizantes, sacarosa o detergentes.11 La separación de los cuerpos de inclusión del 

resto de los componentes presentes en el lisado celular se puede lograr también mediante la centrifugación,6 la 

ultracentrifugación en gradiente de densidad de sacarosa7 y la microfiltración.8 La solubilización y la renaturalización 

de proteínas en cuerpos de inclusión relativamente puros también reducen el número de pasos cromatográficos durante 
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la purificación final de la proteína expresada. Dado que la presencia de proteínas contaminantes reduce el rendimiento 

del proceso de renaturalización de proteínas desnaturalizadas, el aislamiento y purificación de los cuerpos de inclusión 

hasta la homogeneidad antes de la solubilización mejora el rendimiento de la proteína bioactiva a partir de los cuerpos 

de inclusión. 

 

En el laboratorio de los autores se obtuvo una construcción genética que permite la producción de la proteína L1 del 

virus del papiloma humano 16 en la cepa Rosetta de E. coli. Estudios iniciales indicaron que la proteína L1 se expresa 

fundamentalmente de manera insoluble, en cuerpos de inclusión. Se ha descrito que el establecimiento de un proceso 

apropiado de aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusión en E. coli permite obtener preparaciones con más de un 

95% de pureza.12 Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficiencia 

de los detergentes Tritón X-100, Sarcosyl y Tween 80 para eliminar las proteínas contaminantes presentes en las 

preparaciones de los cuerpos de inclusión contentivos de la proteína L1 del VPH 16, producidos en la cepa E. coli 

Rosetta. 

 

Para obtener los cuerpos de inclusión, la cepa de E.coli Rosetta (DE3) transformada con el plasmidio pETHPV16l1-

Myc-6xHis, que codifica para una proteína L1 fusionada en el C-terminal a 6 residuos de histidina y el epitope Myc, 

se cultivó en 1 L de medio de autoinducción13 durante 16 h a 37◦C, 250 rpm. Se centrifugó a 6 000 rev min-1 durante 

20 min a 4°C y el precipitado celular se resuspendió en 30 ml de disolución estabilizadora Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, 

EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, NaCl 300 mM. Las células se lisaron en una prensa francesa, empleando una 

presión de entre 1200-1500 Kgf/cm2, durante tres ciclos de 1 min, aproximadamente. Para los lavados de los cuerpos 

de inclusión con los diferentes detergentes se tomaron alícuotas de 500 µl del lisado celular. Estas alícuotas se 

centrifugaron a 14 000 rev min-1 durante 20 min a 4°C y el precipitado correspondiente a cada alícuota se resuspendió 

a razón de 10 mg/mL9 en disolución estabilizadora de fosfato de sodio (PBS) con los siguientes aditivos: Tritón X-100 

(0,5; 1 y 2,5 %), Sarcosyl (0,05; 0,1 y 0,2 %) o Tween 80 (0,05 %). Las muestras se incubaron durante 1 h en zaranda 

a 100 rev min-1 a temperatura ambiente y se centrifugaron a 14 000 rev min-1 durante 20 min a 4°C. El precipitado y el 

sobrenadante (lavado 1) se evaluaron por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 

%, empleando azul brillante de Coomasie para visualizar las bandas proteicas. Posteriormente se realizó un segundo 

lavado a cada una de los precipitados con 1 mL de PBS y se evaluaron por SDS-PAGE. Las proteínas se aplicaron al 

gel junto con una muestra aislada anteriormente de la proteína L1 de HPV 16, usada como control interno en este 

ensayo.  

 

El análisis mediante SDS-PAGE evidenció que de los tres detergentes evaluados, el que extrajo más proteínas 

contaminantes fue el sarcosyl, y que el Tritón X-100 y el Tween 80 extrajeron muy pocas contaminantes. No obstante, 

en los sobrenadantes de los lavados de los cuerpos de inclusión con sarcosyl se encontró una banda con similar 

migración electroforética que el control interno (Fig. 1), observándose un incremento en la intensidad de esta banda en 

la medida que aumenta la concentración de sarcosyl. 
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Fig 1. Perfil electroforético de las proteínas totales presentes en los lavados de los cuerpos de inclusión de E. coli 

(Rosetta (DE3), transformada con el plasmidio pETHPV16l1-Myc-6xHis para la obtención de L1de HPV16. Carriles 

1-3: precipitado de PBS + Tritón X-100 0,5; 1 y 2,5 %; carriles 4-6: precipitado de PBS + Sarcosyl 0,05; 0,1 y 0,2 %; 

carril 7: precipitado de PBS + Tween 80 0,05 %. Carriles 8-14: sobrenadantes de los lavados en el mismo orden de 

aplicación de los precipitados, CI: control interno. 

 

Los resultados correspondientes al segundo lavado no se muestran porque en ninguno de los casos se observaron 

bandas de la proteína L1, lo que indica, como era de esperar que este segundo lavado puede emplearse para remover el 

exceso de detergente en cada uno de los lavados sin afectar el rendimiento de la proteína. 

Para verificar la identidad de la proteína L1 en los sobrenadantes de cada tratamiento, se realizó un análisis de 

Western-blotting con 20 μg de proteínas totales, las cuales fueron separadas previamente por SDS-PAGE (10 % de 

acrilamida) y transferidas a una membrana de nitrocelulosa (SIGMA-ALDRICH), en una cámara de transferencia 

(BIO-RAD, USA). La membrana se incubó durante 1 h en zaranda a 50 rev min-1 a temperatura ambiente en solución 

de leche descremada en polvo al 5% (P/V) en PBS, pH 7,4. Seguidamente, se incubó en condiciones similares a las 

anteriores con el anticuerpo monoclonal anti-Myc (CB9E10, CIGB Sancti Spiritus), 10 μg/mL en tampón PBS-Tween-

20 0,05 % (PBST), como anticuerpo primario y finalmente se repitió el proceso de incubación con el anticuerpo de 

conejo anti-IgG ratón conjugado con la peroxidasa (1:1000), como anticuerpo secundario. El revelado se realizó en la 

oscuridad con 500 μL de una solución de 3,3’-diaminobencidina (DAB) 1,38 mM (Sigma) y 6 μL de H2O2 4,1 mM 

(Sigma). Previo a la incubación con los anticuerpos, la membrana se lavó tres veces durante 5 min con PBST, además 

de un lavado adicional con agua destilada antes del revelado. 

Se comprobó que la proteína L1 está presente en los sobrenadantes de los lavados de los cuerpos de inclusión con 

Sarcosyl (Fig. 2) y en los lavados con Tritón X-100 al 1 % y 2,5 %, a pesar de no ser detectada mediante SDS-PAGE. 

Por tanto, se descarta el uso de estos detergentes para incrementar la purificación de los cuerpos de inclusión ya que se 

afectaría el rendimiento de la proteína L1. En cambio, cuando se usa 0,5 % de Tritón X-100 y 0,05 % de Tween 80 la 

proteína L1 no se solubiliza, pero son pocas las proteínas contaminantes extraídas por lo que no amerita incluir este 

paso de lavado en el protocolo de purificación de la L1, ya que la reducción de los niveles de contaminantes por esta 

vía, incrementa los costos y la complejidad del proceso cuando sea llevado a escala industrial. 
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Estos resultados indican que a pesar de que el sarcosyl contribuye a la pureza de la L1, no es posible emplearlo en el 

lavado de los cuerpos de inclusión para la purificación de la proteína recombinante HPV16 L1 de la cepa E. coli 

porque disminuiría su recobrado final. Será necesario realizar experimentos adicionales con otros agentes que 

permitan una remoción efectiva de los contaminantes en los cuerpos de inclusión. 

 

Fig 2. Western-blotting de las proteínas totales presentes en los sobrenadantes de los lavados de los cuerpos de 

inclusión de la proteína L1 con: PBS + 0.5 %, 1 % y 2.5 % de Tritón X-100 (carriles 1-3), PBS + 0.05 %, 0.1 % y 0.2 

% de Sarcosyl (carriles 4-6) y PBS + 0.05 % de Tween 80 (carril 7). CI: control interno. Con una flecha se indica la 

banda correspondiente a la proteína L1. 
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