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RESUMEN 

MDM2 es una proteína muy conservada porque al haber daño participa en la 

traducción no canónica de los supresores tumorales p53 y Rb, esenciales para 

regular el ciclo celular. En la literatura se ha caracterizado la interacción proteína-

RNA de MDM2 con p53 y en paralelo a este trabajo se explora con el RNA de Rb.  

Esta investigación nace del interés en el comportamiento de MDM2 hacia los 

dos RNAs porque hipotetizamos una interacción simultánea. Nuestra propuesta de 

estudio es una inmovilización de RNAs en sílice funcionalizada y durante el 

desarrollo del proyecto nos enfocamos en la unión de cada RNA con MDM2. 

En este trabajo se produjeron proteínas recombinantes de MDM2 y se 

generaron RNAs de diferentes largos de p53 y Rb.  Con estas biomoléculas se 

implementaron los ensayos ELISA y EMSA  para estudiar la interacción de Rb con 

MDM2, con controles positivos como p53. En la EMSA se estandarizaron las 

condiciones para visibilizar la proteína y los RNA, y así comparar la migración de 

cada molécula.  

Como resultado se obtuvo que los 507 primeros ribonucleótidos de Rb son 

necesarios para la interacción in vitro con la fosfoproteína MDM2 S395D, 

especialmente los 265 ribonucleótidos del 5´UTR ya que un transcrito sin esta región 

carece de la unión, un comportamiento reportado previamente en células con la 

técnica PLA.
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CAPÍTULO 1 
1.1 INTRODUCCIÓN  

Las proteínas son una de las cuatro 

biomoléculas esenciales para la vida, estas 

se conforman por una o más secuencias de 

aminoácidos y cada uno de estos se une a 

otro por enlaces peptídicos.  Estas contienen 

una estructura terciaria y/o cuaternaria, que 

les atribuye una función que puede cambiar 

al adquirir modificaciones post-

traduccionales (MPT), uniones covalentes, 

enzimáticas o no enzimáticas de un grupo 

químico a un residuo de la o las cadenas de 

aminoácidos, reestructurándola (Huang et 

al., 2016). 

Al alterar las propiedades 

fisicoquímicas de una proteína, cambia su 

interfaz, lo que permite que en ocasiones 

algunas de ellas sean capaces de 

interaccionar con más de un tipo de 

biomolécula, como pueden ser el DNA (ácido 

desoxirribonucleico), el RNA (ácido 

ribonucleico) u otras proteínas. Y es de esta 

manera en que la célula logra tener infinidad 

de interacciones dentro de sí para su 

funcionamiento.  (Lee et al., 2023) 

 En este trabajo se explora las 

funciones de la proteína MDM2, quien regula 

de manera dual a Rb y p53, dos de los 

principales supresores tumorales que 

actúan si hay estrés celular. Por una parte, en 

condiciones normales de crecimiento MDM2 

usa su función de E3 ligasa de ubiquitinas 
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para poliubiquitinar las proteínas p53 y Rb 

para su degradación. En cambio, cuando hay 

daño al DNA, MDM2 sufre una MPT al ser 

fosforilada en su residuo serina 395 (S395) y 

puede unir RNAs mensajeros (mRNA) y 

llevarlos a los ribosomas.  

 La traducción de mensajeros se da 

generalmente por el mecanismo 

dependiente de cap, pero en el caso de Rb y 

p53, se ha descubierto que tienen en su 

región 5´UTR (un-traslated region), un IRES, 

que es un sitio de entrada interno al 

ribosoma (del inglés interal ribosome entry 

site). Este sitio facilita la traducción de 

ciertos RNA en caso de que la maquinaria de 

traducción tipo cap se detenga por estrés 

celular, como el genotóxico, la hipoxia o falta 

de nutrientes. Específicamente Rb y p53 al 

ser traducidos pueden apoyar con la 

reparación del daño a la doble cadena de 

DNA, detienen el ciclo, activan la 

senescencia, incluso activan la apoptosis de 

la célula, como se muestra en la figura 1 A. 

Nosotros creemos que es importante 

estudiar a MDM2 por su relevancia como 

proteína esencial en el desarrollo 

embrionario y la carencia de investigaciones 

de su interactoma de RNA que, aunque 

siguen aumentando, se ha abordado más en 

sus interacciones proteicas. 

 En este proyecto buscamos dilucidar 

si interactúa simultáneamente con 2 RNAs 

en su interfaz. El planteamiento se debe a 

que el comportamiento con ambos RNAs 

parece tan paralelo que podría transportarlos 

juntos al ribosoma.  

Para conocer las interacciones 

proteína-RNA por lo general se utilizan 

ensayos in vitro, in silico e in vivo. Por el 

interés específico de las interacciones que 

buscamos, las técnicas bioquímicas 

elegidas son in vitro, estas se generan fuera 

del contexto celular, siendo el objetivo utilizar 

proteínas y RNAs idóneos para 

caracterizarlos de una manera muy 

controlada.  
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Así mismo, este proyecto aborda la 

investigación con la implementación de 

vidrio o sílice (SiO2) como forma de 

inmovilización de biomoléculas, 

específicamente los RNAs de interés, con un 

sistema de silanos, moléculas que pueden 

generar interacciones covalentes con 

moléculas específicas. Con el fin de explorar 

formas alternativas de estudiar complejos 

con una proteína y más de un RNA, en el 

mismo sistema. Una manera esquemática 

del planteamiento se aborda en la figura 1 B.  

 Inicialmente habíamos propuesto unir 

secuencias de RNA a un oligonucleótido con 

maleimida, que sería unido al grupo SH del 

silano MPTMS, con el que se pretendía 

recubrir las superficies de sílice. Para que 

esto fuese posible, utilizaríamos los 

primeros 31 nucleótidos de las secuencias, 

que eran comunes a los diferentes genes 

estudiados debido a que el vector pcDNA 3.1, 

que es donde están insertados tanto p53 

como Rb, pero al mandarlos secuenciar, nos 

percatamos de que solo contenían 12 nt 

comunes y la inmovilización carecería de 

fuerza. Otra alternativa sería hacer uno para 

Rb y otro para p53, pero aumentaría el costo.  

Por la razón anterior y el tiempo que 

involucraría pedir los oligonucleótidos 

modificados en el extranjero, decidimos 

redireccionar el estudio a estas propuestas: 

la primera, ELISAs de proteína-RNA, un 

ensayo semicuantitativo muy específico que 

nos permiten identificar si una secuencia de 

RNA interactúa mucho o poco con una 

proteína, preliminarmente observamos la 

interacción que tiene dos versiones del RNA 

de Rb con la proteína MDM2, cuyo 

comportamiento in vitro no se tenía 

reportado en la literatura. Y la segunda, la 

exploración con EMSAs, una técnica visual y 

más económica que la anterior, donde se 

estandarizaron cantidades visibles mínimas 

de proteína, así como la evaluación de 

buffers y soluciones que afectan la 

migración de las proteínas individualmente. 

La propuesta de trabajo es muy ambiciosa y 

necesita continuar desarrollándose.  

 

1.2  ANTECEDENTES 

1.2.1 IMPORTANCIA DE MDM2 EN 

ESTRÉS GENOTÓXICO 

MDM2 fue observada por primera vez en 

1987 por Cahilly-Snynder y colaboradores, 

como una amplificación de genes en 

pequeños minutos extracromosómicos en la 

línea celular transformada de ratón 3T3 

(Cahilly-Snyder et al., 1987), por ello su 

nombre en inglés murine double minutes (en 

humanos, HDM2). En el 95, se hizo el K.O. de 

MDM2 en ratones, esta deficiencia les 

impedía su desarrollo y morían (Jones et al., 

1995). 

En sus primeros estudios demostró ser 

capaz de producir tumorogénesis al estar 

sobre expresada  (Fakharzadeh et al., 1991) 

(Finlay, 1993), aunque tiene actividad de 

oncogén, esto es solo en caso de tener 

mutaciones o estar sobre-expresada, y por 

ello su denominación como protooncogén es 

más asertiva, ya que en su forma silvestre 

apoya a el crecimiento normal de las células.   

No pasó mucho tiempo cuando se 

reportó el primer compañero de interacción, 
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p53 (Hinds et al., 1990; (Momand et al., 1992) 

(Oliner et al., 1993). Debido a la gran cantidad 

de estudios realizados sobre MDM2, se 

propuso su capacidad como conector en 

más de una vía de señalización, de hecho, en 

2014 un listado presentado por Fahraeus  y 

Olivares-Illana mostró su capacidad de 

interaccionar con más de 100 

macromoléculas y esta habilidad de nodo 

hace que se justifique el término de proteína 

hub (Fåhraeus & Olivares-Illana, 2014).  

Están entre sus características como 

hub: la presencia de regiones 

intrínsicamente desordenadas (IDR), que le 

confieren ser plástica; qué los dominios que 

expone varían; que está altamente 

conectada y es evolutivamente conservada. 

El interactoma que ha sido caracterizado, 

muestra que sus interacciones son 

mediadas a partir de MPT, que logran control 

de su localización y la restricción de su 

plasticidad (Fåhraeus & Olivares-Illana, 

2014).  En la figura 1 C. se muestra su 

estructura con sus dominios y regiones más 

importantes, así como el número de residuos 

que teóricamente pueden adquirir una MPT. 

Interactoma proteico: las interacciones 

proteína-proteína (IPP) de MDM2 son AKT 

(Chibaya et al., 2021), ATM (Maya et al., 

2001), MDMX (Medina-Medina et al., 2016), 

p53 (Hara et al., 2011), Rb (Rousset-Roman 

et al., 2019), Slug (Jung et al., 2013) (S. P. 

Wang et al., 2009), Notch4 (Y. Sun et al., 

2011), entre otras. Así mismo tiene 

interacciones con factores ribosomales 

como RPL23 (Dai et al., 2004), RPL5 

(Marechal et al., 1994), RPL11 (Lohrum et al., 

2003)(Q. Zhang et al., 2011), RPS27a (X. X. 

Sun et al., 2011), RPS14 (X. Zhou et al., 2013),  

L26 (Ofir-Rosenfeld et al., 2008) y RPS7 (D. 

Chen et al., 2007),  cuya importancia en la 

traducción de proteínas es esencial. Dentro 

de las investigaciones que confirman sus 

interacciones, se resalta que MDM2 puede 

funcionar como E3 ligasa, por lo que poli 

ubiquitina algunos de sus blancos proteicos 
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y así los marca para degradación en el 

proteasoma (Hernández-Monge et al., 2016).                                     

Interactoma de RNA: al haber 

mencionado su capacidad de interacción 

con factores ribosomales, no parece extraño 

que también muestre interacciones con 

mRNAs. Algunos mensajeros blanco de 

MDM2 son: E2F1 en estrés traduccional 

(Gnanasundram et al., 2020); p53 en estrés 

genotóxico (Candeias et al., 2008), Slug, que 

tiene una interacción con el RING de MDM2, 

de una manera parecida a la de p53 y E2F1, 

ya que los 3 su región codificante es clave 

para la unión (Jung et al., 2013); VEGF (Xiong 

et al., 2017); XIAP, que contiene un IRES rico 

en AUs y este es al que se une MDM2, 

(Lubing Gu et al., 2009); MYCN en cambio lo 

hace con su región 3´UTR (L. Gu et al., 2012), 

los dos últimos son estabilizados e 

incrementan su traducción al interactuar con 

MDM2 citoplásmica en su dominio RING. En 

la figura 1 D se muestra un esquema con 

ejemplos de estas interacciones. 

El estudio sobre RNAs continúa, debido a 

que aún se busca describir la predisposición 

de MDM2 a interactuar con estos, sobre todo 

el mecanismo en procesos de traducción. La 

posibilidad que MDM2 forme complejos 

ribonucleoprotéicos (RNPs) con varios RNAs 

simultáneamente para así optimizar la 

traducción de estos, es una cuestión que las 

técnicas de biología molecular y 

computacional aún no resuelven.  

Puntualmente, las investigaciones más 

completas de mensajero es con su blanco 

p53 y una de gran interés es con Rb. Ambos 

supresores tumorales que interactúan con 

MDM2 en su versión de mensajero y 

proteína, la dualidad que tiene MDM2 de 

controlar la síntesis en estrés genotóxico y 

degradación en crecimiento normal de 

ambos es un objetivo de estudio muy 

interesante. Las vías de señalización de 

MDM2 con Rb y p53, son las principales 

herramientas de la célula para suprimir la 

tumorogénesis con el bloqueo de factores de 

transcripción asociados a crecimiento y/o 

activando vías de muerte celular controlada 

con la activación de genes pro-apopóticos 

(Y. Zhou et al., 2023). 
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1.2.2. Regulación de MDM2 a p53  

El gen TP53 (o p53) se considera como el 

guardián del genoma, ya que ayuda a regular 

la activación de diversos genes que logran en 

conjunto la homeostasis celular. El regulador 

más importante de expresión y supresión de 

p53 es la proteína MDM2, su regulación 

puede ser a nivel transcripcional, o bien a 

traduccional, interactuando con el mensajero 

o postraduccionalmente, con la proteína. En 

cada uno de estos niveles se puede impactar 

su destino de manera muy importante 

(Swiatkowska et al., 2019).  

Recientemente se encontró que solo 

en  condiciones de crecimiento normales la 

cinasa ATM interactúa con el mRNA de p53 

(Karakostis et al., 2024), este mecanismo es 

muy interesante debido a que en caso de 

haber daño a la doble cadena, es esta cinasa 

se activa por factores que censan el daño y 

activa una vía de señalización que inicia con 

su autofosforilación en la serina 1981 

(Stracker et al., 2013) y posteriormente 

fosforila a MDM2 en la serina 395 (Maya et 

al., 2001).  

MDM2 tiene cambios 

conformacionales que permiten la unión del 

mRNA de p53 en su región 5´UTR y parte 

inicial de su región codificante con el 

dominio RING de esta proteína (Candeias et 

al., 2008). También se regula el mRNA de p53 

independiente a MDM2 gracias a la 

interacción con L26. (Ofir-Rosenfeld et al., 

2008) Así mismo se promueve una 

sumoilación que hace que MDM2 se vaya al 

nucleolo, para que transporte el mRNA de 

p53 a los polisomas y se traduzca a 

proteínas. Al terminar MDM2 se desfosforila 

por  Wip1 (Gajjar et al., 2012). 

 MDM2 es una ligasa de ubiquitinas 

E3 que en condiciones normales logra 

regular los niveles de la proteína de p53 

traducida, ya que la puede ubiquitinar o 

poliubiquitinar para que se active su 

degradación en el proteasoma  26S, esto lo 

puede hacer como homo o heterodímero con 

su homóloga MDMX (Okamoto et al., 

2005)(Uldrijan et al., 2007)(Medina-Medina 

et al., 2016). A pesar de que MDMX no tiene 

función E3 ligasa, su apoyo en la formación 

del complejo MDM2-MDMX, mejora y 

estabiliza la actividad de ubiquitinación 

hacia p53 y tiene mejor rendimiento que el 

homodímero de MDM2 (Kawai et al., 2007). 

  

1.2.3 Caracterización del IRES de p53  

La traducción dependiente de cap consiste 

en agregar m7G (7-metilguanosin) al 

precursor del RNA mensajero en su 5´, para 

posteriormente ser reconocido por la 

maquinaria para el ensamblaje de los 

factores de iniciación eucariótica que 

forman el ribosoma 80 S (Sonenberg & 

Hinnebusch, 2009) y es esta manera, en la 

que los eucariotes inician su traducción 

generalmente. En otras ocasiones, hay 

mensajeros que sin esta capucha logran ser 

traducidos, debido a que contiene un sitio de 

entrada al ribosoma interno o IRES (internal 

ribosome entry site). Aunque estos 

generalmente los contienen RNA virales, 

también están presentes en RNAs que 

codifican para proteínas que responden a 
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estrés como hipoxia, apoptosis o 

falta de nutrientes (Y. Yang & 

Wang, 2019).  

En el 2006 se mostró por 

primera vez el mecanismo IRES 

de p53, este implementó células 

MCF-7 (cáncer de mama) con 

etopósido, que aumentaban la 

síntesis de p53 y así mismo 

incrementaba la asociación del 

factor de inicio de la traducción 

eIF-4E con la proteína de unión 

4E-BP1, un inhibidor de 

traducción dependiente de cap 

(D. Q. Yang et al., 2006). Al tener 

un factor IRES genera una 

independencia a la traducción 

por cap, facilitando su unión 

directa en un sitio interno del 

ribosoma, lo que hace que en 

estrés este mecanismo sean una 

alternativa que prioriza su traducción frente 

a mensajeros que no contienen dichas 

estructuras.  

Esta región se modula por las 

interacciones de diversas proteínas, en las 

que algunas participan como factores ITAF 

(IRES trans-acting factor), los más 

estudiados han sido MDM2 y PTB (tract-

binding protein), que se encargan de 

relocalizar del núcleo al citoplasma en 

condiciones de estrés (Khan et al., 2013). 

Por otro lado, se han reportado 

mutaciones silenciosas de p53 que impiden 

el comportamiento idóneo con MDM2, por 

ejemplo la mutación en la leucina 22 (L22L 

[CUA / CUG]) (Oscier et al., 2002), que se 

encontró en pacientes con cáncer, así como 

otras en los codones 10 y 21 (Ahuja et al., 

1990; Hayes et al., 1999), lo que ocasiona 

que p53 no logre interactuar exitosamente 

con MDM2. 

 La caracterización de toda la región 

5´UTR ha proporcionado los motivos de la 

estructura secundaria de este IRES. Dentro 

de sus motivos más relevantes destaca uno 

que contiene el AUG para la traducción 

completa de p53. Otro es la  horquilla es la 

que se une específicamente a MDM2 

(Błaszczyk & Ciesiołka, 2011) (Szpotkowska 

et al., 2019), que abarca una longitud de 39 

ribonucleótidos. Ambos dominios se 

muestran en el modelo estructural de la 

figura 1 E de (Swiatkowska et al., 2016). 
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La exploración de estas estructuras 

se dio con la técnica SHAPE (selective 2′-

hydroxyl acylation analyzed by primer 

extension) y su análisis, que propusieron 

Kevin A. Wilkinson y colaboradores en el 

2008 para conocer la estructura del RNA 

genómico de HIV-1 (Wilkinson et al., 2008).  

 

1.2.4 MDMX y su importancia como 

chaperona del mRNA de p53 

En el nacimiento del transcrito de p53, es de 

gran necesidad la presencia de MDMX 

también fosforilada en su serina 403, ya que 

esta es una chaperona que ayuda con 

plegamiento idóneo de este para que 

posteriormente interactúe con MDM2. Hay 

estudios que corroboran este  

comportamiento in vitro con las versiones 

recombinantes de ambas proteínas 

(Malbert-Colas et al., 2014). 

MDMX tiene 490 aminoácidos y 4 

dominios: el hidrofóbico; el RING, que tiene 

más del 70 % de similitud al de MDM2; el zinc 

finger y el dominio central acídico (Medina-

Medina et al., 2018). A diferencia de MDM2, 

esta contiene un motivo conocido como 

elemento WW, un fragmento rico en 

triptófano centrado en las tirosinas 200 y 201 

(Bista et al., 2013). En la figura 1 F se 

muestra la comparación de ambas proteínas 

y sus estructuras (Lin et al., 2024).  

El dominio acídico de MDMX es 

menos similar al de MDM2, por lo que no 

interactúa con factores como las proteínas 

ribosomales L23, L11 y L5, p14 (ARF) y p300 

(Fåhraeus & Olivares-Illana, 2014)  

Respecto a este reacomodo, se sabe 

por estudios de footprint de su IRES, que hay 

una interrupción de la interacción de los 

codones 10 y 21 de p53, y cambia la posición 

de los steem-loop: el S-L I y S-L II, de 

interactuar al no hacerlo, para que se forme 

una plataforma que permite que MDM2 

interactúe con el S-L I y S-L III, como se 

muestra en la figura 1 G. Aunque la actividad 

de chaperona parece ser exclusiva de MDMX 

fosforilada (Malbert-Colas et al., 2014), Sa 

Chen y colaboradores recientemente 

reportaron el comportamiento del S-L II, 
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también conocido como BOX-I, que actúa 

como aptámero para que se dé la plataforma 

del RNA de p53 hacia MDM2. BOX-I parece 

lograr separar el S-L I del S-L II, permitiendo 

que este último esté libre para MDM2, 

similarmente a la chaperona MDMX. Esto 

indica que p53 muestra características 

similares a las de un  riboswitch procariote, 

que lo ayudan a su síntesis en condiciones 

de estrés (S. Chen et al., 2025). 

 

1.2.5 Regulación de MDM2 hacia Rb 

El gen RB1 fue el primer supresor tumoral 

clonado e identificado (Goodrich et al., 

1991), a pesar de tener otras funciones, la 

regulación negativa en el ciclo celular es 

hasta el momento la más estudiada. Rb1 

forma parte de la familia de proteínas bolsillo 

(pocket proteins), que incluye los genes Rb11 

(p107) y Rb12 (p130)  (Chinnam & Goodrich, 

2011). 

Frecuentemente se ha reportado la 
inactivación de pRb o Rb en cáncer, 
(Weinberg et al., 1995;), y fue por el cáncer 
pediátrico Retinoblastoma que adquirió su 
nombre. Hay cientos de mutaciones 
reportadas en los 27 exones de dicho gen, 
por lo que muchas de estas están aún siendo 
caracterizadas (Peña-Balderas et al., 2025).  
 

Rb puede ser un adaptador que 

interactúa con diferentes proteínas celulares 

o virales, son más de 150 las documentadas, 

y de las cuales su actividad está validada, en 

su mayoría se relacionadas a la expresión 

génica y transcripción del RNA (Chinnam & 

Goodrich, 2011). 

Una de las participaciones más 

relevantes de Rb como punto de control de la 

fase G1 temprana a la fase S (de síntesis), 

esto lo hace hipofosforilada al interactuar 

con E2F1, que causa que este factor ya 

bloque su dominio de activación hacia 

factores de transcripción e histonas 

acetilasas, que son necesarias para la 

activación transcripcional  (James, 1995). 

Las proteínas bolsillo en general pueden 

tambien unir histonas, histonas 

desacetilasas, desmetilasas o DNA 
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metiltransferasas (Chinnam & Goodrich, 

2011). Cuando se hiperfosforila Rb por 

cinasas dependientes de ciclinas  ya no 

interactúa con E2F1, por lo que libre podrá 

continuar el ciclo celular (Martínez-Sánchez 

et al., 2022). 

La proteína Rb se une a MDM2 en su 

región C-terminal (Jim Xiao et al 1995) 

(Rousset-Roman et al., 2019) y con ello se 

puede degradar a causa de su actividad 

ligasa de ubiquitinas (Uchida et al., 2005) y 

es un puente entre Rb y la proteína 

proteosomal C8. Así mismo, se ha reportado 

que la disminución de Rb puede ser 

independiente de ubiquitinación (Sdek et al., 

2005).  

MDM2 recientemente se mostró que 

también puede regular el RNA mensajero de 

Rb en condiciones de daño al DNA, esta 

interacción involucra la fosforilación de 

MDM2 en su serina 395, por la cinasa ATM, 

el cual es un comportamiento similar al de 

p53. Hasta el momento no se han reportado 

chaperonas que apoyen en su interacción, 

pero lo que si se abordó fue la exploración de 

la región del RNA que puede ser el 

responsable de la unión.    

En 2021 Hernández-Mongue y 

colaboradores eliminaron 265 nt de la región 

5´UTR de Rb, consiguiendo determinar que 

dichos nucleótidos sí son necesarios para la 

traducción de dicha secuencia, ya que 

disminuía la expresión de la proteína 

dependiente de MDM2, así mismo con 

ensayos como el PLA (proximity ligation 

assay) mostraron exitosamente la 

interacción y  localización en los polisomas 

en caso de tener la región 5´ completa figura 

1 H. En este trabajo también se mostró el 

incremento de la proteína Rb dependiente de 

MDM2 en líneas celulares como HEK293, 

C33 y H1299 (Hernandez‐Monge et al., 

2021). 
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1.2.6 Caracterización del IRES de Rb 

Fue hasta en el trabajo de Ma y 

colaboradores en 2023, que se nombró la 

actividad IRES de Rb, su trabajo destaca en el 

uso de un sistema de reportero dicistrónico, 

donde compararon el comportamiento de 

una región de 5´UTR de Rb (~100 nt) con la 

de un IRES conocido (NF-κB) en A2780 líneas 

células cancerosas de ovario y HEK 293, de 

riñón no cancerosas. La actividad resultante 

de la construcción de Rb fue más alta que el 

control positivo y el negativo (plásmido 

vacío), pero solo en la línea A2780. Este 

trabajo también exploró el comportamiento 

en la fase G0/G1. (Ma, W. et. Al 2023).  

Por parte de nuestro grupo de 

investigación, en el 2023 se reportó un mapa 

de los posibles motivos estructurales de Rb 

específicamente de su región 5´ figura 1 I. En 

esta tesis de licenciatura se enfocó en 

encontrar regiones bidimensionales con 

características comunes de los IRES con el 

uso de software. 

Con las estructuras encontradas se 

realizaron construcciones de Rb en un vector 

de expresión. El Rb wt clonado que se utilizó 

contiene 265 nt en el 5´ y toda su región 

codificante. Para una de las construcciones 

se recortaron 53 nt (del -265 al -213), esta 

versión de Rb se nombró Rb-210 conteniendo 

212 nt de 5´ con los 3 principales motivos 

bidimensionales encontrados en la figura 1 I. 

Para los estudios de expresión también se 

utilizó Rb-0 del trabajo de (Hernandez‐Monge 

et al., 2021) que se caracteriza de contener 

solamente la región codificante. Dichos 

ensayos se realizaron con la línea de cáncer 

pulmonar H1299 Rb -/-, donde se transfectó 
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o no MDM2, con estrés genotóxico que 

mostró niveles de expresión de Rb-210 

mayores incluso que Rb-wt (Martínez-

Partida, 2023). 

Los resultados anteriores tuvieron 

continuación en con la tesis de maestría de 

la misma autora (Martínez-Partida, 2024) 

con la implementación de otras 

construcciones, entre ella Rb-106, que deja 

de considerar el motivo verde de la figura 1 I 

y Rb-13, que solo contiene el motivo amarillo. 

Los niveles relativos de la expresión de Rb 

dependiendo de la transfección de MDM2 se 

muestran en la figura 1 J. Los resultados 

muestran la cuantificación del triplicado de 

proteína en westerblot (Martínez-Partida, 

2024). 

A excepción de Rb-0, todas las 

construcciones en presencia de MDM2 

incrementan su expresión, siendo 

estadísticamente significativa la 

construcción Rb-210, que superó el 

comportamiento de la versión completa Rb-

wt.  A partir de estos resultados se  utilizó 

MXfold2, para explorar nuevas regiones 

acotando del -210 al +50, en la figura 1K, que 

propone motivos diferentes a los anteriores, 

(Martínez-Partida, 2024). Es muy interesante 

observar que el motivo cian del nucleótido -

91 al -44, conserva una estructura similar en 

ambas simulaciones.  

Por otra parte, el grupo busca la 

caracterización de la región esencial de 

MDM2 para que interactúe con Rb, aún 

desconocida. Dicho trabajo se explora con el  

 

 

fraccionamiento de la proteína en sus 

dominios para utilizar técnicas como la 

proteólisis de lisis limitada, para determinar 

la región de interacción con RNA.  

Resultados aún no publicados del trabajo de 

doctorado de Rodríguez-Rodríguez A. U., 

preliminarmente indican la importancia del 

dominio N-terminal para aumentar la 

expresión de Rb.  
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II. CAPÍTULO 2 
2.1 Justificación  

El estudio propuesto se enfoca en el 

comportamiento que tiene la proteína MDM2 

con los RNAs mensajeros de p53 y Rb: 

ambos son compañeros de interacción de 

MDM2 durante estrés genotóxico; son 

supresores tumorales relevantes en el 

control del ciclo celular; utilizan el 

mecanismo de IRES para ser traducidos; así 

mismo esta proteína expone secciones 

diferentes de su superficie a cada uno ellos.   

La pregunta que queremos resolver es 

¿MDM2 genera una interacción simultánea 

con los mensajeros de p53 y Rb, y es capaz 

de exportarlos del núcleo para que sean 

traducidos a proteínas al mismo tiempo? 

Para el estudio de cáncer y diseño de nuevos 

fármacos, esto podría ser muy relevante por 

su rol como protooncogén (gen que puede 

conducir al desarrollo del cáncer) (S. Wang 

et al., 2017) (Burgess et al., 2016).  

Así mismo, este proyecto considera 

utilizar diversas técnicas de estudio de 

biomoléculas para su uso en ensayos in vitro, 

para ayudar a la comprensión de nuevas 

interacciones de MDM2 con significancia 

funcional de posibles complejos 

ribonucleoproteicos (RBPs) aún 

desconocidos en la célula. 

 

2.2  Objetivos del trabajo 

General:   

Estudiar las interacciones de MDM2 con los 

RNAs de p53 y Rb con una propuesta de 

inmovilización en sílice.  

Específicos:  

- estandarizar condiciones de 

silanización de partículas SiO2,  

- producción de proteínas 

recombinantes MDM2 y MDMX, y 

de RNAs in vitro (variantes y 

controles de Rb y p53) idóneos a 

las condiciones celulares,  

- generar ensayos bioquímicos para 

conocer las condiciones de 

interacción de las biomoléculas. 

 

2.3 Propuesta de trabajo 

En la tesis de maestría (Contreras-Sánchez, 

2021) se utilizó la ingeniería de superficies 

funcionalizadas como un método para 

detectar ácidos nucleicos.  Esta prueba de 

detección de cadenas de nucleótidos tenía 

como objetivo proponer una manera de 

diagnóstico a enfermedades virales. En su 

modelo se usaron partículas de óxido de 

silicio (SiO2), las cuales se silanizaron con 

deposición de vapor, específicamente con 3 

mercaptopropyl trimethoxysilane (MPTMS). 

El silano se propuso para formar el enlace 

covalente con la molécula de maleimida, que 

se añadió como modificación a los extremos 

de oligonucleótidos específicos a la 

secuencia que se buscaba detectar.  

Inspirado en el modelo planteado, 

proponemos un modelo similar de 

funcionalización de partículas, con silanos 

para hacer uso de modificaciones de RNAs 
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con maleimida, como forma de 

inmovilización de dichas cadenas en 

superficies de sílice. Este modelo se muestra 

en la figura 2 A.  

La inmovilización la proponemos con un 

sistema de sondas con especificidad a los 

RNAs de interés con el fin de que con el 

mismo ribooligonucleótido, sea posible 

hibridar todos los RNAs de nuestro interés. 

Debido a que estas secuencias las tenemos 

en el vector pcDNA 3.1 y de así obtendremos 

los transcritos, se ideó un plan que  

aproveche tal vector, que se muestra en la 

figura 2 B.   

El vector pcDNA 3.1 contiene una región 

promotora T7, a partir de la que se genera el 

transcrito de interés, seguida del sitio 

múltiple de clonación. Las secuencias de 

nuestro interés se introdujeron al vector con 

la enzima de restricción HindIII (p53 y Rb). 

Por lo que el diseño del oligonucleótido se 

apoyó de esta ventaja 
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III. CAPÍTULO 3 
MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Proteínas recombinantes  

Para este proyecto necesitamos estudiar de 

forma individual proteínas, y la manera más 

sencilla de obtenerlas en gran cantidad y a 

bajo costo es con el uso de hospederos, 

como las bacterias. Específicamente 

Escherichia coli (E. coli) es de los organismos 

modelo genéticamente más estudiados y 

fáciles de utilizar: su tasa de división es de 

20 minutos; necesita de medio barato; es 

más seguro que otros bichos;  y necesita de 

temperaturas fáciles de manejar (Hayat et 

al., 2018). 

 La bioingeniería han logrado tener 

diversas cepas de E. coli con mecanismos 

mejorados para aumentar la producción de 

las proteínas como la disminución de 

sistemas proteóliticos para evitar que la 

proteína sintetizada y acumulada sea 

degradada, al eliminar el gen OmpT, 

encargado de hacer proteólisis al romperse 

la membrana o añadiendo IS186 en el 

promotor del gen Lon para eliminar 

proteasas (Rosano et al., 2019).  

BL21 (DE3) es una de las más 

famosas cepas utilizadas y está es donde 

nosotros transfectamos secuencias de 

nuestras proteínas de interés o incluso en la 

cepa BL21 star que tiene mejoras para la 

estabilidad del mRNA. (Z. X. Zhang et al., 

2022)  

En este trabajo se necesitó la versión 

fosforilada de MDM2 y MDMX, para obtener 

así MDM2 S395D y MDMX S403D con el fin 

de estudiar la condición de estrés 

genotóxico de ambas proteínas. Así mismo 

también se produjo MDM2 silvestre (WT) y 

MDM2 S166D para estudiar el efecto de 

crecimiento celular normal de MDM2 como 

control negativo de nuestras interacciones 

con p53 y Rb mensajeros (Gnanasundram et 

al., 2020).  

Las mutantes fosfomiméticas son 

generadas por una mutagénesis sitio dirigida 

a aminoácidos que puedan fosforilarse, 

cambiando el codón de interés por un ácido 

aspártico (D) (o glutámico), debido a que 

este simula ser un residuo fosforilado, 

debido a su carga y tamaño, como se 

observa en la figura 3 A. 

 

3.1.1 Producción de proteínas 

recombinantes  

La producción de proteínas lo 

realizamos con el vector pet-28ª (+) 

mostrado en la figura 3 B, donde las 

secuencias de interés se clonan. Este es de 

origen bacteriano diseñado para agregar una 

etiqueta de 6 histidinas (6xHis), contiene un 

sitio de trombina, para que posteriormente la 

etiqueta pueda retirarse (pET-28a(+) Vector 

Map And Sequence, s. f.).  
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El vector se expresa con la T7 

polimerasa, codificada por elementos 

lisógeno DE3, por ello su popularidad al 

utilizarse con la cepa BL21 (DE3) (Luís et al., 

2025). La transcripción de la secuencia 

depende del represor Lac, que necesita de un 

inductor como la lactosa o su análoga 

alolactosa, para que unido al operador, 

reduzca su afinidad y permita que la 

polimerasa una al promotor y se transcriban 

las secuencias. El inductor utilizado 

generalmente es 1-isopropyl-β-D-

thiogalactoside (IPTG) descubierto en 1961, 

y al no ser un sustrato metabólico, se 

mantiene estable en el cultivo. Un anti-

inductor es el orthonitrophenyl-β-D-fucoside 

(ONPF), que incrementa la afinidad del 

operador con el represor. (Lewis, 2005). 

Debido a que MDM2 y MDMX son 

proteínas con dedos de zinc (finger domain), 

se utiliza sulfato de zinc como complemento 

en el medio 2XYT ( 2X yeast extract-tryptone) 

(Rousset-Roman et al., 2019), este se 

desarrolló para la propagación de 

bacteriófagos M13 y eliminar el riesgo de 

que se terminen los recursos para la 

bacteria, pero en general es un medio muy 

rico para la producción de proteínas y se ha 

reportado tiene mejor rendimiento que LB 

(luria broth). Ambos contienen NaCl, y 

proteína como fuente primaria de carbón. Un 

punto a favor de LB es que las bacterias 

tienen una fase de muerte menos severa, que 

al usar 2XYT. (Kram & Finkel, 

2015).Transformación:  

MATERIALES  

Plásmido de interés, alícuota de bacterias 

competentes (BL21 o BL21 star), hielo, 

incubadora a 42 °C (grados Celsius), medio 

LB, cajas de medio LB con antibiótico, 

microtubos de 1.5 ml (mililitros), incubadora 

con 200 rpm (revoluciones por minuto), 

centrifuga mini-spin, pipetas y puntas del 

rango de 1 μl (microlitro) a 1 ml, medio 2XYT, 

antibiótico correspondiente (kanamicina o 

ampicilina, según los casetes de 

resistencia), matraces para pre-cultivos y 

cultivos, IPTG 1M, espectrofotómetro para 

medir la densidad óptica (OD) a 600 nm de 

longitud de onda,  mediante la turbidez de la 

muestra conocemos la concentración de 

bacterias.  

MÉTODO 

1. Se descongela por 20 min (minutos) 

50 μl de células competentes y se 
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adiciona re-suspendiendo la mezcla, 1 

μl de plásmido, equivalente de 50 a 

100 ng (nanogramo),   

2. se incuba en hielo 30 min y 

posteriormente se da un choque 

térmico de 45 s (segundos) a 42 °C, y 

2 min en hielo,  

3. se adicionan 400 μl de medio LB e 

incuba 1 h (hora) a 37 °C a 200 rpm, 

4. se centrifuga a temperatura ambiente 

(TA) con un pulso a máxima velocidad 

en una centrífuga mini-spin. Y se 

decanta el sobrenadante (SN) 

dejando alrededor de 50 a 100 μl,  

5. sembrar homogéneamente con un 

asa de vidrio el pellet re suspendido en 

el SN (sobre nadante) en una caja de 

medio agar con antibiótico (para 

pet28a es utilizada la kanamicina, 

para pcDNA 3.1 ampicilina), con su 

debido control negativo,  

6. incubar cajas de 12 a 16 h a 37 °C. 

Pre-cultivos:  

1. en caso de que tu control negativo 

esté limpio, inocula una colonia en 

150 ml de medio 2XYT con 150 μl de 

antibiótico correspondiente e incubar 

de 12 a 16 h a 37 °C y 200 rpm.  

Cultivos: 

1. se hacen cultivos de 500 ml en un 

matraz de 2.5 L (litro), con 500 μl de 

antibiótico y 500 μl de ZnSO4 (sulfato 

de zinc) 0.1 M, la densidad óptica del 

cultivo tiene que ser de 0.2 y se le 

tiene que agregar lo necesario de pre-

cultivo para ello, en algunas 

ocasiones de los 150 ml sobrará, 

debido a que los pre-cultivos varían 

según la inoculación, cepa y el tiempo 

de crecimiento, 

2. el cultivo (500 ml) se le monitorea la 

densidad óptica mientras crece a 200 

rpm y 37 °C, su OD ideal es de 0.9 a 

1.1,  

3. se induce la proteína con una relación 

del volumen final de 1 L de cultivo por 

500 μl de IPTG 1M. El tiempo de 

inducción a 200 rpm a 37 °C es 

diferente para cada proteína, para 

MDM2 y MDMX es durante 3 h,  

4. se centrifugan los pellets durante 15 

min a 4 300 rpm a 4 °C, se tira SN y se 

congelan los pellets a -80 °C.  

*Se recomienda tener pellets producto de 

250 ml de medio (125 ml si el experimento 

requiere poca proteína), por lo que si 

centrifugaste en volúmenes de 500 ml, 

puedes dejar 100 ml del SN, dividirlo en 2 

falcon de 50 ml y al obtener los pellets, se tira 

SN.  

 

       3.1.2. Purificación de proteínas 

recombinantes 

La técnica de purificación de proteínas 

recombinantes mediante columna de 

afinidad, permite la captura de una proteína 

recombinante, del resto de proteínas 

celulares. En este caso, se necesita de una 

etiqueta de 6 histidinas al final de la 

secuencia de interés, que están dentro del 

vector pet28a, y se hace pasar por una 

columna afín a dicha etiqueta, como lo son 

las resinas con iones metálicos como 

Cobalto (Co2+) y Níquel (Ni2+), que unen las 
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proteínas específicas. Por competencia se 

eluyen con soluciones con concentraciones 

grandes de imidazol, la cual compite con la 

etiqueta por unir los metales.  

 Purificación de proteína: 

MATERIALES 

Reactivos: PMSF (fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo, inhibidor de proteasas de 

serina), DMSO (Dimetilsulfóxido), Tris A (Tris 

50 mM, NaCl 200 mM, ZnSO4 10 μM, glicerol 

10 %, imidazol 40 mM), UREA 8 M, agua 

destilada, UREA 8 M con tritón (0.05X), 2-

mercaptoetanol, Tris B (Tris 50 mM, NaCl 200 

mM, ZnSO4 10 μM, Imidazol 300 mM), 

binding buffer, etanol al 20 %, NaCl 0.5 M, 

EDTA 50 mM. NiSO4, Buffer binding (Tris 50 

mM, 150 mM, ZnSO4 ,10 μM,  pH 7.5). Las 

soluciones que participen en los lavados de 

columna se recomiendan refrigerar a 4 °C.  

Equipo: sonicador, rollermixer, vortexer, 

pipetas, centrifuga, columnas, falcón, 

cápsulas para centrifugación y centricones. 

 MÉTODO 

1. Descongelar por 30 min en hielo el 

pellet de proteína (estaba a – 80 °C),  

2. añadir 10 ml de Tris con 200 μl de 

DMSO con 10 mg (miligramos) de 

PMSF, esta solución se hace al 

momento, debido a la vida media el 

inhibidor de proteasas y no se 

recomienda poner en hielo porque se 

congela fácilmente por el DMSO, 

3. vortexea o re-suspende muestra para 

que se homogenice y deshaga el 

pellet, y sonica en hielo 12 intervalos 

de 20 s (130 Watt, 40 % Amp1, 20 k 

Hertz) y 20 s de descanso en hielo, al 

finalizar toma 30 μl que serán la 

fracción total (F. T.) para el SDS-PAGE 

(electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecil sulfato de 

sodio), 

4. centrifuga en cápsulas limpias, por 15 

min a 10, 300 rpm, y tira el SN que 

contiene proteínas solubles, debido a 

que las MDM son proteínas insolubles 

que quedan dentro de cuerpos de 

inclusión, el pellet que las contiene se 

buscará solubilizar,  

5. para solubilizar la proteína, agrega 5 

ml de UREA 8 M, resuspende o 

vortexea la muestra para 

homogenizar lo mejor posible, e 

incuba en el rollermixer a 14 rpm y TA 

(de 20 a 27 °C se obtienen resultados 

similares), por 2 h, pueden ser unos 

minutos más sin problema,  

6. lava la columna con 10 ml de agua, y 

después equilibra con 10 ml con UREA 

8M,  

*siempre al pasar una solución por la 

columna se estila antes de agregar la 

nueva solución, pero sin que quede 

seca por mucho tiempo,  

7. centrifugar 15 min, a 4 °C a 10, 300 

rpm, y el SN pásalo en la columna y 

recolecta 30 μl del SN que pasó por la 

columna, para que sea la fracción no 

unida (NU),  

8. lava la columna con 10 ml de UREA 

8M,  

9. 10 ml de UREA + tritón,  

10. 10 ml de UREA con 9 μl de 2-β-

mercaptoetanol,  

https://es.wikipedia.org/wiki/Fluoruro
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11. 10 ml de Tris A con 7 μl de 2-β-

mercaptoetanol,  

12. eluye la proteína con 9 ml de buffer 

Tris B, toma 40 μl de esta elución, para 

el gel, 

*pueden ser de 5 a 9 ml, para lograr 

conseguir toda la proteína que haya 

quedado en la columna. En mi 

experiencia poner solo 5 ml deja aún 

proteína en la columna.   

Concentración en centricones:  

1. los 9 ml de proteína pura, se ponen en 

un centricón previamente lavado de 

30 kDa, que son para proteínas 

mayores a este peso,  

2. centrifuga 2, 400 rpm por 12 minutos 

(depende del tamaño de la proteína) o 

hasta que el volumen ronde los 200 a 

500 μl,  

Cambio de buffer: debido a las ventajas que 

tiene tener la proteína en un buffer de unión, 

puede hacerse cambio del Tris B al binding 

buffer, 

3. agrega 5 ml a la proteína concentrada 

de binding buffer, idealmente 

autoclaveado, para que este esté 

esterilizado, ideal para ensayos de 

estudio del RNA, hasta que quede de 

200 a 500 μl,  

4. repite el paso 3 veces, buscando la 

dilución del Tris B que sea necesaria 

en cada caso. 

Lavado de columna para guardarla: 

1. pasar 10 ml de Tris B,  

2. agregar 10 ml de agua,  

3. tapar y agregar agua para que se 

mantenga húmeda mientras está a 4 

°C.  

Lavado de columna para usarla:  

1. pasar el agua que contiene,  

2. agregar 10 ml de agua,  

3. agregar 10 ml de Tris B para asegurar 

no contener restos de proteínas,  

4. agrega 10 ml de agua,  

5. agregar el buffer con el que la 

equilibrarás. 

*Recuerda no dejar secar la columna.  

Regeneración de columna: esta es necesaria 

cuando se ha utilizado en más de 5 veces la 

columna o cuando cambias proteína a 

purificar, se logra haciendo pasar las 

siguientes soluciones:  

1. 10 ml de agua,  

2. 10 ml de NaCl 0.5 M,  

3. 10 ml de agua,  

4. 10 ml de EDTA 50 mM,  

5. 10 ml de agua,  

6. 5 ml de NiSO4 (si quedara poca resina, 

se le puede agregar 1 o 2 ml de His60 

Ni Superflow Resin),  

7. 10 ml de agua, 

8. 10 ml de Tris A o en caso de usarla al 

momento se equilibra con UREA 8M. 

Equilibrio de centricones: 

1. agregar 10 ml de agua y centrifuga 4, 

300 rpm durante 10 min a 4°C,  

2. agrega10 ml de Tris B, centrifuga 

nuevamente,  

Lavado de centricones para su 

almacenamiento a 4 °C:  
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1. agregar 10 ml de Tris B, centrifugar a 

4, 300 rpm durante 10 min a 4 °C,  

2. agregar 10 ml de agua y centrifugar,  

3. agregar etanol al 20 % y centrifugar,  

4. agregar etanol al 20 % dentro y fuera 

de la columna. 

 

       3.1.3 SDS-PAGE  

Para verificar que la proteína producida haya 

sido purificada de la manera óptima, se 

puede corroborar al visualizar su migración 

en gel desnaturalizante. El SDS-PAGE, se 

caracteriza por hacer separación de 

proteínas desnaturalizadas (con calor y 

agentes que eliminan las estructuras 

secundarias y terciarias) en un tamiz de poli-

acrilamida con SDS.  

El SDS recubre con una carga negativa 

la superficie desnaturalizada de las 

proteínas, para que la migración sea 

relacionada según su peso molecular lo más 

posible, aunque en ocasiones la carga 

proteica repercute levemente la migración. 

Para la formación del gel, es 

necesario el APS (ammonium persulfate), un 

reactivo oxidante que al agregar TEMED 

(N,N,N´,N´-tetrametiletilendiamina) libera 

radicales libres de sulfato, que apoya en la 

polimerización de la acrilamida-

bisacrilamida.   

SDS-PAGE:  

MATERIALES  

Reactivos: poliacrilamida-bis 30 %, Tris-HCl 1 

M pH 6.8, Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, agua, SDS 

10 %, APS, TEMED, etanol al 70 %, buffer de 

proteínas 5 X, marcador de peso Blueray 

prestained o marcador casero, buffer de 

corrida.  

Equipo: kit de geles verticales (vidrio de 1.5 

ml con su contraparte, esponja, soporte del 

vidrio), peine, cámara de electroforesis, 

fuente, pipetas, termoblock a 90 °C. 

MÉTODO 

Preparación del gel: receta es para un gel de 

poliacrilamida tris/glicina al 8 %. 

1. Agregar a un falcón 4.6 ml de agua, 

2.7 ml de acrilamida 30 %, 2.5 ml de 

Tris1 M pH 8.8, 0.1 ml de SDS 10 % y 

0.1 ml de APS  10 %,  

2. antes de agregar 6 μl de TEMED y 

cargarlo en el gel, comprueba que al 

llenar de agua el montaje de vidrio no 

tenga derrames, también nivela el 

vidrio en una superficie plana,  

3. antes de agregar, mezcla sin hacer 

burbujas y vacía en el gel, dejando 1.5 

cm (centrímetros) para la solución 

stack (donde se pondrá el peine), y 

rellena con etanol al 70 % para 

eliminar burbujas y evitar que entre 

suciedad,  

4. para la solución stack agrega a un 

falcón de 2.1 ml de agua, .5 ml de 

acrilamida 30 %, .38 ml de Tris 1.5 M 

pH 6.8, 30 μl de SDS 10 y 30 μl de APS, 

5. mezcla 3 μl de TEMED cuando ya haya 

polimerizado el gel (~15 min) y 

adiciónalo hasta llenar ensamble, ya 
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que sea eliminado totalmente el 

etanol,  

6. coloca el peine en cuanto agregues el 

stack,  

7. espera de 15 a 20 min para que se 

polimerice la acrilamida.  

Preparación de proteínas: en el proceso 

de purificación se recolectan muestras 

que serán cargadas:  

1. se agrega 5 X del buffer de proteínas, 

por ejemplo, a 40 μl, agrega 8 μl de 

buffer.  

2. se re-suspende y centrifuga, para 

poner por 5 min a hervir a 90 ° C, y 

pasado este momento se pueden 

cargar las muestras o guardarse a 4 

°C. 

Electroforesis:  

1. agregar 30 o menos μl por muestra, y 

de acuerdo con la concentración del 

marcador agrega los μl 

correspondientes para tener la 

referencia de los pesos en kDa (3 μl si 

es comercial).  

2. agregar el buffer de corrida hasta el 

tope de la cámara,  

3. el voltaje y amperaje pueden variar, 

pero correrlo al menos 30 minutos de 

80 a 100 V, es recomendado para que 

las proteínas pasen la región stack lo 

más iguales posible, posteriormente 

este puede subirse incluso a 120 V, y 

de esto dependerá el tiempo que el 

azul del buffer de proteínas salga del 

gel, el cual indicará que las proteínas 

más pequeñas están cerca de salirse 

también, 

4. sacas el gel del montaje de vidrios, lo 

enjuagas con agua y agregas azul de 

coomassie por par de minutos, para 

calentarlo en el microondas por 40 s,  

5. enjuagas con agua y pones otros 40 s 

en el microondas, con esto lograras 

ver de manera rápida el 

comportamiento de tus proteínas, 

pero es recomendado que incubes en 

el gel ON, para obtener un patrón más 

más claro de cada uno de los carriles 

de tus proteínas, ya que, al pasar los 

días, el azul inespecífico desaparece 

del gel.  

 

       3.2 RNAs in vitro 

La transcripción in vitro para producir RNAs 

usando la RNA polimerasa T7 (RNAP) es una 

estrategia muy utilizada, debido a que se 

pueden generar RNAs largos a no tan altos 

precios (Tianshuo Liu, 2023).  El origen de la 

polimerasa es bacteriófago, por lo que 

necesita de un DNA con la región del 

promotor T7. Este está en diversos vectores 

como el pcDNA 3.1, que se utilizó para este 

proyecto y se muestra en la figura 3 C.  

 

3.2.1 Producción de RNAs in vitro 

MATERIALES 

Reactivos: DNA puro y linealizado 

(templado), 10x transcription buffer, NTP mix 

(10 mM), RNase out, T7 RNAP, agua libre de 

nucleasas, DNase I RNase free, EDTA 0.5 M 

pH 8, acetato de sodio 3 M, fenol-cloroformo-

alcohol isoamílico (25:24:1), etanol al 99 %, 

al 70 % y cloroformo.  
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Equipo: incubadora a 37 y 65 °C, hielo, cooler, 

tubos tipo eppendorfs de 1.5 ml, pipetas, 

congelador a -80 °C o - 20 °C (para conservar 

los RNAs).  

MÉTODO 

Producción de transcritos:  

Descongelar agua libre de nucleasas, DNA 

linealizado, en hielo NTPs y el buffer. Las 

enzimas se mantienen en cooler hasta 

utilizarse.  

1. Preparar reacción a temperatura 

ambiente (TA) en un tubo eppendorf, 

de mayor a menor volumen: 

10X transcription buffer 5 μl  
NTP mix (10 mM) (2 mM finales) 10 μl  
DNA linearizado 1 μg  

RNA polimerasa T7 (30 u finales) 1.5 μl  
RNase out              (50 u finales)  1.25 μl  
Agua libre de nucleasas a 50 μl  
Volumen total 50 μl  

*se recomienda re-suspender al final o dar 

toques leves con los dedos como forma de 

mezclar la reacción,  

2. incubar a 37 °C por 2 h con la enzima. 

Al finalizar este paso se puede 

congelar la muestra a -20 °C o 

continuar con los dos pasos 

siguientes,  

3. para remover el DNA, agregar 2 μl (2 

u) de DNase I RNase free, re-suspende 

e incuba durante 30 min,  

4. para inhibir la DNase I, agrega 2 μl de 

EDTA pH 8.0 e incuba 65 °C por 10 

min. Re-suspender muy leve y 

cuidadosamente la mezcla. Se 

necesita el EDTA como quelante para 

proteger el RNA de hidrolizarse a esa 

temperatura. Después de este paso 

se puede congelar a -20 °C o continuar 

con la purificación de los transcritos.  

Purificación de transcritos: 

1. a los 50 μl de reacción, agregar 85 μl 

de agua libre de nucleasas y 15 μl de 

acetato de sodio 3 M, mezclar 

agitando con la mano levente, 

2. agregar en relación 1:1 de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1), equivalente a 150 μl, 

mezclar con la mano y poner a 

centrifugar 5 min a 16, 000 

gravedades (g), 

3. extraer el SN con bastante cuidado de 

no tocar la interfase y ponerlo en otro 

tubo, agregar el doble del volumen de 
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cloroformo (1:2), para centrifugar 5 

min a 16, 000 g nuevamente, 

4. pasar SN en un tubo nuevo, para 

precipitar el RNA se utilizará 2 

volúmenes de etanol (99 %), incubar 

por lo menos 1 h a -80 °C, 

posteriormente centrifugar a 16, 000 

g por 30 min,  

5. remueve el etanol al pipetear con el 

mayor cuidado de no llevarte el pellet 

de RNA,  

6. enjuaga el pellet con 500 μl de etanol 

al 70 % con el máximo cuidado de no 

llevártelo en la punta de la pipeta y 

centrifugar 15 min a 16, 000 g, 

7. repite el paso 5 y posteriormente re-

suspende el pellet con 26 μl de agua, 

se hacen 5 alícuotas, y el 1 μl, con 59 

ul de agua, te permite cuantificarlo,  

8. el mantenimiento es a -20 °C o -80 °C.  

  

      3.2.2 Mini prep de DNA 

Los kits de mini prep son una forma rápida de 

generar DNA de alta calidad a partir de un 

cultivo celular en E. coli. Estos tienen 

columnas cuyas membranas son de sílice, 

que les permite ser centrifugadas para tener 

DNA de longitudes variadas. El protocolo y kit 

utilizado fue de Jena Bioscience (GmbH, 

s. f.)  El DNA obtenido puede servir como 

plásmido para transformar bacterias y 

producir las proteínas recombinantes, para 

generar DNA templado para PCRs, etc.  

MATERIALES 

Placa de agar con ampicilina, medio LB, 

buffer de lisis con indicador de pH, buffer de 

neutralización, RNAsa A, buffer de activación, 

de lavado (washing) y de elución, columnas 

de unión, tubos de colecta de 2 ml, columnas 

de unión, etanol y tubos de 1.5 ml.  

MÉTODO 

Transformación bacteriana: se hace el uso de 

el mismo protocolo antes mencionado en la 

sección de producción de proteínas, pero 

con el plásmido, medio y antibióticos 

correspondientes. Los pre-cultivos para 

estos protocolos no son mayores a 20 ml.  

Escoge una colonia de la placa de agar 

que se transformó. Inocula en esterilidad en 

5 ml de medio LB con 5 μl de antibiótico 

(ampicilina) y genera un control negativo de 

tu pre-cultivo. Crece por 16 h a 37 °C a 200 

(hasta 250) rpm. En caso de hacer el cultivo 

en un falcon de 15 ml, dejar la tapa levemente 

abierta, es necesario que el falcon o matraz 

sea 4 veces mayor al del volumen del pre-

cultivo. Centrifuga a 4, 300 rpm en una 

centrífuga por 15 minutos a 4 °C. Decanta el 

SN y remueve todo el medio posible.  

1. Lisis celular: re-suspende el pellet con 

300 μl de buffer de lisis pipeteado o 

vortexeando por 1 min,  

2. neutralización: agrega 300 μl de buffer 

de neutralización (con RNAsa A) y 

mezcla suavemente al invertir el tuve 

de 4 a 6 veces (sin vortexear), 

3. centrifuga a 10, 000 rpm por 5 min a 

TA (temperatura ambiente) en una 

microcentrífuga,  

4. el color de la muestra debe de brillar 

en amarillo indicando un pH de 7.5 e 

indica una unión de DNA óptima. Y se 
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recomienda ajustar con acetato de 

sodio 3 M a pH 5 antes de continuar,  

5. activación de la columna: poner una 

columna de unión en un tubo para 

colectar de 2 ml,  

6. agregar 100 μl de buffer de activación 

en la columna y centrifugar a 10, 000 

rpm por 30 s en microcentrífuga. 

Descarta el líquido obtenido en el tubo 

para colectar,  

7. carga de columna: pon el SN por 

pipeteo o decante, obtenido en los 

pasos 3 y 4. Centrifuga a 10, 000 rpm 

por 30 s. Y descarta el líquido en el 

tubo de colecta,  

8. lavado de columna: pon la columna 

con el DNA cargado en un tubo de 

colecta. Y por 500 μl de washing buffer 

(que tiene etanol) a la columna de 

unión. Centrifuga por 30 s a 10, 000 

rpm y descarta lo colectado en la 

cubeta, 

9. paso opcional: recomendado solo 

para DNA >200 bp (pares de bases) o 

más puro, se recomienda agregar 700 

μl de washing buffer a la columna de 

unión, centrifugar 10 s a 10, 000 rpm, 

descartar lo de la cubeta y centrifugar 

2 minutos para remover los residuos 

de washing buffer.  

10. elución: pon la columna de unión en 

un eppendorf de 1.5 ml, agrega de 30 

a 50 μl de buffer de elución 

previamente calentado o agua dd 

(doble destilada) en el centro de la 

membrana de la columna, deja 

incubar 1 min a TA. Centrifuga a 10, 

000 rpm por 1 min y eluye el DNA.  

*realmente son 10, 000 g al centrifugae, en 

caso de poder, considéralo.  

 

       3.2.3 Digestión de DNA  

Las enzimas de restricción reconocen de 6 a 

8 bases consecutivas y son utilizadas para 

cortar de forma específica regiones de DNA. 

En este trabajo tenemos vectores de pcDNA 

3.1 con diversas secciones de Rb y p53 

insertadas, cortar el DNA de forma 

específica, logrará que tengamos longitudes 

de transcritos específicos. Hicimos uso de la 

enzima XhoI y XbaI, ambas están justo en la 

región donde termina la secuencia de p53-

240 que nos interesa para hacer los ensayos.  

Aunque en un inicio se hizo también para Rb, 

posteriormente implementamos otra 

estrategia.  

MATERIALES 

Enzima de interés, DNA puro, buffer para las 

enzimas, agua libre de nucleasas, 

incubadora a 37 y 80 °C. 

MÉTODO 

1. Hacer la siguiente reacción a TA: 

Buffer de la enzima 10X 4 μl   
Enzima 1 μl   
DNA  2 μg  
Agua libre de nucleasas completar 40 μl   
Volumen total 40 μl   

 

*Para la enzima XhoI, se puede agregar 

hasta 8 μg de DNA (purificado de manera 

casera) y se mostró tener la misma 

eficiencia.   
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*Hay 13 nt desde la región del primer 

nucleótido transcrito después del promotor 

T7 hasta la enzima de restricción con la que 

se insertó la secuencia en el vector, en este 

caso pcDNA 3.1. Las diferentes secuencias 

de Rb y p53 fueron insertadas con HindIII, por 

ello que coincida el número de nt del sitio 

múltiple de clonación.  

2. Poner a digerir 16 h a 37 °C, 

3. inhibir actividad extra de la enzima a 

65 u 80 °C por 20 min, según la 

enzima, revisar la tabla 3.1,  

4. una forma de confirmar la 

linearización es cargando parte de la 

muestra en un gel de agarosa. En 

caso de que haya más de una banda, 

significa que tu vector tiene más de 

una vez esa región de corte. Si está 

linealizado, no es necesario que 

cortes banda y purifiques, sino 

puedes utilizar el DNA digerido y 

purificarlo directamente. 

En caso de que tengas más de una banda y 

sepas la longitud de los fragmentos y el de 

interés. Puede cortar banda y purificarla. La 

longitud específica de los DNA lineares que 

se buscan transcribir se muestra en la tabla 

3.1, dicha longitud considera a partir del 

promotor T7 hasta la región que corta la 

enzima.  

 

 

Electroforesis de gel de agarosa: 

MATERIALES 

Buffer TAE 1X, agarosa, cámara de 

electroforesis para gel de agarosa, bromuro 

de etidio (BrEt), matraz de 100 ml, vaso de 

precipitado de 100 ml, microondas, 

marcador de 1 000 pares de bases (1kb). 

MÉTODO 

1. Para un gel de agarosa 1X, se taran 40 

ml de buffer TAE 1X en un vaso de 

precipitado, y agergan 0.4 g (gramos) 

de agarosa para mezclar 

vigorosamente en un matraz, 

2. colocar en microondas por 20 s, 

sacas con guante protector de calor y 

meneas vigorosamente,  

3. repetir paso 2 inmediatamente, y dejar 

reposar por unos minutos hasta que 

se atempere,  

4. colocar 3.5 μl (10 mg/ml), de bromuro 

de etidio (BrEt), menear 

vigorosamente y colocar en un molde 

previamente nivelado, con peine 

donde sea capaz colocar 50 μl de 

muestra (peine de 8 pozos), dejar 

polimerizar por 20 minutos, 

5. quitar peine, colocar gel en la cámara, 

colocar 5 μl de marcador de 1kb, y las 

muestras de interés, 

 

Tabla 3.1  Enzimas y      buffers  para cada   vector  

DNA Enzima Tamaño Buffer  T° para inhibir Sitio de corte 
p53 240 pcDNA XhoI 265 nt  2.1/3.1 65 °C C/TCGAG 
p53 240 pcDNA Xba 271nt  r2.1 65 °C T/CTAGA 
p53 wt pcDNA SspI 1002 nt r2.1 65 °C AAT/ATT 
L22L pcDNA SspI 1002 nt r2.1 65 °C AAT/ATT 
Rb 0 pcDNA EcoRV 555 nt  r3.1 80 °C GAT/ATC 
Rb wt pCMV  EcoRV 827 nt r3.1 80 °C GAT/ATC 
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6. dejar correr el gel por 20 min a 80 V 

(volts) y 335 - 360 A (amperes). 

Pasado ese tiempo puedes revisar el 

DNA bajo luz UV y si es necesario más 

tiempo para tener los fragmentos 

separados, puedes hacerlo, 

7. esterilizar con etanol una navaja para 

cortar el fragmento del gel de interés 

y pasarlo a un microtubo de 1.5 ml. 

Ahora tienes listo el fragmento de interés, 

para purificar se utiliza un kit como el antes 

comentado, con algunas variaciones. O 

puedes hacer uso del método de purificación 

casero:  

Purificación por kit Jena de bioscience:  

1. se pesan las bandas cortadas y se 

pone una relación 1:2 de isopropanol 

y 1:3 de binding buffer, por esto, el 

número de bandas por tubo es 

importante, y lo colocas a 60 °C, el 

tiempo necesario hasta que el 

volumen sea totalmente líquido,  

2. agregar 100 μl de buffer de activación 

en la columna (puesta en una cubeta 

de colecta) y centrifugar a 10, 000 rpm 

por 30 s en microcentrífuga. Descarta 

el líquido obtenido en el tubo para 

colectar,  

3. carga de columna: poner 700 μl del 

tubo del paso 1 y centrifuga a 10, 000 

rpm por 30 s. Descarta el líquido en el 

tubo de colecta,  

4. repite el paso 3 hasta lograr cargar 

todo el tubo del paso 1, 

5. lavado de columna: pon la columna 

con el DNA cargado en un tubo de 

colecta. Y por 700 μl de washing buffer 

a la columna de unión. Centrifuga por 

30 s a 10, 000 rpm y descarta lo 

colectado en la cubeta, 

6. descartar lo de la cubeta y centrifugar 

2 min para remover los residuos de 

washing buffer, 

7. elución: pon la columna de unión en 

un eppendorf de 1.5 ml, agrega de 20 

μl de buffer de elución calentado 

levemente o agua dd (doble destilada) 

en el centro de la membrana de la 

columna, deja incubar 1 min a TA. 

Centrifuga a 10, 000 rpm por 90 s y 

eluye el DNA.  

Purificación por método casero:  

1. remojar algodón estéril en buffer TAE 

0.5 X auto-claveado,  

2. hacer un hoyo con una aguja en el 

fondo de un microtubo de 600 μl,  

3. exprimir el algodón lo mejor posible, y 

comprimirlo en el tubo perforado, 

hasta un ¼ de su volumen total,  

4. colocar el microtubo de 600 μl en uno 

de 1.5 ml y agregar las bandas de 

agarosa sobre el algodón, 

5. centrifugar a TA 5 min, 

*Entre mayor sea el tiempo, es posible que 

logre salirse la agarosa y disminuir la pureza 

de la muestra, pero solo así se logran tener 

cantidades mayores de DNA, debido a que 

originalmente se obtienen alrededor de 100 

μl de DNA, se recomienda hacer una nueva 

purificación con fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico, por lo que aumentar las 

centrifugaciones o el tiempo, ya no es tan 

relevante. Si utilizas solo 5 min de 

centrifugación esa muestra puede alcanzar 
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una pureza de 1.7 en el radio 260/280, lo que 

pude ser útil al hacer secuenciaciones.  

*Debido a que el interés en este caso es tener 

la mayor cantidad de DNA, se hizo el paso 6:   

6. repetir el paso 5, agregando 50 μl de 

TAE 0.5 X cada vez, y agregar un 

nuevo tubo de 1.5 ml de ser necesario,  

7. purificar con fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico. 

La purificación es parecida a la de 

transcritos, pero está combinado con el 

protocolo de thermofisher.com, para 

englobar así ambos:  

Purificación por fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico: 

1. agregar 1:1 de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1), mezclar con vórtex por 20 s 

y poner a centrifugar 5 min a 16, 000 

g a TA o a 4 °C,  

2. extraer el SN con bastante cuidado de 

no tocar la interfase y ponerlo en otro 

tubo, agregar el doble del volumen de 

cloroformo (1:2), para centrifugar 5 

min a 16, 000 g nuevamente, 

3. extraer el SN con bastante cuidado de 

no tocar la interfase y ponerlo en otro 

tubo, agrega 0.5 X de acetato de sodio 

3M y 2.5 X de etanol absoluto y deja 

reposar a -20 °C toda la noche o 1 h a 

– 80 °C, 

4. centrifugar 30 min a 16, 000 g a 4 °C,  

5. remueve el etanol al pipetear con el 

mayor cuidado de no llevarte el pellet 

de DNA,  

6. enjuaga el pellet con 500 μl de etanol 

al 70 % con el máximo cuidado de no 

llevártelo en la punta de la pipeta y 

centrifugar 15 min a 16, 000 g, 

7. deja secar el pellet protegido de 

contaminación,  

8. re suspender en 20 μl de agua.   

*Los 15 min de centrifugación final se 

recomiendan en caso de si se deshizo o 

movió el pellet cuando se enjuagó, si quedó 

intacto puede disminuir el tiempo de 

centrifugación.  

 

       3.2.4 Amplificación de DNA por 

PCR 

Para conseguir transcritos más cortos y 

debido a que teníamos cantidades reducidas 

del pCMV de Rb, así como teníamos bandas 

desconocidas en las digestiones, 

cambiamos de estrategia implementando 

PCR para todas las secuencias de Rb. El oligo 

forward incluía levantar el T7 y la reverse el 

+210 de Rb, la secuencia específica de cada 

uno se muestra en la tabla 3.2, con estos 

oligos puedes DNAs que te generen 

transcritos Rb wt de 507 nt y Rb-0 de 248 nt.  

El programa del termociclador se muestra en 

la figura 3 D.  

Tabla 3.2 Oligonucleótidos F y R 
Forward T7 TAATACGACTCACTATAGGG  

Reverse 210 CCCAAGTTAACCAAGCTCTCTCTCTG 

 

Receta para la PCR:  

Buffer Pfu 10X 5 μl  
Buffer Pfu 10X 5.0 μl  
DMSO 2.5 μl  
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DNA 75* ng/μl  1.0 μl  
dNTP 10 mM 1.0 μl  
Oligo F 10 μM 1.0 μl  
Oligo R 10 μM  1.0  μl   
Pfu 0.5 μl  
Agua 38.0 μl   

 

*se logra perfecto de los 75 a 150 ng.  

 

Respecto a la temperatura de hibridación 

o melting (Tm) es de 43 °C, se calculó con el 

calculador de Neb (tmcalculator.neb). Y se 

propusieron 45, 50, 55 y 60 °C.  Fueron 

exitosos 45 y 50 °C, y posteriormente con 

otro gradiente se encontró que la Tm ideal es 

46.2 °C. El tiempo de elongación depende de 

la longitud de tus amplicones y el 

rendimiento de la polimerasa, la nuestra une 

en 2 min al menos 1 kb, por lo que se 

propusieron 72 s para unir 600 nt, 

considerando un exceso, ya que Rb wt linear 

es de 527 nt. 

 

3.3 Mutagénesis sitio dirigida  

En este trabajo teníamos 3 versiones de la 

secuencia de p53 en el vector pcDNA 3.1: 

p53 FL (full lenght) wt, la región completa de 

1,179 nt codificantes de p53; p53 FL L22L, la 

versión completa con la mutación sinónima 

en el codón 22 ([CUA / CUG]) (Oscier et al., 

2002) que generalmente se usa como 

control negativo de la interacción con MDM2; 

y por último p53 240 wt, una versión con 6 nt 

de 5´ y 240 nt codificantes. Dicha secuencia 

se considera la longitud mínima para que 

una fracción del IRES de p53 forme la 

plataforma que contiene la horquilla de unión 

con MDM2 (Malbert-Colas et al., 2014).  

 Debido a las facilidades de tener una 

versión L22L para el vector p53 240, se 

propuso generar una mutagénesis sitio 

dirigida al codón 22.  

 Las mutagénesis sitio dirigida es una 

técnica propuesta por Michael Smith en el 78 

para insertar mutaciones puntuales en una 

región de DNA específico, en la actualidad se 

utilizan un par de oligos con la mutación 

insertada, que harán que cuando se 

amplifiquen el templado, este contenga 

dicha modificación. Una manera de eliminar 

el DNA original es con la enzima DpnI, 

conocida por localizar sitios metilados y 

digerirlos, por lo que es necesario un 

templado generado en bacterias.  

 

3.3.1 Diseño de oligonucleótidos con la 

mutación 
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El diseño de los oligos consistió en 

considerar probar pares de alrededor de más 

de 40 nt que abarcaran la mutación de forma 

céntrica, y para que el % de GC no fuese tan 

bajo. Más detalles sobre estos oligos, está 

en el Anexo 7.2. El par utilizado se muestra 

en la tabla 3.3.  

Tabla 3.3 Oligos para la mutagénesis L22L  
p53 L22L F GAGTCAGGAAACATTTTCAGACCTGTGGAAAC 

TACTTCCTGAAAACAACG 

p53 L22L R CGTTGTTTTCAGGAAGTAGTTTCCACAGGTCT 
GAAAATGTTTCCTGACTC 

 

Receta para la PCR: 

Buffer pfu 10X 5.0 μl  
DNA 30 ng/μl  1.6 μl  
dNTP 10 mM 1.0 μl  
Oligo F 1.0 μl  
Oligo R 1.0 μl   
pfu 1.0 μl  
Agua 39.4 μl   

 

*Algunas veces se utiliza DMSO en PCR con 

oligos con un % grande de GCs, este caso no 

lo se recomienda debido que este % es bajo, 

y a parte, no se recomienda si se usará DpnI. 

Para calcular los minutos de 

amplificación, se tomó el peso de ~ 5.4 kb 

más los ~ 0.25 kb de p53 y restando parte 

del SMC, se obtuvieron ~ 5.5 kb, que 

necesitan 11 min aproximadamente, se 

eligió dejarlo en 12 minutos totales de 

elongación. El programa utilizado para esta 

PCR se muestra en la figura 3 E.  

A pesar de que la Tm teórica son 62 

°C, el gradiente realizado involucró un rango 

de 53 a 65 °C. Posteriormente se hace una 

electroforesis de agarosa 1 X, para revisar la  

 

la amplificación con 5 μl de reacción y solo 

para los amplicones exitosos se continúa 

con el protocolo.  

Digestión de DNA metilado:  

1. se toman 30 μl de reacción de PCR y 

2 μl de agua,  

2. se agrega 3.65 μl de buffer r.CutSmart 

y 1 μl de DpnI,  

3. se re-suspende la muestra y se incuba 

por 16 h a 37 °C.  

4. se inactiva la enzima por 20 min a 80 

°C.  

Transformación de la reacción:  

Se hace el protocolo 3.1.1 de trasformación 

bacteriana pero con las siguientes 

distinciones: las cepas utilizadas pueden ser 

TOP10 o DH5α. Debido a que p53 está en 

pcDNA 3.1 se utiliza como antibiótico la 

ampicilina. La cantidad de la digestión que 

se transforma son 15 μl. El resto del 

protocolo es igual. Es necesario que también 

se ponga una placa como control negativo.  
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 En caso de que haya colonias, se 

continúa con la inoculación para hacer una 

mini prep como en la técnica 3.2.2 o el 

protocolo casero al final de 3.2.3 El DNA 

obtenido se envía a secuenciar. 

 

3.3.2 Secuenciación  

Los servicios de secuenciación los 

pedimos en el Laboratorio nacional de 

biotecnología agrícola, médica y ambiental 

(LANBAMA) del Instituto potosino de 

investigación científica y tecnológica 

(IPICYT), la técnica que emplean es Sanger 

(equipo AB 3130) y tecnología capilar. En su 

página de internet tienen los formularios de 

las condiciones de tu muestra (De 

Investigación Científica y Tecnológica, s. f.). 

La concentración recomendada por lo 

general son 50 ng/μl en un volumen mayor a 

20 μl. El DNA que obtengas lo puedes 

purificar con protocolos caseros, ya sea de 

una mini prep o de una banda de agarosa. 

  

3.4 ELISAS (enzyme-linked 

inmunoabsorbent assay)  

Los ensayos inmunoabsorbentes ligados 

a enzimas son una técnica semi-

cuantitativa para estudiar las 

interacciones de las proteínas in vitro.  

En este proyecto nos interesa 

cuantificar las interacciones de estas con 

RNA, por lo que utilizamos la versión de  

ELISA-RNA que consta de una placa que 

se funcionaliza con estreptavidina, en la 

cual se le agrega  complejos de RNA 

biotinilado y proteína recombinante al 

ponerlos interaccionar previamente, para 

que el RNA se inmobilicé en la placa, se 

lava y la proteína que logre ser detectada 

con un anticuerpo conjugado a HRP 

(horseradish peroxidase), generará una 

reacción de quimioluminiscencia si está 

en contacto con sustrato como el 

conjunto ECL (enhanced 

chemiluminiescence) como se muestra 

en la figura 3 F.  

 

3.4.1 Biotinilación de RNA 

La biotinilación de RNA es muy común 

cuando se busca inmovilizarlo en superficies 

con estreptavidina, el complejo biotina-

estreptavidina tiene una afinidad muy grande 

con una constante de disociación del orden 

de 10^-14. Pierce RNA 3´ End Biotinylation Kit 

utiliza a la enzima RNA ligasa T4 para unir al 

nucleótido del extremo 3´ una citidina 

(bis)fosfato biotinilada que tiene en su 
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ribosa un fosfato 3´, 5´ para la ligación 

(PierceTM RNA 3’ End Biotinylation Kit 20 

Reactions | Buy Online | Thermo ScientificTM, 

s. f.).  

El kit está optimizado para 50 pmol de 

RNA purificado. Es recomendable trabajar en 

condiciones libres de nucleasas. De 

preferencia en campana con uso de 

cubrebocas.  

MATERIALES 

Reactivos: Pierce RNA 3´ End Biotinylation Kit 

(Thermo SCIENTIFIC 20160): T4 RNA ligasa 

(20, 000 U/ml), buffer (10X) de la ligasa T4 

RNA, inhibidor de RNAsa (40 U/μl), agua libre 

de nucleasas, DMSO, PEG 30%, biotinylated 

cytidine (Bis) Phosphate (1 mM) y glicógeno. 

También 50 pmol del RNA, 

cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), NaCl 5 

M, etanol al 70 % y absoluto.  

Equipos: incubadora a 16 °C, centrífuga, 

termociclador, y congelador a – 20 o – 80 °C.   

MÉTODO 

Procedimiento para la ligación del RNA:  

1. descongela el DMSO a TA, el PEG 30 

% a 37 °C de 5 a 10 min (hasta estar 

soluble), el resto de los componentes 

descongelarlos en hielo. La enzima 

utilizarla en cooler, 

2. transfiere el RNA (50 pmol) en ~25 % 

de DMSO a un tubo de PCR y en el 

termociclador calienta a 85 °C por 2 

min, después buscar la forma de que 

disminuya la temperatura lentamente 

(en un lapso de 3 min) hasta estar a 

TA. 

*Sugerimos hacer un programa en el 

termociclador, el programa utilizado: 85 °C 2 

min, 70 °C 10 s, 60 °C 10 s, 40°C 10 s, 25 °C y 

lo dejo ahí el tiempo necesario hasta 

necesitarlo en paso 3. Aunque el protocolo 

de la empresa sugiere que cualquier RNA se 

ponga en hielo después de los 85 °C.  

Determinación la concentración del RNA 

purificado de µg (con A260/280) a pmol:  

(µg × 10^-6 )(1 × 10^12 pmol/mol)/ (330 

g/mol) (# bases) = pmol ácido nucleicos 

3. prepara la reacción de ligación en 

orden, la adición de PEG 

necesariamente es lo último y la 

mezcla de la solución se hace con una 

punta nueva (se re-suspende 

levemente). Cuando inicies el paso 2,  

 inmediatamente haz la reacción, para 

que el RNA al estar listo, lo incorpores 

en la reacción. La receta completa es 

la siguiente: 

4.  incuba la reacción a 16 °C ON 

(overnight, 16 h), 

Agua  3.0 μl  - - - - 
Buffer 10X 4T 3.0 μl  1 X 
RNAse inhibitor 
(40 U) 

1.0 μl  1.33 U/μl 

RNA (50 pmol) 5.0 μl  1.67 μM 
biotinylated C (1 
nmol) 

1.0 μl  33.3 μM 

T4 RNA ligase 
(40 U) 

2.0 μl  1.33 U/μl 

30 % PEG 15.  μl   15 % 
Final 30 μl concentración 

RNA  50 pmol - - - - 
DMSO 25 % 1.25  μl  
Agua - - - - - - - - 
Total concentración  5.0 μl 
   



33 
 

 
 

5. agrega 70 μl de agua libre de 

nucleasas.  

Extracción de la enzima:  

1. agrega 100 μl de cloroformo:alcohol 

isoamílico (24:1). Mezclar por 

inmersión y da vórtex 2 s, 

2. centrifuga por 3 min a 16, 000 x g. El 

SN (fase acuosa) transferirlo a un 

tubo nuevo.  

3. agrega 10 μl de NaCl 5 M, 1 μl de 

glucógeno y 300 μl de etanol frío al 

100 %. Precipita al menos por 1 h a – 

80 °C o ON a -20 °C,  

4. centrifuga por 15 min a 16, 000 x g a 4 

°C. Sin molestar pellet elimina el SN,  

5. lava el pellet con 300 μl de etanol frío 

al 70 % (re-suspende muy 

cuidadosamente). Centrifuga como 

en el paso 4,  

6. elimina el etanol sin mover el pellet. 

Dejar evaporar el resto del etanol en 

un área esterilizada y sin corrientes de 

aire, 

7. re-suspende el pellet en 100 μl de 

agua libre de nucleasas (depende del 

uso posterior y concentración pmol/μl 

que busques). En este caso los 100 μl 

es para que en cada 1 μl haya 0.5 

pmol. Para su posterior uso, conviene 

hacer alícuotas de 10 y que estas 

sean lo menos posible 

descongeladas.  

 

 

3.4.2 Ensayo ELISA proteína-RNA 

Tomado de (Illana & Farhaeus, 2012) con 

algunas especificaciones  

MATERIALES 

Reactivos: proteína recombinante (con 

etiqueta de 6 histidinas), RNA biotinilado, 

estreptavidina (100 µg/ml en 0.1 M de 

NaHO3), PBS 1 X con BSA al 3 % y 0.1 µg/ml 

de estreptavidina, PBS-T (PBS 1X y 0.1 % de 

Tween 20), binding buffer (Tris 50mM pH 7.5, 

150 mM NaCl, 0.02 mg/ml yeast tRNA, 0.2 

mg/ml BSA, 100 U/ml de RNAse out, agua, 

anticuerpo en PBS 1 X 1:1000 (6X His 

conjugado con HRP), mezcla 1:1 de ECL1 y 

ECL2 de Pierce ECL western, placa de 96 

pozos blanca. 

Equipos: centrifuga con rotor para placas, 

espectofotómetro VE-6000T, termociclador.  

MÉTODO 

Procedimiento:  

1. cubre cada pozo con 40 µl de la 

estreptavidina 16 horas a 4 °C, cubre 

con parafilm para evitar que se 

evapore la solución,  

2. lava los pozos 6 veces con PBS 1 X (el 

primer y último lavado con 100 µl y los 

4 intermedios con 50 µl),  

*cada que elimines solución de los pozos, se 

tiene que voltear la placa en un recipiente de 

manera fuerte, para vaciar el líquido evitando 

ser invasivos con la superficie,  

3. agrega 40 μl/pozo de PBS con BSA e 

incuba 16 horas a 4 °C,  

4. mezcla en tubos de PCR 0.5 pmol de 

RNA y la cantidad de proteína en el 

buffer de unión, 
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*para facilitar su uso hice un stock de buffer 

donde sean necesarios solo 30 μl y se tengan 

20 μl disponibles para las diferentes 

concentraciones de proteína y RNA, estos 20 

μl también pueden utilizarse en caso de 

modificar el buffer necesario. Al agregar las 

biomoléculas, procura re-suspende 1 o 2 

veces uniformemente en cada condición, 

deja en incubación 30 min a 37 °C, 

5. 5 min antes de concluir el paso anterior, 

lava 4 veces con PBS-T, la primera y 

última con 100 μl y la 2 y 3 con 50 μl, para 

poder agregar los 50 μl del paso 4 y tapa 

con parafilm,  

6. incuba 1 h a TA,  

7. repasa el paso 2, y agrega 40 μl de 

anticuerpo 1:1000 conjugado, e incuba 1 

h a TA en meneo, cubre con parafilm,  

8. repite paso 2,  

9. agrega 50 μl de la mezcla 1:1 de ECL1 

y ECL2,  

10. centrifuga placa a 4, 300 rpm por 2 

minutos para eliminar burbujas para leer 

en el espectofotómetro, 

*hay una alternativa con el reactivo Ultra 

TMB Elisa para leer ELISAs (REF 34028 de 

thermoscientific), de manera colorimétrica, 

su uso y la prueba de dicha solución no logró 

realizarse, pero es recomendado para no 

depender de equipos que miden 

quimioluminiscencia.  

3.5 EMSA  (electrophoretic mobility 

shift assay) 

La técnica se basa en la movilidad en un gel 

que tienen biomoléculas como el DNA o RNA 

cuando se unen a una proteína, y como su 

migración depende de esta interacción.  En 

este tipo de tamices, se busca que se tengan 

condiciones no desnaturalizantes, para que 

la proteína y su estructura no tenga 

afectaciones. Respecto a esta técnica, es 

una manera visual y más sencilla de observar 

interacciones de RNA. Un ejemplo de esta 

técnica se expone en la figura 3 G. 
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En el trabajo de tesis de licenciatura 

de (Martínez-Morales 2025), se exploró la 

estandarización de esta técnica en geles 

horizontales de agarosa de 40 ml en buffer 

TAE 1 X con la interacción de proteínas (200 

ng), DNA, y su tinción con coomassie y BrEt. 

 Basado en este trabajo, y con el 

apoyo de Amely Apaseo, estudiante que 

desarrolló su verano de investigación en 

Libyc, propusimos el uso de migración de 

geles horizontales de 10 ml de agarosa en 

buffer TBE, que mejora su tinción, tiempo y 

manera de visualizarlo.  

MATERIALES 

Reactivos: proteína recombinante en buffer 

de unión, RNA, binding buffer (Tris 50 mM, 

NaCl 150 mM, ZnSO4 10 µM, pH 7.5), 

solución fijadora (metanol 50 %, ácido 

acético glacial 7%), TBE 1 X, agarosa, RNAse 

out, EDTA 50 mM, BrEt 10 μg/ml, agua y 

coomasie diluido 1:5, 1:10 en solución 

fijadora, RNAseZAP, glicerol, buffer para RNA 

5 X y hielo.  

Equipo: cámara de electroforesis para geles 

de poliacrilamida, así como equipo de 

vidrios, peines, agitador, termociclador, 

visualizador de luz UV, autoclave, tubos de 

PCR, pipetas y puntas.  

MÉTODO 

Este protocolo necesita que en todo 

momento se utilice RNAseZap en las 

superficies en las que estará en contacto el 

RNA, así como el uso de campana estéril 

para RNA y uso de elementos personales 

como cubrebocas. 

Preparación del gel 1.2 X: 

1. se pesan 144 mg de agarosa y diluyen 

en 12 ml de TBE 1 X, que serán 

calentados por 20 s en el microondas, 

se menea la mezcla, y vuelven a 

calentar hasta llegar al punto de 

ebullición, necesario para que la 

agarosa posteriormente pueda 

polimerizar,  

2. se deja atemperar 1 a 2 minutos, para 

poner en el par de vidrios, 

previamente colocados en la esponja, 

en cuando sean agregados, pon el 

peine sin dejar burbujas, ya que 

polimeriza muy rápido,  

Preparación de muestras: 

1. agrega en tubos de PCR proteína en 

buffer de unión, haz el experimento 

considerando que todas las 

condiciones tendrán el volumen final 

igual, independientemente de las 

concentraciones de RNA, proteína u 

otros buffers,  

2. agrega EDTA para que en el volumen 

de interacción de la proteína y RNA 

haya 1 μM de este,  

3. agrega 1 μl de RNAse out por 

condición,  

4. agrega el RNA re-suspendiendo en la 

muestra, este puede tener un 

plegamiento previo, como lo es elevar 

la temperatura a 65 °C por 2 min, y 

bajar la temperatura a 50 por 10 s, 40 

°C 10 s, 30 °C 10 s y luego poner a 4 

°C o en hielo,  

5. poner a 37 °C de 30 min para permitir 

la interacción, 
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6. previo cargar el gel agrega 5 X de 

glicerol en cada una. 

Correr gel: 

1. preparar el gel en los vidrios de la 

cámara vertical, asegúrate que al 

despegar el peine del gel, no se suba, 

debido a que tendrás que con mucho 

cuidado y limpieza posicionar 

correctamente el gel en el vidrio, y 

rellena de buffer TBE 1 X frío y 

esterilizado a la cámara, así mismo, si 

es posible agregar refrigerantes 

congelados, ayuda a la preservación 

del RNA,  

2. carga las diferentes condiciones y 

corre el gel a 100 V y 350 amperes, por 

50 min,  

Visualización de gel:  

1. incuba por 2 min BrEt 10 μg/ml, de 

preferencia que la solución esté fría, 

2. enjuaga otros 10 minutos (o el 

tiempo necesario) con agua sin BrEt,  

3. visualiza los ácidos nucleicos en el 

gel bajo luz UV,  

4. agrega solución fijadora por 8 min,  

5. retira la solución y agrega por 5 

minutos coomassie,  

6. cambia a  coomassie 1:5 en solución 

fijadora, en meneo ON, cubriendo el 

gel,  

*la visualización de las proteínas logra ser 

detectada alrededor de la hora con la 

solución. Se puede variar el tiempo con el 

coomassie o las concentraciones de estas. 

3.6 Funcionalización de superficies 

Dentro de los materiales de alta energía 

superficial se encuentran la mayoría de los 

minerales, como el vidrio, un sustrato 

inorgánico barato frecuentemente usado en 

la industria e investigación. Se ha 

caracterizado ampliamente al ser una 

superficie con propiedades ópticas, de 

resistencia mecánica e interacciones 

fisicoquímicas, además es muy competitivo 

frente a otros materiales (Wu et al., 2014).  

El vidrio es una mezcla de óxidos, 

donde la sílice (SiO2) constituye la red vítrea 

con enlaces siloxanos (Si-O-Si), que exponen 

sitios silanoles (Si-OH) que pueden 

reaccionar con otras moléculas figura 3 H. 

Las interacciones que logran son: de Van Der 

Waals, puentes de hidrógeno, enlaces 

iónicos y covalentes. La composición del 

vidrio se puede presentar en sano, hidratado, 

con capa de agua, cristalización o 

contaminación. Debido a su corrosión, 

reactividad y otras propiedades, se continúa 

caracterizando, y para así lograr tener 

modelos de superficie sílice precisos 

(Chartier, 1997). 
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Para establecer unión de moléculas 

que sirvan de conexión entre el vidrio como 

material inorgánico y un orgánico como las 

biomoléculas, se han usado en gran medida 

los silanos, que establecen fuertes enlaces 

covalentes (Yong et al., 2014) (Idris et al., 

2020) . Los silanos órgano-funcionales, son 

híbridos compuestos de sílice que con sus 

grupos hidrolizables se une al vidrio, y un 

sustituyente orgánico, que se busca tenga 

cierta funcionalidad para su unión con algún 

polímero orgánico (Al-Saadi & Singh Raman, 

2022). Además, los silanos tienen un peso 

molecular bajo, por lo que son muy volátiles 

(Lu, 2013). Un ejemplo se muestra en la 

figura 3 I, donde se muestra un silano 

interaccionado con una superficie de sílice.  

 

 

       3.6.1 Lavado de partículas de 

SiO2  

MATERIALES 

Reactivos: silicion dioxide powder (SiO2. 99.5 

%, 1 µm, US Research Nanomaterials, Inc), 

agua destilada, alcohol del 96 %, SDS al 10 %. 

Equipos: vortexer, baño ultrasónico, 

centrífuga (Heraeus Megafuge 8), 

incubadora para secar a 65 °C, báscula 

analítica (Analitical series, ACUARIS 

INSTRUMENTS), pipetas y puntas de 10, 200 

y 1000 µl, jeringa de 15 ml, tubos falcón de 

15 y 50 ml, eppendorfs de 1.5 ml, sistema 

generador de plasma de baja presión, 

centrífuga con rotor para falcón de 15 ml 

(HERMLE Z 216 MK).  

MÉTODO 

Lavado de partículas: se pesa lo equivalente 

a 1 g de partículas de sílice, de 1080 nm de 

diámetro. Se colocan en un falcón de 15 ml, 

los cuales se diluyen con 9 ml de agua y 1 ml 

de SDS 10 %. Estos se pasan en 2 rondas de 

5 min en vórtex y 5 min de sonicación. 

Posteriormente se centrifuga 15 min a 3500 

rpm y después se decanta el líquido, dicho 

proceso de lavado con SDS se hace 3 veces. 

Enjuague con etanol del 96 %: se colocan 10 

ml en las partículas, se dan 2 rondas de 5 min 

en vórtex y 5 min sonicando, después de las 

rondas, se centrifuga a 3500 rpm 15 min y se 

decanta el etanol al finalizar, se repite 3 

veces el ciclo de enguaje con etanol. Para 

secar las partículas se esparcen en el falcón 

y se dejan en un horno incubación a 65 ° C 

toda la noche. 

Al estar totalmente secas, se pesan 

las necesarias y se llevan 2 minutos en 

generación de plasma por la máquina 

productora de ozono, esta es una buena 

forma de limpiar las partículas debido a que 

el plasma elimina los enlaces orgánicos que  

la superficie tiene, en este caso se colocan 

en un recipiente de vidrio con tapa, se 

prepara la máquina, y se coloca las 

partículas en contacto con el plasma 90 

segundos, dichos tiempos fueron 

propuestos en trabajos anteriores 
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(Contreras-Sánchez, 2021), debido a que las 

partículas son tan pequeñas, al liberar el 

vacío tiene que hacerse de forma muy lenta. 

Al concluir con este paso, se debe continuar 

con la deposición inmediatamente y 

protegiendo de que no se contaminen con el 

ambiente las partículas. 

 

       3.6.2 Deposición de vapor 

química de MPTMS 

La deposición química de vapor (CVD) es 

una alternativa práctica para crear mono 

capas de organosilanos. En esta deposición 

de sistema cerrado, la superficie del blanco 

se pone en una cámara de vacío con un 

recipiente conteniendo una cantidad del 

organosilano líquido. Este es vaporizado y 

logra condesarse en las superficies, incluida 

la destino. Hay ventajas que tiene esta 

técnica al compararla con deposición líquida, 

estas son que disminuye los de agregados 

en la superficie, control de la humedad en 

dicho proceso así como que no son 

necesarios disolventes (Pick et al., 2015). 

El silano MPTMS o (3-

mercaptopropyl) tri- methoxysilane contiene 

grupos metoxi interaccionando con el átomo 

de silicio, que le permiten unirse por 

hidrólisis al vidrio, así como también como lo 

indica su nombre, un grupo R que contiene 

un grupo tiol (-SH), un esquema de su 

estructura se observa en la figura 3 J. Por 

otra parte, APTES (3-

aminopropyltriehoxysilane) contiene un área 

reactiva con tres grupos etoxi (CH3O) que 

covalentemente se une a las superficies, y en 

el otro extremo de la cadena lineal contiene 

un grupo amino, protonado en soluciones 

acuosas (pKA = 9.6) (Ito et al., 2011). Por lo 

que una superficie cubierta presentará una 

carga positiva, figura 3 J. 

 

MATERIALES  

Equipos: incubadora para secar a 65 °C, 

bomba y cámara de vacío, dispositivo que 

rota para funcionalizar confluentemente 

hecho en el laboratorio (Romero-Rangel 

(2022), báscula analítica (Analitical series, 

ACUARIS INSTRUMENTS), pipetas y puntas 

de 200 µl, portaobjetos, eppendorfs de 1.5 

ml.  

Reactivos: silicion dioxide powder  

previamente lavadas, MPTMS (SIGMA 

ALDRICH), APTES (SIGMA ALDRICH, 

440140).  

MÉTODO   

Deposición de fase vapor: se pesan 50 mg de 

partículas lavadas y expuestas al Plasma 

Cleaner, inmediatamente se colocan 20 µl de 

cada uno de los silanos cerca del dispositivo 

de rotación en un portaobjeto, y se ponen las 

partículas en el centro de la máquina, se 

enciende el dispositivo para que roten y giren 
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las estas constantemente por 2 h (Contreras-

Sánchez, 2021), así mismo se cierra y 

enciende la cámara de vacío, esta se 

recomienda estar en una campana de 

extracción para más comodidad del entorno 

de trabajo.  

Para este experimento, se 

propusieron 2 condiciones: partículas con 20 

µl de MPTMS y partículas con 20 µl de 

APTES (como control negativo). Al finalizar 

las 2 horas se coloca en un eppendorf y 

posteriormente se deja en incubación 2 h o 

incluso lo equivalente a 16 h a 65 °C, al 

terminar el tiempo se sella y puede 

guardarse por grandes lapsos de tiempo sin 

afectación alguna. 

 

       3.6.3 Test de Ellman   

En 1959 Ellman logró sinterizar DTNB (5,5'-

dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)), que al 

interaccionar con un grupo sulfhídrico, puede 

conseguir reaccionar y formar TNB (2-nitro-5-

thiobenzoic acic) (Ellman, 1959), figura 3 K. 

TNB en solventes del rango de 7.6 a 8.6 de 

pH, tiene un coeficiente molar de extinción 

que logra ser visiblemente amarillo a 412 

nm. Siendo la colorimetría de dicho 

compuesto, lo que hace el uso de este 

reactivo una forma de cuantificar grupos 

tioles, si se estima a partir de una curva 

estándar de cisteínas (Thiol-reactive probes, 

Ellmans´s reagment, 2024). Este mecanismo 

fue elegido para evaluar la funcionalización 

del silano MPTMS. Así mismo se eligió el 

silano APTES como control negativo de esta 

prueba.  

 

Se hizo uso del protocolo para 

cuantificar tioles por parte de 

ThermoSCIENTIFIC. Dicho protocolo 

recomienda hacer una curva de cisteínas con 

muestras de 0 a 1.5 mM, de 0.25 a 0.25. El 

protocolo para las soluciones desconocidas 

se tiene estandarizado para 

espectrofotómetros que miden en cubetas 

del rango de 3 ml. Debido a que para este 

trabajo se decidieron optimizar las 

soluciones para probarlo en 

espectrofotómetro lector de placas tipo Elisa 

de 96 pozos, se eligió la cantidad de 150 µl 

para cada pozo, y cada muestra tuvo un 

triplicado, por lo que en total se necesitan 

450 µl de cada mezcla a evaluar. Por 

comodidad, se prepararon 560 µl de cada 

uno (debido a que se tiene que centrifugar la 

muestra con SiO2 y así evitar tocar ese pellet 

al tomar las muestras). El protocolo original 

muestra un volumen total de 2.8 ml, en este 

se preparó un quinto de la receta original. 

La solución de Ellman se puede hacer 

en varios rangos de pH, a mayor valor, más 
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puede haber más pérdida de estabilidad, a 

pH 8 es de 5 % dentro de 48 h y en pH de 7 

no hay pérdida en 7 semanas. Se pesan 4 mg 

de DTNB para diluirlo en 1 ml del buffer de 

reacción a pH 7, este se debe proteger de la 

luz en todo momento, así como se 

recomienda una refrigeración de 0 a 5 °C 

para su conservación estable de incluso 

hasta medio año (SigmaAldrich.com, 

producto D8130).  

MATERIALES 

Equipos: vortexer, baño ultrasónico, 

centrífuga (Heraeus Megafuge 8), báscula 

analítica (Analitical series, ACUARIS 

INSTRUMENTS), pipetas y puntas de 10, 200 

y 1000 µl, jeringa de 15 ml, portaobjetos, 

tubos falcón de 15 y 50 ml, eppendorfs de 1.5 

ml, sistema generador de plasma de baja 

presión, potenciómetro, centrífuga con rotor 

para eppendorf (HERMLE Z 216 MK), 

SpectraMax ABS (MOLECULAR DEVICES) 

con lector de cajas de 96 pozos.  

Reactivos: silicion dioxide powder 

silanizadas, agua destilada, hidróxido de 

sodio RA (lenteja), Phosphate buffered saline 

(SIGMA ALDRICH P4417-100TAB), L-

Cysteína-HCl-H2O (Thermo SCIENTIFIC 

44889), DTNB (SIGMA ALDRICH D8130), 

EDTA (SIGMA-ALDRICH PCode 102326221), 

buffer de reacción (0.1 M de fosfatos de 

sodio, pH 8, con 1 mM de EDTA), buffer de 

reacción a pH 7.  

Preparación de soluciones: alícuota de 

PBS con tampón de fosfatos a 1 M, se 

obtiene con 1 pastilla de 2 g (P4417) de 

Phosphate buffered saline, por 20 ml, debido 

a que la reconstitución de una pastilla según 

la empresa produce 0.01 M de fosfato (este 

también incluye cloruro de potasio 0.0027 M 

y cloruro de sodio 0.137 M con pH de 7.4). Se 

toman 2 ml y se lleva a pH de 7, mientras que 

el resto a pH 8. La alícuota de EDTA a 0.5 M 

se pesa 1.4612 g de EDTA (292.24 g/mol), en 

10 ml de PBS previamente preparado, para 

que se logre disolver es fundamental que se 

utilice las hojuelas de hidróxido de sodio 

necesarias, después puede ajustarse el pH a 

8. Para la preparación del buffer de reacción, 

en 49.9 ml del PBS (fosfatos 0.1 M) se 

mezclan 100 µl de EDTA 0.5 M, para que 

finalice con EDTA 1 mM.  

MÉTODO  

Curva de cisteínas: para esta se necesita de 

cada muestra poner 500 µl de buffer de 

reacción, 50 µl de cada una de los mini 

stocks de cys (cisteínas) de 0 a 1.5 mM. Los 

10 µl restantes, corresponden al reactivo de 

Ellman, cuya adición tiene que ser al final, ya 

que todas las muestras estén listas y al 

añadirlo, se contarán 15 min de reacción. Se 

obtuvieron buenos resultados con vortexear 

unos segundos para asegurar homogenizar 

la actividad del reactivo. 

Para la alícuota de cisteína a 50 mM, 

se pesan 8.78 mg de L-cysteine-HCl-H20 

(175.6 g/mol) en 1 ml de buffer de reacción, 

se vortexea lo mejor posible para tener la 

solución lo mejor diluida previo a tomar de 

esta, para generar otra alícuota a menor 

molaridad. Para preparar las soluciones de 

cisteínas y lograr obtener de cada una 150 µl, 

las cantidades a partir de esta alícuota son 

las siguientes: para cys 1.5 mM se toman 

15.75 µl de cys 50 mM, y se rellena con 
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509.25 µl de buffer de reacción; para cys 1.25 

mM se necesitan 375 µl de la cys anterior 

con 75 µl de buffer de reacción; para cys 1.0 

mM se necesitan de 300 µl de la anterior con 

75 µl de buffer de reacción; para 0.75 mM se 

necesita de 225 mM de la anterior con 75 µl 

de buffer de reacción; para 0.50 mM se 

necesitan de 150 µl de la anterior con 75 µl 

de buffer de reacción; y para 0.25 mM se 

toman 75 µl de la solución anterior y 75 µl de 

buffer de reacción. Para la alícuota de cys 0.0 

mM se tendrá el buffer de reacción solo. 

Como recordatorio, se recomiendo el vórtex 

continuo para homogenizar cada una de las 

soluciones. 

Preparación de las disoluciones de 

SiO2: se genera alícuota de estas en buffer de 

reacción de 50 mg/ml, por lo que se pesan 

15 mg de partículas y diluyen en 300 µl de 

buffer de reacción. Esta es una cantidad que 

logra disolverse, pero está en el límite donde 

si no se sónica o se le da vórtex, puede 

asentarse heterogéneamente.  

Análisis de espectrofotómetro: el 

objetivo de esta metodología es evaluar que 

tantas moléculas de silanos se adhieren a 

partículas de SiO2, MPTMS contiene un 

grupo SH, que puede reaccionar con el 

compuesto DTNB y su número se podrá 

estimar con una curva de cisteínas, por lo 

que se siguió el mismo cálculo de Héctor en 

su trabajo: estimar la superficie de una 

partícula de 1080 nm de diámetro y cuantos 

MPTMS cubren esa superficie si cada uno 

tiene un área de interacción de 0.287 nm². 

Para recubrir un nm² son necesarios 2.1 a 4.2 

moléculas de silano en promedio (3.4 de 

MPTMS). Al conocer dicha cantidad total de 

MPTMS por partícula, y su equivalente en 

moles de SH, podemos obtener el número de 

partículas (según su peso) necesarias para 

tener concentraciones mM específicas. Con 

lo anterior tenemos que una partícula puede 

tener 2.52x10¹⁷ moles de SH.  Para 1mM de 

SH serán necesarios 68 mg de estas 

partículas (Contreras-Sánchez, 2021). 

Para conocer la cantidad real de la 

funcionalización de MPTMS de estas 

partículas se hizo de 0 a 70 mg (1 mM en 68 

mg), y cubrir el rango lineal que nos da la 

curva de cisteínas. De acuerdo con el dato 

transpuesto obtenido al revisar la 

absorbancia de las muestras, se podrá hacer 

una estimación de la eficiencia de 

recubrimiento y cantidad de SH en esos mg, 

por lo que para 70 mg no debemos obtener 

una concentración mayor equivalente a más 

de 1 mM.   

Para las soluciones desconocidas de 

las partículas silanizadas, debido a que las 

alícuotas más cómodas obtenidas fueron de 

100 mg/ml (con riesgo de asentarse rápido), 

se buscó introducir los mg necesarios para 

cada reacción, pero no en la versión de 50 µl 

como las cisteínas, sino en 100 µl, por lo que 

del buffer de reacción que se puso para estas 

fue 450 µl. Los mg/ml que se propusieron 

evaluar para cada muestra de silanización 

desconocida, fueron de 0, 14, 28, 42, 56 y 70 

mg/ml. La razón de esto es que debido a que 

la curva de cisteínas funciona en el rango de 

0 a 1.5 mM, por lo que como se comentó 

antes, las muestras desconocidas se 

hicieron en el mismo rango. Cuando se 

añade el reactivo de Ellman se da vórtex y 

deja reposar 15 min, justo al terminar se 
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centrifuga 10 minutos a 3500 rpm, para que 

la sílice no afecte la absorbancia de cada 

muestra.  

El reactivo puede observarse con una 

longitud de onda de 409.5, 412 y 421 nm. En 

este trabajo se midieron las tres, logrando 

identificar que no se obtienen datos 

significativamente diferentes, por lo que para 

los datos finales solo se consideró la de 412 

nm. Para cada pocillo en la caja de 96 pozos, 

se pusieron 150 µl de cada una de las 

muestras preparadas.  

Para la regresión lineal de la curva de 

cisteínas se utilizó GraphPad Prism 8, así 

como también para la interpolación de la 

absorbancia de las muestras desconocidas 

de SiO2 para obtener la concentración de 

tioles aproximado, respecto a la recta. Los 

datos introducidos fueron obtenidos de 19 

muestras: 7 soluciones de cisteínas y 6 

concentraciones de cada una las 2 

silanizaciones. Debido al triplicado de las 

anteriores los datos examinados fueron 57 

soluciones totales a las cuales se les midió 

su absorbancia a 412 nm.  
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IV. CAPÍTULO 4 
RESULTADOS  

4.1 Silanización de MPTMS evaluado 

con test de Ellman  

Para obtener los datos de la silanización se 

necesita hacer una regresión linear con 

cisteínas. La curva obtenida se muestra en la 

figura 4 A, que con su R² de 0.99 habla bien 

de la calidad de la recta para interpolar las 

concentraciones desconocidas. 

 

El resultado de la interpolación según 

la curva estándar para las mediciones de la 

silanización se muestra en la figura 4 B. El 

comportamiento que se obtuvo de las 

concentraciones de grupos SH arrojó que 

efectivamente las partículas con MPTMS 

tienen presencia de grupos tioles en 

distintas concentraciones, y que en el control 

negativo, las partículas funcionalizadas con 

APTES, presentan datos cercanos al cero.  El 

uso del APTES, solo fue para tener un control 

negativo de la funcionalización con MPTMS.  

Teóricamente la solución de 68 

mg/ml de SiO2 es capaz de unir 1.0 mM de 

SH, por lo que este recubrimiento no fue tan 

alto, resultando en un 40 % de lo ideal. A 

pesar de ello es suficiente bueno si el fin es 

trabajar con RNA y así evitar impedimentos 

estéricos.  

 

 

4.2 Electroforesis de DNA  

Para conseguir DNA linearizado de las 

construcciones de p53 se digirieron los 

vectores con enzimas de restricción. La 

primera electroforesis de la figura 4 C 

muestra la digestión de la secuencia p53-240 

con la enzima XhoI. Para p53 FL se 

obtuvieron dos bandas, mostradas en la 

electroforesis II de la figura 4 C, ya que SspI 
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tiene dos sitios de corte en esa secuencia, 

las bandas de interés con el promotor T7 son 

las más cortas y estas regiones fueron 

purificadas. Con las regiones digeridas se 

obtuvo el DNA linear para generar RNA de 

p53 240 wt, p53 FL wt y p53 FL L22L.  

En el caso de Rb, se propuso utilizar el 

sitio reportado EcoRV, en la figura 4 D se ve 

en la región verde la sección de interés para 

Rb-0.  Cuando se hizo para Rb wt, en la 

electroforesis II, se muestran 3 bandas, a 

pesar de no haber reportados 3 sitios de 

corte, por ello se utilizó la PCR para los Rb.  

La electroforesis del gradiente de 

temperatura de hibridación (Tm) de los 

oligonucleótidos se muestra en la figura 4 E. 

Las amplificaciones de Rb-0 y Rb wt se 

muestran en la electroforesis II. La diferencia 

en amplicones, es debido a que Rb wt tiene 
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527 nt y Rb-0 268 nt. Como RNA Rb wt tiene 

una longitud de 507 nt y Rb-0 de 248 nt ya 

que el promotor T7 no se transcribe.  

 

4.3  Secuenciación de las 

construcciones de p53 y Rb.  

La secuenciación de las construcciones 

utilizadas desde la región del promotor T7 al 

inicio de cada secuencia del DNA de interés, 

son las siguientes:  

p53 240:    
TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGC
TTACTGCCATGTG 
Rb-0: 
TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAG
CTTATG 
Rb wt: 
TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGC
TTCGATCGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGG
GCCCGGGAGCCTCGCGGACGTGACGCCGC
GGGCGGAAGTGACGTTTTCCCGCGGTTGGA
CGCGGCGCTCAGTTGCCGGGCGGGGGAGG
GCGCGTCCGGTTTTTCTCAGGGGACGTTGA
AATTATTTTTGTAACGGGAGTCGGGAGAGG
ACGGGGCGTGCCCCGACGTGCGCGCGCGTC
GTCCTCCCCGGCGCTCCTCCACAGCTCGCT
GGCTCCCGCCGCGGAAAGGCGTCATGATG 

La sección naranja es el promotor T7, 

en verde está el SMC, en azul la región 5´UTR 

y en morado el codón de inicio ATG. Debido 

a que los Rb y p53 se clonaron con la enzima 

HindIII (su sitio está subrayado), Eb Rb wt se 

observa que dicha región está en azul, ya que 

forma parte de su 5´UTR naturalmente.  

 La región reportada por 

(snapgene.com) como sección del promotor 

T7 al SMC hasta la región de HindIII de 

pcDNA 3.1 es: 

TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTG

GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTT 

Hay 22 nt del SMC ausentes en las 

construcciones que usamos a la reportada 

en la literatura. Esta fue la razón por la que se 

redireccionó el proyecto, cada RNA tendría 

solo 12 nt comunes y no los 34 que 

contemplamos para el diseño del oligo con 

maleimida. Con el sistema de inmovilización 

en silanos buscábamos que a partir de un 

solo oligonucleótido se hibridaran distintos 

RNAs generados a partir de su clonación en 

pcDNA 3.1 (un vector ampliamente utilizado 

en la investigación biológica), por lo que 12 

nt serían un enlace débil.  

Aunque para otros proyectos creemos 

que puede ser útil que cada oligonucleótido 

de maleimida sea para secuencias 

específicas, que incluso contengan región 

del RNA.  

 

4.5 Resultados de la mutagénesis sitio 

dirigida 

El experimento de la mutagénesis sitio 

dirigida del vector p53-240, se realizó 

exitosamente a partir de generar una PCR 

con Tm a 53 °C, la electroforesis de las 

diferentes PCRs está en la figura 4 E.  

En la figura 4 G está la comparación 

de p53-240 wt y p53-240 L22L mutado 

exitosamente. En el segundo carril se ve un 

cambio de CTA (leucina) a CTG (leucina), el 

cual corresponde a la mutante sinónima 

buscada. Así mismo se muestra el 

cromatograma de dicha región.   
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4.4 Purificación de proteínas MDM2, 

MDM2 S166D, S395D y MDMX 

S403D 

La purificación de las proteínas 

recombinantes se logró gracias a los 

protocolos utilizados en el grupo de 

investigación, es por ello que las proteínas se 

obtuvieron con esta pureza, como observa 

en la figura 4 H, donde se muestran las 

diferentes fracciones en un gel de SDS-PAGE 

y la proteína pura y concentrada, 

aproximadamente de 80 a 100 kDa.   

 

 

Con el análisis de los resultados 

anteriores, se implementó en el resto de 

purificaciones con un lavado extra figura 4 I, 

J y K. En las diferentes versiones de MDM2 

la pureza de la proteína fue notoria, 

comparada con la figura 4 H, pero MDMX de 

la figura 4 J con el mismo lavado extra no 

mostró un patrón así de limpio. 
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4.5 Resultados del ensayo ELISA 

Las ELISAs proteína-RNA son ensayos 

complicados y muy sensibles, su resultado 

depende de que cada uno de los pasos haya 

sido correctamente ejecutado. 

Desafortunadamente no se tienen controles 

para evaluar cada uno hasta la lectura final.  

En la figura 4 L se muestra un gráfico 

del comportamiento de los RNAs p53, Rb wt 

y Rb-0 con la proteína MDM2 WT, así como 

un RNA random, como control negativo. En 

este experimento los valores del eje Y 

muestran la absorbancia medida por el 

espectrofotómetro, la cual, cuanto más 

grande sea, mayor complejo proteína-RNA se 

detecta. En el eje X, se observan las 

cantidades molares de la proteína agregada 

a los 0.5 pico moles de RNA de cada 

condición. En la figura 4 M está el  
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experimento con la proteína fosfomimética 

MDM2 S395D, que simula el 

comportamiento de daño genotóxico de 

MDM2.  

En conjunto ambas gráficas 

demuestran que la interacción con el RNA de 

p53, depende de que la proteína tenga una 

mimetización de la fosforilación en la serina 

395, como ha sido reportado en la literatura. 

De esta misma forma, se ve una interacción 

aún mayor con Rb wt, cuya longitud de 507 nt 

muestra ser suficiente para unir la proteína. 

Rb-0 carece de interacción con MDM2 

S395D, como en trabajos anteriores también 

se había reportado, lo que corrobora su uso 

como control negativo de la interacción, de  

 

hecho, sus valores son similares al random, 

donde con ambas proteínas no muestra 

interaccionar.  

3.7 Avances del EMSA 

Las mejoras logradas con las EMSAs se ven 

en las siguientes figuras, donde los detalles 

específicos están en la descripción de cada 

una: primero, la figura 4 N muestra la 

presencia de 200 μg de proteína casi 

indistinguibles en un gel de 40 ml. 

En la figura 4 Ñ se muestra un gel de 

10 ml, donde se consideró la migración de 

cantidades menores de proteína, al ser un gel 

delgado se observan 50 μg de proteína muy 

fácilmente. En los últimos carriles del  
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 gel está el comportamiento de proteína en 

agua, en buffer de RNA y con EDTA, en la 

segunda condición hubo un cambio donde la 

proteína bajó más.  

 

En la figura 4 O se muestra la tinción 

de coomassie alternativa a la técnica inicial, 

esta nueva forma de teñir el gel resultó en la 

mejora de tiempos y la visualización de 

proteína en cantidades mínimas en geles 

incluso de 1 cm de grosor.  El estado 

desgastado del gel es irrelevante, ya que 

originalmente se utilizó para un experimento 

donde sobraron espacios.  

 En la figura 4 P está el 

comportamiento de la EMSA de MDM2-Rb. 

La migración de la proteína se observa en la  
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tinción superior. El comportamiento de Rb wt 

y Rb-0 se visualiza al intercalarles BrEt y 

exponerlos a luz UV. 

En la figura 4 Q se tiene una edición de 

color y contraste, para localizar las 

diferencias de manera más clara. 

Finalmente, en la figura 4 R está un 

traslape para percibir la localización de la 

proteína (turquesa) y el RNA (en rojo). En el 

carril 5 se observa la migración individual de 

Rb-wt (507 nt), que muestra una posición  

 

 

más alta que la banda de Rb-0 (carril 1) que 

mide 248 nt. 

El carril 2 es el control donde solo hay 

proteína y por lo tanto no se muestra la 

presencia de ninguna banda roja. En el carril 

3 se añadieron MDM2 y Rb-wt. En el 4 
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también, pero con el doble de MDM2. En 

ambas condiciones se percibe una 

diferencia en la visualización del RNA, 

mostrando que coincide en la migración de 

la proteína, más notable en el carril 4. El carril 

1 y 3, difieren en que Rb-0 no contiene 265 nt 

de la región no codificante 5´, que sí tiene Rb 

wt. Solo por esta diferencia la interacción Rb-

MDM2 in vitro logra ser exitosa.  

El resultado de este EMSA y la ELISA 

de la figura 4 M coinciden con el 

comportamiento de estas interacciones. 

Estos resultados son los primeros 

acercamientos in vitro sobre el estudio de 

regiones cortas de Rb, con el fin de conocer 

su región mínima de interacción que tiene 

con MDM2, específicamente en su versión 

fosforilada en la serina 395. 
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V. CAPÍTULO 5 
DISCUSIÓN  

El desarrollo de este trabajo involucró 

bastantes metodologías que podrían 

mejorarse e implementarse con otros fines: 

Funcionalización de superficies: la 

silanización realizada en este trabajo 

optimizó el uso de volúmenes varias veces 

más pequeños para el test de Ellman, pero 

con un menor rendimiento. Respecto a los 

silanos utilizados, también se abren 

diferentes discusiones como la preferencia y 

comportamiento de la deposición química 

de estos, que no ha sido completamente 

abordada en la literatura, a pesar de ser dos 

silanos con amplias aplicaciones. Las 

herramientas exploradas en las tesis de 

maestría (Contreras-Sánchez, 2021) y 

licenciatura (Romero-Rangel, 2022), son 

ideales para investigar más a fondo dicha 

conducta.  

Inmovilización en sílice de RNAs: 

aunque este trabajo no implementó los 

oligoribonucleótidos con maleimida, es 

posible que se puedan diseñar para hibridar 

cada RNA específicamente, aunque se 

sacrifique la practicidad buscada 

inicialmente. Así mismo estudiar las 

interacciones entre biomoléculas con el uso 

de videomicroscopía debe seguir 

explorándose, ya que en el estudio de la 

formación de complejos ribonucleoproteicos 

podría tener una solución alternativa aquí. En 

los Anexos 7.1 se proponen 3 estrategias 

con dicho fin.  

ELISA proteína-RNA: esta técnica es 

una de las más recurridas al estudiar 

interacciones en diferentes concentraciones 

o la competencia entre biomoléculas. Es 

muy sensible, pero económicamente 

costosa, por lo que abordar problemáticas 

con exploraciones más flexibles es 

necesario.   

EMSA: esta técnica al no utilizar 

radiación es difícil de estandarizar, 

específicamente en este trabajo costó la 

visualización del RNA con BrEt. A pesar de 

ello es una técnica para estudiar 

interacciones de una forma visualmente 

sencilla, así como más barata que las 

ELISAs. El estudio de los dominios de MDM2 

para esta interacción puede estudiarse con 

el RNA de Rb wt (507 nt), una longitud más 

adecuada que el RNA completo de 3,049 nt 

(5´ + codificantes), pero no tan corta que 

dificulte su uso.  

 

CONCLUSIONES  

Se optimizó la evaluación de la deposición 

química de silanos con el test de Ellman. 

 Se mejoró la técnica EMSA para 

visualizar las interacciones de proteína-RNA, 

específicamente la tinción de las proteínas 

con azul de coomassie.  

Se estudió con 2 técnicas in vitro 

(ELISA y EMSA) que la fosfoproteína MDM2 

S395D y los 507 nt iniciales de Rb interactúan 

específicamente. Se corroboró con ambas la 

importancia de la región 5´UTR de Rb debido 

al uso del control negativo de dicha 

interacción: Rb-0 (248 nt).  
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ANEXOS  
7.1 PERSPECTIVAS  

Los trabajos que exploran pruebas concepto 

comúnmente se enfrentan a problemas que 

redireccionan en diversas ocasiones el 

objetivo o la metodología. 

En el Laboratorio Nacional de la 

ingeniería de la materia fuera de equilibrio 

(Lanimfe) queremos utilizar la 

funcionalización de superficies inorgánicas 

para proponer inmovilización de 

biomoléculas  con diversas aplicaciones.  

Por otra parte, en el Laboratorio de 

Interacciones biomoleculares y cáncer 

(Libyc) queremos investigar si MDM2 forma 

un complejo con los RNAs de Rb y p53, por lo 

que en esta tesis, priorizamos la búsqueda 

de la metodologías alternativas con dicho 

objetivo, aún siendo conscientes que los 

silanos y el vidrio de Lanimfe en un futuro 

pueden ser utilizados para fines similares.  

 Con el objetivo de encontrar formas 

de visualizar las uniones proteína-RNA con 

estrategias de microscopía, decidimos 

iniciar con la exploración conceptual de 

partículas y moléculas fluorescentes que se 

disponían en el Laboratorio de Biofísica 

molecular y Laboratorio de Materia activa y 

microfluídica aplicada, así como 

herramientas e ideas de Libyc y Lanimfe.  

 

1.1.1 1ª estrategia   

La propuesta consta de localizar clusters de 

complejos con el uso partículas de 

poliestireno con fluorescencia verde, 

recubiertas de estreptavidina, que unan un 

RNA biotinilado, que específicamente 

reconozca una proteína de interés. Si dicha 

proteína se pone en dos familias de 

partículas con RNAs distintos, la presencia 

de clusters demostrará que la proteína puede 

ser capaz de interactuar con ambos 

simultáneamente. La figura 7 A muestra el 

esquema de como teóricamente puede 

funcionar la idea.   

 

1.1.2 2ª estrategia  

Esta consta de utilizar las partículas de 

poliestireno antes mencionadas para unir 

solo uno de los RNAs biotinilados (el de Rb), 

para ponerlo a interaccionar con la proteína 

de interés, y que este complejo 

posteriormente se ponga a interactuar con la 

longitud mínima de región de interacción de 

p53 con MDM2, que consta de 39 

ribonucleónucleótidos (+45 al +83), esta 
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región en la literatura se conoce como BOX-I 

o steem loop II, por su posición en la 

plataforma de p53 para interactuar con 

MDM2 (S. Chen et al., 2025). 

Uno de nuestros oligos, es esta región 

sintetizada por la empresa Oligo T4, con la 

particularidad de que en su extremo contiene 

un grupo tiol (SH). Los grupos SH se 

caracterizan por poder formar enlaces 

covalentes con moléculas como maleimida, 

por lo que idealmente queremos usar el 

fluoróforo Alexa que la tenga (Maleimida C5 

Alexa Fluor 488) o  una alternativa que 

posiblemente también podría o no unirlo 

(Alexa fluor SDP ester 488).  

De ser posible esta estrategia podría 

observar con videomicroscopía de forma 

algo diferente que con la estrategia 1, ya que 

se tendría que observar cómo se comporta 

dicho oligo-Alexa y que formaciones podrías 

lograr con las partículas de poliestireno, 

ambos complejos con una emisión 

fluorescente muy parecida. Y en base a esto, 

y controles podría haber diversas maneras 

de interpretarlo. En la figura 7 B se muestra 

el esquema de la propuesta.   

Recientemente se exploró que el BOX-

I tiene funciones similares a las de 

riboswitch, donde la presencia de esta región 

induce la plataforma idónea en p53 para que 

interaccione MDM2, de una forma 

equivalente a la función de MDMX como 

chaperona. La interacción p53-MDM2-BOX-I 

es ahora un comportamiento por abordar 

muy interesante, y este tipo de sistemas 

podría ayudar a visualizar las interacciones y 

complejos que rigen entre sí a p53 y BOX-I, 

así como con las proteínas MDM2 y MDMX.  

 

1.1.3 3ª estrategia  

En este también proponemos usar las 

partículas con poliestireno recubiertas de 

estreptavidina uniendo uno de los RNAs 

biotinilado, como las estrategias previas, 

pero siendo la distinción que el otro RNA se 

haya unido a estreptavidina fluorescente 

azul, como lo es la streptavidin blue 

conjugated. En la figura 7 C se muestra dicho 
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esquema, en el cual se logra percibir que la 

interpretación de la interacción simultánea 

consistirá en el recubrimiento de partículas 

verdes de un color azul y no del 

acercamiento entre partículas verdes.  

 

7.2 DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS  

Oligos para la mutagénesis: el diseño de los 

oligos incluyó contemplar la región a mutar y 

se eligió una longitud de 42 pb. Esta longitud 

larga fue debido a que esta es una región con 

alta cantidad de timinas y adeninas. En la 

tabla 7.1 y 7.2 se muestra en color naranja el 

codón 22, en rojo el nucleótido mutado.  

 

 

 Oligo con maleimida: el RNA-maleimida no 

se mandó pedir, esto iba a realizarse cuando 

conociéramos algunas condiciones 

importantes para las interacciones, en este 

lapso mandamos secuenciar el SMC, y 

carecemos de 22 nt que habíamos 

contemplado en el oligonucleótido de la 

tabla 7.3. Por lo que, aunque se pueden 

diseñar oligos de ese largo, específicos para 

las secuencias, la propuesta original 

buscaba que a partir de un solo un 

oligonucleótido, se pudieran inmovilizar 

cualquier secuencia insertada en pcDNA 3.1.  

  

 

Oligos para subclonación de Rb: este par de 

oligo se diseñó para insertar la secuencia de 

Rb wt en pcDNA 3.1, debido a que antes de 

tener secuenciados los SMC, creíamos 

diferían estas en pcDNA 3.1 y pCMV (vector 

donde está Rb), debido a que ahora sabemos 

en esa región es similar en ambos, y que 

dicha sección ya no es relevante para los 

ensayos bioquímicos realizados, ya no fue 

una necesidad conseguir la clonación del 

inserto en el vector e incluso no se menciona 

dicha técnica en la metodología.  

 Aun así se han hecho los primeros 

intentos para realizar dicho experimento, 

para que en un futuro Rb wt en pcDNA 3.1, 

pueda ser usado por miembros del grupo 

para ensayos en líneas celulares. Los oligos 

se muestran en la tabla 7.4 y su Tm 

experimental fue 46.5 °C. En naranja se 

muestra la sección que corresponde a las 

enzimas de restricción HindIII y XhoI. Las 

GGG y CCC iniciales se insertaron para 

fortalecer la unión del oligo. 

 

Tabla 7.1 Mutagénesis L22L (CTA a CTG)  

p53 L22L 
F 

GAGTCAGGAAACATTTTCAGACCTGTGGAAAC 
TACTTCCTGAAAACAACG 

p53 L22L 
R 

CGTTGTTTTCAGGAAGTAGTTTCCACAGGTCT 
GAAAATGTTTCCTGACTC 

Tabla  7.2                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              Oligos de mutagénesis L22L a p53 

p53 L22L 
F 

CAGGAAACATTTTCAGACCTGTGG 
AAACTACTTCCTGAAAAC 
 

p53 L22L 
R 

GTTTTCAGGAAGTAGTTTCCACAGG 
TCTGAAAATGTTTCCTG 
 

Tabla 7.3 Sistema de inmobilización  

RNA-
maleimide 

GCUUAAGUUUAAACGCUAGCCAGC 
UUGGGUCUCCC –MALEIMIDE  

Tabla 
7.4 

Inserción de Rb wt en pcDNA 3.1 

Rb-wt 
F-265 

CCCAAGCTTCGATCGTCGACTCTAGAGGATC 

Rb-wt 
R-XhoI 

GGGCTCGAGTCATTTCTCTTCCTTGTTTGAGGT
ATC 
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Oligos para reducir la longitud mínima de la 

región 5´UTR de Rb: este diseño nació a 

partir de contribuir con una estrategia de 

recortar la longitud del RNA mensajero de Rb 

que interaccione con MDM2, hasta ahora los 

estudios de este tipo, involucraban disminuir 

la distancia de sus extremos 5´UTR, pero 

ahora también como vimos en la ELISA, Rb-

wt interactúa con MDM2 con un tamaño de 

507 nt (del -265 al +235).  Este se produjo 

con Rb pCMV y los siguientes oligos de la 

tabla 7.5.  

Tabla 7.5 Oligonucleótidos F y R 

Forward T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

Reverse 210 CCCAAGTTAACCAAGCTCTCTCTCTG 

 

 Por lo que con solo Rb pCMV y los 

nuevos diseños, de la tabla 7.6, podemos 

explorar el comportamiento experimental in 

vitro de diferentes longitudes, como por 

ejemplo las tres 3 secuencias si usamos Rb -

27 Rvs, +46 Rvs y -91 Rvs, con el promotor T7. 

Que equivaldrían a secuencia de 238 nt (del -

265 al -27), de 311 nt (del -265 al +46) y la de 

174 nt (del -265 al -91). Así mismo con el Rb 

-161 fwd y la combinación de los anteriores 

reversos, se pueden conseguir 3 diferentes: 

uno de 134 nt (del -161 al -27), otro de 207 nt 

(-161 al +46) y el de 70 nt (-161 al -91).  

Tabla 
7.6 

Oligos para tener longitudes mínimas 
de Rb 

Rb -161 
Fwd 

TAATACGACTCACTATAGGGGTTGCCGGGCGG
GGGAGGGCGCGTCCG 

Rb -27 
Rvs 

GAGCTGTGGAGGAGCGCCGGGGAGGACGACG
CG 

Rb +46 
Rvs 

CAGCGGCGGCGGTGG 

Rb -91 
Rvs 

CGACTCCCGTTACAAAAATAATTTC 

 

 

 

Para el diseño y elección de dichos 

oligonucleótidos, se tomó en cuenta el 

trabajo (Martínez-Partida, 2024), figura 7 D y 

1 K. Este trabajo hace más fácil diseñar 

oligos que contemplen las posibles 

horquillas responsables de la interacción 

con MDM2.  

Oligos para tener el RNA de E2F1: el 

mensajero de E2F1 es un control positivo de 

interacción de la proteína MDM2 en 

condiciones de crecimiento celular, y hasta 

ahora no tenemos dicha secuencia en 

pcDNA 3.1, por lo que estos oligos nacieron 

de la idea de extraer RNA de células 

humanas, y este pueda levantarse con el par 

de oligos de la tabla 7.7. Solo que debido a 

que aún no se ha reportado en la literatura la 

región mínima de interacción de este 

mensajero, los dos pares, fueron planeados 

para amplificar la secuencia del RNA en dos 

partes; la primera, equivale del -120 al +595, 

y el segundo, del +611 al 1305.  
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Está la posibilidad de utilizar y 

producir los RNAs de E2F1 para poner a 

interaccionar con la proteína MDM2 WT 

recombinante o su versión fosfomimética 

S166D, que simula el comportamiento de la 

fosforilación 166 presente en MDM2 cuando 

hay un crecimiento celular normal 

(Gnanasundram et al., 2020). 

 

Tabla 7.7 Oligos para tener secuencias 
lineares de E2F1 

E2F1 -
120F 

TAATACGACTCACTATAGGGACTTTGCAGGCAGCGG
CGGCCGGG 

E2F1+595
R 

CGCCCACTGTGGTGTGGCTGCCCAGCCAC 

E2F1+611
F 

TAATACGACTCACTATAGGGGTTGACCCAGGACCTC
CGACAGC 

E2F1+130
5R 

CCAGGGGGGTGAGGTCCCCAAAGTCACAGTC 


