


 

 

METODOLOGIA 
El gen que codifica para la hSOD fue sintetizado de novo con codones optimizados para 

su expresión en Escherichia coli por la empresa BioBasic (Canadá) a partir de la secuencia 
proteica de la hSOD (UniProt ID P00441) y clonado en el vector pET24b entre los sitios de 
restricción NdeI y SacI. Para realizar la purificación de la proteína recombinante mediante 
IMAC, fue necesario adicionar una etiqueta de His6 a la secuencia que codifica para la hSOD. 
Para ello se subclonó el gen de interés en el vector pET28c, entre los sitios NdeI y SacI, el 
cual adiciona una etiqueta de His6 en el extremo N-terminal de la proteína recombinante.  

La construcción [pET24b/hSOD] se digirió con las enzimas de restricción NdeI y SacI, se 
realizó una electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) y el inserto se purificó a partir del gel 
utilizando el equipo comercial Quick Gel Extraction Kit (Trans Gen Biotech, China). El 
fragmento de ADN resultante se ligó con el vector pET28c, previamente digerido con las 
mismas enzimas, utilizando la enzima T4 ADN ligasa (Productos Bio-Lógicos, Argentina).  

El vector resultante se utilizó para transformar células de E. coli TOP10. Para seleccionar 
los clones que contenían la construcción [pET28c/hSOD] se realizó una PCR de colonias. Los 
clones positivos fueron utilizados para obtener el plásmido correspondinte, utilizando el equipo 
comercial EasyPure Plasmid MiniPrep Kit (Trans Gen Biotech). Con este vector, se 
transformaron células de E. coli BL21 (DE3). 

Para expresar la proteína recombinante se crecieron las células transformadas en medio 
LB suplementado con kanamicina 50 µg/ml. Los cultivos fueron inducidos con isopropil-✂-D-
1-tiogalactopiranósido (IPTG)1 mM al alcanzar una densidad óptica de 0,6. Los cultivos se 
mantuvieron a 25ºC toda la noche con agitación a 200 rpm. Las células se cosecharon por 
centrifugación a 5.000 x g y 4ºC por 10 min.  

El paquete celular se resuspendió con Buffer H [Tris-HCl 25 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, 
imidazol 10 mM y glicerol 5% (v/v)], las células se rompieron con ultrasonido y la suspensión 
resultante se centrifugó a 20.000 x g y 4ºC por 10 min. La fracción soluble se sembró en una 
columna His-Trap (GE Healthcare) de 5 ml conectada a un ÄKTA Explorer 100 (GE 
Healthcare) y previamente equilibrada con Buffer H. La elusión de la proteína recombinante 
se realizó mediante un gradiente de imidazol (10-300 mM) en Buffer H. Las fracciones 
recolectadas se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las fracciones que contenían la proteína de interés fueron 
reunidas y la muestra resultante se utilizó para evaluar la actividad de la hSOD. 

La medida de actividad de la hSOD se llevó a cabo mediante un método indirecto, el cual 
consiste en inhibir la reducción de nitro blue tetrazolium (NBT) mediante el anión superóxido 
generado por la glucosa oxidasa a partir de glucosa. 

 
RESULTADOS 

Para obtener la proteína recombinante fusionada a una etiqueta de His6 por el extremo N-
terminal fue necesario subclonar el gen de interés en el vector pET28c. El producto de ligación 
se utilizó para transformar E. coli TOP10 y los clones obtenidos se analizaron mediante PCR 
de colonia. De las 20 colonias analizadas, 7 dieron un producto de amplificación del tamaño 
esperado (Figura 1).  
 



 

 

 
                                          

Para verificar que los clones seleccionados contenían el inserto de interés, se realizó una 
minipreparación de ADN plasmídico y luego una digestión con las enzimas de restricción SalI 
y BgIII. Los clones que liberaron una banda del tamaño esperado se utilizaron para 
transformar E. coli BL21 (DE3) para proceder a la expresión de la proteína recombinante. 
Primero se efectuó un ensayo de expresión a baja escala de las colonias transformadas. Las 
células inducidas se rompieron por sonicación y se analizaron las fracciones solubles e 
insolubles mediante SDS-PAGE. Como se muestra en la Figura 2, las células transformadas 
muestran una banda de aproximadamente 18 kDa, que no se observa en el control negativo 
(células sin transformar). 

 

 
 

A continuación, se escaló el cultivo para aumentar la producción de proteína recombinante. 
Se realizó un cultivo de 4 litros con medio LB suplementado con CuCl2 y ZnCl2 0,1 mM. El 
cultivo se indujo con IPTG 1mM a 25ºC durante toda la noche y luego se cosecharon las 
células por centrifugación. Las células obtenidas se utilizaron para purificar la hSOD mediante 
IMAC y las muestras obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 3), donde se detectó 
la presencia de la proteína de interés en 2 de las muestras, las que contenían una banda de 
18 kDa aprox. Estas muestras se reunieron y se cuantificó la concentración de proteínas 
mediante la técnica de Bradford, la que arrojó un resultado de 0,24 mg/ml. La medida de 
actividad de la hSOD arrojó un resultado de 33.000 U/mg.  

Figura 1. Análisis de clones 
conteniendo la construcción 
[pET28c/hSOD] por PCR de colonia. 
 
Calle M, marcador de ADN; calles 1 a 
20, clones 1 a 20 de E. coli TOP10 
transformadas con el producto de 
ligación [pET28c/hSOD]. Los clones 
11 y 15-20 mostraron una banda del 
tamaño esperado (750 pb). 
 

Figura 2. Análisis de la expresión de la 
proteína recombinante mediante SDS-PAGE. 
 
Calle M, marcador de masa molecular; calle 
1, fracción soluble E. coli BL21 (DE3); calle 2, 
fracción insoluble E. coli BL21 (DE3); calle 3, 
fracción soluble E. coli BL21 (DE3) 
[pET28c/hSOD]; calle 4, fracción insoluble E. 

coli BL21 (DE3) [pET28c/hSOD]. 



 

 

 
 

CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos muestran que fue posible obtener la hSOD de forma soluble y 
activa, con un alto grado de pureza. La proteína así obtenida podría utilizarse como compuesto 
activo en artículos de cosmética. Sin embargo, la producción a gran escala de la proteína 
podría encontrarse limitada debido al bajo rendimiento obtenido. Esto podría deberse a la 
adición de la etiqueta de His6 en el extremo N-terminal de la proteína recombinante. Cuando 
la proteína fue expresada de forma recombinante utilizando el vector pET22b y sin el agregado 
de etiqueta alguna (Zangh K. y Col., 2017), el rendimiento de la hSOD fue mayor al alcanzado 
en este trabajo. Por lo tanto, en el futuro se explorará la factibilidad de utilizar otros vectores 
para la expresión de la proteína de interés. 

Es importante resaltar que, en base a resultados obtenidos previamente en nuestro 
laboratorio, se observó que la hSOD posee una actividad mayor que la SOD de E. coli [Mn], 
para la cual hemos obtenido tradicionalmente un valor de 3000 U/mg. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y con el objetivo de lograr un mayor 
rendimiento en la producción de la hSOD, trabajaremos en la optimización de los protocolos 
presentados en este trabajo, ya que esta enzima resulta un excelente principio activo para 
diferentes áreas, como en cosmética y en medicina, para el tratamiento de un amplio espectro 
de enfermedades humanas (Rauf M. y Col., 2021). 
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Figura 3. Análisis de la purificación de la 
proteína recombinante  mediante SDS-PAGE. 
 
Calle M, marcador de masa molecular; calles 
1 a 3, diferentes fracciones recolectadas de la 
purificación de la hSOD recombinante, donde 
las calles 2 y 3 mostraron una marcada banda 
a 18 kDa. 


