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Resumen 

El preS1/2 es parte de las proteínas de envoltura del virus de la hepatitis B (VHB), con funciones importantes en la 
inmunopatogenia de la enfermedad. Para su estudio es necesario contar con la proteína pura y así dilucidar su participación 
en el daño generado en el tejido hepático. Para ello se procedió a la expresión del preS1/2 previamente clonado en el 
vector peT3d, en la cepa de E coli HMS174 (DE3), seguido por su purificación mediante columnas de afinidad hacia residuos 
de histidina (6xhistidina) y finalmente sometidas a liberación de contaminantes mediante el uso de columnas de afinidad 
hacia endotoxina y filtración por centrifugación, de esta manera utilizarla para evaluar su efecto sobre hepatocitos 
humanos. El procedimiento utilizado permitió obtener 1,5 mg de proteína pura funcionalmente estable por cada litro de 
medio de cultivo. En este trabajo se describe un método sencillo de expresión y purificación del preS1/2 recombinante y se 
evidencia la obtención de un producto intacto, con potencial uso en estudios funcionales y futuros ensayos terapéuticos 
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Abstract 

The preS1/2 belongs to the envelope proteins of the hepatitis B virus (HBV), and has an important role in the pathogenesis 
of the disease. A pure protein is important for their study, and thus elucidates their involvement in the liver tissue damage 
observed during the diseases. For this purpose preS1/2 previously cloned into the pET3d was expressed in E. coli strain 
HMS174 (DE3), subsequent was purified by affinity columns histidine residues (6xhistidine) and finally treated to release 
contaminants by using affinity columns endotoxin and filtration by centrifugation, thereby used it to assess their effect on 
human hepatocytes. The procedure yielded 1,5 mg pure protein per liter of culture medium, functionally stable. In this 
paper we describe a simple method of expression and purification of preS1/2, which is an intact product with potential use 
in functional studies and future therapeutic trials 
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Introducción 

La producción de proteínas recombinantes ha 
revolucionado todas las áreas de la ciencia, debido a 
que ha permitido el estudio de proteínas puras desde 
el punto de vista estructural, funcional y de su 

relevancia en la patogenia de múltiples enfermedades, 
conocimientos que han contribuido enormemente con 
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, de 
hecho más de 200 proteínas recombinantes, han sido 
aprobadas para ser utilizadas con fines terapéuticos 
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(1). Existen diversas maneras de clonar y expresar las 
proteínas recombinantes, y a pesar de que en las 
últimas tres décadas se han desarrollado varios 
sistemas no bacterianos (levaduras, sistemas libre de 
células, baculovirus, etc.), el uso de E. coli como 
sistema de expresión, sigue siendo el preferido (2), 
debido a que es una de las formas más rápida, 
económica y fácil de aplicar, además de ser el sistema 
de expresión utilizado en el 50% de la producción de 
proteínas recombinantes. Sin embargo, tiene la 
desventaja que debido a la rápida expresión de las 
proteínas o a fallas en las modificaciones 
postraduccionales presentes en las células eucariotas, 
tales como la glicosilación, formilación, acetilación, 
entre otras; algunas pueden plegarse 
inadecuadamente o no plegarse. Esta desventaja se ha 
ido solventando a través del uso de nuevas estrategias 
destinadas a preservar la estructura tridimensional de 
la proteína en estudio (3).  

Muchas de las proteínas recombinantes 
utilizadas provienen de agentes infecciosos, y su uso 
ha mejorado ostensiblemente, los sistemas 
diagnósticos y el desarrollo de vacunas (4). El virus de 
la hepatitis B (VHB), es uno de estos agentes 
infecciosos cuyo genoma ha sido caracterizado y 
secuenciado (5). El VHB es uno de los virus ADN más 
pequeño de la naturaleza, su genoma está 
compactado en una doble hebra de ADN parcialmente 
relajada circular, de aproximadamente 3200 
nucleótidos, con cuatro marcos de lectura solapados 
que codifican para: presS/S, preC-C, p y X. El preS/S 
codifica para las tres proteínas estructurales de la 
envoltura: proteína larga (constituida por antígeno S o 
HBsAg (226 aa), preS2 (55 aa) y preS1 (108-119 aa), 
mediana (antígeno S y preS2) y pequeña (sólo el 
antígeno S) (6). Hallazgos recientes han asociado la 
presencia de variantes del preS1/2, con la cantidad de 
HBsAg circulantes, con su retención en el retículo de 
los hepatocitos (7), con la patogenia de la enfermedad 
y con el desarrollo del carcinoma hepatocelular (8). 
Adicionalmente, se ha evidenciado que los niveles de 
HBsAg séricos están en estrecha correlación con la 
cantidad de preS1/2 soluble, y se han detectado 
concentraciones de hasta 100mg/ml del antígeno de 
superficie en circulación (9). 

La proteína de envoltura del HBV, constituida 
por los tres componentes (S, preS1 y preS2), es 
sintetizada en el retículo endoplasmático, el HBsAg 
tiene dos dominios transmembrana y es el encargado 
del anclaje, mientras que tanto el preS1 y preS2, son 
los encargados de permitir el plegamiento adecuado 
de la proteína de envoltura (10, 11), de mediar la 

activación transcripcional (12) dependiente PKC/MAPK 
e incrementar la tasa de proliferación de los 
hepatocitos (13), así como también incrementa la 
susceptibilidad del hepatocito a sufrir muerte celular 
(14). Debido a su importancia en la inmunopatogenia 
de la infección, en este trabajo describimos 
detalladamente un procedimiento para la expresión y 
purificación del preS1/2 del virus de la hepatitis B, que 
puede contribuir como guía y punto de partida para su 
utilización en estudios funcionales y estructurales, y 
como componente patogénico importante durante la 
evolución de la enfermedad hepática. 

 

Materiales y métodos  

 
Materiales 
Las Escherichia coli Top10 y HMS174 (DE3) 

fueron adquiridas de Stratagene La Jolla, CA. El Medio 
LB fue adquirido de Sigma, USA. El Isopropyl-b-d-
thiogalactopyranoside (IPTG), la ampicilina, el 
cloramfenicol, el medio de cultivo D-MEM, el suero 
bovino fetal y el DAPI fueron adquiridos de Gibco, 
Invitrogen, Carlsbad, CA. El anti-preS1 y anti-preS2 del 
virus de la hepatitis B fue adquirido de Santa Cruz 
Biotechnology Inc., California, USA. Anti-IgG de ratón 
conjugado con Rhodamina fue adquirido de Jackson 
Laboratories, West Grove, PA. La columna IMAC fue 
adquirida de Profinity-BioRad, Hercules, CA. La 
columna polymixina B fue adquirida de Detoxi-Gel 
Pierce, Rockford, IL. Centrifugal filter units Amicon 
Ultracel fue adquirido de Millipore Corporation. 

Clonaje y transformación de E. coli con el 
vector pET3d-preS1/2: 

Para el clonaje del gen preS1/2 se utilizó la 
secuencia ADZ98695.1 del GenBank para el diseño de 
las siguientes sondas: forward, 5’-GGA TCG AGA TCT 
CGA TCC CGC-3’; reverse, 5’-GGG GAG ATC TCT ACT 
AATGGT GAT GGT GAT GGT GGT TCA GCG CAG GGT 
CCC C-3’, que incluyó un sitio de restricción para la 
endonucleasa BglII, requerida para su inserción en el 
vector pET3d (15). La plantilla utilizada del ADN del 
HBV fue adquirida ACURUM y la PCR se realizó 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Platinum® 
Taq DNA Polymerase, Invitrogen). El producto 
amplificado fue purificado, tratado con la 
endonucleasa al igual que el plásmido y ambos 
sometidos a ligamiento en presencia de la ligasa T4 
(invitrogen); esta mezcla fue utilizada para transformar 
la cepa E. coli Top10 competente. Una vez 
transformada la cepa de E. coli Top10, fue crecida en 

medio de agar selectivo con ampicilina (50g/ml) y 
después de 18 horas diez colonias fueron expandidas 
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en medio LB liquido, con el fin de purificar el plásmido, 
determinar los clones con el inserto y posteriormente 
enviar a secuenciar al Departamento de Biología 
Molecular de Virginia Commonwealth University. El 
plásmido con la secuencia correcta se utilizó para 
transformar la cepa HMS174 (DE3) de E. coli 
competente mediante choque térmico (16). HMS174 

(DE3). El cultivo fue incubado con 3 l del plásmido 
pET3d-preS1/2, durante 30 minutos en hielo, luego 
sometido choque térmico a 42

o
C durante 1 minuto, 

colocadas en hielo inmediatamente y finalmente se le 
añadió 1 ml de medio LB frio, a fin de ser transferidas a 
37

o
C e incubadas durante 1 hora (16). Pasado este 

tiempo, un inoculo de 200 l fue agregado a 10 ml de 

medio LB líquido con ampicilina (50g/ml) y se dejó 
crecer durante toda la noche a 37oC con agitación 
(140 rpm) (Lab Companion SI300R). De este cultivo de 
bacterias, se realizaron alícuotas con glicerol al 10%, 
para congelarlas a -80oC hasta su uso y otra porción 
fue utilizada para obtener más plásmido puro.  

Una muestra de las células congeladas fue 
utilizada para inocular 50 ml de medio LB/ampicilina, e 
incubadas durante toda la noche a 37oC en agitación. 
Este medio fue luego empleado para inocular 2 litro de 
LB/ampicilina 5% (p/v) de Glucosa/1mM de MgCl2, e 
incubado hasta que el cultivo alcanzara una densidad 
óptica de 0.600 a 0.800 (A600nm), momento en el que 

se le añadió 100g/ml de IPTG a fin de inducir la 
síntesis proteica durante las tres horas siguientes. 
Finalizado este tiempo las células fueron centrifugadas 
a 5000 rpm (4000xg) y el sedimento congelado a -20

o
C. 

Expresión y purificación de preS1/2 
La secuencia del preS1/2 fue analizada 

utilizando el programa ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/pepinfo/) a fin 
de predecir sus características fisicoquímicas, así como 
también su coeficiente de extinción molar, este último 
permitió hacer el cálculo aproximado de la 
concentración proteica. Los sedimentos fueron 
resuspendidos en el tampón de lisis (volumen total 
20ml), compuesto por: 6 ml de STE 2X (50 mM Tris HCl 
pH 8, 25mM NaCl, 2mM EDTA), 8 ml de triton X100 al 

5% (v/v), 100 l de DTT 100mM, 200l de PMSF 

200mM, 200 l de lisozyma 10mg/ml, 20 l de 

aprotinin/leupeptin a 1g/ml y 20 l de ortovanadato 

a 1M), incubados durante 20 minutos en frio y 
sonicados en frio con 5 ciclos de 30 segundos, seguidos 
cada uno de 60 segundos de reposo (Fisher Sonic 
Modelo 150). Finalmente se añadió urea a una 
concentración final de 4M y se pasó por el 
homogenizador (5 pases). El lisado de bacterias se 
centrifugó a 15000 rpm (14000xg) durante 30 minutos 

a 40C, y el sobrenadante o lisado post-nuclear fue 
aplicado en la columna IMAC previamente cargada con 
NiSO4 (200 mM). Una vez que todo el lisado paso a 
través de la columna, fue lavada con el tampón A (25 
mM Tris pH 8, 300 mM de NaCl y 10mM de Imidazol), 
hasta que la densidad óptica (A280nm) del tampón 
colectado a través fue inferior a 0,05. Luego la 
columna fue tratada con el tampón B o de elusión (25 
mM Tris, 300 mM de NaCl, 10mM de Imidazol, 100mM 
de EDTA, el tampón fue ajustado a pH 5), y el fluido a 
través de la columna fue colectado en fracciones de 3 
ml cada una y la absorbancia monitorizada por el 
espectrofotómetro (UV 280 nm). Las fracciones se 
dejaron de colectar al momento que la absorbancia 
fue inferior a 0,05. Se tomó una muestra de cada una 
de las fracciones a fin de evaluar su pureza mediante 
electroforesis. 

Evaluación mediante SDS-PAGE y Western-
blot 

Las muestras tomadas de cada una de los 
pasos del proceso de expresión y purificación, fueron 
diluidas ½ con el tampón de muestra, hervidas durante 
3 minutos y luego sometidas a electroforesis en un gel 
discontinuo de poliacrilamida al 12% (p/v) (17). La 
corrida fue inicialmente sometida a 70 voltios hasta 
atravesar el gen concentrador y luego el voltaje se 
incrementó a 110 voltios para el corrido en el gen 
separador. Finalizada la corrida, el gel fue teñido con 
azul de coomassie. 

Una vez visualizada la corrida se procedió a 
seleccionar las fracciones que se someterían a diálisis 
durante 48 horas en frio con tres cambios con agua 
deionizada ultrapura y 2 cambios con tampón Tris 
25mM, a fin de eliminar el contenido de urea, EDTA e 
imidazol. La muestra fue liofilizada durante toda la 
noche, resuspendida en 2 ml de agua estéril y 
sometida a columna de afinidad para endotoxina 
(columna de agarosa acoplada a polymixina B, Pierce 
Biotechnology, Rockford, IL). Finalmente, concentrada 
mediante el uso de columnas Amicon® (Millipore 

Corporation), esterilizada por filtración (0.22m), 
cuantificada y alicuotada. Una muestra de esta 
preparación final fue sometida a electroforesis, 
electrotransferencia y revelado mediante 
Quimioluminiscencia (ECL, Pierce), utilizando anti-
preS1 y anti-preS2 (Santa Cruz Biotechnology, CA), 
para la caracterización definitiva de la proteína 
purificada. 

Evaluación funcional del preS1/2 
En vista de que el preS1/2 es la proteína 

encargada de favorecer el tropismo y entrada del virus 
a la célula blanco y promover el proceso de muerte 
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celular, se trató una línea celular de hepatocitos 

humanos (HepG2) con 65 g/ml de preS1/2 durante 
96 horas (dosis establecida mediante la realización de 
una curva dosis/tiempo), a fin de determinar el efecto 
de la proteína sobre la condensación de la cromatina a 
través de la tinción con DAPI y su unión e 
internalización en la célula hepática. Paralelamente, 
para los ensayos de apoptosis los hepatocitos fueron 
tratados con el producto de la purificación de bacterias 
tratados con el vector vacio o con 200ng/ml de anti-
Fas (CH11) durante 48 horas (18). Las células 

cultivadas en laminillas cubreobjetos estériles, fueron 
fijadas durante 10 minutos con metanol a -20oC, luego 
de tres lavados con PBS, las células fueron tratadas con 
Tritón-X100 a 0,1% (v/v) en PBS, lavadas y teñidas con 
anti-preS1/2 (1:20), lavadas 5 veces con PBS gelatina y 
teñidas con anti-IgG de ratón acoplada a rodamina 
(1:100), luego de tres lavados con PBS gelatina fueron 
incubadas con DAPI 0,5 μg/ml (1:1000), finalmente las 
laminillas fueron lavadas tres veces con PBS gelatina, 
dos con PBS, una vez con agua destilada y se montaron 
en laminas portaobjeto y se sellaron, a fin de 
visualizarse a través del microscopio de fluorescencia 
(LEICA DMR, Microsystems Wetzlar GmbH). 

 

Resultados y discusión 

 
Análisis y purificación del preS1/2 
El preS1/2 del virus de la hepatitis B ha sido 

implicado en la inmunopatogenia de la infección y en 
los mecanismos de entrada (10) y destrucción de la 
célula blanco (14, 19), de ahí la importancia de poder 
tenerla como una proteína pura a fin de profundizar en 
cada una de estas funciones. El preS1/2 corresponde a 
una proteína de alrededor de 174 aminoácidos (20) y 

 
 

Figura 1. Evaluación bioquímica del preS1/2 recombinante. La figura 1a muestra la corrida electroforética del lisado total 
post-inducción (PI), fluido a través de la columna (FT), y las 6 fracciones colectadas posterior a la elusión (identificadas 
desde F1 a F6). En la parte inferior a las fracciones se indica las absorbancias obtenida para cada una de ellas. Figura 1b. 
Muestra análisis densitométrico de la presencia del preS1/2 en cada una de las muestras. La figura 1c, evidencia la corrida 
electroforética del preS1/2 posterior a la destoxificacion, liofilización, filtración y esterilización. 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

Tabla 1. Características bioquímicas del preS1/2 

Característica  Secuencia 

Peso molecular 18 kDa   

mggwsskprkgmgtnlsvpnp
lgffpghqldpafgansnnpdw
dfnpnkdqwpgahqvgvgsfg
pgftpphgnllgwspqaqgilttv
paapppastnrqsgrqptpispp
lrdshpqamqwnsstfhqalld
prvrglyfpaggsssgtvnpvptt
aspissifsrtgdpapn 
 

Número de residuos 174 
Carga 5.5    
Punto isoelectrico 10.6012 
Coeficiente de extinción 
molar (A280) 

29730 

Coeficiente de extinción 
molar (A280) 1mg/ml =  

1.628 

Improbabilidad de 
ubicarse en los cuerpos 
de inclusión  

0.893 
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con un peso molecular aproximado de 18 kDa (la tabla 
1 resume sus características fisicoquímicas), y según su 
coeficiente de extinción molar la densidad óptica de 
1.628 es el equivalente a 1mg/ml. En la figura 1 se 
evidencia la expresión del preS1/2 en el lisado post-
inducción con IPTG y en las fracciones 2-4 como 
resultado de la elusión de la columna de níquel 
(Figuras 1a y 1b). Reportes previos (20) indican que la 
expresión del preS1/2 presenta dificultades debido a 
que es altamente susceptible a proteólisis y una 
porción considerable es expresada en los cuerpos 
insolubles, debido a esto se decidió utilizar en el 
tampón de lisis la urea 4M como agente que permite 
su solubilización y previene la proteólisis (21) y 
tampón ácido al momento de la elusión. Se evidenció 
con este método que las fracciones 2-4 (figura 1a) y la 
final (figura 1c), no tenían contaminantes y sin 
evidencia de degradación proteica. Las fracciones 2-4 
fueron agrupadas para el proceso de diálisis y 
posterior liofilización. Las proteínas recombinantes 
expresadas en sistemas bacterianos tales como E. coli, 
tienen el inconveniente de que pueden contener 
contaminantes como las endotoxinas (22), constituidos 
principalmente por los lipopolisacaridos (LPS), que se 
encuentran adosados a la envoltura externa de las 
bacterias Gram negativas (23), durante el proceso de  
sonicación los LPS son extensivamente liberados (24), 
y representa una dificultad en el caso de ensayos 
biológicos, por lo que se recomienda en estos casos 
utilizar métodos adicionales para su eliminación (25). 
Existen varios métodos para eliminar las endotoxinas 
contaminantes de las proteínas recombinantes dentro 
de ellos están el uso de Triton-X114 que favorece la 
formación de micelas donde quedan atrapadas las 
endotoxinas (26), sin embargo su principal 

inconveniente es que el Triton-X114 residual es difícil 
de eliminar. Otro método utilizado, es el uso de las 
columnas de polymixina B que tienen afinidad hacia 
los LPS, son fáciles de manejar y no presentan el 
inconveniente del Triton-X114 (27), así que en este 
trabajo se decidió utilizar estas columnas. Para ello la 
suspensión fue aplicada a la columna de polymixina B, 
se lavó tres veces con agua estéril y estas fracciones 
colectadas y agrupadas con la muestra original. Debido 
a que se triplicó el volumen inicial, fueron 
concentradas mediante centrifugación (Amicon®, 
Millipore Corporation) y de esta manera eliminar 
restos de sales presentes en la suspensión. Finalmente 
la proteína fue esterilizada mediante filtración con una 
membrana 0,22 estéril. La muestra fue alicuotada y 
una porción utilizada para cuantificación, 
electroforesis y Western blott. La concentración final 
obtenida fue de 1,5 mg/ml (volumen total 2 ml). La 
figura 1c, evidencia el preS1/2 una vez filtrado y 
liberado de endotoxinas y sales contaminantes. La 
identificación final de la proteína se realizó mediante 
Western blott contra las dos proteínas, mediante el 
uso de dos anticuerpos monoclonales específicos 

 
 

Figura 2. Evaluación inmunogenica del preS1/2 
recombinante. Muestra el Western blott revelado por 
quimioluminiscencia de la proteína preS1/2, que es 
reconocida por dos anticuerpos monoclonales específicos 
contra cada uno de los componentes del preS del VHB. 

 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

Figura 3. Inducción de la condensación de la cromatina nuclear por el preS1/2 recombinante. Se videncia los núcleos 
teñidos con DAPI de células tratadas el producto purificado de bacterias transformadas con el vector vacio, durante 96 

h (1), tratadas con anti-Fas (200ng/ml CH11, durante 48 horas) (2) y con preS1/2 recombinante (64g/ml durante 96h) 
(3). Las flechas indican las células con la cromatina condensada 
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contra el preS1 y preS2, en la figura 2 se puede 
evidenciar que la proteína es identificada por los 
anticuerpos específicos utilizados.  

El preS1/2 purificado preserva su actividad 
funcional 

Dos de las funciones más importantes en los 
que se ha implicado el preS1/2, es la de marcar el 
tropismo viral (28, 29) y mediar apoptosis en la célula 
blanco (19). Por ello se decidió incubar a una línea 
celular de hepatocitos humanos (HepG2) con el 
preS1/2 durante 96 h; finalizado este tiempo de 
incubación las células fueron tenidas a fin de 
identificar la presencia del preS1/2 en los hepatocitos 
y evaluar el grado de fragmentación y condensación 
nuclear, como evidencia de inducción de muerte 
celular. En la figura 3, se muestra que el preS1/2 
purificado es capaz de marcar cambios asociados con 
la muerte celular de los hepatocitos humanos, 
asociado con la condensación de la cromatina, 
similares a los observados en las muestra tratadas con 
anti-Fas (CH11, un anticuerpo inductor de muerte 
celular extrínseca). Asimismo, en la figura 4 se muestra 

presencia del preS1/2 en el interior de los hepatocitos, 
con una localización predominantemente 
citoplasmática y perinuclear, indicando su 
reconocimiento e internalización por los hepatocitos 
humanos. Finalmente, estos resultados muestran que 
este procedimiento es adecuado para la obtención del 
preS1/2 recombinante, con usos potenciales en 
estudios biológicos e incluso en ensayos terapéuticos. 
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Figura 4. Presencia del preS1/2 recombinante soluble en el interior de los hepatocitos (HepG2). Las células incubadas en 
ausencia (1 y 2) y en presencia del preS1/2 recombinante (3 y 4) fueron marcadas con anti-preS2 monoclonal y luego con un 
anti-ratón acoplado a Rodamina. Se evidencia que el preS1/2 es internalizado por lo hepatocitos humanos (4). Las flechas 
indican las células positivas para preS1/2. 
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