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R E S U M E N 

La cisteína proteinasa tipo legumaína, TvLEGU-1, de Trichomonas vaginalis juega un papel 

importante en la citoadherencia.  Sin embargo, su caracterización estructura-función ha estado 

limitada por la falta de una plataforma de expresión recombinante capaz de producir esta 

proteína plegada en su conformación nativa. En este trabajo, hemos explorado las condiciones 

de la expresión recombinante de la TvLEGU-1 utilizando las plataformas de expresión de 

Escherichia coli y de Pichia pastoris. Sin embargo, todos los esfuerzos para obtener esta 

proteína en su conformación nativa y activa utilizando diferentes vectores y cepas de E. coli 

fueron fallidos y en todos los casos la TvLEGU-1 se expresó como cuerpos de inclusión (CIs). 

El sistema de expresión de P. pastoris se ha convertido en una herramienta importante, 

particularmente para la producción heteróloga de proteínas. Esta levadura metilótrofa tiene 

muchas ventajas, incluyendo el promotor fuerte y altamente regulado de la alcohol oxidasa de 

metanol AOX1, además de ser una célula capaz de realizar modificaciones postraduccionales y 

crecer a alta densidad celular y en amplio intervalo de valores de pH y temperatura. En este 

trabajo describimos la expresión del gen tvlegu-1 nativo y optimizado con el uso de codones 

preferenciales de P. pastoris bajo el promotor inducible AOX1 en la cepa X-33 (Mut+). 

Adicionalmente, el gen tvlegu-1-optimizado (tvlegu-1-opt) se fusionó a diferentes péptidos 

señal. La TvLEGU-1 recombinante se secretó en el medio cuando el gen tvlegu-1-opt se 

fusionó al péptido señal de la alfa-amilasa (AA) de Aspergillus niger. Mientras que cinco 

transformantes positivas, con diferente número de copias del gen tvlegu-1-opt mostraron 

actividad de legumaína en el medio. Cuando la inducción se realizó a 16 ºC y 30 ºC, la 

actividad de legumaína fue menor en las clonas de P. pastoris con un número de copias mayor 

a dos. De hecho, se observó lisis celular en las clonas con 26 y 29 copias del gen cuando se 

indujo la expresión de TvLEGU-1 a 30 ºC. Estos resultados sugieren que para obtener la 

TvLEGU-1 en su confromación nativa en el sobrenadante de cultivo, parámetros como el 

número de copias del gen y la temperatura de inducción deben ser considerados. Nuestros 

resultados contribuyen a explorar la expresión heteróloga de la TvLEGU-1 enzimáticamente 

activa correctamente procesada y que es un biomarcador potencial para la inmunodetección de 

la tricomonosis. 
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A B S T R A C T 

The legumain-like cysteine proteinase TvLEGU-1 from Trichomonas vaginalis plays a major 

role in trichomonal cytoadherence. However, its structure-function characterization has been 

limited by the lack of a reliable recombinant expression platform to produce this protein in its 

native folded conformation. In this work, we explored different conditions for the TvLEGU-1 

recombinant expression using both the Escherichia coli and Pichia pastoris platforms. 

However, all the efforts to obtain this protein in its native and active conformation using 

different vectors and E. coli strains have failed. In all cases, the TvLEGU-1 was expressed as 

inclusion bodies (IBs). The P. pastoris expression system has become an important tool, 

particularly for heterologous protein production. This methylotrophic yeast has many 

advantages, including a tightly controlled and strong methanol alcohol oxidase (AOX1) 

promoter, a cell capable of post-translational processes, and the ability to grow in high cell 

density and a broad range of pH values and temperatures. In here, we describe the expression 

both the native and synthetic codon-optimized tvlegu-1 genes in P. pastoris strain X-33 

(Mut+) under the inducible AOX1 promoter. Additionally, the codon-optimized tvlegu-1 gene 

was fused to different signal peptides. The TvLEGU-1 recombinant protein was secreted into 

the medium when the codon-optimized tvlegu-1 gene was fused to the Aspergillus niger alpha-

amylase (AA) signal peptide. While five positive transformants, with different copy numbers 

of the tvlegu-1-opt gene, showed legumain activity in the medium when the induction was 

carried at 16 ºC and 30 ºC, the legumain activity was lower in P. pastoris clones with a gene 

copy number greater than two. Indeed, cell lysis was observed in clones with 26 or 29 gene 

copies when the TvLEGU-1 expression was induced at 30 °C. These results suggest that to get 

an active conformation as in TvLEGU-1, parameters such as gene copy number and induction 

temperature should be considered. Our results contribute to exploring the heterologous 

expression of the correctly processed enzimatically active rTvLEGU-1 protein, which is a 

potential biomarker for trichomonosis immunodetection.  
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I N T R O D U C C I Ó N 

Descripción general de las proteinasas 

 

Las proteinasas (péptido hidrolasas) son enzimas que catalizan la hidrólisis de los 

enlaces internos (enlace peptídico) que unen a los aminoácidos en las proteínas (proteólisis). 

Estas enzimas han sido foco de estudio por más de 100 años (Levene 1905). Actualmente se 

sabe que funcionan como mediadores de una multitud de procesos celulares, regulan el 

destino, la localización y la actividad de muchas proteínas; modulan las interacciones 

proteína-proteína, crean nuevas moléculas bioactivas, contribuyen al procesamiento de 

información celular, así como en la generación y transducción de señales moleculares. Como 

resultado directo de estas acciones, las proteinasas influyen en procesos como la replicación y 

transcripción del DNA, proliferación y diferenciación celular, morfogénesis y remodelación de 

tejidos, respuesta al mal plegamiento de proteínas, angiogénesis, neurogénesis, ovulación, 

reparación de heridas, coagulación, inflamación, inmunidad, autofagia, senescencia, necrosis y 

apoptosis, entre otros (Sajid and McKerrow 2002; Saska and Craik 2008). Las proteinasas 

comprenden aproximadamente el 2% de los genes en muchos organismos, con una pequeña 

diferencia entre organismos (Barrett 1994).  Una proteinasa hidroliza aproximadamente un 

millón de enlaces peptídicos por segundo y se ha estimado que sin las proteinasas como 

catalizadores biológicos llevaría cientos de años hidrolizar un enlace peptídico. Las 

proteinasas van desde monómeros de 10 kDa a complejos multiméricos de varios cientos de 

kDa (McKerrow 1989; McKerrow et al. 1999).  

El propósito de este capítulo es proveer una descripción general de las proteinasas en 

particular de las cisteína proteinasas; respecto a su estructura, sitio activo y requerimientos 

para su inhibición. La atención se centra en la familia de las cisteína proteinasas (CPs), 

particularmente de las asparaginil endopeptidasas pertenecientes al clan CD y familia C13 de 

las CPs. 

 

Clasificación de las proteinasas 

 

De acuerdo al Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica y 

Biología Molecular, las proteinasas se clasifican en el subgrupo 4 del grupo 3 de las hidrolasas 
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(Biochemistry et al. 1992). Sin embargo, como las proteinasas no cumplen fácilmente con el 

sistema general de nomenclatura debido a su amplia diversidad de acción y estructura, 

actualmente se clasifican con base al tipo de reacción catalizada, naturaleza química del sitio 

catalítico y relación evolutiva de su estructura (Barrett 1994). 

Las proteinasas inicialmente se han clasificado en dos grandes grupos, en endopeptidasas, las 

cuales llevan a cabo la catálisis dentro de la cadena polipeptídica y exopeptidasas 

(aminopeptidasas y carboxipeptidasas), si la acción de éstas es directamente en el extremo 

amino (-NH2) o carboxilo (-COOH) de sus correspondientes sustratos. Sin embargo, la 

disponibilidad de información estructural y mecanismo de reacción de estas enzimas ha 

facilitado un nuevo esquema de clasificación. El sistema más ampliamente reconocido de 

clasificación define a las proteinasas por: 

 

1) Mecanismo catalítico  

Basado en el grupo funcional presente en el sito activo, las proteinasas se 

clasifican en seis diferentes clases, serín, treonín, aspartil, metalo, cisteína y glutámico 

proteinasas (Hartley 1960; Otto and Schirmeister 1997). Existen fundamentalmente 

dos diferentes mecanismos catalíticos para la hidrólisis. Para serín, treonín y cisteína 

proteinasas, el nucleófilo catalítico clave es un componente intrínseco del sitio activo 

(Ser, Thr o Cys, respectivamente); mientras que las aspartil, glutámico y metalo 

proteinasas usan una molécula de agua como el nucleófilo (Demuth 1990; Mykles 

2001). 

 

2) Secuencia de aminoácidos y estructura 

Basado en la secuencia de aminoácidos, las proteinasas se clasifican en 

diferentes familias (Argos 1987) y éstas a su vez en “clanes” de proteinasas (Rawlings 

and Barrett 1993). Las familias son identificadas por una letra que representa el tipo de 

hidrólisis que ésta cataliza; por ejemplo, S, C, A, y M para las serín, cisteína, aspartil, y 

metalo proteasa (Rawlings 2016; Rawlings et al. 2016; Rawlings et al. 2006). Un clan 

se define como un grupo de proteínas que han surgido a partir de un único origen y 

está basado en la similitud de estructuras terciarias, cada clan representa un conjunto 

de proteínas homólogas (McKerrow and James 1996).  
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3) Proteasa individual 

Por último, una proteasa se define como individual y distinta, si la especificidad 

y la sensibilidad a los distintos inhibidores es diferente, si hay diferentes tipos 

catalíticos o son codificadas por diferentes genes dentro de un mismo organismo (Turk 

2012). 

 

Cisteína proteinasas (CPs) 

 

Las CPs están ampliamente distribuidas a través de la naturaleza, se encuentran en 

virus, bacterias, protozoarios, plantas, mamíferos y hongos (Otto and Schirmeister 1997). Las 

CPs se han agrupado en familias y clanes, dependiendo de la similitud de secuencia, posición 

de la inserción de hendiduras, “loops”, y por su especificidad bioquímica para pequeños 

sustratos (Klemba and Goldberg 2002; McKerrow et al. 1999; Sajid and McKerrow 2002). La 

primera cisteína proteinasa purificada y caracterizada de Carica papaya en 1879 se llamó 

papaína. La estructura de la papaína fue también la primera cisteína proteinasa resuelta. Desde 

su descubrimiento, numerosas proteinasas que tienen su secuencia en común con la papaína 

han sido vagamente llamadas de tipo papaína (“papain-like”), estas proteinasas pertenecen al 

clan CA, que está dividido en varias familias. Las CPs de organismos parásitos pertenecen 

principalmente a los clanes CA y CD (Barrett 1994; Rawlings and Barrett 1993). Un gran 

número de proteinasas del clan CA pertenecen a la familia C1 (catepsina B y catepsina L) y la 

familia C2 (tipo calpaína). Otras familias de CPs de organismos patogénicos se incluyen en el 

clan CB y CC (proteasas virales) y clan CD (familia C13, del tipo legumaína).  

Basándose en la similitud de secuencia de aminoácidos y estructura, las proteinasas del 

clan CD se han agrupado en legumaínas (familia C13), caspasas (familia C14), separasas 

(familia C50), gingipaínas (familia C25 de eubacterias gram negativas) y clostripaínas (familia 

C11 de eubacterias gram positivas) (Mottram et al. 2003) (Figura 1).  

Debido a la presencia ubicua de las CPs en parásitos, además de ser proteínas críticas 

en el ciclo de vida o patogenicidad de muchos de ellos; así como su diversidad funcional a 

causa de su única nucleofilicidad, adaptabilidad a diferentes sustratos y  estabilidad en 
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diferentes ambientes biológicos, son blancos prometedores para el desarrollo de fármacos 

antiparasitarios (Sajid and McKerrow 2002). 

 

 

Figura 1. Clasificación de las cisteína proteinasas de parásitos 

 

Tomado de: Sajid and McKerrow (2002).  

 

Mecanismo de acción de las cisteína proteinasas 

 

El mecanismo de acción de las proteinasas se ha estudiado ampliamente y para definir 

los residuos de la enzima y el sustrato se ha adoptado la nomenclatura definida por Schechter 

y Berger (Figura 2) (Rao et al. 1998).  El sitio catalítico de las proteinasas está flanqueado en 

uno o ambos lados por subsitios que tienen la capacidad de acomodarse a la cadena lateral de 

los aminoácidos del sustrato. Estos sitios están numerados desde el sitio catalítico S1 hasta el 
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sitio Sn hacia el extremo N-terminal de la estructura y S1´ hasta Sn´ hacia el extremo C-

terminal. Los residuos del sustrato son numerados desde P1 hasta Pn y P1´ hasta Pn´, 

respectivamente. 

 

Figura 2. Sitio activo de proteinasas 

El sitio activo de la proteinasa es indicado por SH y el enlace escindible es indicado con la 

flecha; S1 hasta Sn y S1´hasta Sn´ son los subsitios de la enzima, mientras P1 hasta Pn y 

P1´hasta Pn´ son los residuos del substrato que son reconocidos por los subsitios de la enzima 

(Rao et al. 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las CPs catalizan la hidrólisis de derivados de ácidos carboxílicos a través de un doble 

desplazamiento involucrando la formación de un par ácido-base y la hidrólisis de un 

intermediario acil-tiol. El mecanismo de acción de las CPs es muy similar al de las serín 

proteinasas. La papaína es considerada el arquetipo de las CPs y constituye un buen modelo 

para esta familia de enzimas. La papaína consiste de una cadena polipeptídica simple que 

forma dos dominios que contienen una hendidura para la unión al sustrato. La estructura 

cristalina de la papaína confirma el par Cys25-His159 participante en la catálisis (Kamphuis et 

al. 1985). La presencia de un residuo asparagina conservada (Asn175) en la proximidad de la 

histidina catalítica (His159) crea una triada Cys-His-Asn en las CPs. 



 30 

La Cys y la His de la triada catalítica forman un par ion tiolato-imidazolio que confiere 

una alta nucleofilicidad al grupo tiol de la cisteína. Bajo estas condiciones el grupo tiol de la 

cisteína ataca como un nucleófilo para hidrolizar el enlace escindible del sustrato. El 

mecanismo general de hidrólisis del sustrato ocurre en cuatro pasos (Figura 3). El 

intermediario inicial (b) se establece por un enlace por puente de hidrógeno entre la Cys25 y la 

Gly19 formando un oxi-anión (a) seguido por una acilación de la enzima y se libera del 

extremo carboxilo del fragmento del sustrato. La hidrólisis de la forma acil-enzima forma un 

segundo intermediario (c). El colapso de este intermediario regenera la enzima y libera el 

extremo amino del fragmento del sustrato (d) (Leung et al. 2000). 
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Figura 3. Mecanismo de acción de las CPs 

Las CPs adoptan un mecanismo de hidrólisis involucrando la formación general ácido-base 

seguida por la hidrólisis de un intermediario acil-tiol. Im y +HIm se refiere al grupo imidazol y 

al grupo imidazol protonado, respectivamente.  Tomado de: Rao et al. (1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 32 

Familia C13 de las CPs  

 

Las CPs de la familia C13 (EC 3.4.33.34), comprende dos subfamilias: las asparaginil 

endopeptidasas y las glucosilfostatidilinositol (GPI): proteín transamidasas. Estas dos 

subfamilias de proteasas presentan diferentes funciones. Existe gran similitud en la secuencia 

primaria entre los miembros de las asparaginil endopeptidasas, sobre todo alrededor de la 

díada catalítica His/Cys; mientras que, hay poca homología en esta misma región entre los 

miembros de las GPI: proteín transamidasas, lo cual sugiere una extrema divergencia 

evolutiva (Mottram et al. 2003; Sajid and McKerrow 2002).  

 

Asparaginil endopeptidasas 

 

Las asparaginil endopeptidasas (AEP), también referidas como CPs de tipo legumaina, 

se clasifican como miembros del clan CD de la familia C13 de las CPs (EC 3.4.22.34) debido 

a los aminoácidos conservados de los motivos His148-Gly---Ala-Cys188. Este motivo 

conservado es típico de los miembros del clan CD que contienen a la caspasa-1, clostripainas, 

gingipainas R, paracaspasas y metacaspasas, lo cual sugiere una relación evolutiva (Barrett 

and Rawlings 2001; Chen et al. 1998; Rawlings et al. 2014). Además, un bloque altamente 

conservado de cuatro residuos hidrofóbicos (Phe-Ile-Tyr-Phe) precede a los residuos 

catalíticos His148 y Cys189. Llevan a cabo la hidrólisis exclusivamente en el extremo carboxilo 

de los residuos asparaginil P1 del sustrato (Schechter and Berger 1967). Estas enzimas fueron 

identificadas y caracterizadas al inicio de los 1980s en plántulas de veza y el frijol común 

Phaseolus vulgaris (Csoma and Polgar 1984; Shutov et al. 1982).  

Al día de hoy, esta familia de CPs cuenta con miembros reportados en plantas (Abe et 

al. 1993; Hatsugai et al. 2015; Julian et al. 2013; Nakaune et al. 2005), mamíferos (Chen et al. 

1997), trematodos como Schistosoma mansoni (Davis et al. 1987) y garrapatas (Abdul Alim et 

al. 2007), así como en los parásitos protozoarios como T. vaginalis (Leon-Felix et al. 2004) y 

Blastocystis (Wawrzyniak et al. 2012), pero no en bacterias. En el caso de humanos solo 

cuenta con una isoforma funcional de legumaína, además de un pseudo gen sin función alguna 

(Rawlings et al. 2014). Sin embargo, en plantas hay un variado número de isoformas 
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funcionales de legumaínas, de las cuales se pueden subdividir en cuatro subfamilias como en 

el caso de Arabidopsis thaliana VPE-VPE (Nakaune et al. 2005). El girasol contiene al 

menos cinco asparaginil endopeptidasas (Hatsugai et al. 2015)  y en cebada se han identificado 

de 7 a 8 isoformas (Hatsugai et al. 2015; Julian et al. 2013). También se ha encontrado que las 

garrapatas producen una isoforma de legumaína. El parásito protozoario Blastocystis ST7 

produce al menos dos isoformas de legumaína (Wawrzyniak et al. 2012) y en los trematodos 

S. mansoni, Fasicola gigantica y Opisthorchis viverrini se han identificado de una a dos 

isoformas de legumaína (Adisakwattana et al. 2007; Klinkert et al. 1989; Laha et al. 2008). Un 

estudio “in silico” para conocer el número de genes que codifican para CPs de la familia de 

las legumaínas en T. vaginalis reveló que existen diez genes, entre los cuales se incluyen los 

dos genes reportados por León-Félix y col., (2004), tvlegu-1 y tvlegu-2, cuatro más se 

identificaron a partir de cDNA por el Dr. Tang, tvlegu-3 – tvlegu-6, así como otros cuatro 

genes, cuya nomenclatura se continuó en orden ascendente tvlegu-7 – tvlegu-10 (Arroyo et al. 

2015; Carlton et al. 2007; Salas-Garrido 2005a).  

 

Arquitectura de las legumaínas 

 

Como en el caso de las catepsinas, las legumaínas son sintetizadas como un precursor 

inactivo que necesita ser sometido a cambios de pH para activarse y obtener su estructura 

catalíticamente activa (Chen et al. 1997; Li et al. 2003). Esencialmente, la pro-legumaina de 

humano inicia con un péptido señal (Met1-Ala17) que es liberado durante su secreción, seguido 

de un pequeño pro-péptido de 8 aminoácidos en el N-terminal (Val18-Asp25), un dominio de 

CP (Gly26-Lys289) y un pro-dominio en el extremo C-terminal (Asp309-Tyr433) (Chen et al. 

1997; Dall and Brandstetter 2016) (Figura 4A). El domino de CP en general tiene una 

estructura de tipo caspasa y contiene la diada catalítica His148- Cys189, y dependiendo del 

organismo, contiene un variado número de sitios de N-glicosilación. En el caso de la 

legumaína de humano contiene cuatro sitios de N-glicosilación que resulta en una pro-enzima 

de aproximadamente 56 kDa. El pro-dominio C-terminal tiene una estructura de tipo “death-

domain-like” que adicionalmente es estabilizada por dos enlaces disulfuro (Dall and 

Brandstetter 2016) (Figura 4A). 
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Estructura tridimensional de la legumaína 

 

Recientemente se obtuvo la estructura tridimensional (3D) por cristalografía de rayos 

X de la pro-legumaína y el domino de endopeptidasa enzimáticamente activo de las 

legumaínas de humano y ratón (Dall and Brandstetter 2016; Zhao et al. 2014). Las estructuras 

3D revelan que la pro-legumaína comprende el dominio de asparaginil endopeptidasas (AEP, 

por sus siglas en inglés) de tipo caspasa y el pro-dominio en el C-terminal (Figura 4B). El 

pro-dominio se subdivide en un péptido de activación (AP, por sus siglas en inglés) y un 

dominio de estabilización y modulación de la actividad (LSAM, por sus siglas en inglés). El 

dominio AP bloquea el acceso sobre el sitio S´ del sustrato, y el dominio LSAM impide la 

unión al sustrato, lo cual explica porque la pro-legumaina es inactiva. El dominio LSAM, 

presenta un dominio con un plegamiento de tipo “death domain (DD)-like fold” estabilizado 

por puentes disulfuro (Figura 4A y Figura 4B). 
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Figura 4. Arquitectura de los dominios de la legumaína de humano 

A) Diagrama de la pro-legumaína de humano.    

Color rosa: Péptido señal (Met1-Ala17) (SP); verde claro:  fragmento N-terminal de pro-

péptido de 8 aminoácidos (Val18-Asp25) (NTF); verde obscuro: dominio catalítico (Gly26-

Lys289) (G26-KRK289) que contiene la diada catalítica His148-Cys189. El pro-dominio en el 

extremo C-terminal que comprende, color azul: péptido de activación (AP; KRK289-N323) y en 

color naranja: módulo de estabilización y modulación de la actividad (LSAM; D324-Y433) con 

una estructura de tipo “death-domain-like”, que es estabilizada por enlaces disulfuro. Tomado 

de: (Dall and Brandstetter 2016). 

B) Estructura 3D obtenida por cristalografía de rayos X de la pro-legumaina de humano 

(PDB: 4fgu).   

El dominio de AEP con actividad del legumaína y que presenta un plegamiento tipo legumaína 

se presenta en verde, el péptido de activación (AP, activation peptide) se presenta en azul y el 

dominio LSAM se presenta en café. Tomado de: Dall and Brandstetter (2016). 
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Activación de la legumaína 

 

La legumaína de humano se sintetiza como un zimógeno inactivo de 56 kDa 

(prolegumaína). Un cambio en las condiciones de pH (ácido) desencadena un procesamiento 

autocatalítico en ambos extremos de la proteína, resultando en especies intermedias de 47 y 46 

kDa (Dall and Brandstetter 2012; 2013; 2016) (Figura 5). El sitio de procesamiento del 

extremo C-terminal fue asignado a la Asn323, mientras que el sitio de procesamiento del 

extremo N-terminal ocurre entre el Asp21 y Asp25. El procesamiento del extremo C-terminal se 

observa en codiciones de pH de 5.5, y es el paso crítico para generar una proteína activa; 

mientras que el procesamiento del extremo N-terminal, que se lleva a cabo estrictamente a pH 

≤ 4.5, no es esencial para su activación (Dall and Brandstetter 2012). In vivo se identificó en el 

extremo C-terminal de la legumaína activa de 46 kDa un sitio de corte adicional, realizado por 

un proteinasa diferente, dando como resultado una variante de la legumaína con un tamaño de 

36 kDa. Sin embargo, la identidad de la proteinasa y el sitio de corte exacto aún no se 

conocen. Las evidencias indican que el sito Lys-Arg-Lys289 (KRK 289) pordría ser el sitio 

donde ocurre el corte adicional y podría ser realizado por una enzima con especificidad similar 

a la tripsina (Dall and Brandstetter 2013). Una vez que la legumaína está activa, su estabilidad 

con respecto al pH cambia drásticamente, siendo estable en condiciones de pH ácido, pero se 

desestabiliza a pH > 6.0. La prolegumaína permanence estable en condiciones de pH neutro 

(Dall and Brandstetter 2013). 
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Figura 5. Activación de la legumaína de humano 

La prolegumaína inactiva se sintetiza a pH neutro y se somete a un procesamiento 

autocatalítico en los sitios Asn323 (pH ≤ 5.5) y Asp303/Asp309 (pH ≤ 4.0) del extremo C-

terminal, y después en los sitios Asp21 y Asp25 del extremo N-terminal. Otro procesamiento 

ocurre en el motivo Lys-Arg-Lys (KRK289) por una proteasa desconocida. Mientras que el 

procesamiento del extremo N-terminal no es esencial para la activación enzimática, el 

procesamiento C-terminal hace que los sitios de unión al sustrato sean accesibles. La 

liberación del péptido de activación (azul) genera la enzima catalíticamente activa (ACP), la 

liberación del dominio de estabilización y modulación de la actividad (LSAM) es obligatoria 

para obtener una AEP completamente activa. Tomado de: Dall and Brandstetter (2013).    
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Antecedentes 

Sintomatología de la tricomonosis  

La tricomonosis urogenital es una de las infecciones de transmisión sexual (ITS) no 

viral más común, causada por el protozoario flagelado Trichomonas vaginalis (Dailey et al. 

1990; Despommier et al. 1995; Schwebke and Burgess 2004). Aunque esta infección afecta 

ambos sexos, la tricomonosis se manifiesta primeramente en mujeres. T. vaginalis infecta la 

cavidad vaginal y uretral donde encuentra un ambiente hostil para su permanencia y 

reproducción (Heyworth et al. 1982), ya que las condiciones favorables para la colonización 

son 37 °C y un pH de 6.0 (Alderete and Garza 1985). Las mujeres con tricomonosis presenta 

síntomas muy variados como: inflamación, prurito, ardor al orinar y descarga amarilla-verdosa 

de mal olor con pH>4.5, colpitis malcularis (“cérvix de fresa”), eritema y friabilidad cervical. 

Estos síntomas se presentan en el 80% de las mujeres y el resto presentan síntomas leves que 

pueden variar, cualitativa y cuantitativamente durante el ciclo menstrual, empeorando durante 

la menstruación y el embarazo (Petrin et al. 1998; Rein and Chapel 1975; Schwebke and 

Burgess 2004). La tricomonosis es propia de la edad reproductiva de la mujer, raramente se 

presentan manifestaciones clínicas antes de la menarca o después de la menopausia,  el 

periodo de incubación es de 4 a 28 días en el 50% de los individuos afectados (Petrin et al. 

1998) y es posible que las mujeres con una mayor carga infecciosa presenten sintomatología, 

además de que puede persistir de manera asintomática por lo menos tres meses en mujeres no 

tratadas (Van Der Pol 2007). 

La tricomonosis en hombres no está bien estudiada o entendida como en las mujeres. 

La infección sintomatica en hombres es rara en comparación con su prevalencia, y se cree que 

la mayoría se resuelve en ausencia de tratamiento (Secor et al. 2014). Además, debido a que 

los hombres infectados a menudo son asintomáticos, pueden no ser conscientes de los riesgos 

para ellos y sus parejas sexuales. En la mayoría de los hombres, la infección, es asintomática o 

presenta sintomatología ligera como uretritis y/o prostatitis crónica no gonocóccica (Krieger 

1981; Rein and Chapel 1975; Secor et al. 2014; Spence et al. 1980).  
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Epidemiología de la tricomonosis 

 

En el mundo se estima una incidencia de 248  millones de nuevos casos por año (OMS 

2011). En Estados Unidos se estima una incidencia de 3.7 millones de personas (Satterwhite et 

al. 2013). En México la “Información Epidemiológica de Morbilidad Anuario 2012-Versión 

Ejecutiva”, emitida por la Secretaría de Salud y la Dirección General de Epidemiología en 

2012, la tricomonosis urogenital ocupó el 12º lugar entre las “veinte pricipales causas de 

enfermedades transmisibles”, con 113 843 casos notificados. En cuanto a incidencia, se 

registraron las cifras mayores en los estados de Puebla, Tlaxcala, Veracruz, seguidos de 

Zacatecas, Oaxaca y Durango (Secretaría de Salud 2012) . A pesar de ser una enfermedad 

diagnosticada para la que existe tratamiento, la tricomonosis no es una infección reportable y 

el control de la infección ha recibido relativamente poca atención en los programas de salud 

pública (Schwebke and Burgess 2004).  

 

Complicaciones asociadas a la tricomonosis 

 

Considerada durante mucho tiempo como una enfermedad de transmisión sexual 

menor con pocas complicaciones asociadas, la infección con T. vaginalis se ha relacionado 

con embarazos de alto riesgo debido a la ruptura de las membranas amnióticas, partos 

prematuros y nacimientos de niños con bajo peso (Cunnington et al. 2013; Silver et al. 2014). 

La tricomonosis provoca infertilidad en la mujer, erosión del epitelio cervical, endometritis y 

la enfermedad pélvica inflamatoria (Meites et al. 2015). Pacientes con infección crónica de T. 

vaginalis tienen alto riesgo de contraer el Virus de la Inmunodeficiencia Humana VIH 

(Kissinger and Adamski 2013; Laga et al. 1993; Magnus et al. 2003; Nzila et al. 1991) y son 

más susceptibles al cáncer cérvico uterino (Zhang and Begg 1994).  

En los hombres puede ocasionar infertilidad (Jarecki-Black et al. 1988) ya que algunos 

factores solubles o metabolitos del parásito disminuyen significativamente la movilidad y 

viabilidad de los espermatozoides (Han et al. 2004). Además en hombres existe una relación 

entre la incidencia de tricomonisis y el cancér de prostata (Meites et al. 2015). 
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Diagnóstico de la tricomonosis 

Presentación clínica 

El diagnóstico clínico de T. vaginalis no debe hacerse basándose únicamente en los 

síntomas clínicos ya que se asemejan a los de otras infecciones de transmisión sexual (Jirovec 

and Petru 1968; Petrin et al. 1998), el clásico colpitis malcularis (“cérvix de fresa”) se 

presenta sólo en el 2% de pacientes  y la descarga amarilla-verdosa de mal olor en el 12% de 

mujeres con tricomonosis  (Fouts and Kraus 1980). En los 80´s Fouts y Kraus (Fouts and 

Kraus 1980) demostraron que si estas características clásicas son usadas únicamente en la 

diagnosis de tricomonosis 88% de las mujeres infectadas no eran diagnosticadas y el 29% de 

las mujeres que no estaban infectadas eran diagnosticadas falsamente con tricomonisis (Fouts 

and Kraus 1980). Estos datos muestran que las manifestaciones clínicas no son parámetros 

fiables para el diagnóstico de tricomonosis que se requiere para un tratamiento apropiado y 

para controlar la propagación de la infección causada por T. vaginalis. 

 

Microscopía y técnicas de cultivo 

El diagnóstico común de la trichomonosis depende de la observación microscópica de 

protozoarios en secreciones vaginales y en orina (Meites et al. 2015; Schwebke and Burgess 

2004), un procedimiento descrito primeramente por Donné en 1836 (Donné 1836). T. 

vaginalis se puede diferenciar con base en su movilidad característica. La sensibilidad de esta 

técnica puede variar desde un 38% hasta un 82% (Hulka and Hulka 1967; Martin 1963; 

McCann 1974). Aunque este método de diagnóstico es el más barato, está muy lejos de ser el 

óptimo debido a su baja sensibilidad. Esto puede deberse a la perdida de la movilidad al 

reducirse la temperatura de las secreciones fuera del cuerpo (Petrin et al. 1998).  

Anteriormente, el estándar de oro para el diagnóstico de tricomonosis era el cultivo 

debido a su simple interpretación y requerir de 300 a 500 tricomonas/mL de inóculo (Garber et 

al. 1987).  Sin embargo, el cultivo tarda de 2 a 7 días y durante este tiempo los pacientes 

infectados pueden continuar transmitiendo la infección (Moldwin 1992).  

Dado que los métodos de cultivo son relativamente lentos, se introdujo la tinción de 

parásitos fijados y no fijados con naranja de acridina (Rodriguez-Martinez et al. 1973), 

Leishman (Levett 1980), acido de Schiff (Rodriguez-Martinez et al. 1973) y Fontana (Nagesha 
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et al. 1970) para mejorar la sensibilidad de la microscopía. Aunque las técnicas de tinción 

tienen sus limitaciones dado que T. vaginalis no siempre aparece en su forma típica de pera 

con flagelos. 

Pruebas de amplifiación de ácidos nucleicos  

A lo largo de los años se han desarrollado pruebas de amplifiación de ácidos nucleícos 

altamente sensibles (NAAT, highly sensitive specific nucleic acid amplifications tests, por sus 

siglas en inglés) para el diagnóstico de T. vaginalis (Singh et al. 2012). Las pruebas 

disponibles incluyen PCR, amplificación mediada por transcripción (TAM, por sus siglas en 

inglés) y otras variaciones de metodos bioquímicos que comprenden replicación y 

amplificación de secuencias específicas de DNA o RNA (Bandea et al. 2013).  

El uso de estos métodos ayuda a detectar tanto a organismos viables como no viables; 

también detecta secuencias blanco en muestras que han estado en fijación o parcial 

degradación. En 1992 Riley et al., reportaron la técnica de PCR con el uso de los iniciadores 

TVA5 y TVA, para la detección de T. vaginalis (Riley et al. 1992). Subsecuentemente se han 

reportado diferentes iniciadores (Bandea et al. 2013; Madico et al. 1998).   

Recientemente se han descrito varios ensayos de PCR para la detección de T. vaginalis 

en mujeres (Munson et al. 2010; Nye et al. 2009; Schwebke et al. 2011). Algunos de ellos han 

demostrado ser más sensibles que el cultivo o la microscopia  (Nye et al. 2009). Sin embargo, 

estas técnicas se consideran costosas por lo que su impacto en la práctica clínica está todavía 

fuera del alcance  de muchos centros de diagnóstico (Oliveira et al. 2016). 

Técnicas basadas en anticuerpos 

Se estima que hay ocho serotipos de T. vaginalis y en inmuno ensayos se ha observado 

una variedad de marcadores antigénicos (Garber et al. 1986; Ramon-Luing et al. 2010).  

También se ha mostrado que la respuesta serológica a T. vaginalis  es variable entre las 

personas quienes podrian reaccionar a diferentes antígenos parasitarios (Garber et al. 1986; 

Krieger et al. 1985). Para determinar la presencia de anticuerpos tricomonales se han utilizado 

diversas técnicas, entre ellas hemaglutinación, difusión en gel, fluorescencia de anticuerpos y 

ELISA. Sin embargo, éstas no son específicas en la determinación de la infección reciente. 

Además, en poblaciones de baja incidencia, el anticuerpo positivo podría reflejar la interacción 

con tricomonas no patogénicas. 
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La detección directa de antígenos de T. vaginalis en secreciones vaginales por el uso de 

anticuerpos monoclonales promete ser un método rápido de diagnóstico para tricomonisis, se 

ha registrado una prueba inmunocromatográfica para la detección de tricomonosis en mujeres 

(Genzyme Corp. Cambridge, Mass). Al usar anticuerpos monoclonales para proteínas tales 

como el factor de desprendimiento de células (CDF; 200 kDa) y una cisteín proteasa (60 kDa), 

se ha observado que son inmunogénicas en todos los aislados de T. vaginalis, y pueden 

proveer una alternativa para la detección de tricomonosis. En un estudio de mujeres atendidas 

en una clínica de enfermedades de transmisión sexual en Seattle, utilizando la prueba de 

inmunoreconocimiento “Xenostrip-Tv test” se demostró una sensibilidad y especificidad de 

entre el 78.5% y el 98%, respectivamente, comparado con los métodos de cultivo. La rapidez 

con que es realizada la prueba no varía con síntomas de vaginitis o con la presencia de otras 

infecciones, permitiendo tanto la diagnosis como la administración de algún tratamiento el día 

de la visita del paciente (Kurth et al. 2004).    

Bózner y col., (1992) demonstraron la presencia de anticuerpos anti-proteasas de T. 

vaginalis tanto en suero como en secreciones vaginales de mujeres infectadas, así como en 

suero y secreciones vaginales de mujeres después de 2-6 semanas de haberse sometido a un 

tratamiento exitoso contra tricomoniasis (Bozner et al. 1992). Mason y col., (2001) mediante 

este inmuno ensayo detectó anticuerpos contra proteínas de T. vaginalis en sueros de pacientes 

de Zimbaue (Mason et al. 2001). Los inmunoensayos mostraron una sensibilidad del 94 al 

95% en conparación con el cultivo de exudados vaginales.  

 

Tratamiento de la tricomonosis 

 

En 1959, se encontró que un derivado del nitroimidazol es altamente efectivo en el 

tratamiento sistémico de la tricomonosis (Cosar and Julou 1959). Este derivado fue el α, β-

hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol, comúnmente referido como metronidazol. Este compuesto 

entra en la célula por difusión y es activado en el hidrogenosoma de T. vaginalis, donde el 

grupo nitro es reducido anaeróbicamente por la piruvato-ferredoxin-oxidoreductasa  y rompe 

las hebras de DNA (Tocher and Edwards 1994). La respuesta es rápida, la división celular y la 

movilidad cesan en el lapso de 1 h y la muerte celular ocurre en 8 h como se ha visto en 

cultivos celulares (Nielsen 1976).  
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Se ha debatido el uso del metronidazol a mujeres embarazadas,  se corre el riesgo de 

que los niños nazcan con defectos (Rosa et al. 1987) y también existe un bajo riesgo de 

desarrollar cáncer (Beard et al. 1979; Connor et al. 1977). Esto es debido a que cruza la 

barrera placentaria y por lo tanto no es indicado para el tratamiento de tricomonosis en 

mujeres cuando están en el primer trimestre del embarazo (Lossick and Kent 1991), aunque 

los defectos del recien nacido no están directamente asociados con el uso de éste. Lo que ha 

llevado a la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) a clasificar al 

metronidazol como un factor de riesgo de clase B para el embarazo, un riesgo posible pero no 

confirmado para el feto. Por lo tanto, el fármaco ha sido contraindicado en el primer trimestre 

del embarazo (Cudmore et al. 2004).  

Aunque el tratamiento sístemico es efectivo, puede fallar debido a la interrupción del 

tratamiento o una reinfección. Otras razones se han propuesto tales como baja absorción del 

medicamento a nivel local, una ineficiente liberación del medicamento en el área vaginal, o 

inactivación del medicamento por la presencia de bacterias dentro de la vagina (Edwards et al. 

1979; Ingham et al. 1979; McFadzean et al. 1969). Lumsden et al (Lumsden et al. 1988a) 

considera que estos mecanismos son poco probables y que la causa del fracaso de muchos 

tratamientos se debe a la resistencia de T. vaginalis al medicamento. La resistencia puede 

deberse a mutaciones que afectan el metabolismo aerobio y anaerobio del parásito. En 

tricomonas, la resistencia en condiciones aerobias es debida a la reducción de la transcripción 

del gen que codifica para la piruvato-ferredoxin-oxido reductasa, por lo tanto, disminuye la 

habilidad del parásito para activar el medicamento (Quon et al. 1992). La resistencia en 

condiciones anaerobias, se debe a que la actividad de la piruvato-ferredoxin oxidorreductasa y 

la hidrogenasa disminuyen o no existen (Kulda et al. 1993). Aunque hay otros nitroimidazoles, 

estos tienen modos similares de actuar (Lumsden et al. 1988b), por lo cual son necesarios 

nuevos medicamentos para el tratamiento de la tricomonosis. 

 

Antecedentes directos  

Trichomonas vaginalis 

T. vaginalis es el protozoario parásito responsable de la tricomonosis humana, la 

infección de transmisión sexual (ITS) no viral más común (Despommier et al. 1995; Petrin et 
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al. 1998; Schwebke and Burgess 2004). T. vaginalis infecta el tracto urogenital donde está 

expuesta a condiciones desfavorables para su permanencia y reproducción, tales como pH 

ácido, temperatura, presencia de lactobacilos, cambios en el ciclo hormonal, descamación del 

epitelio, presencia de zinc (en el hombre), fluctuación en la concentración de poliamínas y 

hierro, flujo menstrual, entre otros. Para subsistir a este ambiente hostil, el parásito requiere de 

una gran capacidad de adaptación. Para lo cual modula la expresión de múltiples factores de 

virulencia involucrados en la citoadherencia, citotoxicidad, fagocitosis, hemólisis, evasión de 

la respuesta inmune y la inducción de apoptosis de la célula blanco, entre otros, para poder 

sobrevivir, obtener nutrientes y mantener la infección (Arroyo et al. 2015).  

 

Morfología de T. vaginalis 

 

Este patógeno urogenital varía en tamaño y forma, con un diametro de  ̴ 7 y 10 µm, 

(Honigberg and King 1964). Las condiciones fisicoquímicas alteran la apariencia del parásito. 

En cultivos axénicos, la forma del protozoario tiende a ser más uniforme, ovalado o en forma 

de pera (Figura 6A) (Arroyo et al. 1993), pero el parásito toma una apariencia ameboide 

cuando está unido las células del epitelio vaginal (Figuras 6B y 6C) (Arroyo et al. 1993; 

Heath 1981). 

T. vaginalis es un protozoario que posee cinco flagelos, cuatro de los cuales están 

localizados en su parte anterior. El quinto flagelo se localiza en la membrana ondulante del 

parásito (Figura 6A) (Arroyo et al. 1993; Warton and Honigberg 1979). El flagelo y la 

membrana ondulante dan al parásito su movilidad, un aspecto característico de este 

protozoario (Warton and Honigberg 1979). T. vaginalis se reproduce por fisión binaria 

longitudinal (Brugerolle 1971). 
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Figura 6. Morfología ovoide y ameboide de T. vaginalis 

A) T. vaginalis como es visto en el medio de cultivo. La Membrana ondulante y los flagelos 

son claramente visibles. B) T. vaginalis adherido a células HeLa mantiene su morfología 

ovoide. C) Morfología ameboide de T. vaginalis en contacto con células vaginales. Tomado 

de: Arroyo et al. (1993). 

 

 

 

Proteasas de T. vaginalis 

Al conocerse la secuencia del genoma de T. vaginalis se confirmó que este parásito 

posee más de 400 genes que codifican para proteinasas, considerándose uno de los 

degradomas más complejos. Aunque 220 genes corresponden a cisteína proteinasas (CPs), 

sólo 23 CPs se han detectado mediante geles de sustrato (zimogramas) en dos dimensiones de 

extractos de T. vaginalis. Después de su identificación por espectrometría de masas se 

concluyó que corresponden al producto de únicamente nueve genes diferentes (Bozner and 

Demes 1991; Carlton et al. 2007; Neale and Alderete 1990; Ramon-Luing et al. 2010). La 

mayoría de estas CPs pertenecen a la familia C1 de las catepsinas-L, las cuales pertenecen al 

clan CA, también conocidas como CPs de tipo papaína, que se han visto implicadas en una 

variedad de eventos biológicos que incluyen inmuno evasión (Alderete et al. 1995b; 

Provenzano and Alderete 1995), patogénesis y virulencia (Alderete et al. 1995a; Alvarez-

Sanchez et al. 2000; Arroyo and Alderete 1995; Dailey et al. 1990; Petrin et al. 1998). El clan 
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CD es otro clan de CPs identificado en T. vaginalis. En particular se han identificado CPs 

pertenecientes a la familia C13 o familia de las CPs típo legumaína. 

  

CPs de la región de 30 kDa (CP30) 

La adhesión a las células epiteliales del tracto urogenital es un proceso multifactorial 

esencial en el establecimiento de la infección de T. vaginalis, en el que participan CPs, ya que 

los inhibidores de proteasas N-α-p-tosil-L-lisil-clorometilcetona (TLCK) y leupeptina 

redujeron significativamente la adhesión del parásito a células HeLa y células del epitelio 

vaginal  (Arroyo and Alderete 1989). El efecto inhibitorio puede ser revertido incubando los 

parásitos tratados con TLCK en presencia de papaína o con proteinasas contenidas en los 

extractos de proteasas de T. vaginalis. En ensayos de unión a la superficie de células blanco, 

se identificó en T. vaginalis una banda de CPs de 30 kDa sensibles a TLCK (Colectivamente 

llamas CP30) con alta afinidad a células HeLa (Arroyo and Alderete 1995; Mendoza-Lopez et 

al. 2000). 

Además, Mendoza-López y colaboradores en el 2000 mostraron en zimogramas en dos 

dimensiones de extractos totales del aislado fresco de T. vaginalis CNCD 147, la presencia de 

tres manchas con actividad proteolítica en la región de 30 kDa, con un pI de 4.5, 5.0 y 5.5. 

Dos de las manchas (pI 4.5 y 5.0) poseen afinidad a la superficie de células HeLa y degradan 

componentes de la matriz extracelular como fibronectína, colágena IV y hemoglobina 

(Mendoza-Lopez et al. 2000). Posteriormente León-Félix y col., (2004) usando extractos 

totales del mismo aislado, mejoraron la resolución de los zimogramas en  dos dimensiones y 

detectaron seis manchas correspondientes a dos tipos de familias de CPs, cuatro manchas con 

pI entre 4.5 y 5.5 que corresponden a CPs pertenecientes a la familia de la papaína (clan CA) y 

dos manchas con pI 6.3 y 6.5 que corresponden a  CPs pertenecientes a la familia de las 

legumaínas (clan CD) (Figura 7) (Asgian et al. 2002; Leon-Felix et al. 2004). Esto se 

demostró por la especificidad de los inhibidores para legumaínas (Aza-peptido epóxidos), los 

cuales no actúan sobre las CPs del clan CA y muestran poca reactividad cruzada con otras 

enzimas del clan CD. 

 

 

 



 48 

Figura 7. Efecto de los inhibidores de CPs sobre la actividad proteolítica de las 

proteínasas presentes en la región de 30 kDa de T. vaginalis 

Electroforesis en geles de sustrato de 2-D al 10% copolimerizado con gelatina al 0.2 %. Patrón 

de proteinasas correspondiente a la región de 30 kDa de los lisados de T. vaginalis incubados 

sin (control) o con diferentes inhibidores de proteinasas (INH): TLCK 1 mM, E-64 180 M, 

leupeptín 0.2 mM (Leup) (todos estos son inhibidores específicos para CPs de tipo papaína; y 

de aza-péptido epóxidos 1 mM (APE-SS y APE-RR) (inhibidores específicos para CPs tipo 

legumaína). Grupo I la familia de las papaínas pertenecientes al clan CA, y el grupo II la 

familia de las legumaínas pertenecientes al clan CD. Tomado de:  Leon-Felix et al. (2004) 
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Asparaginil endopeptidasa TvLEGU-1 de T. vaginalis 

 

Con la secuencia de los diez primeros residuos del extremo N-terminal de la banda 

CP30 purificada por cromatografía y con cDNA de T. vaginalis se clonaron dos genes que 

codifican para proteasas tipo legumaína denominados tvlegu-1 y tvlegu-2 que codifican para 

las legumaínas de la familia de las asparaginil endopeptidasas que no se habían reportado en 

este parásito (Leon-Felix et al. 2004).  

El gen tvlegu-1 (Número de acceso AY326446; TVAG_426660) presenta un marco 

abierto de lectura de 1167 pb que codifica para una proteína precursora de 389 aminoácidos. 

El gen tiene una región no traducida 5´, de 12 nucleótidos y una región no traducida 3´, de 29 

nucleótidos. La posible señal de poliadenilación (TAAA) se encuentra 10 nucleótidos río 

abajo del codón de paro y contiene 17 nucleótidos de cola de poli A (Leon-Felix et al. 2004). 

El gen tvlegu-1 codifica para un precursor de aproximadamente 42.8 kDa (TvLEGU-1) 

con un pI de 6.2 que al ser procesado se obtiene una proteína madura de aproximadamente 34 

kDa, con un pI de 6.3, observada por geles en dos dimensiones (2D) de los extractos de T. 

vaginalis. Durante el proceso de maduración de la TVLEGU-1 hay remoción de 10 residuos 

de aminoácidos (MFCLLQLARC) en su extremo amino terminal. Aunque se desconoce el 

sitio de procesamiento en el extremo C-terminal, se estima que en el proceso de activación se 

remueven aproximadamente 70 residuos del extremo carboxilo terminal. La TvLEGU-1 tiene 

los residuos conservados de histidina (His) y cisteína (Cys) que forman parte de la díada 

catalítica específica de las CPs del clan CD, localizados en la posición His119 y Cys164 , lo que 

sugiere que la TVLEGU-1 sea catalíticamente activa al madurar (Leon-Felix et al. 2004). 

Rodríguez-Cabrera en el 2007 subclonó la secuencia que codifica para el precursor 

completo y el precursor sin los primeros 10 aa (MFCLLQLARC) del extremo N-terminal de la 

TvLEGU-1 en el vector pCold I, para ensayos de expresión. Ambas proteínas recombinantes 

se expresaron en la cepa E. coli BL21 (DE3), observándose su acumulación en cuerpos de 

inclusión y ambas fueron reconocidas por los anticuerpos anti-TvLEGU-1 en ensayos de WB. 

Sin embargo, solo el precursor sin los 10 aa de 43 kDa se purificó mediante cromatografía de 

afinidad a níquel y fue reconocida por anticuerpos anti-Histidinas. Esta proteína recombinante 

se incubó en condiciones ácidas (pH de 3-5) y en presencia de DTT; sin embargo, no se 

detectó actividad proteolítica de la proteína recombinante en zimogramas (Rodríguez-Cabrera 

2007a). 
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Además, se identificó y localizó a la TvLEGU-1 en T. vaginalis y se estudió el efecto 

del hierro en su expresión; mediante el diseño de un péptido sintético (pepTVLEGU-1) de la 

región divergente de la TvLEGU-1 en su extremo carboxilo terminal (NEVVAPKADAK) se 

podujeron anticuerpos policlonales contra este péptido (anti-pepTVLEGU-1). El anticuerpo 

reconoce una proteína en la superficie de parásitos fijados y en el citoplasma de parásitos 

permeabilizados. Por otro lado, mediante análisis de WB se encontró que en parásitos crecidos 

en alto hierro el anticuerpo anti-pepTvLEGU-1 reconoce dos bandas de 50 y 60 kDa; sin 

embargo, en parásitos crecidos en bajo hierro se observa solo una banda de 30 kDa. Estos 

datos sugieren que la TvLEGU-1 se encuentra modificada postraduccionalmente en T. 

vaginalis y que las diferentes bandas de proteínas detectadas con el anticuerpo, pueden 

corresponder a diferentes etapas de procesamiento como ocurre en las legumaínas de 

mamíferos y de otros parásitos, ya que mediante análisis in silico se encontraron posibles 

sitios de O-glicosilación (Salas-Garrido 2005b). 

Con el objetivo de conocer la localización subcelular, el procesamiento, las 

modificaciones postraduccionales y la interacción de TvLEGU-1 con la superficie de células 

HeLa, Rendón-Gandarilla en el 2007 obtuvo anticuerpos policlonales en dos especies distintas 

contra la proteína recombinante sin los primeros 10 aa, con los cuales se logró observar 

diferentes localizaciones de la TvLEGU-1en parásitos permeabilizados, en el complejo de 

Golgi, hidrogenosomas, lisosomas y en la superficie del parásito. También se detectaron los 

posibles estados de procesamiento de la proteína TvLEGU-1. En extracto de proteasas y 

proteínas totales, la TvLEGU-1 presenta diferentes estados de procesamiento, con bandas de 

60 y 50 kDa, y de 27 o 30 kDa. Por otra parte, en los parásitos tratados con la enzima 

fosfolipasa C (PLPC) se logró observar por ensayos de inmunofluorescencia indirecta y WB 

que la proteína TvLEGU-1 se transloca a la membrana plasmática posiblemente mediante un 

anclaje GPI, que podría ser parte de un mecanismo de transporte a la membrana plasmática 

aún no descrito en este parásito. Por ensayos de ligando-proteasas con los diferentes 

anticuerpos, se logró determinar que tanto las bandas de 60 y 50 kDa (con anti-pep TVLEGU-

1) como las bandas de 27 y 30 kDa (con anti-TVLEGU-1 recombinante), interaccionan con la 

superficie de las células HeLa. Por otro lado, se purificó la proteína recombinante TvLEGU-1 

para probar por ensayos de ligando si esta proteína tenía afinidad a la superficie de las células 

HeLa y fue reconocida por los anticuerpos anti-CP30, la proteasa de T. vaginalis que participa 
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en la adhesión. Además, por ensayos de SDS-PAGE y WB en 2D con los anticuerpos de 

conejo obtenidos contra la proteína TvLEGU-1 recombinante se detectaron tres manchas 

proteicas con distinto pI en la región de 30 kDa y por espectrometría de masas se confirmó 

que corresponden a la TvLEGU-1 (30 kDa) de T. vaginalis. Estas isoformas de la TvLEGU-1 

presentan diferente tipo y nivel de fosforilación. Además, se demostró que la proteína 

TVLEGU-1 se localiza en la superficie de T. vaginalis, una de las CPs de la región de 30 kDa 

que participa en la citoadherencia de T. vaginalis a células epiteliales (Rendón-Gandarilla 

2007a; Rendón-Gandarilla et al. 2013).  

Posteriormente, se obtuvo el degradoma activo de T. vaginalis y por ensayos de 

zimogramas y WB en 2D utilizando sueros de pacientes con tricomoniasis y por análisis de 

espectrometría de masas, con el objetivo de identificar proteasas de T. vaginalis como 

biomarcadores potenciales para tricomoniasis, ya que los anticuerpos en suero contra CPs 

desaparecen después del tratamiento con mentronidazol. Los estudios con sueros de pacientes 

identificaron cinco CPs (manchas de mayor reactividad) en la región de 30 kDa (TvCP2, 

TvCP4, TvCP4-like, TvCP39 y TVLEGU-1), estos datos se corroboraron al mostrar la 

reactividad de los sueros de pacientes con sus respectivas proteínas recombinantes, 

demostrando así que algunas de estas CPs pueden ser usadas como biomarcadores potenciales 

para el diagnóstico de la tricomoniasis (Figura 8) (Ramon-Luing et al. 2010). 
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Figura 8. Identificación de las manchas de proteinasas en los extractos resistentes a 

proteasas de T. vaginalis por espectrometría de masas y ensayos de Western blot en 2D 

con sueros de pacientes con tricomoniasis 

 

Los extractos de proteasas se corrieron en geles de poliacrilamida al 12% después de su 

separación por isoelectroenfoque (EIF) en tiras IPG con un gradiente lineal de pH 4-7. 

A) Manchas identificadas por espectrometría de masas (MS) en geles teñidos con plata 

marcadas con números consecutivos (1-27). TvLEGU-1 (TVAG_426660) manchas 15 y 16; 

TvCP2 (TVAG_057000) mancha 18; TvCP4 (TVAG_467970) manchas 21, 22, 25, y 26; 

TvCP4-like (TVAG_355480) manchas 20, 25, 7 26; TvCP39 (TVAG_298080) manchas 12, 

19 y27. 

B) Patrón de proteínas inmunogénicas detectadas por WB usando el suero de un paciente 

positivo (HGM124) para T. vaginalils. 

C) Reacción del suero de una persona sana (NHS1) o paciente con otra vaginitis (HGM48) 

usados como controles negativos. Tomado de: Ramon-Luing et al. (2010). 
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Tinción con 
Plata 

Suero de 
paciente con T. 

vaginalis – 
HGM124 (+)  

Suero de 
persona sana – 

NHS1 (-) 
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J U S T I F I C A C I Ó N 

Las enzimas proteolíticas actúan de manera concertada en la hidrólisis de péptidos y 

proteínas. Las cisteína proteinasas,  también referidas como tiol-proteinasas, constituyen una 

de las principales clases de enzimas proteolíticas implicadas en una serie de procesos 

fisiológicos y patológicos en virus, bacterias, protozoarios, plantas y mamíferos (Verma et al. 

2016). 

Debido a la presencia ubicua de las cisteína proteinasas en parásitos, además de ser 

proteínas críticas en el ciclo de vida o patogenicidad de muchos parásitos; así como su 

diversidad funcional a causa de su única nucleofilicidad, adaptabilidad a diferentes sustratos y 

estabilidad en diferentes ambientes biológicos, son blancos prometedores para el desarrollo de 

fármacos antiparasitarios (Sajid and McKerrow 2002; Verma et al. 2016).  

La TvLEGU-1 de T. vaginalis perteneciente a la familia de las legumaínas del clan CD 

de las cisteína proteinasas, debido a su posible función como activador trans de otras proteasas 

y su participación durante los eventos de citoadherencía, así como su identidad como potencial 

biomarcador, es una posible proteína blanco para el desarrollo de un fármaco alternativo para 

el tratamiento de la tricomonosis. Por lo tanto, se requiere una plataforma de expresión que 

permita obtener la TvLEGU-1 recombinante en su conformación nativa, activable,  incluyendo 

el correcto plegamiento y las modificaciones postraduccionales adecuadas, para futuras 

evaluaciones estructurales y funcionales. 
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H I P Ó T E S I S    

 

La TvLEGU-1 es una cisteína proteinasa tipo legumaína perteneciente al clan CD que 

participa en la adhesión a la célula blanco y su precursor (TvLEGU-1) se puede expresar en 

forma recombinante enzimáticamente activa. 
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O B J E T I V O S 

General 

Expresar de forma activa el fragmento de DNA que codifica para el precursor de la cisteína 

proteinasa de tipo legumaína TvLEGU-1 de Trichomonas vaginalis. 

Específicos 

• Realizar un análisis bioinformático de la secuencia de la TvLEGU-1. 

• Expresar el precursor de la TvLEGU-1 utilizando las plataformas de expresión de la 

bacteria E. coli y la levadura P. pastoris.  

• Determinar y validar la actividad de legumaína de la TvLEGU-1 recombinante.  
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M A T E R I A L E S   Y   M É T O D O S 

La estrategia experimental para el desarrollo y cumplimiento de los objetivos 

planteados en el proyecto se muestra en la Figura 9. 

 

Figura 9. Estrategía experimental 
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Herramientas bioinformáticas utilizadas durante el análisis in silico de la secuencia de la 

TvLEGU-1 de T. vaginalis 

La secuencia primaria de la proteína TvLEGU-1, a expresar en forma recombinante en 

las plataformas de expresión de E. coli y P. pastoris, se analizó con el uso de distintas 

herramientas bioinformáticas disponibles en la red, con el objetivo de predecir algunas de las 

propiedades físicas, químicas y estructurales de la proteína. 

El análisis de alineamiento múltiple de la secuencia de la TvLEGU-1 con la secuencia 

de las legumaínas de humano (Homo sapiens) (gi|56682964|ref|NP_001008530.1|), ratón (Mus 

musculus) (gi|7242187|ref|NP_035305.1), toro (Bos taurus) (gi|27806555|ref|NP_776526.1|), 

S. mansoni (gi|6851050|emb|CAB71158.1|) y soya (Glycine max) 

(gi|351720847|ref|NP_001236678.1|),  para revisar su arquitectura y organización de los 

dominios proteicos que la conforman se llevó a cabo utilizando el programa InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Hunter et al. 2012). Mientras que para predecir la similitud 

de la TvLEGU-1 con respecto a la secuencia de algunas legumaínas reportadas para otros 

organismos se realizó utilizando el programa de análisis de identidad y similitud de secuencias 

(SIAS, “sequence identity and similarity”, por sus siglas en inglés) 

(http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html). 

La predicción de la presencia de alguna secuencia en el extremo N-terminal de la 

TvLEGU-1 que correspondiera a algún péptido señal se llevó a cabo mediante el servidor 

SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Bendtsen et al. 2004).  

La predicción de posibles sitios de O-glicosilación y/o N-glicosilación presentes en la 

TvLEGU-1 se hizo por medio de los programas NetOGlyc 1.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) y NetNGly 1.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), respectivamente. 

Para modelar la estructura terciaria teórica de la proteína TvLEGU-1 se usó la 

herramienta I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang and Zhang 

2015; Zhang 2008), basada en la estrategia de modelamiento por “Threading” o hilado 

tomando como modelo la estructura tridimensional (3D) reportada para las legumaínas de 

humano (PDB: 4n6o, 4awb, y 4fgu) y  ratón (4noj), obtenidas por cristalografía y analizadas 

por difracción de “rayos X” . Se evaluó la calidad del modelo calculando el “Z-score” con la 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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herramienta “Ramachandran plot evaluation”, una opción del servidor “What if” 

(http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/). 

 

Microorganismos, medios y condiciones de cultivo 

Las técnicas de DNA recombinante se llevaron a cabo por manipulaciones en la cepa 

DH5 de Escherichia coli crecida en el medio Luria-Bertani (LB) (Triptona 1%, Extracto de 

levadura 1%, NaCl 1%) y LB con baja sal (LB-baja sal) (Triptona 1%, Extracto de levadura 

0.5%, NaCl 0.5%), con ampicilina (100 g / mL) o zeocina (25 μg / mL) como antibióticos de 

selección. 

Durante la inducción de la expresión en el sistema de E. coli en algunos casos se utilizó 

el medio “Terrific” [(MT) Triptona 1.2%, Extracto de levadura 2.4%, Glicerol 0.4% (v/v), 

amortiguado a pH 7.2 con una solución de KH2PO4 0.17 M y K2HPO4 0.72 M]. 

 El sistema “EasySelect® Pichia Expression kit”, incluyendo la cepa P. pastoris X-33, 

el plásmido pPICZB, pPICZB, Zeocin y el Kit de Transformación “Pichia EasyCompTM” se 

adquirieron de Invitrogen (San Diego, CA, EUA). Todos los oligonucleótidos usados se 

obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA.). El plásmido pUC57-tvlegu-1 que 

contiene el gen optimizado tvlegu-1 (número de acceso KX812517 del Genbank) fue 

sintetizado por GenScript (Piscataway, NJ, EUA). Las enzimas de restricción requeridas y la 

T4-DNA ligasa se obtuvieron de New England Biolabs (Ipswich, MA, EUA). El anticuerpo 

Anti-His (C-term)-HRP se adquirió de Invitrogen. Todos los demás productos químicos fueron 

de grado analítico y obtenidos de diversas fuentes. La tinción de levaduras para su análisis por 

citometría de flujo se realizó con el kit de “LIVE/DEAD Yeast Viability Kit” (Molecular 

Probes, Eugene, OR, EUA). 

Los medios de cultivo para el crecimiento de P. pastoris se prepararon siguiendo las 

recomendaciones del manual “EasySelect® Pichia Expression kit” (Invitrogen) en YPD 

(Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Dextrosa 2%). Se utilizó zeocina (100 μg / mL) como 

antibiótico de selección. Las transformantes de P. pastoris se cultivaron rutinariamente a 30 

°C en medio YPD o medio complejo amortiguado con glicerol como fuente de carbono 

(BMGY)  Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Glicerol 1%, Base de nitrogenada de 

levadura (YNB) sin aminoácidos 1.34%, Biotina 4  10-5 %, Fosfato de potasio 100 mM (pH 

http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/
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6.0). El medio de inducción utilizado en este estudio fue el medio complejo amortiguado con 

metanol como fuente de carbono suplementado con casaminoácidos y EDTA (BMMH-CA-

EDTA), 1.34% Base nitrogenada de levadura (YNB) sin aminoácidos, 4  10-5% Biotina, 100 

mM Fosfato de potasio (pH 6.0), casaminoácidos al 1% (p/v), EDTA 5 mM, se añadió 

metanol al 0.5% cada 24 h] y antiespumante “Antifoam 204” 0.01% (Sigma). La base 

nitrogenada de levadura sin aminoácidos se adquirió de Invitrogen. Hy-Case Amino 

(casaminoácidos) se adquirió de Sigma-Aldrich. 

 

 Vector de expresión pET-21b (+) 

Muchos de los promotores presentes en los distintos vectores de expresión bacterianos 

no son fuertemente regulados y por lo tanto pueden presentar algún grado de expresión de la 

proteína recombinante de interés antes de la adición del inductor, fenómeno conocido como 

expresión basal (“leaky expression”). La expresión basal de proteínas puede resultar en la 

acumulación de proteínas recombinantes en forma de cuerpos de inclusión. Por lo tanto, el uso 

de promotores altamente regulados, tales como el promotor T7 de los vectores de expresión 

pET puede ayudar a regular la expresión de la TvLEGU-1 y de esta manera permitir su 

correcto plegamiento, evitando así su acumulación como cuerpos de inclusión (Makrides 

1996; Studier 2005). Por lo cual con el objetivo de regular la expresión de la TvLEGU-1 

recombinante y de esta manera evitar su acumulación como cuerpos de inclusión en el sistema 

de expresión de E. coli, una alternativa es la subclonación del gen tvlegu-1 en un vector pET.  

En el caso concreto de los sistemas de expresión pET (Novagen) la cepa de expresión 

contiene el DNA del bacteriófago DE3 integrado en el cromosoma. Este bacteriófago contiene 

a su vez el gen codificante de la T7 RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5 cuya 

actividad se induce por medio de la adición de IPTG (Isopropyl--D-thiogalactopyranoside). 

En este sistema, el vector de expresión pET utilizado para la expresión de la secuencia 

codificante para la proteína de interés, incorpora una región promotora reconocida por la T7 

RNA polimerasa, de manera que tras la adición del IPTG, la T7 RNA polimerasa expresada 

desde el cromosoma bacteriano induce la expresión de la proteína a partir del vector (EMD 

Biosciences 2003; Furlong et al. 1992). Para realizar la subclonación dirigida del gen tvlegu-1, 

para su expresión en E. coli, se utilizó el vector de expresión pET-21b(+) (Novagen) cuyo 

mapa se muestra en la Figura 10. La expresión de genes clonados en este vector permite la 
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expresión de proteínas con la adición de una etiqueta de 6 histidinas (His-tag) en el extremo C-

terminal de la proteína recombinante para facilitar su purificación por cromatografía de 

afinidad a níquel (Figura 10).   

 

 

Figura 10. Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pET-21b (+) 

A) Mapa del vector de expresión pET-21b (+) (5442 pb). B) Sitio múltiple de clonación donde 

se muestran las secuencias de los sitios de restricción para las enzimas Nde I y BamH I donde 

fue clonado el gen tvlegu-1 (Nde I en el extremo 5´ y BamH I en el extremo 3´) así como la 

secuencia que codifica para la etiqueta de 6 histidinas (extremo C-terminal). Además, este 

vector confiere resistencia a ampicilina (100 g/mL) para facilitar la selección de clonas 

transformantes. 
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Vector pREP-4  

El gen que codifica para la T7 RNA polimerasa contenido en el genoma de las cepas de 

E. coli (DE3), así como el gen de interés clonado en los vectores pET, se encuentran río abajo 

del sito promotor/operador lac, por lo tanto, su transcripción es regulada y reprimida por la 

presencia de la proteína lac. Una manera eficiente de regular y reprimir la transcripción de 

estos genes es contar con la presencia de niveles elevados de la proteína represora lac. 

El plásmido pREP-4, confiere resistencia a kanamicina y expresa constitutivamente la 

proteína represora lac codificada por el gen lac I (Figura 11). La presencia de múltiples 

copias del plásmido pREP-4 en las cepas de expresión puede asegurar la producción de altos 

niveles de la proteína represora, por lo tanto regular y reprimir la expresión tanto de las 

proteínas recombinantes como de la T7 RNA polimerasa. El vector pREP-4 confiere 

resistencia a kanamicina 25 g / mL. 

 

 

Figura 11. Mapa de restricción del plásmido pREP-4 

El plásmido pREP-4, confiere resistencia a kanamicina y expresa constitutivamente la proteína 

represora lac codificada por el gen lac I. 
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Vector de expresión pGEX-6P-1 

Para realizar la subclonación dirigida del gen tvlegu-1 que codifica para la TvLEGU-1, 

también se utilizó el vector de expresión pGEX-6P-1 (GE Healthcare) cuyo mapa se muestra 

en la Figura 12.  En el caso del sistema pGEX (GE Healthcare) la expresión de las proteínas 

recombinantes no está sujeta a presencia de algún elemento integrado en el cromosoma de la 

bacteria que regule la expresión del gen de interés. En estos casos, los elementos reguladores 

del promotor para la expresión de proteínas recombinantes están incluidos en el vector, por lo 

que el mismo vector puede emplearse en combinación con diferentes cepas. La expresión de 

genes clonados en el vector pGEX-6P-1, permite una mayor solubilidad y estabilidad de las 

proteínas recombinantes al expresarse fusionadas a la glutatión S-transferasa (GST), lo que 

adicionalmente facilita su purificación mediante una cromatografía de afinidad a glutatión. El 

vector también contiene el sitio de corte para la HRV 3C (PreScission Protease)(GE 

Healtcare) (Figura 12) (Knaust 2000). 
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Figura 12. Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pGEX-6P-1 

A) Mapa del vector de expresión pGEX-6P-1 (4984 pb). B) Sitio múltiple de clonación donde 

se muestran las secuencias de los sitios de restricción para las enzimas BamH I y Not I donde 

fue clonado el gen tvlegu-1 completo (BamH I en el extremo 5´ y Not I en el extremo 3´), la 

secuencia parcial que codifica para la glutatión S-transferasa (GST) (extremo N-terminal), así 

como el sitio de corte para la HRV 3C (PreScission Protease) (GE Healtcare). Además, este 

vector confiere resistencia a ampicilina (50 g/mL) para facilitar la selección de clonas 

transformantes. 
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Vector de expresión pPROEX-HTb 

Para realizar la subclonación dirigida del gen tvlegu-1 completo que codifica para la 

TvLEGU-1, además se utilizó el vector de expresión pPROEX-HTb (Life Technologies) cuyo 

mapa se muestra en la Figura 13.  El vector pPROEX-HTb contiene una secuencia que 

codifica para una etiqueta de seis histidinas (6xHis-tag) (Figura 13), que es añadida en el 

extremo N-terminal de la proteína recombinante, para facilitar su purificación por 

cromatografía de afinidad a níquel; rio a bajo de esta secuencia se encuentra la secuencia 

codificante para el sito de corte de la proteasa TEV de tabaco. La expresión de la proteína 

recombinante se encuentra regulada bajo el control del promotor sintético trc (Brosius et al. 

1985), derivado de los promotores trp y lacUV5 de E. coli.  
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Figura 13. Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pPROEX-HTb 

A) Mapa del vector de expresión pPROEX-HTb (4779 pb). B) Sitio múltiple de clonación 

donde se muestran las secuencias de los sitios de restricción para las enzimas BamH I y Not I 

donde fue clonado el gen tvlegu-1 (BamH I en el extremo 5´ y Not I en el extremo 3´), la 

secuencia parcial que codifica para la etiqueta de 6 histidinas (6x His-tag) (extremo N-

terminal), así como la secuencia que codifica para el sitio de corte de la proteasa TEV de 

tabaco. Además, este vector confiere resistencia a ampicilina (50 g/ml) para facilitar la 

selección de clonas transformantes. 
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Vector de expresión pPCri-1b 

Para realizar la subclonación dirigida del gen tvlegu-1 optimizado con codones 

preferenciales para E. coli  y expresar la TvLEGU-1 fusionada al motivo de unión a maltosa 

(MBP), se utilizó el vector de expresión pCri-1b (Goulas et al. 2014) cuyo mapa se muestra en 

la Figura 14.  El vector pCri-1b contiene una secuencia que codifica para una etiqueta de seis 

histidinas (6xHis-tag) (Figura 14), que es añadida en el extremo N-terminal de la proteína 

recombinante, para facilitar su purificación por cromatografía de afinidad a níquel; enseguida 

de esta secuencia se encuentra la secuencia codificante para el motivo de unión a maltosa 

(MBP, por sus siglas en inglés), río a bajo se encuentra el sito de corte de la proteasa TEV de 

tabaco. La expresión de la proteína recombinante se encuentra regulada bajo el control de la 

región promotora reconocida por la T7 RNA polimerasa, de manera que tras la adición del 

IPTG, la T7 RNA polimerasa expresada desde el cromosoma bacteriano induce la expresión 

de la proteína a partir del vector (EMD Biosciences 2003; Furlong et al. 1992). El vector pCri-

1b confiere resistencia a kanamicina (50 g / mL). 

  



 69 

 

Figura 14. Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pCri-1b 

Secuencia de nucleótidos y traducción del sitio múltiple de clonación del vector pCri-1b, 

donde se muestran las secuencias de los sitios de restricción para las enzimas Nde I y Not I 

donde fue clonado el gen tvlegu-1 completo con codones preferenciales para su expresión en 

E. coli. Fragmentos de la secuencia del MBP y de la proteína verde fluorescente (GFP, por sus 

siglas en inglés) omitidas en la secuencia del mapa del vector (N). La flecha negra indica el 

sitio de corte especifico de la proteasa TEV de tabaco.  Tomado de: Goulas et al. (2014). 
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Vector de expresión pPICZB para el sistema de P. pastoris 

 

El vector pPICZαB (Invitrogen) fue seleccionado para la expresión de la TvLEGU-1 

en P. pastoris. Los diferentes elementos del vector y su localización se ilustran en la Figura 

15. El vector pPICZαB de 3593 pb está diseñado para la expresión en la levadura P. pastoris y 

su mantenimiento en E. coli. Este vector está basado en el elemento promotor del gen de la 

alcohol oxidasa AOX1 de P. pastoris, el cual permite altos niveles de expresión inducidos por 

metanol.  Río abajo de la secuencia del promotor AOX1 se encuentra la secuencia codificante 

para el péptido señal de secreción del α-factor de S. cerevisiae, que permite la translocación de 

las proteínas recombinantes a través de la vía de secreción. Posterior (río abajo) a la secuencia 

del péptido señal está el sitio múltiple de clonación, que contiene 10 sitios de restricción para 

diferentes enzimas. Los sitios utilizados en este proyecto son Pst I y Not I. Enseguida del sitio 

múltiple de clonación está la secuencia que codifica para una etiqueta del epítope c-myc y una 

secuencia que codifica para una etiqueta de 6 histidinas (6xHis-tag). La etiqueta del epítope c-

myc permite la detección de la proteína expresada por el anticuerpo anti-myc, mientras que la 

etiqueta de poli-histidinas permite la fácil purificación de la proteína. Después de la secuencia 

que codifica para la etiqueta de histidinas está el codón de paro de la traducción TGA y le 

sigue la sección que contiene la región nativa AOX1 TT (terminador de la transcripción). Esta 

región contiene el terminador de la transcripción y la señal de poliadenilación para el gen de la 

AOX1 el cual mejora la estabilidad del mRNA. Las siguientes dos regiones son los 

promotores TEF1 y EM7, seguidos por el gen Sh ble (gen ble de Streptoalloteichus 

hindustanus). El gen Sh ble confiere resistencia para Zeocina. El promotor TEF1 es 

responsable de la expresión del gen de resistencia a Zeocina en P. pastoris, mientras que el 

promotor EM7 causa expresión del gen de resistencia en E. coli. Como la región AOX1 TT 

trabaja para el gen clonado, esta región mejora el procesamiento y estabilidad del mRNA del 

gen Sh ble. Finalmente, está el origen de replicación pUC  del plásmido en E. coli (Invitrogen 

March 2009). 
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Figura 15. Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pPICZαB 

A) Mapa del vector de expresión pPICZB (3593 pb). B) Sitio múltiple de clonación donde se 

muestran las secuencias de los sitios de restricción para las enzimas Pst I y Not I donde fue 

clonado el gen tvlegu-1 (Pst I en el extremo 5´ y Not I en el extremo 3´), la secuencia parcial 

que codifica para el epitope c-myc y la etiqueta de 6 histidinas (6x His-tag) (bases 1275-1337). 

Además, este vector confiere resistencia a Zeocina, 25 g / mL y 100 g / mL, para facilitar la 

selección de clonas transformantes de E. coli y P. pastoris, respectivamente. 
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Vector de expresión pPICZB para el sistema de P. pastoris 

El vector pPICZB (Invitrogen) fue seleccionado para la expresión intracelular de la 

TvLEGU-1, así como para su expresión fusionada a distintos péptidos señal de secreción en el 

sistema de P. pastoris. Los diferentes elementos del vector y su localización se ilustran en la 

Figura 16. El vector pPICZB de 3329 pb está diseñado para la expresión intracelular de 

proteínas en la levadura P. pastoris y su mantenimiento en E. coli. Este vector en comparación 

al vector pPICZαB carece de la secuencia que codifica para el péptido señal α-factor 

(Invitrogen March 2009). 

 

Figura 16. Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pPICZB 

Mapa del vector de expresión pPICZB (3329 pb). En el sitio múltiple de clonación se 

muestran las secuencias de los sitios de restricción para las enzimas EcoR I y Not I donde fue 

clonado el gen tvlegu-1 optimizado con el uso de codones preferenciales para P. pastoris, la 

secuencia el diagrama que corresponde a la secuencia que codifica para el epitope c-myc y la 

etiqueta de 6 histidinas (6x His-tag). Además, este vector confiere resistencia a Zeocina, 25 

g/ml y 100 g / mL, para facilitar la selección de clonas transformantes de E. coli y P. 

pastoris, respectivamente. 
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Síntesis del gen tvlegu-1 con el uso de codones preferenciales para los sistemas de 

expresión de E. coli y P. pastoris. 

De acuerdo con la secuencia completa de DNA del gen tvlegu-1 de T. vaginalis 

reportada en la base de datos del GenBank (Número de acceso AY326446; TVAG_426660) 

(Leon-Felix et al. 2004), la secuencia del gen correspondiente se optimizó con el uso de 

codones preferenciales para su expresión en  los sistemas de expresión de E. coli y P. pastoris 

y fue sintetizada por GenScript USA (Piscataway, NJ. USA).  

La secuencia del gen tvlegu-1 optimizado (tvlegu-1-opt) con el uso de codones 

preferenciales para P. pastoris (Número de acceso del GenBank: KX812517) fue enviada en el 

plasmido pUC57-tvlegu-1. 

La secuencia del gen tvlegu-1 optimizado (tvlegu-1-opt-e.coli) con el uso de codones 

preferenciales para E. coli  fue enviado en el plasmido pUC57-tvlegu-1-e. coli. 

 

Extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina 

La extracción de DNA plasmídico se llevó a cabo por el método de lisis alcalina 

(Sambrook 1989). Brevemente, se partió de la biomasa de un cultivo de 3 ml de E. coli en 

medio LB, la cual se separó por centrifugación 20,000  g por 2 min. El paquete celular 

obtenido se resuspendió en 100 L del amortiguador de resuspensión P1 frío (ver Apéndice I) 

y se le adicionaron 200 L del amortiguador de lisis P2 (Apéndice I) preparado en el 

momento, se mezcló suavemente y se dejó reposar por 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se agregó 150 L del amortiguador de neutralización P3 frío (Apéndice I) y 

se incubó durante 5 min a 4º C. El lisado celular obtenido se centrifugó a 13,000 rpm por 15 

min a 4ºC, se descartó la pastilla y se continuó trabajando con el sobrenadante, al cual se le 

adicionó un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, en una relación 25:24:1 

(Sigma). La fase acuosa y orgánica se mezclaron vigorosamente y la emulsión se centrifugó a 

13,000 rpm por 5 min a 4º C. La fase acuosa se transfirió a un tubo de microcentrífuga y el 

DNA plásmidico se precipitó con 0.6 volúmenes de isopropanol. El DNA precipitado se lavó 

dos veces con etanol al 70%, la fase líquida se eliminó por decantación y la pastilla se dejó 

secar a temperatura ambiente por 1 h para posteriormente resuspenderla en 30 L de agua 

grado biología molecular estéril y se almacenó a -20º C.  
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Preparación de células calcio-competentes 

Un cultivo de células de E. coli se creción en 3 mL de medio LB, si es necesario se 

adiciona antibiótico (Ampicilina 100 g / mL, kanamicina 25 g /mL o 50 g / mL) y se 

incubó a 37 °C a 250 rpm toda la noche. Posteriormente, se tomaron 1.6 mL del cultivo para 

inocular un matraz con 50 mL de medio LB y se incubó a 37 °C a 250 rpm hasta alcanzar una 

densidad óptica a 600 nm (OD600) de 0.6. Después, se centrifugó el cultivo a 20,000  g 

durante 10 min a 4 °C, la pastilla se recuperó y se resuspendió con 5 mL de CaCl2 (0.1 M).  

Enseguida, se incubó en hielo durante 2 h. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min a 4 °C, 

la pastilla se resuspendió con 5 mL de CaCl2 (0.1 M) estéril y se agregaron 88 µL de DMSO 

por cada mililitro de células en CaCl2. Se hicieron alícuotas de 100 μL de células calcio-

competentes y se almacenaron a -70 °C hasta su uso (Sambrook 1989). 

 

Transformación de células calcio-competentes de E. coli 

La transformación de células calcio-competentes de E. coli DH5, BL21 (DE3), 

C41(DE3) / pREP-4 y SHuffle Express se realizó por el método de choque térmico. Las 

células competentes (50 L) se transformaron con la mezcla transformante (ligación o 

plásmido) y se incubaron a 4 ºC por 30 min. Posteriormente, se sometieron a choque térmico 

por 42 s a 42 ºC, inmediatamente se incubaron en hielo por 3 min y después se adicionó 450 l 

de medio LB sin antibiótico, se incubó a 37 ºC por 1 h con agitación y se sembró en placas de 

LB-agar con el antibiótico (Ampicilina 100 g /mL, kanamicina 25 g / mL o 50 g / mL) y 

se incubaron a 37 ºC por 16 h. En el caso de la transformación de células químicamente 

competentes de E. coli DH5 durante la clonación en vectores de expresión para el sistema de 

P. pastoris, el antibiótico de selección fue zeocina (25 g / mL). 

 

Análisis del DNA en gel de agarosa 

Las diferentes muestras de DNA se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 

1 % y 2 %, aplicándose 100 V durante 60 min en una cámara de electroforesis Owl B1A 

EasyCast (ThermoFisher Scientific). Las bandas se visualizaron por tinción con bromuro de 

etidio (0.5 g/mL) y la captura de imágenes se realizó utilizando un fotodocumentador 
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GelDocTMXR+ Gel Documentation System (BioRad). Como marcador de tamaño molecular 

se utilizaron los marcadores de 1kb DNA Ladder y 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 

 

Digestiones con enzimas de restricción 

Cada uno de los fragmentos de DNA amplificados por PCR, el DNA plasmídico de los 

diferentes vectores de expresión y de las diferentes construcciones obtenidas se sometió a una 

doble digestión simultánea utilizando las enzimas de restricción EcoR I, Kpn I, Pst I, Not I, 

Nde I y BamH I (NEB). La digestión se llevó a cabo como se describe a continuación: 15 l de 

DNA plasmídico (2.5 g de DNA) o fragmento de DNA amplificado por PCR (2.5 g de 

DNA), 1L de cada una de las enzimas de restricción (20 unidades), 3 L del amortiguador 

NEBuffer 10x (NEB) compatible con las enzimas de restricción, 1.5 L de albumina de suero 

bovino (BSA) (20x) y la cantidad de agua necesaria para un volumen final de 30 L. La 

mezcla de reacción se incubo a 37ºC durante 6 h. 

 

Purificación de DNA a partir de geles de agarosa 

Los fragmentos de DNA correspondientes a los diferentes vectores de expresión y al 

gen tvlegu-1, previamente digeridos con las diferentes enzimas de restricción, se purificaron a 

partir de un gel de agarosa al 1% por el método de extracción y purificación de DNA 

recomendado por el kit “Qiagen gel extraction kit”, para su posterior ligación. 

 

Ligación de los fragmentos de DNA 

Para llevar a cabo la reacción de ligación entre los fragmentos de DNA del gen tvlegu-

1 y cada uno de los vectores de expresión previamente digeridos y purificados, se preparó una 

reacción de ligación en una proporción 3:1 (inserto: vector) en un volumen final de 15 L 

como sigue: 5 L (100 ng) del inserto tvlegu-1, 3 L (50 ng) del vector de expresión, 0.5  L 

de la enzima T4 DNA ligasa (200 unidades) (NEB), 1.5  L de amortiguador T4 DNA ligase 

10x (NEB) y 5  L de agua. La mezcla de ligación se incubó durante 16 h a 16º C y se 

transformaron células químicamente competentes de E. coli DH5 con 1.5  L de la mezcla 

de ligación. 
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Selección de clonas transformantes para confirmar la presencia de la construcción de 

interés 

Las colonias resultantes de la transformación con cada una de las construcciones 

(clonas transformantes) que presentaron resistencia al antibiótico de selección fueron crecidas 

en 3 mL de medio LB o LB bajo en sales con la adición de antibiótico (Ampicilina 100 g / 

mL, kanamicina 25 g / mL o 50 g / mL, zeocina 25 g / mL) y se incubaron por 16 h a 37º 

C y 200 rpm en una incubadora con agitación orbital, posteriormente se les extrajo el DNA 

plasmídico utilizando del kit “QIAprep Spin Miniprep” (Qiagen). Con el DNA plasmídico 

obtenido se hicieron digestiones con las enzimas de restricción para confirmar la presencia del 

inserto correspondiente al gen tvlegu-1. Por último, el DNA plásmidico correspondiente a cada 

una de las construcciones obtenidas se envió a secuenciar para confirmar la secuencia 

nucleotídica. 

Condiciones de PCR para la amplificación del gen tvlegu-1 para su subclonación en 

diferentes vectores de expresión 

La amplificación por PCR del fragmento de DNA del gen tvlegu-1 se llevó a cabo 

utilizando un termociclador MyCyclerTM Thermal Cycler (BioRad) bajo las siguientes 

condiciones: un ciclo de 94 ºC por 5 min (precalentamiento); 30 ciclos de 94 ºC por 30 s 

(desnaturalización), 50 ºC por 30 s (alineamiento), 72 ºC por 1 min (extensión) y 1 ciclo de 72 

ºC por 7 min. La reacción de amplificación a nivel preparativo se llevó a cabo un volumen de 

50 l con los siguientes componentes: 5 l de amortiguador de reacción para Taq platinum 

DNA polimerasa (Invitrogen), 1 l de una mezcla de dNTPs 10 mM, 5 l de DNA genómico 

de T. vaginalis (50 ng), 1 l de cada uno de los oligonucleótidos (10 pmol/l), 1 l de Taq 

platinum DNA polimerasa (Invitrogen) y 36 l de agua estéril. El producto de PCR se analizó 

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, posteriormente se purificó a partir del gel 

con el kit “QIAquick Gel Extraction kit”. 

Durante la amplificación del fragmento de DNA del gen tvlegu-1 (opt) para su 

clonación en los plasmidos de expresión que contienen cada una las secuencias señal para P. 

pastoris, la reacción de PCR se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 94 ºC 
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por 5 min (precalentamiento); 30 ciclos de 94 ºC por 30 s (desnaturalización), 55 ºC por 30 s 

(alineamiento), 72 ºC por 1 min (extensión) y 1 ciclo de 72 ºC por 7 min. 

 

Análisis de proteínas por SDS-PAGE 

Para el análisis de proteínas de las muestras mediante SDS-PAGE, se adicionó 100 L 

del amortiguador de muestra 2x SDS-PAGE a 100 L de muestra (provenientes del 

sobrenadante del cultivo en el caso de P. pastoris, extracto total y la fracción soluble e 

insoluble tanto para E. coli y P. pastoris) y se hirvieron por 5 min. Las muestras procesadas de 

esta manera se analizaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12% de 0.75 mm de 

espesor en una cámara de electroforesis vertical (BioRad Mini-Protean II Cell). Se utilizaron 

los marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein Standards” (BioRad), y las bandas 

se visualizaron por tinción con el colorante azul de Coomassie. 

 

Ensayo de Western blot de la TvLEGU-1 recombinante 

En un recipiente con amortiguador de transferencia (Tris-HCl 25 mM, Glicina 0.2M, 

Metanol 20%) frío se preparó el “sandwich” (evitando la formación de burbujas) en el 

siguiente orden: lado obscuro de la unidad de transferencia, esponja, papel filtro Mini Trans-

Blot Filter paper (BioRad), gel de poliacrilamida a ser transferido (colocando los marcadores 

de peso molecular del lado derecho), membrana de nitrocelulosa (NC) de 0.45 m (BioRad), 

papel filtro Mini Trans-Blot Filter paper (BioRad), esponja y lado transparente de la unidad 

de transferencia. Enseguida, se colocó el lado negro de la unidad de transferencia coincidiendo 

con la cara negra de la cámara de transferencia, la cual se colocó en el tanque de transferencia 

junto con la unidad de enfriamiento.  La transferencia se realizó con agitación suave en frío a 

60 V durante 30 min y se aumentó el voltaje a 90 V durante 60 min. Para verificar la 

transferencia, las membranas de NC se tiñeron con solución de rojo de Ponceau (Sigma), se 

hizo la captura de la foto en el fotodocumentador y se destiñeron con una solución de PBS 1x; 

después las membranas se bloquearon con leche descremada en polvo (Sveliflty, Nestlé) al 

10% en una solución de PBS 1x-Tween 20 al 0.05% toda la noche en agitación suave a 4º C. 

Las membranas previamente bloqueadas que contienen la TvLEGU-1 recombinante, se 

incubaron a 4º C con agitación durante toda la noche con su respectivo anticuerpo primario 
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(anticuerpo anti-TvLEGU-1r policlonal [dilución 1:1000],  anticuerpo anti-GSTr policlonal 

[dilución 1:3000], anti-péptido “NEVVAPKADAKI” policlonal [dilución 1:1000],  o el 

anticuerpo anti-His tag acoplado a HRP [Anti-His(C-term)-HRP ,dilución 1:10,000]) en PBS 

1x-Tween 20 al 0.05% y  leche descremada en polvo al 5%. Las membranas se lavaron cinco 

veces con una solución de PBS 1x-Tween 20 al 0.1% durante 10 min a temperatura ambiente, 

para eliminar el exceso de anticuerpo y disminuir inespecificidad durante el revelado. Las 

membranas de NC se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

respectivo (IgG anti-conejo o IgG anti-ratón acoplado a peroxidasa) (BioRad) a una dilución 

1:3000 en PBS 1x-Tween 20 al 0.05%-leche al 2.5%. La membrana de NC se lavó cinco veces 

por 10 min a temperatura ambiente con PBS 1x- Tween 20 al 0.1 % y se revelaron por 

quimioluminiscencia con “SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate” 

(ThermoScientifc) y “SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate” 

(ThermoScientifc) acorde a lo recomendado por el fabricante. La señal de 

quimioluminiscencia se detectó mediante la exposición de una placa radiográfica XOMat 

(Kodak ) o mediante el uso de un fotodocumentador (ChemiDocTMXRS Gel Documentation 

System, BioRad). 

 

Obtención de las diferentes construcciones para expresar la TvLEGU-1 en E. coli 

Subclonación del gen nativo tvlegu-1 en el vector de expresión pET-21b (+) 

Para subclonar el fragmento de DNA que codifica para el precursor completo de la 

TvLEGU-1 en el vector pET-21b, primero el DNA plasmídico de la construcción pColdI-

tvlegu-1 (Rodríguez-Cabrera 2007b)  se sometió a una doble digestión simultánea con las 

enzimas de restricción Nde I y BamH I. Un fragmento de aproximadamente 1.2 kb que se 

liberó durante la digestión, correspondiente al gen tvlegu-1, se purificó a partir de un gel de 

agarosa al 1%.  

Adicionalmente, el DNA plasmídico del vector pET-21b (+) también se digirió 

simultáneamente con las mismas enzimas. La banda correspondiente al plásmido linearizado 

(5.442 kb) se purificó a partir de un gel de agarosa al 1%.   

Los fragmentos de DNA correspondientes al gen tvlegu-1 y el vector pET-21b (+) se 

ligaron como previamente se describió para obtener la construcción pET-21b (+)-tvlegu-1. 
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Diseño de oligonucleótidos para la amplificación del gen tvlegu-1 para su subclonación en 

los vectores de expresión pGEX-6P-1 y pPROEX-HTb 

Con base en la secuencia de DNA del gen tvlegu-1 (Leon-Felix et al. 2004), se 

diseñaron los oligonucleótidos correspondientes para los extremos 5´y 3´de la secuencia 

codificante para el precursor completo de la TvLEGU-1, adicionando los sitios de restricción 

para las enzimas BamH I y Not I, respectivamente. Se eligieron estos sitios de restricción para 

la subclonación dirigida del gen tvlegu-1 en el vector de expresión pGEX-6P-1 (GE 

Healthcare), ya que forman parte del sitio múltiple de clonación de este vector y no se 

encuentran presentes en la secuencia del gen a clonar; además de que el gen queda en fase río 

abajo de la secuencia codificante para la glutatión S-transferasa (GST) (extremo N-terminal) y 

la secuencia de corte de la “PreScission Protease” (GE Healtcare). El fragmento de DNA del 

gen tvlegu-1 amplificado por PCR con estos oligonucleótidos también se utilizó para la 

subclonación dirigida en el vector de expresión pPROEX-HTb (Life Technologies), ya que 

también forman parte del sitio múltiple de clonación de este vector. La secuencia y nombre de 

estos oligonucleótidos se muestra en la Tabla 1. Estos oligonucleótidos fueron sintetizados 

químicamente (Sigma-Aldrich) y se hidrataron con agua estéril a una concentración de 10 

pmol / L para su uso y se almacenaron a -20º C. 

 

 Tabla 1. Oligonucléotidos sintetizados para la amplificación del gen tvlegu-1 para su 

subclonación en los vectores de expresión pGEX-6P-1 y pPROEX-HTb. 

 

Oligo  Enzima Secuencia Vectores 

Directo 5´ BamH I CTGAGGATCCATGTTCTGCCTTC

TTCAGCTCGC 

pGEX-6P-1/ 

pPROEX-HTb 

Reverso 5 Not I TATGCGGCCGCTGTTAGCAGATG

GCATCAATAGC 

pGEX-6P-1/ 

pPROE-HTb 
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Subclonación del fragmento de DNA del gen tvlegu-1 en los vectores de expresión pGEX-

6P-1 y pPROEX-HTb 

 

El fragmento de DNA del gen tvlegu-1 se amplificó por PCR utilizando los 

oligonucleótidos respectivos de la Tabla 1 y DNA genómico de T. vaginalis como DNA 

molde. Posteriormente el producto de PCR se purificó a partir de un gel de agarosa al 1%. 

Tanto el producto de PCR del fragmento del gen tvlegu-1 previamente purificado, así 

como el DNA plasmídico de los vectores pGEX-6P-1 y pPROEX-HTb, se sometieron a una 

doble digestión con las enzimas BamH I y Not I.  Los productos de digestión se analizaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 1%. Los fragmentos de DNA con los sitios cohesivos 

BamH I y Not I se purificaron a partir del gel.  

Con los fragmentos de DNA del gen tvlegu-1 y de los vector pGEX-P6-1 y pPROEX-

HTb previamente cortados y purificados se preparó una reacción de ligación para obtener las 

construcciones tvlegu-1-pGEX-6P-1 y tvlegu-1-pPROEX-HTb. 

 

Subclonación del gen tvlegu-1-opt-e. coli optimizado en el vector de expresión pCri-1b (+) 

Para subclonar el fragmento de DNA que codifica para el precursor completo de la 

TvLEGU-1 en el vector pCri-1b, primero el DNA plasmídico de la construcción pUC57-

tvlegu-1-opt-e. coli enviada por GenScript USA (Piscataway, N.J. USA) se sometió a una 

doble digestión simultánea con las enzimas de restricción Nde I y Not I. Un fragmento de 

aproximadamente 1.2 kb que se liberó durante la digestión, correspondiente al gen tvlegu-1, se 

purificó a partir de un gel de agarosa al 1%.  

Adicionalmente, el DNA plasmídico del vector pCri-1b también se digirió 

simultáneamente con las mismas enzimas. La banda correspondiente al plásmido linearizado 

(7.2 kb) se purificó a partir de un gel de agarosa al 1%.   

Los fragmentos de DNA correspondientes al gen tvlegu-1-opt-e. coli y el vector pCri-

1b se ligaron como previamente se describió para obtener la construcción tvlegu-1-opt-e. coli -

pCri-1b. 
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Condiciones de expresión de la TvLEGU-1 utilizando las construcciones tvlegu-1-pET-

21b (+), tvlegu-1-pGEX-6P-1, tvlegu-1-pPROEX-HTb y tvlegu-1-opt-e. coli-pCri-1b en las 

cepas de expresión E. coli C41(DE3) / pREP-4, E. coli BL21(DE3), E. coli SHuffle 

Express y E. coli BL21(DE3), respectivamente. 

 

Una colonia de cada una de las cepas de expresión de E. coli previamente 

transformadas con el respectivo DNA plasmídico de cada una de las construcciones se inoculó 

en un matraz Erlenmeyer de 1L con 100 mL de medio y el respectivo antibiótico de selección, 

los cultivos se incubaron controlando la temperatura y agitación en una incubadora con 

agitación orbital (MRC Orbital Shaker Incubator). Una vez alcanzada cierta densidad óptica 

(600 nm) se indujo la expresión de la TvLEGU-1 con la adición de IPTG y se mantuvo el 

cultivo a una agitación y temperatura controlada por el tiempo restante de la inducción. En la 

Tabla 2 se presentan las condiciones de expresión específicas que se utilizaron para la 

inducción de la expresión de la TvLEGU-1 en las cepas de E. coli cuando se utilizaron las 

construcciones pET-21b- tvlegu-1 (+), pGEX-6P-1- tvlegu-1, pPROEX-HTb- tvlegu-1 y pCri-

1b- tvlegu-1-opt-e. coli.  

El análisis de la expresión se realizó por electroforesis en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE), para lo cual se centrifugó 1 mL de cultivo y se preparó 

bajo condiciones desnaturalizante.  
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Tabla 2. Condiciones de expresión específicas que se utilizaron para la expresión de la TvLEGU-1 en el sistema de expresión de E. 

coli cuando se utilizaron las construcciones tvlegu-1-pET-21b (+), tvlegu-1-pGEX-6P-1, tvlegu-1-pPROEX-HTb y tvlegu-1-opt-e. coli-

pCri 1b. 

 

 

Construcción Cepa de E. coli 
Medio y antibiótico de 

resistencia 

Condiciones 

de cultivo 

Condiciones de Inducción de la 

expresión 

tvlegu-1-pET-21b (+) C41(DE3) / pREP-4 

Medio Terrific 

Ampicilina (100 µg / mL) 

Kanamicina (25 µg /mL) 

37 °C y 200 

rpm 

0.6 de D.O 600 nm, 0.5 mM IPTG, 

37 °C y 200 rpm por 6 h 

tvlegu-1-pGEX-6P-1 BL21(DE3) 
Medio Terrific 

Ampicilina (100 µg / mL) 

37 °C y 200 

rpm 

0.6 de D.O 600 nm, 0.5 mM IPTG, 

37 °C y 200 rpm por 6 h 

tvlegu-1-pPROEX-HTb SHuffle Express 
Medio LB 

Ampicilina (100 µg / mL) 

37 °C y 200 

rpm 

0.6 de D.O 600 nm, 0.5 mM IPTG, 

37 °C y 200 rpm por 4 h 

tvlegu-1-opt-e. coli-

pCri-1b. 
BL21(DE3) 

Medio LB 

Kanamicina (50 µg / mL) 

37 °C y 250 

rpm 

0.5 de D.O 600 nm, 0.5 mM IPTG, 

20 °C y 250 rpm por 16 h 
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Análisis de la solubilidad de la TvLEGU-1 y condiciones para purificación por 

afinidad a níquel a partir de la fracción soluble 

 

Para analizar la solubilidad de la TvLEGU-1 al término de la inducción, 100 mL del 

cultivo se centrifugaron a 4500 rpm por 30 min a 4°C y la pastilla celular se resuspendió en 

4 mL de amortiguador de lisis (Apéndice I); después se adicionó lisozima (1 mg / mL, se 

incubó por 30 min a 4º C con agitación constante, se le agregó DNAsa (0.01 mg / mL) 

durante 15 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 rpm durante 30 min y se 

separó el sobrenadante ( fracción soluble) de la pastilla (fracción insoluble). 

Una vez que se confirmó por SDS-PAGE y WB la presencia de la TvLEGU-1 en la 

fracción soluble, esta se pasó a través de una columna con 1 mL de resina de afinidad a 

níquel “Ni SepharoseTM 6 Fast Flow” (GE Healthcare Bio Sciencies AB) previamente 

equilibrada con 20 mL de amortiguador de lisis (Apéndice I) a un flujo de 1 mL / min. 

Posteriormente, la columna se lavó con 15 mL del amortiguador de lavado (Apéndice I) 

para eliminar la proteína unida inespecíficamente. La proteína se eluyó mediante un 

gradiente por pasos con una mezcla de amortiguador de lavado y amortiguador de elución 

(Apéndice I) a concentraciones 100, 200 y 500 mM de Imidazol. Se tomaron muestras de 

cada etapa de la purificación y se analizaron por SDS-PAGE y WB. 

 

Diseño de oligonucleótidos para la amplificación del gen tvlegu-1 para su subclonación 

en los diferentes vectores de expresión para P. pastoris  

Oligonucleótidos para amplificar el gen tvlegu-1 para su subclonación en el vector 

pPICZαB 

Con base en la secuencia de DNA de gen tvlegu-1 (Leon-Felix et al. 2004), se 

diseñaron los oligonucleótidos correspondientes para los extremos 5´y 3´de la secuencia 

codificante para el precursor de la TvLEGU-1 sin la secuencia que codifica para los 

primeros cuatro aminoácidos, adicionando los sitios de restricción para las enzimas Pst I y 

Not I, respectivamente. Se eligieron estos sitios de restricción para la subclonación dirigida 

en el vector de expresión pPICZB (Invitrogen), ya que forman parte del sitio múltiple de 

clonación de este vector y no se encuentran presentes en la secuencia del gen tvlegu-1 a 
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clonar; además de que el gen queda en fase río abajo de la secuencia codificante para el 

péptido señal de secreción del α-factor de S. cerevisiae (extremo N-terminal) y la secuencia 

codificante para el epítope c-myc y la etiqueta de histidinas (6x His-tag). La secuencia y 

nombre de estos oligonucleótidos se muestra en la Tabla 3. Estos oligonucleótidos fueron 

sintetizados químicamente (Sigma-Aldrich) y se hidrataron con agua estéril a una 

concentración de 10 pmol / L para su uso y se almacenaron a -20 ºC. 

 

Oligonucleótidos para la amplificación fragmento de DNA codificante para el péptido 

señal modificado MAT:  57-70  

 

Con base en la secuencia de DNA del vector MATα 57-70/HRP, se observó que se 

podía utilizar el oligonucleótido para secuenciación 5´AOX1 para amplificar por su 

extremo 5´ al fragmento de DNA que codifica para el péptido señal modificado MAT:  

57-70, aprovechando que tanto para la secuencia del vector pPICZB (Invitrogen) como 

para el vector MATα 57-70/HRP, rio arriba de este oligonucleótido se encuentra el sitio de 

restricción para la enzima Hind III (5´-AAGCTT-3´). Por lo tanto, para amplificar por su 

extremo 3´ el fragmento de DNA que codifica para el péptido señal modificado MAT:  

57-70, se diseñó el oligonucleótido correspondiente adicionando el sitio de restricción Pst I, 

que está contenido en el sitio múltiple de clonación del vector pPICZB (Invitrogen). Se 

eligieron estos sitios de restricción para la subclonación dirigida en el vector de expresión 

pPICZB (Invitrogen), ya que forman parte del sitio múltiple de clonación de este vector y 

no se encuentran presentes en la secuencia de DNA que codifica para el péptido señal 

modificado MAT:  57-70.  En la Figura 17 se muestra la secuencia de DNA que 

codifica para el péptido señal -MF de Saccharomyces cerevisiae contenida en el vector 

expresión pPICZB (Invitrogen), así como la secuencia de DNA que codifica para el 

péptido señal modificado MAT:  57-70 contenida en el vector MATα 57-70/HRP. Una 

alícuota de este vector fue amablemente donado por la Dra. Joan Lin-Cereghino de la 

Universidad del Pacífico (California, USA) (Lin-Cereghino et al. 2013). La secuencia y 

nombre de estos oligonucleótidos se muestra en la Tabla 3. Estos oligonucleótidos fueron 
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sintetizados químicamente (Sigma-Aldrich) y se hidrataron con agua estéril a una 

concentración de 10 pmol/L para su uso y se almacenaron a -20º C. 

 

Oligonucleótidos para amplificar el gen tvlegu-1-opt que codifica para la TvLEGU-1 

para su expresión de manera intracelular en P. pastoris 

 

Con base en la secuencia de DNA de gen tvlegu-1-opt (Número de acceso del 

GenBank: KX812517). Para lograr este objetivo, se diseñaron oligonucleótidos que 

contienen la secuencia del gen que codifica para la TvLEGU-1, flanqueado en el extremo 

5´→3´ tanto por la secuencia consenso Kozak tomada del gen AOX1 (GAAACGATGNN) 

que permitirá el reconocimiento del inicio de la traducción del gen tvlegu-1-opt en P. 

pastoris (Primer ATG), así como la secuencia del sitio de restricción EcoR I y en su 

extremo 3´→5´el sitio de restricción Not I. Se eligieron estos sitios de restricción para la 

subclonación dirigida en el vector de expresión intracelular pPICZB (Invitrogen), ya que 

forman parte del sitio múltiple de clonación de este vector y no se encuentran presentes en 

la secuencia del gen tvlegu-1 a clonar. La secuencia y nombre de estos oligonucleótidos se 

muestra en la Tabla 3. Estos oligonucleótidos fueron sintetizados químicamente (Sigma-

Aldrich) y se hidrataron con agua estéril a una concentración de 10 pmol / L para su uso y 

se almacenaron a -20º C. 
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Oligo Dirección Sitio Secuencia Vector 

Directo 5´→3´ Pst I ATACTGCAGCACAGCTCGCAAGGTGTGATAGATTCGCAG pPICZB 

Reverso 5´→3´ Not I TATGCGGCCGCTTAGCAGATGGCATCAATAGCAGC pPICZB 

5´AOX1 5´→3´ N/A GACTGGTTCCAATTGACAAGC MATα 57-70/HRP 

Reverso 5´→3´ Pst I CTGCAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCGAGAG MATα 57-70/HRP 

Directo 5´→3´ EcoR I CCGAATTCGAAACGATGTTTTGCCTTCTTCAACTTGCTAG

ATGTGACAGATTCGCC 

pPICZB 

Reverso 5´→3´ Not I TTGCGGCCGCACAAATGGCGTCAATAGCTGCTTTAATG pPICZB 

pPICZB: Oligonucléotidos utilizados para la amplificación del gen tvlegu-1-opt para su clonación en el vector expresión 

pPICZB. Sitios de restricción Pst I y Not I (negrita). Nucleótidos adicionales para manter en fase el gen tvlegu-1 en el vector 

pPICZB (cursivas) 

MATα 57-70/HRP: Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de la secuencia de DNA que codifica para el péptido 

señal modificado MAT:  57-70 contenida en el vector MATα 57-70/HRP. Sitios de restricción Pst I (negrita). 

pPICZB: Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del gen tvlegu-1-opt para su expresión intracelular en P. pastoris 

utilizando el vector pPICZB. Sitios de restricción EcoR I y Not I (negrita). secuencia consenso Kozak tomada del gen AOX1 

(GAAACGATGNN) que permitirá el reconocimiento del inicio de la traducción del gen tvlegu-1-opt en P. pastoris (Primer 

ATG). 

 

Tabla 3. Oligonucléotidos utilizados para la amplificación del gen tvlegu-1 para su subclonación en los diferentes vectores de 

expresión para el sistema de P. pastoris 
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Figura 17. Secuencia de DNA que codifica para los péptidos señal -MF y MAT 57-

70 de Saccharomyces cerevisiae 

Se muestra la secuencia de DNA que codifica para el péptido señal -MF de 

Saccharomyces cerevisiae contenida en el vector expresión pPICZB (Invitrogen), así 

como la secuencia de DNA que codifica para el péptido señal modificado MAT:  57-70 

contenida en el vector MATα 57-70/HRP, una alícuota de este vector fue amablemente 

donado por la Dra.  Joan Lin-Cereghino de la Universidad del Pacifico (California, USA) 

(Lin-Cereghino et al. 2013). También se presenta la secuencia de los oligonucleótidos 

utilizados (subrayado en rojo), así como los sitios de restricción para las enzimas de 

restricción Hind III (5´-aagctt-3´, en cursiva) y Pst I (5´-ctgcag-3´, en cursiva). 
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Obtención de las diferentes construcciones para expresar la proteína TvLEGU-1 en el 

sistema de P. pastoris 

Subclonación del gen nativo tvlegu-1 en el vector de expresión pPICZαB 

 

Para subclonar el fragmento de DNA que codifica para el precursor de la TvLEGU-1 

sin los primeros cuatro aminoácidos en el vector pPICZαB, el fragmento de DNA del gen 

nativo tvlegu-1 se amplificó por PCR utilizando los oligonucleótidos respectivos (Tabla 3) 

utilizando DNA genómico de T. vaginalis como DNA molde. Posteriormente, el producto de 

PCR se purificó a partir de un gel de agarosa al 1%. 

Tanto el producto de PCR del fragmento del gen tvlegu-1 previamente purificado, así 

como el DNA plasmídico del vector pPICZαB, se sometieron a una doble digestión con las 

enzimas Pst I y Not I. Los productos de digestión se analizaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1% y se purificaron. Con los fragmentos de DNA del gen tvlegu-1 y del vector 

pPICZαB previamente cortados y purificados se preparó una reacción de ligación para obtener 

las construcciones pPICZαB- tvlegu-1. Con la construcción pPICZαB- tvlegu-1 obtenida se 

transformaron células de P. pastoris X-33 y se evaluó la inducción de la expresión y secreción 

de la TvLEGU-1 recombinante. 

 

Subclonación del gen nativo tvlegu-1 en el vector de expresión pPICZB-MAT:  57-70  

Para subclonar el fragmento de DNA codificante para el péptido señal modificado 

MAT:  57-70 en el vector pPICZB, primero el fragmento de DNA se amplificó por PCR 

utilizando los oligonucleótidos respectivos  (Tabla 3) utilizando el DNA plasmídico del vector 

MATα 57-70/HRP como DNA molde. El producto de PCR se purificó a partir de un gel de 

agarosa al 1%. 

Tanto el producto de PCR del fragmento de DNA codificante para el péptido señal 

modificado MAT:  57-70, así como el DNA plasmídico del vector pPICZB, se sometieron 

a una doble digestión con las enzimas Hind III y Pst I. Durante la digestión del vector 

pPICZB se eliminaría la secuencia codificante para el péptido señal de secreción del α-factor 

de S. cerevisiae y sería substituido posteriormente, durante la subclonación, por el fragmento 

de DNA codificante para el péptido señal modificado MAT:  57-70. Los productos de 
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digestión se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Los fragmentos de DNA 

con los sitios cohesivos Hind III y Pst I, se purificaron a partir del gel y con ellos preparó una 

reacción de ligación para obtener el vector de expresión pPICZB-MAT:  57-70. 

Para subclonar el fragmento de DNA que codifica para el precursor de la TvLEGU-1 

sin los primeros cuatro aminoácidos en el vector pPICZB- MAT:  57-70, el DNA 

plasmídico del vector pPICZB-MAT:  57-70, se digirió con las enzimas de restricción Pst I 

y Not I. El producto de digestión se analizó por electroforesis en geles de agarosa al 1% y se 

purificó a partir del gel. Con el fragmento de DNA del gen tvlegu-1 previamente obtenido y el 

fragmento de DNA del vector pPICZB-MAT:  57-70 previamente cortado y purificado, se 

preparó una reacción de ligación para obtener las construcciones pPICZB-MAT:  57-70- 

tvlegu-1. Con la construcción pPICZB-MAT:  57-70- tvlegu-1 obtenida se transformaron 

células de P. pastoris X-33 y posteriormente se evaluó la inducción de la expresión y 

secreción de la TvLEGU-1 recombinante. 

 

Subclonación del gen tvlegu-1-opt en el vector de expresión intracelular pPICZB  

 

El fragmento de DNA del gen tvlegu-1 (opt) se amplificó por PCR utilizando los 

oligonucleótidos respectivos (Tabla 3) y DNA plasmídico del vector pUC57-tvlegu-1 como 

DNA molde. El producto de PCR se purificó a partir de un gel de agarosa al 1%. Tanto el 

producto de PCR del fragmento del gen tvlegu-1 (opt) previamente purificado, así como el 

DNA plasmídico del vector pPICZB, se sometieron a una doble digestión con las enzimas 

EcoR I y Not I.  Los productos de digestión se analizaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1% y se purificaron. Con los fragmentos de DNA del gen tvlegu-1 (opt) y del vector 

pPICZB previamente cortados y purificados se preparó una reacción de ligación para obtener 

las construcciones pPICZB- tvlegu-1 (opt). Con la construcción pPICZB- tvlegu-1 (opt) 

obtenida se transformaron células de P. pastoris X-33 y posteriormente se evaluó la inducción 

de la expresión intracelular de la TvLEGU-1 recombinante por electroforesis desnaturalizante 

(SDS-PAGE) y WB. 
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Transformación de la levadura P. pastoris X-33 con cada una de las distintas 

construcciones para la expresión de la TvLEGU-1 recombinante 

 

El DNA plasmídico (5 g) de cada una de las distintas construcciones, para la 

expresión de la TvLEGU-1 recombinante en P. pastoris, se linearizó con la enzima de 

restricción Sac I. Los esferoplástos de células de la cepa X-33 de P. pastoris se transformaron 

con cada uno de los vectores linearizados de acuerdo con las instrucciones del kit de 

transformación “Pichia EasyCompTM Transformation Kit”. Las células transformantes se 

seleccionaron por su habilidad para crecer en placas de YPD (Extracto de levadura 1%, 

Peptona 2%, Dextrosa 2%, Agar 2%) que contenían Zeocina (100 g / mL). 

 

Amplificación por PCR para analizar la integración del cassette de expresión en el DNA 

genómico de las levaduras transformantes 

 

Para determinar directamente la integración del plásmido de expresión al DNA 

genómico de la levadura se utilizó el método reportado por Linder y colaboradores en 1996 

(Linder et al. 1996) como se describe a continuación: Cada clona transformante se creció en 

un tubo de ensaye con 5 mL de medio YPD durante 24 h a 30º C y 200 rpm. Posteriormente, 

se tomaron 10 L de cada cultivo y se centrifugaron a 20,000  g por 5 min. La pastilla se 

resuspendión en 10 L de agua (desionizada/esterilizada). A cada alícuota se le agregó 5 L 

de Liticasa (5U / L) y se incubó durante 10 min a 30º C. La muestra se congeló a -80º C por 

10 min.  

La amplificación por PCR del fragmento de DNA  que corresponde al cassette de 

expresión se llevó a cabo en un volumen de 50 L como se describe:  5 L de amortiguador de 

reacción para Taq platinum DNA polimerasa (Invitrogen), 5 L de una solución de MgCl2  25 

mM, 1 L de una mezcla de dNTPs 10 mM, 5 L de del lisado celular de cada cultivo de 

levaduras transformantes, 1 L del oligonucleótido 5´AOX1 (5´-

GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´)(10 pmol / L), 1 L del oligonucleótido 3´AOX1 (5´-

GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´)(10 pmol / L), 1L de Taq platinum DNA polimerasa 

(Invitrogen) y 31 L de agua estéril. El producto de PCR se analizó mediante electroforesis en 

un gel de agarosa al 1%. La reacción de PCR se llevó a cabo en las siguientes condiciones: un 
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ciclo de 94º C por 2 min (precalentamiento); 25 ciclos de 94º C por 1min (desnaturalización), 

55º C por 1 min (alineamiento), 72º C por 1 min (extensión) y 1 ciclo de 72º C por 7 min. 

 

Evaluación de la resistencia a zeocina de las transformantes de P. pastoris 

 

Para evaluar la resistencia a zeocina, se seleccionaron transformantes para las cuales 

previamente se confirmó la presencia del cassette de expresión y se crecieron en 3 mL de 

medio YPD líquido sin zeocina a 30º C y 200 rpm durante 16 h. Posteriormente cada clona se 

sembró por estría en placas de YPD-Agar que contenía diferentes concentraciones de zeocina 

(100, 250, 500 y 1000 g / mL). 

 

Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en las transformantes P. pastoris X-33 

pPICZB-tvlegu-1 y P. pastoris X-33 pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 

Una colonia de la levadura P. pastoris X-33 transformada con cada una de las 

construcciones, pPICZB-tvlegu-1 o pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1, se creció en 20 mL 

de medio BMGY contenidos en un matraz Erlenmeyer de 250 mL a una temperatura de 30º C 

y 250 rpm hasta alcanzar una densidad óptica OD600 de aproximadamente 20. 

Posteriormente, el cultivo se centrifugó a 3000  g y la biomasa se resuspendió en 200 mL del 

medio BMMY contenidos en un matraz Erlenmeyer de 1 L y se incubó a una temperatura de 

30º C y 250 rpm. La inducción de la expresión de la TvLEGU-1 se llevó a cabo con la adición 

de metanol a una concentración final de 0.5 % (v/v) cada 24 h durante 48 h. Así mismo, una 

colonia de la cepa nativa P. pastoris X-33 se creció e indujo bajo las mismas condiciones 

(control negativo de expresión de la TvLEGU-1). La expresión de TvLEGU-1 recombinante 

se comprobó por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y WB con el anticuerpo 

policlonal anti-TvLEGU-1. 

Inducción de la expresión de TvLEGU-1 en P. pastoris a escala de 2L utilizando la 

transformante P. pastoris X-33-pPICZB-tvlegu-1 

La inducción de la expresión de TvLEGU-1 en P. pastoris se llevó a cabo en un 

biorreactor de 2 L Applikon (Applikon Biotechnology). El cultivo se realizó empleando dos 

etapas: lote con glicerol y lote alimentado con metanol. La primera etapa se llevó a cabo a 30º 
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C y pH 5 en 1 L de medio de sales basales (FBS) con 50 g / L de glicerol como fuente de 

carbono, hasta que se agotó (22-24 h). La segunda etapa se inició 24 h después de iniciar el 

cultivo, una vez que el glicerol del medio se consumió, evento que se identificó mediante el 

registro de un aumento en el oxígeno disuelto. En esta etapa se reajusto el pH a 6 y se inició la 

alimentación con 100 % de metanol (6.5 mL / L h y sales PTM1) por al menos 60 h.  El valor 

del oxígeno disuelto se mantuvo por arriba del 20% de saturación con suplementación de 

mezclas de oxígeno-aire según fue necesario. Del cultivo se evaluó el crecimiento celular 

mediante la lectura de la densidad óptica O.D.600 nm. 

 

Cultivo de lote con glicerol 

La jarra de 2 L del biorreactor conteniendo 1 L del medio de sales basales (FBS) y 

glicerol como fuente de carbono (26.7 mL / L H3PO4 al 85 %, 0.93 g / L de CaSO4-2H2O, 18.2 

g / L K2SO4, 14.9 g / L MgSO4-7H2O, 4.13 g / L KOH, 50 g / L de glicerol) se esterilizó en 

una autoclave. Después de la esterilización, la temperatura en el medio de cultivo se ajustó a 

30º C, la aireación a 1 vvm (1 L aire / L medio min), la agitación a 700 rpm y el pH se ajustó a 

5 con una solución de NH4OH al 30 %. Antes de proceder a la inoculación, se añadieron al 

medio de cultivo 2 mL de biotina 500 X (0.02 % concentración final), 2 mL de sales PTM1 

(CuSO4 24 mM, NaI 0.53 mM, MnSO4 19.87 mM, Na2MoO4 0.83 mM, H3BO3 0.32 mM, 

CoCl2 2.10 mM, ZnCl2 0.15 mM, FeSO4 0.23 mM) y 0.01 % de antiespumante “Antifoam 

204” (Sigma-Aldrich Co). El medio de cultivo se inoculó con una alícuota de 10 mL de 

inóculo previamente preparado. Esta etapa el cultivo se mantuvo a 30º C, con 1 vvm de 

aireación (1 L aire / L medio min), una agitación de 700 rpm y el pH se controló a 5 con una 

solución de NH4OH al 30 %, hasta que se agotó la fuente de carbono (glicerol) que fue 

evidenciado por un aumento brusco en el registro del oxígeno disuelto en el medio de cultivo 

(22-24 h).  

Cultivo por lote alimentado con metanol (inducción de la expresión) 

Esta etapa se realizó por 60 h con la adición de metanol al 100%, conteniendo 12 mL / 

L de biotina 0.02 % y 12 mL / L de sales PTM1, con una bomba peristáltica del módulo de 

control del biorreactor de 2 L (Applikon) a un flujo de 6.5 mL /L h.  El valor del oxígeno 
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disuelto se mantuvo al 20 %, esto fue posible al mantener una agitación entre 700 y 1000 rpm, 

así como con la adición de una mezcla de oxígeno puro y aire a un flujo de entre 1-1.5 y 0.2-0. 

vvm, respectivamente. Al final de esta etapa se recuperó el medio de cultivo utilizando una 

bomba peristáltica a través de uno de los puertos de alimentación del fermentador. El medio de 

cultivo se centrifugó en frascos de poliestireno de 200 mL a 3500 x g durante 30 min para 

separar el medio de cultivo libre de células. Posteriormente, tanto el medio de cultivo libre de 

células como la biomasa obtenida se almacenaron a 4ºC para su posterior análisis por SDS-

PAGE y ensayos de WB. 

 

Diseño de Oligonucleótidos que codifican para distintos péptidos señal de secreción en P. 

pastoris 

Los vectores de expresión que contienen las diferentes secuencias de DNA que 

codifican para los distintos péptidos señal de secreción derivados de los genes de la alfa 

amilasa de Aspergillus niger, de la glucoamilasa de Aspergillus awamori, de la inulinasa de 

Kluyveromyces maxianus, de la invertasa de S. cerevisiae, de la proteína “killer” de S. 

cerevisiae, de la lisozima de Gallus gallus y de la albumina de suero de Homo sapiens, que 

facilitan la expresión y secreción de proteínas heterólogas en P. pastoris se construyeron como 

sigue. Los oligonucleótidos complementarios 5´ fosforilados (Tabla 4) (Apéndice II) se 

alinearon en un termociclador (Tabla 5); los oligonucleótidos complementarios hibridados 

que contienen los sitios complementarios de restricción de las enzimas EcoR I-Kpn I se 

clonaron en el vector pPICZB en los mismos sitios de restricción, para crear los plásmidos con 

diferentes péptidos señal (Tabla 11). El producto de ligación se transformó por choque 

térmico a 42º C en células de E. coli DH5 calcio-competentes.  Las transformantes se 

seleccionaron en placas de LB-Agar con Zeocina (25 g / mL). Las clonas positivas se 

eligieron mediante un análisis de restricción, la orientación y fidelidad de la secuencia se 

verificó mediante secuenciación (Apéndice III). Los oligonuclótidos que codifican para los 

distintos péptidos señal contienen la secuencia consenso Kozak (5´-GAAACGATG-3´, sitio 

de inicio de la traducción en negritas) del gen AOX 1, actuando como sitio de inicio de la 

translación (Cavener and Ray 1991; Kozak 1999). 
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Nombre Origen Secuencia 5´-3´  

Péptido señal de 

la alfa amilasa 

(AA) 
 

Aspergillus 

niger 

Oligonucleótido directo: 

AATTCGAAACGATGGTCGCTTGGTGGTCTTTGTTT

CTGTACGGTCTTCAGGTCGCTGCACCTGCTTTGGC

TGGTAC 

Oligonucleótido complementario reverso: 

CAGCCAAAGCAGGTGCAGCGACCTGAAGACCGTA

CAGAAACAAAGACCACCAAGCGACCATCGTTTCG 

Péptido señal de 

la glucoamilasa 

(GA) 
 

Aspergillus 

awamori 

Oligonucleótido directo: 

AATTCGAAACGATGTCTTTTAGATCCTTGTTGGCT

TTGTCTGGTTTGGTTTGTTCTGGTTTGGCTGGTAC 

Oligonucleótido complementario reverso: 

CAGCCAAACCAGAACAAACCAAACCAGACAAAG

CCAACAAGGATCTAAAAGACATCGTTTCG 

Peptide señal de 

la albumina de 

suero (SA) 

Homo sapiens 

Oligonucleótido directo: 

AATTCGAAACGATGAAGTGGGTTACCTTTATCTCT

TTGTTGTTTCTTTTCTCTTCTGCTTACTCTGGTAC 

Oligonucleótido complementario reverso: 

CAGAGTAAGCAGAAGAGAAAAGAAACAACAAAG

AGATAAAGGTAACCCACTTCATCGTTTCG 

Péptido señal de 

la inulinasa (IN) 
 

Kluyveromyces 

maximus 

Oligonucleótido directo: 

AATTCGAAACGATGAAGTTAGCATACTCCTTGTTG

CTTCCATTGGCAGGAGTCAGTGCTGGTAC 

Oligonucleótido complementario reverso: 

CAGCACTGACTCCTGCCAATGGAAGCAACAAGGA

GTATGCTAACTTCATCGTTTCG 

Péptido señal de 

la invertasa 

(IV) 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Oligonucleótido directo: 

AATTCGAAACGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTC

CTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTGCAGG

Tabla 4. Oligonucleótidos complementarios 5´fosoforilados que codifican para los diferentes 

péptidos señal 
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TAC 

Oligonucleótido complementario reverso: 

CTGCAGATATTTTGGCTGCAAAACCAGCCAAAAG

GAAAAGGAAAGCTTGCAAAAGCATCGTTTCG 

Péptido señal de 

la lisozima (LZ) 
Gallus gallus 

Oligonucleótido directo: 

AATTCGAAACGATGCTGGGTAAGAACGACCCAAT

GTGTCTTGTTTTGGTCTTGTTGGGATTGACTGCTTT

GTTGGGTATCTGTCAAGGTGGTAC 

Oligonucleótido complementario reverso: 

CACCTTGACAGATACCCAACAAAGCAGTCAATCC

CAACAAGACCAAAACAAGACACATTGGGTCGTTC

TTACCCAGCATCGTTTCG 

Todos los oligonucleótidos directos contienen la secuencia consenso Kozak que corresponde 

a la secuencia del inicio de la translación del gen AOX1 (cursivas), donde ATG es el sitio de 

inicio de la traducción  (negritas), en el extremo 5´ el sitio compatible-cohesivo de la enzima de 

restricción EcoR I sin la primera Guanina (G) (por ejemplo, AATTC)(subrayado) y en el 

extremo 3´ el sitio compatible-cohesivo de la enzima de restricción Kpn I sin la primera citosina 

(C) (por ejemplo, GGTAC)(subrayado). 
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Tabla 5. Condiciones de alineamiento de los oligonucleótidos complementarios 5´fosforilados 

en el termociclador. 

 Ciclos Temperatura (ºC) Tiempo (min) 

Paso 1: 1 95 5 

Paso 2: 40* 95 (-1ºC/ciclo) 1 

Paso 3: 1 55 30 

Paso 4: 20* 55 (-1ºC/ciclo) 1 

Paso 5:  4 Constante 

 

(*) La notación -1ºC/ciclo indica que la temperatura disminuye en 1º C por ciclo. 

 

 

Clonación del gen tvlegu-1-opt en los plásmidos de expresión que contienen un péptido 

señal diferente para su expresión y secreción en P. pastoris 

 

El plásmido pUC57-tvlegu-1-opt se usó como DNA molde para la amplificación por 

PCR del gen tvlegu-1-opt usando los iniciadores (Tabla 6). El producto de PCR se analizó 

mediante electroforésis en geles de agarosa al 1% y se purificó a partir del gel. La reacción de 

ligación entre el fragmento del gen tvlegu-1-opt y el DNA plasmídico de cada uno de los 

distintos vectores que contienen la secuencia de DNA que codifica para los diferentes péptidos 

señal de secreción (Tabla 11), se transformó en células de E. coli DH5α calcio-competentes. 

Con las diferentes construcciones obtenidas se transformó células de P. pastoris X-33 y 

posteriormente se evaluó la inducción de la expresión y secreción de la TvLEGU-1 

recombinante por SDS-PAGE y WB. 
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Tabla 6. Oligonucléotidos sintetizados para la amplificar el gen tvlegu-1-opt para su expresión 

y secreción en P. pastoris utilizando los diferentes péptidos señal de secreción. 

 

 

   

 

 

 

 

 

Ensayos de inducción de la expresión y secreción de la TvLEGU-1 a pequeña escala con 

las clonas de P. pastoris X-33 transformadas con los distintos cassettes de expresión 

 

Una colonia de P. pastoris X-33 transformada con cada una de las construcciones 

previamente obtenidas que contienen la secuencia de DNA que codifica para la TvLEGU-1 

fusionada a los diferentes péptidos señal de secreción, se creció en 10 mL de medio BMGY en 

tubos cónicos de 50 mL a una temperatura de 30 ºC y 250 rpm hasta alcanzar una densidad 

óptica OD 600 nm de entre 4-6. Posteriormente, cada cultivo se centrifugó a 3000 x g y la 

biomasa se resuspendió en 10 mL del medio BMMY en tubos cónicos de 50 mL y se 

incubaron a una temperatura de 30º C y 250 rpm, la inducción de la expresión se llevó a cabo 

con la adición de metanol a una concentración final de 0.5 % (v/v) cada 24 h durante 48 h. Así 

mismo, una colonia de la cepa nativa P. pastoris X-33 se creció e indujo bajo las mismas 

condiciones (control negativo de expresión de la TvLEGU-1). Para comprobar la expresión y 

secreción de TvLEGU-1 recombinante, se llevó a cabo un ensayo de “Dot-blot” con muestras 

de los sobrenadantes libres de células de cada uno de los cultivos, utilizando anticuerpos 

policlonales anti-TvLEGU-1. 

 

Oligo  Enzima Secuencia 

Directo 5´ Kpn I GGGGTACCCAATGTTTTGCCTTCTTCA

ACTTGCTAGATGTGACAG 

Reverso 5 Not I TTGCGGCCGCACAAATGGCGTCAATA

GCTGCTTTAATG 
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Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en sobrenadantes por un ensayo tipo “Dot-

blot” 

El ensayo de “Dot-blot” se realizó en una placa de 96 pozos usando un colector de 

microfiltración “Bio-dot microfiltration manifold” (BioRad). Muestras (100 L) de cada uno 

de los sobrenadantes libres de células de distintos cultivos se absorbieron en una membrana de 

nitrocelulosa de 0.22 µm (BioRad), previamente humedecida en PBS 1, aplicando un flujo de 

vacío constante. Una vez aplicadas las muestras, la membrana se lavó tres veces adicionando 

PBS 1 a cada uno de los pozos donde se había colocado las muestras, aplicando un flujo de 

vacío constante; después la membrana se bloqueó con leche descremada en polvo al 10 % en 

PBS 1-Tween 20 al 0.05 % (PBS-T) toda la noche en agitación suave a 4 ºC, se enjuago con 

PBS-T. 

La membrana se incubó a 4 ºC con agitación durante toda la noche con el anticuerpo 

monoclonal anti-His tag acoplado a HRP (Anti-His(C-term)-HRP; dilución 1: 10,000) en una 

solución de PBS-T y leche descremada en polvo al 5%. La membrana se lavó 5 con PBS-T 

durante 10 min a temperatura ambiente, para eliminar el exceso de anticuerpo y disminuir 

inespecificidades durante el revelado. Posteriormente, la membrana se lavó cinco veces por 10 

min a temperatura ambiente con una solución de PBS 1x- Tween 20 al 0.1 %. Al terminar los 

lavados se reveló por quimioluminiscencia con el kit “SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate” (ThermoScientifc) y “SuperSignal West Femto 

Chemiluminescent Substrate” (ThermoScientifc) acorde a lo recomendado por el fabricante. 

La señal de quimioluminiscencia se detectó y regsitró en el fotodocumentador 

ChemiDocTMXRS (BioRad). 

 

Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en las transformantes P. pastoris X-33 

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt 

Una colonia de P. pastoris X-33 transformada con la construcción pPICZB-AA-tvlegu-

1-opt, se creció en 100 mL de medio BMGY en un matraz Erlenmeyer de 250 mL a una 

temperatura de 30 ºC y 250 rpm hasta alcanzar una densidad óptica OD600 de entre 2-6. El 

cultivo se centrifugó a 3000 x g y la biomasa se resuspendió en 100 mL del medio BMMY-

CA-EDTA en un matraz Erlenmeyer bafleado de 1 L y se indujo con la adición de metanol a 
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una concentración final de 0.5% (v/v) cada 24 h durante 48 h. La inducción de la expresión de 

TvLEGU-1 con metanol se llevó a cabo a dos diferentes temperaturas 30 y 16 ºC, para estudiar 

el efecto de la expresión de la TvLEGU-1 sobre la levadura P. pastoris. Así mismo, una 

colonia de la cepa nativa P. pastoris X-33 se creció e indujo bajo las mismas condiciones 

(control negativo de expresión de la TvLEGU-1). La expresión de TvLEGU-1 recombinante, 

se detectó por SDS-PAGE y WB con anticuerpos monoclonales Anti-His(C-term)-HRP, 

dilución 1: 10,000. 

 

Correlación entre la densidad óptica a 600 nm y el peso seco 

Para determinar el peso seco de la biomasa de los cultivos de las clonas recombinantes 

P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt, muestras de 5 mL por duplicado se filtraron y 

lavaron con agua destilada a través de membranas de celulosa (0.22 m, Millipore), secadas y 

pesadas previamente. Los filtros que contenían la biomasa de los cultivos se secaron a 80 ºC, 

se enfriaron en un desecador y se pesaron. Se correlacionó las medidas de densidad óptica a 

600 nm (OD 600 nm) y peso seco para un cultivo de 40 h de la cepa X-33 de P. pastoris; 

ambas cantidades fueron directamente proporcionales a la densidad del cultivo. Se obtuvo un 

coeficiente de correlación R2 de 0.9953 para la correlación entre el peso seco y la densidad 

óptica a 600 nm.  

 

Determinación del peso seco para las clonas transformantes de P. pastoris durante las 

cinéticas de crecimiento 

Muestras de 5 mL se tomaron cada 24 h del cultivo de cada clona recombinante 

durante los ensayos de expresión en matraces, se determinó la densidad óptica OD600nm 

mediante el uso de un espectrofotómetro de UV-Vis y se convirtió a peso seco (g / L) usando 

la curva previamente obtenida. 

 

Lisis mecánica de levaduras 

El botón celular de 100 mL de cada cultivo inducido con metanol se resuspendió en 10 

mL del amortiguador de lisis (Fosfato de Sodio 50 mM, pH 7.4, glicerol 5 %, EDTA 1 mM, 

PMSF 1 mM). Posteriormente, se agregó un volumen igual de perlas de vidrio (426 a 600 m, 
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Sigma), previamente lavadas en una solución de HCl 5 M, y se llevó a cabo la lisis celular 

mediante la agitación de la suspensión en un vortex con 8 ciclos de agitación durante 30 s con 

intervalos de incubación en hielo durante 30 s.  

 

Determinación del número de copias del gen tvlegu-1-opt usando PCR digital de gota 

“Droplet digital PCR (ddPCR)” 

El número de copias de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-

tvlegu-1-opt se determinó por ddPCR  como se describió previamente por Camara y col., en el 

2016 (Camara et al. 2016). Para realizar la ddPCR, primero se aisló DNA genómico de las 

levaduras transformantes con la construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt usando el kit de 

purificación de DNA “QIAmp DNA blood”. El DNA genómico se cortó con las enzimas de 

restricción BamH I y EcoR I, para obtener fragmentos más pequeños que 5 kb y evitar la 

fragmentación del gen de interés tvlegu-1-opt. Teniendo en cuenta 6000 copias de genoma por 

microlitro como el rango dinámico óptimo para el sistema QX100 “Droplet DigitalTM PCR 

Application guide” (Bio-Rad), 0.4 ng del DNA genómico digerido de cada muestra se añadió a 

la mezcla de reacción, lo que equivale a 40,000 copias del genoma de P. pastoris. Para la 

amplificación del fragmento de DNA del gen tvlegu-1-opt, se diseñaron tanto oligonucleótidos 

y una sonda que contiene el fluoróforo “CAL Fluor Orange 560 (CalFluor560)” en su extremo 

5´. Para normalizar los datos, se usó el gen de la actina beta de P. pastoris (ACT1) como 

control endógeno, para el cual también se diseñó un par de oligonucleótidos junto con una 

soda que contiene el fluoróforo “6-fluorescein amidite (6-FAM)” en su extremo 5´. A ambas 

sondas se les adicionó el bloqueador “Black Hole Quencher-1 (BHQ-1)” en su extremo 3´ 

(Tabla 7). Cada PCR se realizó en una mezcla de reacción de 20 L como a continuación se 

describe:  10 L de la mezcla de “ddPCRTM Supermix for Probes” (BioRad), 900 nM de cada 

primer, 250 nM de cada sonda, 0.4 ng de DNA genómico cortado y la cantidad necesaria de 

agua libre de DNAsas/RNAsas.  Las gotas que contienen las diferentes mezclas de reacción se 

formaron usando un generador de gotas “Droplet Generator” (BioRad) y se transfirieron a una 

placa de PCR de 96 pozos. Las reacciones se incubaron a 95 ºC durante 10 min para activar la 

polimerasa “hot-start” y se sometieron a protocolo de dos pasos que incluye, un paso de 30 s a 

94 ºC y un paso de 1 min a 61 ºC por 40 ciclos. La detección de fluorescencia se llevó a cabo 
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usando el sistema “QX100 Droplet Digital PCR System” y el programa “Software Quanta Soft 

v.1.1.38” (BioRad). El número de copias para cada clona se obtuvo calculando el cociente 

entre la señal positiva para el gen tvlegu-1-opt y la señal del gen ACT1. 

 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos y sondas usadas para el ensayo de PCR digital de gota (ddPCR). 

Nombre 
Amplicón 

(pb) 
Tm % GC Secuencia 5´-3´  

Oligo directo 

TvL 
142 63 50 

 

AATCACGGTGGACCAGGTAT 
 

 

Oligo reverso 

TvL 

- 63.3 45 
 

 AACAGGCCTCAATACCGAAA 
 

Oligo directo 

ACT1 
121 61.9 45 

 

ATGTTCCCAGGTATTGCTGA 
 

Oligo reverso 

ACT1 
- 62.3 50 

 

TAGAACCACCGATCCATACG 
 

Sonda TvL - 73.2 59 
 

TCCACCAGGGACACCATCTGGA 
 

Sonda ACT1 - 72.4 54.5 
 

TGCCTTGGCTCCATCTTCGATG 
 

 

Tm, temperatura de alineamiento (en ºC); % GC, contenido de guanina y citosina de los 

oligonucleótidos (en %). TvL: gen tvlegu-1, ACT1: gen de la actina beta de P. pastoris. 

 

Determinación de la viabilidad celular por un análisis de citometría de flujo 

Para los ensayos de citometría de flujo, muestras de los cultivos de las clonas 

recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt  se lavaron con una solución estéril 

de NaCl al 0.9% y se resuspendieron a una OD 600 nm final de 1. A cada muestra se le agregó 

1 L de SYTO-9 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) y 1 L    de ioduro de propidio (IP; 
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Molecular Probes), se agitaron cuidadosamente en vortex y se incubaron a temperatura 

ambiente, protegiéndoles de la luz, durante 15 a 30 min  antes de ser analizadas mediante 

citometría de flujo, tal como lo indica el kit “LIVE/DEAD Yeast Viability kit”. Todas las 

mediciones de citometría se realizaron utilizando el citómetro de flujo BD LSRFortessaTM 

SORP con láseres de excitación RFP de 488 nm y 561 nm (BD Biosciences, San José, CA, 

USA). Se midieron 203 células por análisis. Como controles negativo y positivo se usaron 

células no tratadas y células de P. pastoris X-33 sometidas a estrés térmico a 75ºC, 

respectivamente. Las regiones de análisis se construyeron combinando los puntos de 

fluorescencia rojos y verdes para diferenciar entre las diversas subpoblaciones celulares. Se 

colectó la fluorescencia verde en el canal FITC-A (525/50) para células teñidas con SYTO-9 

(eje X) frente a la fluorescencia roja que se colectó en el canal A - PE- Rojo de Texas (610/20) 

para células teñidas con ioduro de propidio (eje Y). Para todas las mediciones, las señales se 

recogieron utilizando una escala logarítmica. Las levaduras que se tiñeron con SYTO-9 pero 

que se excluyeron de la tición con IP se localizaron dentro de la región Q3 (Figura 48 y 

Figura 53). El porcentaje de células teñidas con IP se calculó posteriormente a partir de la 

región (Q2) con respecto al número total determinado solamente por la tinción con SYTO-9. 

Se aplicó rutinariamente una gráfica de puntos entre el tamaño celular (FSC, “forward-

scattered light”, por sus siglas en inglés) y la granularidad (SSC, “side-scattered light”, por sus 

siglas en inglés) para excluir los residuos celulares e incluir una población de células 

individuales de tamaño similar para el análisis de citometría de flujo. Los datos de citometría 

de flujo se analizaron con el software FlowJo vx 0.7 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA). 

 

Medición de la actividad proteolítica de legumaína en los sobrenadantes y su validación 

por especificidad de sustrato 

La actividad proteolítica de legumaína se midió por la hidrólisis del sustrato 

fluorogénico específico Z - Ala - Ala - Asn - MCA (benciloxicarbonil - L - alanil - L - alanil - 

L - asparagina - 4 - metil - coumaril - 7 - amida): 3209 - v, Peptide Institute Inc., Osaka, 

Japón) como se ha descrito previamente (Johansen et al., 1999). La mezcla de reacción (200 

μL) conteniendo ácido cítrico 39.5 mM, Na2HPO4 121 mM, pH 5.8, DTT 1 mM, EDTA 1 

mM, CHAPS (ácido 3[(3-colamidopropil) dimetilamonio] propanosulfónico) 0.01%, Z-Ala-

Ala-Asn-MCA (10 μM, concentración final) y el sobrenadante libre de células (50 μl) se 
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colocó en una placa opaca NuncTM de 96 pozos (Thermo Fisher Scientific Inc.). Se realizaron 

las mediciones, basadas en el aumento de la fluorescencia durante 5 h. La temperatura se 

mantuvo a 30 ° C, y todas las mediciones se realizaron por triplicado. La liberación de MCA 

se midió mediante longitudes de onda de excitación y emisión de 360 y 460 nm, 

respectivamente en un espectrofluorómetro (Gemini EM Microplate Reader, Molecular 

Devices, USA) utilizando el software de análisis de datos SoftMax Pro (Molecular Devices, 

USA). Para la actividad relativa, se trazó la pendiente máxima media de la curva derivada de 

las tres repeticiones cuantificadas en unidades fluorescentes relativas por hora (RFU h-1) 

usando el software Sigma Plot (Systat Software Inc. San José, CA, USA). La actividad 

específica (RFU g-1h-1) se calculó dividiendo la fluorescencia relativa (RFU l-1h-1) entre el 

peso seco (g L-1) determinado para cada tiempo. La especificidad del sustrato se midió 

mediante el monitoreo de la actividad enzimática en presencia de E-64 0.18 mM y TLCK 1 

mM utilizados como potentes inhibidores de CPs de tipo papaína y CPs tipo legumaína, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R E S U L T A D O S 

Análisis de la secuencia de la cisteína proteinasa tipo legumaína TvLEGU-1 de 

Trichomonas vaginalis 
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 La secuencia del gen tvlegu-1 (Número de acceso AY326446) que codificada para 

la TvLEGU-1 de T. vaginalis, se obtuvo de la base de datos del GenBank del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Leon-Felix et al. 2004). La secuencia primaria de 

la TvLEGU-1 se compone de 388 aminoácidos, con un peso molecular estimado de 42.935 

kDa, que al ser analizada en el programa InterPro reveló que esta proteína corresponde a 

las proteinasas de la familia C13, que pertenece al clan CD de las cisteína proteinasas.  

Aunque la secuencia primaria de la TvLEGU-1 presenta tanto una baja identidad 

como una baja similitud con respecto algunas de las secuencias de legumanias reportadas 

para otros organismos (Tabla 8), mediante el alineamiento múltiple (Figura 18), se 

identificó que los aminoácidos Histidina (His119) y Cisteína (Cys164), característicos de la 

diada catalítica (His-Cys) de esta familia de CPs permanecen conservados en la secuencia 

de la TvLEGU-1 (Chen et al. 1998; Dall and Brandstetter 2013; Mottram et al. 2003; Zhao 

et al. 2014). Adicionalmente, también se identificaron los tres motivos prominentes 

reportados para esta familia de proteinasas (Figura 18); un motivo situado en el extremo 

N-terminal (motivo I), característico de las proteínas que presentan un plegamiento de tipo 

caspasa-hemoglobinasa (CHF, caspase-hemoglobinase fold por sus siglas en inglés) 

(Aravind and Koonin 2002),  así como los motivos formados por cuatro aminoácidos 

hidrofóbicos que preceden tanto a la  Histidina (His119) como a la Cisteína (Cys164) 

catalítica, motivo II y motivo III, respectivamente.  

En contraste con la mayoría de las legumaínas reportadas que presentan un 

péptido señal en su secuencia, para la TvLEGU-1 no se identificó ninguna secuencia que 

corresponda a algún tipo de péptido señal conservado en la región del amino-terminal 

(Figura 18), cuando fue analizada mediante el programa “SignalP 4.1 Server”, como en el 

caso de la legumaína de humano que inicia con un péptido señal (Met1-Ala17), que es 

liberado durante su secreción (Dall and Brandstetter 2013; Dall and Brandstetter 2016). 

Aunque ya se ha reportado experimentalmente que la TvLEGU-1 es modificada 

postraduccionalmente en T. vaginalis con la adición de O-glicosilaciones y N-

glicosilaciones  (Rendón-Gandarilla et al. 2013), hubo la necesidad de realizar nuevamente 

un análisis de la secuencia primaria de la TvLEGU-1 que permitiera la predicción de 

posibles sitios de glicosilación, ya que en algunos sistemas de expresión de proteínas 

recombinantes, las proteínas son modificadas con la adición de O-glicosilaciones y/o N-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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glicosilaciones como en el caso de levaduras (Tanner and Lehle 1987), cultivo de células 

de mamífero (Hossler 2012) y el cultivo de células de insecto (Shi and Jarvis 2007). Sin 

embargo, el análisis in silico sugiere que la TvLEGU-1 presenta únicamente cinco posibles 

sitios de O-glicosilacion (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) y  ningún sitio de N-

glicosilación (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (Gupta 2004). 

 

 

 

 

 

  

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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Identidad (%) 

Organismo         T.vaginalis Humano    ratón toro S. mansoni soya 

T. vaginalis  100 -     

Humano 3.35 100 -    

ratón 4.89 8.54 100 -   

toro 4.12 82.9 8.77 100 -  

S. mansoni 6.44 6.99 6.06 6.99 100 - 

soya 4.89 5.08 5.97 4.84 6.52 100 

 

Similitud (%) 

Organismo T. vaginalis Humano ratón toro S. mansoni soya 

T. vaginalis 100 -     

Humano 38.65 100 -    

ratón 35.82 38.65 100 -   

toro 37.88 99.74 37.88 100 -  

S. mansoni 37.88 40.46 39.17 40.46 100 - 

soya 39.43 40.2 41.75 40.46 37.8 100 

 

Secuencias de la cistein proteinasa 1 tipo legumaina de T. vaginalis 

(gi|39573850|gb|AAQ93039.1), de humano (Homo sapiens) 

(gi|56682964|ref|NP_001008530.1|), de ratón (Mus musculus) 

(gi|7242187|ref|NP_035305.1), de toro (Bos taurus) (gi|27806555|ref|NP_776526.1|), de S. 

mansoni (gi|6851050|emb|CAB71158.1|) y de soya (Glycine max) 

(gi|351720847|ref|NP_001236678.1|). (SIAS, sequence identity and similarity, por sus siglas 

en inglés) (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html).  

 

Tabla 8. Análisis de identidad y silimilitud entre la secuencia de aminoácidos de la 

TvLEGU-1 y la secuencia de algunas legumaínas reportadas 
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Figura 18. Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de la TvLEGU-1 

(AAQ93039.1) con algunas legumaínas reportadas 

Alineamiento múltiple de la secuencia de la cistein proteinasa 1 tipo legumaína de T. 

vaginalis (AAQ93039), de humano (Homo sapiens) (Q99538), de toro (Bos taurus) 

(27806555), de ratón (Mus musculus) (7242187), de soya (Glycine max) (351720847) y de S. 

mansoni (6851050). Los recuadros muestran las diferentes regiones: Péptidos señal (verde) 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), Motivo  I (negro) característico de las proteínas 

que presentan un plegamiento de tipo caspasa-hemoglobinasa (CHF, “caspase-

hemoglobinase fold” por sus siglas en inglés) (Aravind and Koonin 2002) y los Motivos II y 

III (negros) indican los cuatro aminoácidos con características hidrófobas que preceden a los 

residuos catalíticos His (rojo) y Cys (azul), respectivamente.  
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Modelo 3D de la TvLEGU-1 de T. vaginalis 

 

El modelo tridimensional del precursor de la TvLEGU-1 se obtuvo mediante 

modelado por homología usando el servidor iTasser 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang and Zhang 2015; Zhang 2008). 

Para la construcción de este modelo se consideró como molde las estructuras 

tridimensionales reportadas tanto para la legumaína de humano (4n6o, 4awb y 4fgu) (Dall 

and Brandstetter 2013) como la legumaína de ratón (Zhao et al. 2014) (4noj), con las 

cuales presento una similitud mayor al 35%. La Figura 19D muestra el modelo 

tridimensional de la TvLEGU-1. Este modelo sugiere que al igual que la  legumaína de 

humano (Dall and Brandstetter 2016), la TvLEGU-1 está formada por un dominio con 

actividad de proteinasa. Este dominio abarca desde la Met1 hasta el Asn260 y consiste en 

una placa central de seis hojas-beta rodeda de cinco alfa-hélices (Figura 20B) que es 

topológicamente equivalente a la arquitectura reportada para las caspasas y paracaspasas 

(McLuskey and Mottram 2015), lo cual confirma su identidad tanto en estructura como en 

secuencia con las cisteína proteinasas de la famiia C13 y C14 que comprenden a las 

legumaínas y caspasas, respectivamente.  

Adicionalmente, el precursor de la TvLEGU-1, al igual que los precursores tanto 

de la legumaína de humano (Dall and Brandstetter 2016) como de ratón (Zhao et al. 2014), 

revela que su extremo carboxilo-terminal está organizado en dos partes: un fragmento 

denominado péptido de activación (AP, “activation peptide”, por sus siglas en inglés) 

posicionado inmediatamente después del dominio de actividad de proteinasa entre el Glu261 

y el Asp272 y un domino formado por cinco alfa-hélices comprendido entre la Ile273 y la 

Cys388, que presenta un plegamiento tipo DD (DD-like, “death domain”, por sus siglas en 

inglés) (Feinstein et al. 1995; Reed et al. 2004; Weber and Vincenz 2001), también 

denominado dominio de estabilización y modulación de la actividad de legumaína (LSAM, 

“legumain stabilization and  activity modulation”, por sus siglas en inglés) (Dall and 

Brandstetter 2016; McLuskey and Mottram 2015) (Figura 19D y Figura 20B).  

 

 

 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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Figura 19. Modelos de la estructura 3D de las proteinasas tipo legumaína de humano y 

de T. vaginalis 

A) Diagrama de la pro-legumaína de humano.   Color rosa: Péptido señal (Met1-Ala17) (SP), 

verde claro:  fragmento N-terminal del pro-péptido de 8 aminoácidos (Val18-Asp25) (NTF), 

verde obscuro: dominio catalítico (Gly26-Lys289) (G26-KRK289) que contiene la diada catalítica 

His148-Cys189, pro-dominio en el extremo C-terminal que comprende, color azul: péptido de 

activación (AP; KRK289-N323) y en color naranja: módulo de estabilización y modulación de la 

actividad (LSAM; D324-Y433) con una estructura de tipo “death-domain-like”, que es 

estabilizada por enlaces disulfuro. Tomado de: (Dall and Brandstetter 2016). B) Modelo 3D de 

la legumaína de humano (Q99538) (Homo sapiens) (PDB: 4fgu): Dominio catalítico (Gly26-

Lys289) (G26-KRK289) que contiene la diada catalítica His148-Cys189 (color verde obscuro), Pro-

dominio que incluye el péptido de activación (AP; KRK289-N323) (color azul) y el dominio de 

estabilización y modulación de la actividad de legumaína (LSAM; Aps324-Tyr433) (color 

naranja) (Dall and Brandstetter 2016).  C) Diagrama de la TvLEGU-1 de T. vaginalis.   verde 

claro:  Fragmento N-terminal del dominio catalítico (Met1-Asn260) que contiene la diada 

catalítica His118-Cys164, pro-dominio en el extremo C-terminal que comprende, color azul: 

péptido de activación (AP; Glu261-Asp272) y en color naranja: el dominio de estabilización y 

modulación de la actividad de legumaína (LSAM; Ile273-Cys388). D) Modelo 3D teórico de la 

TvLEGU-1 (AAQ93039) de T. vaginalis obtenido “in silico” usando el servidor iTasser 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang and Zhang 2015; Zhang 2008): 

Dominio con actividad del legumaína y que presenta un plegamiento tipo legumaína ( verde 

obscuro) y Dominio LSAM  (color naranja). 

 

 

 

 

  

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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Figura 20. Topología estructural de la cisteína proteinasa tipo legumaína 

A) La legumaína de humano (Homo sapiens) (Q99538) (PDB: 4fgu) consiste en una placa 

central de seis hojas-beta (1-6, rojo) rodedas de cinco alfa-helices (1-5, azul)  (Dominio 

catalítico, Lys28 - Phe260), que contiene la diada catalítica His148 - Cys189, y el pro-dominio 

situado en el extremo C-terminal (Asp309 - Cys430) formado por cinco alfa-hélices con un 

plegamiento tipo DD (“death domain”, por sus siglas en inglés) (Feinstein et al. 1995; Reed 

et al. 2004; Weber and Vincenz 2001), también denominado LSAM (“legumain stabilization 

and  activity modulation”, por sus siglas en inglés) (Dall and Brandstetter 2016; McLuskey 

and Mottram 2015). B) TvLEGU-1 de T. vaginalis (AAQ93039), que consiste en una placa 

central de seis hojas-beta (Dominio catalítico) (1-6, marrón) rodedas de cinco alfa-hélices (1-

5, verde), que abarca desde la Met1 hasta el Asn260 y su extremo carboxilo-terminal está 

organizado en dos distintas partes: un fragmento denominado péptido de activación (AP, 

“activation peptide”, por sus siglas en inglés), posicionado inmediatamente después del 

dominio de actividad de proteinasa entre el Glu261 y el Asp272, y un pro-domino formado por 

cinco alfa-helices comprendido entre la Ile273 y la Cys388, que presenta un plegamiento tipo 

DD (Feinstein et al. 1995; Reed et al. 2004; Weber and Vincenz 2001), también denominado 

LSAM (Dall and Brandstetter 2016; McLuskey and Mottram 2015). 
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Expresión de la TvLEGU-1 en E. coli 

 

En un trabajo previo, Rodríguez-Cabrera (2007) clonó la secuencia que codifica para 

el precursor de la TvLEGU-1 sin los primeros diez aminoácidos del N-terminal en el vector 

pColdI. Por ensayos de expresión en la cepa BL21(DE3) de E. coli demostró que la 

TvLEGU-1 se expresó como cuerpos de inclusión. Estos resultados sugieren que la 

TvLEGU-1 es una proteína difícil de expresar en E. coli.  Por lo que en el presente trabajo se 

decidió clonar el fragmento de DNA que codifica para la TvLEGU-1 en otros vectores de 

expresión y probar su expresión en diferentes cepas de E. coli para determinar si era posible 

obtenerla en su conformación nativa y susceptible de activarse. 

 

Expresión de la TvLEGU-1 en E. coli usando el vector pET-21b (+) 

Subclonación del gen tvlegu-1 en el vector de expresión pET-21b (+) 

 

La construcción pColdI-tvlegu-1 que contiene el fragmento de DNA que codifica para 

el precursor de la TvLEGU-1 (Rodríguez-Cabrera 2007b), se digirió con las enzimas de 

restricción Nde I y BamH I (NEB) y se liberó un fragmento de aproximadamente 1.2 kb. Este 

fragmento se subclonó en el vector de expresión pET-21b (+) y se obtuvo la construcción 

pET-21b (+)-tvlegu-1 que contiene la secuencia que codifica para el precursor de la TvLEGU-

1 sin los primeros diez aminoácidos. 

El DNA plasmídico de la construcción pET-21b (+)-tvlegu-1 que se extrajo de una de 

las clonas que presentó resistencia al antibiótico (ampicilina 50 g/mL), se digirió con las 

enzimas de restricción Nde I y BamH I (NEB) y se liberó un fragmento de aproximadamente 

1.2 kb, correspondiente al fragmento de DNA que codifica para la TvLEGU-1 (Figura 21). 

Como Rodríguez-Cabrera (2007) confirmó por secuenciación la correcta clonación y 

orientación del gen tvlegu-1 en el vector pColdI, no fue necesario seleccionar clonas 

candidatas para confirmar la correcta clonación del gen en el vector pET-21b (+). 
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Figura 21. Análisis de restricción del DNA plasmídico de la construcción pET-21b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expresión de la TvLEGU-1 recombinante en la cepa E. coli C41(DE3) /pREP-4 usando la 

construcción pET-21b (+)-tvlegu-1 

 

Para esta etapa del trabajo, la cepa E. coli C41(DE3) se transformó con el plásmido 

pREP-4 para contar con copias adicionales del gen lac I. La cepa E. coli C41(DE3), es una 

cepa derivada de BL21 (DE3) que tiene al menos una mutación aún no caracterizada que 

previene la muerte celular asociada con la expresión de proteínas recombinantes tóxicas. 

Además de crecer en medio LB o medio mínimo,  esta cepa no contiene resistencia intrínseca 

a algún antibiótico (Dumon-Seignovert et al. 2004). Por lo que la cepa E. coli C41(DE3) 

/pREP-4 fue capaz de crecer en kanamicina y expresar el represor lac I. 

 

Gel de agarosal 1%. Perfil electroforético de la digestión del DNA plasmídico de la 

construcción pET-21b (+)-tvlegu-1 con las enzimas NdeI y BamHI (NEB) para corroborar 

la presencia del inserto de interés. Marcador de peso molecular de 1 kb Ladder (carril 1), 

DNA plasmídico pET-21b (+)-tvlegu-1 sin digerir (carril 2), DNA plasmídico pET-21b 

(+)-tvlegu-1 digerido con las enzimas de restricción NdeI y BamHI (carril 3). pET-21b (+) 

(5.4 kb), tvlegu-1 (1.2 kb). 
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Debido a que en geles de SDS-PAGE al 12% no se logró observar la sobre expresión 

de la TvLEGU-1 (42 kDa) durante un ensayo de inducción con la cepa recombinante E. coli 

C41(DE3) /pREP-4-pET-21b(+)-tvlegu-1 (Figura 22A), se realizó un ensayo de purificación 

de la TvLEGU-1 por afinidad a níquel a partir de la fracción soluble.  

Como se puede observar en el ensayo de SDS-PAGE al 12%, en ninguno de los 

carriles de los pasos de purificación se observa el enriquecimiento de algún péptido del 

tamaño esperado (42 kDa) (Figura 22A, línea 2-9), por lo que para comprobar la expresión de 

la TvLEGU-1 recombinante se realizó un ensayo de WB utilizando el anticuerpo policlonal 

anti-TvLEGU-1, generado contra la TvLEGU-1 recombinante (Rendón-Gandarilla 2007b). En 

la Figura 22A se muestra el patrón proteico de lo que se transfirió a una membrana de NC 

para el ensayo de WB.  

En la Figura 22B se muestra la inmunodetección para la TvLEGU-1 expresada en la 

cepa E. coli C41(DE3) /pREP-4-pET-21b (+)-tvlegu-1 y se observa el reconocimiento de un 

péptido del tamaño esperado únicamente en las muestras del extracto total del cultivo 

inducido, fracción insoluble y fracción soluble (Figura 22B, línea 2-4). Adicionalmente, se 

observa el reconocimiento de un péptido de aproximadamente 37 kDa, así como otros 

péptidos de menor tamaño, que podrían corresponder al procesamiento y/o degradación de la 

TvLEGU-1 recombinante durante su expresión en el ambiente reductor de citoplasma de E. 

coli. Bajo estas condiciones de expresión aparentemente se logró obtener la TvLEGU-1 en su 

forma soluble, por lo tanto, fue necesario buscar otra estrategia que permitiera su obtención en 

forma soluble y a la vez limitar su degradación proteolítica. Cabe mencionar que durante un 

ensayo de actividad en un zimograma utilizando gelatina como sustrato, en comparación con 

papaína (control positivo de actividad proteolítica) no se observó actividad de la TvLEGU-1 

recombinante. 
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Figura 22. Expresión de la TvLEGU-1 en la cepa E. coli C41 (DE3)/pREP-4 usando la 

construcción pET-21b(+)-tvlegu-1  

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida. SDS-PAGE al 12%, de la expresión y purificación 

de la TvLEGU-1 recombinante por afinidad a níquel, posteriormente transferida a membrana 

de NC para el ensayo de WB. Extracto proteico total de E. coli C41(DE3) /pREP-4-pET-21b 

(+)-tvlegu-1 sin inducir (1), inducido a 37°C durante 6h con 0.5 mM de IPTG (2), fracción 

insoluble (3), fracción soluble (4), fracción que pasa a través de la columna de níquel (5), 

lavado con 10 mM de Imidazol (6), elución con 100 mM de Imidazol (7), elución con 200 mM 

Imidazol (8), elución con 500 mM de Imidazol (9). Marcador de peso molecular Precision 

Plus Protein Estandar.   

B) Inmunodetección de la TvLEGU-1 expresada en la cepa de E. coli C41(DE3) /pREP-4-

pET-21b (+)-tvlegu-1 por WB para el reconocimiento de TvLEGU-1 recombinante (42 kDa, 

37 kDa). Revelada por quimioluminiscencia. 
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Expresión de la TvLEGU-1 en E. coli usando el vector pGEX-6P-1 

Subclonación del gen completo tvlegu-1 en el vector de expresión pGEX-6P-1 

 

Los sistemas que emplean proteínas de fusión son una alternativa para expresar 

proteínas recombinantes con alto rendimiento, siendo apropiados además por poseer esquemas 

de purificación simples. En estos sistemas, la detección y seguimiento son relativamente 

sencillos debido a la expresión de péptidos o proteínas fusionadas a la proteína recombinante 

de interés en el extremo amino o carboxilo terminal. Además, el uso de estos sistemas 

disminuye o evita la formación de cuerpos de inclusión, mejora el plegamiento y limita la 

degradación proteolítica. Algunas de las proteínas usadas en estos sistemas son: la proteína A 

de estafilococo, la proteína G de estreptococo, la proteína glutatión S-transferasa (GST) de 

Schistosoma japonicum y la proteína de unión a maltosa (MBP) (Terpe 2003).  

El vector pGEX-6P-1 expresa la proteína recombinante de interés fusionada a la GST, 

lo que facilita su purificación mediante una cromatografía de afinidad a glutatión (Knaust 

2000). Aunque Rodríguez-Cabrera (2007) reportó la clonación del gene que codifica para la 

TvLEGU-1 en este vector de expresión bacteriano, no logró observar una banda de sobre 

expresión de la TvLEGU-1 en geles de SDS-PAGE, ni se detectó señal de reconocimiento en 

ensayos de WB utilizando el  anticuerpo policlonal anti-TvLEGU-1; adjudicando esto a la 

posible introducción de algún error de la secuencia que codifica para la TvLEGU-1 durante la 

PCR del gen para su clonación en el vector pGEX-6P-1 (Rodríguez-Cabrera 2007b). Para 

descartar esta posibilidad y explorar condiciones de expresión que permitieran obtener la 

TvLEGU-1 en su forma soluble, así como limitar su degradación cuando se expresa en E. coli, 

por lo que se clonó el gen que codifica para la TvLEGU-1 en el vector pGEX-6P-1. 

El gen que codifica para el precursor completo de la TvLEGU-1 se amplificó por PCR 

utilizando DNA genómico de T. vaginalis como DNA molde (Figura 23A). Posteriormente, 

tanto el producto de PCR y el vector pGEX-6P-1 se sometieron a una doble digestión con las 

enzimas BamH I y Not I. Ambas digestiones se corrieron en geles de agarosa para purificar 

tanto la banda correspondiente al gen de la TvLEGU-1 como el plásmido de expresión por el 

método de extracción y purificación de DNA recomendado por el kit “Qiagen gel extraction 

kit”. En la Figura 23B se muestran las bandas correspondientes al fragmento del gen de la 
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TvLEGU-1 (carriles 5-6) y el vector pGEX-6P-1 (carriles 3-4) digeridos y purificados. Estos 

fragmentos se sometieron a una reacción de ligación en una proporción inserto vector de 10:1. 

 

Transformación de células competentes de E. coli y análisis de las clonas recombinantes 

que contienen la construcción pGEX-6P-1-tvlegu-1 

 

Células químicamente competentes de E. coli DH5 se transformaron por choque 

térmico con la mezcla de ligación. De las colonias transformantes que crecieron se 

seleccionaron 5 colonias y el DNA plasmídico de éstas se digirió simultáneamente con las 

enzimas BamH I y Not I. En un gel de agarosa al 1% se observó la liberación de un fragmento 

de aproximadamente 1.2 kb para todas las digestiones del DNA plásmidico de las 5 clonas que 

corresponde al tamaño del gen tvlegu-1 (carriles 4 al 13) y una banda de aproximadamente 5 

kb que corresponde al vector pGEX-6P-1 (Figura 23C). 

Para verificar que la secuencia y el marco abierto de lectura del  gen clonado en el 

vector pGEX-6P-1 correspondía a la secuencia que codifica para la TvLEGU-1 reportada en la 

base de datos del NCBI (Leon-Felix et al. 2004), el DNA plasmídico de la construcción 

pGEX-6P-1-tvlegu-1  de la primera clona positiva (pGEX-6P-1-tvlegu-1-clona 1) se envió a 

secuenciar empleando los oligonucleótidos 5´pGEX y 3´pGEX. Con las secuencias obtenidas, 

tanto del extremo 5´y 3´, se realizó un alineamiento con la secuencia del gen tvlegu-1. Los 

resultados del alineamiento confirmaron que la secuencia del fragmento subclonado 

corresponden a la secuencia que codifica para la TvLEGU-1 (Apéndice IV), además contiene 

las secuencias 5´-GGATCC-3´y 5´-GCGGCCGC-3´, que corresponden a la secuencia de corte 

de las enzimas de restricción BamH I y Not I, respectivamente.  
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Figura 23. Subclonación del gen tvlegu-1 completo en el vector de expresión pGEX-6P-1 

A) Amplificación por PCR del gen tvlegu-1. El fragmento de DNA que codifica para la 

TvLEGU-1 se amplificó por PCR (carril 2) utilizando DNA genómico de T. vaginalis como 

DNA molde. La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 0.8% en amortiguador TBE 

0.5 y se utilizó marcador de tamaño molecular de 1kb “DNA Ladder” (carril 1). 

B) Digestión y purificación del fragmento de DNA que codifica para la TvLEGU-1 y el vector 

de expresión pGEX-6P-1. El fragmento de DNA que codifica para la TvLEGU-1 amplificado 

por PCR (1.2 kb) (carriles 5-6) y el vector de expresión pGEX-6P-1 (4.984 kb) (carriles 3-4) 

se digirieron con las enzimas de restricción NdeI y BamHI, y se purificaron por el método de 

extracción y purificación de DNA recomendado por el kit Qiagen gel extraction kit. La 

electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1.2% en amortiguador TBE 0.5 y se utilizó 

marcador de tamaño molecular de 1kb Plus (carril 1). 

C) Análisis de restricción del DNA plasmídico de las clonas de DH5 transformadas con la 

construcción pGEX-6P-1-tvlegu-1. Doble digestión con las enzimas de restricción BamH I y 

Not I del DNA plasmídico de la construcción pGEX-6P-1-tvlegu-1 de las 5 clonas 

seleccionadas (Clonas 1-5) (Carriles 4-13).  La electroforesis se realizó en un gel de agarosa 

al 1.0% en amortiguador TBE 0.5 y se utilizó marcador de tamaño molecular 1kb Plus 

(carril 1). 
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Expresión de la TvLEGU-1 recombinante en cepa de E. coli BL21(DE3) transformada 

con la construcción pGEX-6P-1-tvlegu-1 

 

Después de confirmada la clonación correcta del gen tvlegu-1 completo en el vector 

pGEX-6P-1, se realizaron ensayos de expresión de la TvLEGU-1 fusionada a la GST en E. 

coli BL21 (DE3). EL peso molecular estimado para la TvLEGU-1 (42.9 kDa) fusionada a la 

GST es de 69.76 kDa (http://www.bi.up.ac.za/cgi-

bin/emboss.pl?_action=input&_app=pepstats). 

En la Figura 24A se muestra el perfil electroforético de la expresión de la proteína 

recombinante GST-TvLEGU-1 (69.76 kDa) de la clona 1 E. coli BL21 (DE3)-pGEX-6P-1-

tvlegu-1, donde se observa la sobre expresión de una proteína de 70 kDa (carril 3) 

correspondiente al tamaño esperado del precursor de la TvLEGU-1 (42.9 kDa) fusionado a la 

GST.  

Las bacterias se lisaron para determinar si la proteína GST-TvLEGU-1 recombinante 

se encontraba en la fracción insoluble y/o soluble. En el análisis por SDS-PAGE al 10 % se 

observa la presencia de un péptido del tamaño esperado (70 kDa), principalmente en la 

fracción insoluble (Figura 24A, carril 4).  

 

Inmunodetección de la GST-TvLEGU-1 expresada en la cepa recombinate de E. coli 

BL21(DE3)-pGEX-6P-1-tvlegu-1 

 

La expresión de la proteína GST-TvLEGU-1 recombinante se comprobó por ensayos 

de WB con los anticuerpos policlonales anti-TvLEGU-1 y anti-GST (Calla-Choque et al. 

2014; Rendón-Gandarilla 2007b).  

En la Figura 24A del gel réplica que se transfirió a una membrana de NC, se observa 

una banda de 70 kDa en el extracto total después de 4 h de inducción (carril 3) y en la 

fracción insoluble (carril 4).  

En el ensayo de WB con el anticuerpo policlonal anti-GST se observó el 

reconocimiento de una banda de 70 kDa (Figura 24B) principalmente en la fracción 

insoluble (carril 4), que corresponde a la GST-TvLEGU-1 recombinante. Además, se observó 

el reconocimiento de una banda de 26 kDa correspondiente a la GST recombinante (carril 1) 

http://www.bi.up.ac.za/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=pepstats
http://www.bi.up.ac.za/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=pepstats
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utilizada como control positivo. Con el anticuerpo policlonal anti-TvLEGU-1 se observó el 

reconocimiento de una banda de 70 kDa (Figura 24C), principalmente en la fracción 

insoluble (carril 4), así como en el extracto total después de 4 h de inducción (carril 3) y en la 

fracción soluble (carril 5). Aunque hubo un reconocimiento en la muestra correspondiente a la 

fracción soluble, al realizar un ensayo de afinidad a una resina de glutatión no hubo unión de 

la proteína recombinante a la resina, lo que sugiere que esta se encontraba en muy baja 

cantidad, por lo cual fue reconocida únicamente mediante el ensayo de WB.  
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Figura 24. Análisis de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante en cepa de E. coli 

BL21(DE3) transformada con la construcción pGEX-6P-1-tvlegu-1 

A) SDS-PAGE al 10% de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante fusionada a la GST. 

Extracto proteico total: de E. coli BL21(DE3)-pGEX-6P-1 que expresa únicamente la GST 

(26 kDa) (1), de E. coli BL21(DE3)-pGEX-6P-1-tvlegu-1 sin inducir (2), inducida a 37°C 

durante 4h con 0.5 mM de IPTG (3); fracción insoluble (4) y fracción soluble (5). Marcador de 

peso molecular Precision Plus Protein Estandar.   

 

B) Ensayo de Western Blot utilizando el anticuerpo policlonal anti-GSTr.  Se observó el 

reconocimiento de un péptido de 26 kDa correspondiente a la GST (Control positivio) (1), 

así como también se reconoció un péptido de 70 kDa en la muestra de la fracción insoluble, 

correspondiente a la expresión de la TvLEGU-1 fusionada a GST (5). 

 

C) Ensayo tipo Western Blot utilizando el anticuerpo policlonal anti-TvLEGU-1r. Se 

corroboró la expresión de la TvLEGU-1 en forma insoluble al reconocerse una banda de 70  

kDa principalmente en la fracción insoluble (5). 
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Expresión de la TvLEGU-1 en E. coli usando el vector pPROEX-HTb 

 

Subclonación del gen completo tvlegu-1 en el vector de expresión pPROEX-HTb 

Aunque los intentos por obtener la TvLEGU-1 recombinante en forma soluble y en su 

conformación nativa en E. coli, utilizando distintos vectores y condiciones de expresión, no 

habían sido satisfactorios, se decidió probar la expresión de la TvLEGU-1 en E. coli utilizando 

el vector pPROEX-HTb. Se consideró trabajar con este vector de expresión con base en el 

reporte de Calla-Choque (Calla-Choque et al. 2014), donde se describe la clonación y 

expresión en forma soluble de la alfa-Actinina TvACTN3 de T. vaginalis utilizando este 

vector. Además, se aprovechó el hecho de que el fragmento del gen tvlegu-1 previamente 

clonado en el vector pGEX-6P-1 se podía subclonar directamente en el vector pPROEX-HTb.  

El fragmento de DNA que codifica para la TvLEGU-1 (1.2 kb) previamente clonado en 

el vector de expresión pGEX-6P-1, se liberó con las enzimas de restricción BamH I y Not I, y 

se subclonó en los mismos sitios del vector de expresión pPROEX-HTb.  

 

Análisis de las clonas recombinantes que contienen la construcción pPROEX-HTb-

tvlegu-1 

 

El análisis de la doble digestión con las enzimas de restricción BamH I y Not I del 

DNA plasmídico de una de las clonas de E. coli DH5  transformadas con la construcción 

pPROEX-HTb-tvlegu-1, muestra la liberación de un fragmento de DNA de aproximadamente 

1.2 kb, que corresponde al tamaño del gen tvlegu-1 (carril 4), y una banda de 

aproximadamente 4.779 kb que corresponde al vector pPROEX-HTb (Figura 25). 
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Figura 25. Análisis de restricción del DNA plasmídico de una de las clonas de E. coli 

DH5 transformadas con la construcción pPROEX-HTb-tvlegu-1 

  

 

Las clonas obtenidas se crecieron en medio líquido, se les extrajo el DNA plasmídico y se 

sometió a una doble digestión con las enzimas de restricción BamHI y NotI (carril 4). 

DNA plasmídico de la construcción pPROEX-HTb-tvlegu-1 sin digerir (carril 3.) La 

electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1.0% y se utilizó marcador de tamaño 

molecular 1kb Plus (carril 1). 
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Expresión de la TvLEGU-1 recombinante en cepa de E. coli SHuffle Express 

transformada con la construcción pPROEX-HTb-tvlegu-1 

 

Una vez que por restricción se confirmó que el gen tvlegu-1 se clonó el vector 

pPROEX-HTb, células químicamente competentes de la cepa SHuffle Express de E. coli se 

transformaron con la construcción pPROEX-HTb-tvlegu-1. La cepa SHuffle Express de E. 

coli es una cepa modificada genéticamente que permite la formación de puentes disulfuro en el 

citoplasma de E. coli. En esta cepa fueron mutados los genes de la Tioredoxin reductasa (trxB) 

y el gen de la glutatión reductasa (gor), permitiendo que las Tioredoxinas permanezcan en su 

estado oxidado y puedan participar en la formación de puentes difusulfuro en las proteínas que 

los requieren (Lobstein et al. 2012). 

Para el ensayo de expresión de la TvLEGU-1 se indujo un cultivo de la cepa 

recombinante E. coli SHuffle Express-pPROEX-HTb-tvlegu-1. En la Figura 26A del perfil 

electroforético de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante se observa la sobre-expresión 

de una proteína de 42 kDa (carril 2) similar al tamaño esperado de la TvLEGU-1 

recombinante. 

También se hizo el fraccionamiento para determinar si la TvLEGU-1 recombinante se 

encontraba en la fracción insoluble y/o soluble. En el gel de poliacrilamida se observa la banda 

del tamaño esperado (42 kDa) en ambas fracciones (Figura 26A, carriles 3 y 4), que se 

confirmo por ensayos de WB con el anticuerpo anti-TvLEGU-1r (Figura 26B). 

 

Inmunodetección de la TvLEGU-1 expresada en la cepa recombinante de E. coli SHuffle 

Express-pPROEX-HTb-tvlegu-1 

 

Al utilizar el anticuerpo policlonal anti-TvLEGU-1 se observa el reconocimiento de 

una banda de 42  kDa (Figura 26B) tanto en el extracto proteico total después de 4 h de 

inducción (carril 2) como en la fracción soluble (carril 4) e insoluble (carril 3). Sin embargo, el 

mayor reconocimiento se observó en el extracto total después de las 4 h de inducción y en la 

fracción insoluble. Aunque hubo un ligero reconocimiento en la fracción soluble, así como un 

reconocimiento la región de 100 kDa. Al realizar un ensayo de purificación por afinidad a 
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histidinas de la fracción soluble no hubo unión de la proteína recombinante a la resina, lo que 

sugiere que ésta se encontraba en muy baja cantidad.  

 

 

Figura 26. Expresión de la TvLEGU-1 en la cepa E. coli SHuffle Express usando la 

construcción pPROEX-HTb-tvlegu-1 

 

 

 

 

 

 

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida.  SDS-PAGE al 10% de la expresión de la 

TvLEGU-1 recombinante en la cepa SHuffle Express de E. coli. SHuffle Express-

pPROTEX-HTb-tvlegu-1 sin inducir (1), inducido a 37°C durante 4 h con 0.5 mM de IPTG 

(2), fracción insoluble (3), fracción soluble (4). Marcadores de peso molecular Precision 

Plus Protein Estandar.   

B) Ensayo de Western Blot con en anticuerpo anti-TvLEGU-1r. Se corroboró la expresión 

de la TvLEGU-1 tanto en el extracto proteico total después de 4 h de inducción (2) como en 

la fracción insoluble (3). 
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Expresión de la TvLEGU-1 en E. coli usando el vector pCri-1b 

 

Subclonación del gen completo tvlegu-1 optimizado (tvlegu-1-opt-e. coli) en el vector de 

expresión pCri-1b 

 

Recientemente en el laboratorio de Biotecnología de Proteínas se adquirió el vector 

pCri-1b (Goulas et al. 2014), que contiene la secuencia codificante para la proteína de unión a 

maltosa (MBP, “maltose binding protein”, por sus siglas en inglés), una proteína que 

promueve el correcto plegamiento de proteínas recombinantes cuando se utiliza como proteína 

de fusión (Sun et al. 2011). Adicionalmente, este vector tiene la secuencia codificante para una 

etiqueta de histidinas (6 × His-tag) que permite purificar la proteína de fusión por afinidad a 

níquel.  

Para probar la expresión de la TvLEGU-1 como una proteína de fusión unida al MBP, 

se clonó el gen tvlegu-1 optimizado con el uso de codones preferenciales para el sistema 

expresión de E. coli (tvlegu-1-opt-e. coli) en el vector pCri-1b. El fragmento de DNA del gen 

tvlegu-1-opt-e. coli liberado del plasmido pUC57-tvlegu-1-e. coli con las enzimas Nde I y 

BamH I se clonó directamente en los mismos sitios del vector de expresión pCri-1b. 

En la Figura 27 se observa la liberación de un fragmento de 1.2 kb de la doble 

digestión con las enzimas de restricción Nde I y BamH I del DNA plasmídico de 3 clonas, que 

corresponde al tamaño del gen tvlegu-1 (carriles 4, 8 y 12) y una banda de 7.2 kb que 

corresponde al vector pCri-1b linearizado. 

  



 134 

Figura 27. Análisis de restricción del DNA plasmídico de las clonas de E. coli DH5 

transformadas con la construcción pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. coli 

  

 

Doble digestión con las enzimas de restricción Nde I y BamH I del DNA plasmídico de la 

construcción pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. coli de 3 clonas seleccionadas (Clonas 1-3) (Carriles 

2-12).  La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1.0% en amortiguador TBE 0.5X 

y se utilizó marcador de tamaño molecular 1kb Plus (carril 1). DNA plasmídico pCri-1b- 

tvlegu-1-opt-e. coli sin digerir (carriles 2, 6 y 10), DNA plasmídico pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. 

coli digerido con la enzima NdeI (linearizado) (carriles 3, 7 y 11), DNA plasmídico pCri-

1b- tvlegu-1-opt-e. coli digerido con las enzimas de restricción NdeI y BamHI (carriles 4, 8 

y 12). pCri-1b-tvlegu-1-opt-e. coli (8.4 kb), pCri-1b (7.2 kb), inserto tvlegu-1-opt-e. coli (1.2 

kb). 
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Expresión de la TvLEGU-1 recombinante en cepa de E. coli SHuffle Express T7 lysY 

transformada con la construcción pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. coli 

 

Una vez que se confirmó que el gen tvlegu-1 se clonó correctamente en el vector pCri-

1b, células químicamente competentes de la cepa SHuffle Express T7 lysY de E. coli se 

transformaron con cada una de las tres construcciones pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. coli obtenidas 

(clona 1-3) (Lobstein et al. 2012). 

Para el ensayo de expresión de la TvLEGU-1 con este vector se indujo con IPTG un 

cultivo de cada clona recombinante E. coli SHuffle Express T7 lysY- pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. 

coli (clona 1-3) y se obtuvieron las fracciones soluble e insoluble. El peso molecular estimado 

para la TvLEGU-1 (42.9 kDa) fusionada al MBP (43.1 kDa) es de 86 kDa 

(http://www.bi.up.ac.za/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=pepstats). 

 Mediante un WB se determinó si la TvLEGU-1 fusionada al MBP recombinante se 

encontraba en la fracción insoluble y/o soluble. En los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE al 

10 %) se observa la presencia de un péptido del tamaño esperado (86 kDa) únicamente en la 

fracción insoluble (Figura 28A, carriles 2, 4 y 6). Por WB utilizando el anticuerpo policlonal 

anti-TvLEGU-1, se observó el reconocimiento de una banda de 86 kDa (Figura 28B) en la 

fracción insoluble (carriles 2, 4 y 6), lo que confirma la expresión recombinante de la MBP-

TvLEGU-1. Nuevamente se obtuvo la TvLEGU-1 recombinante en forma de cuerpos de 

inclusión. Esta proteína podría utilizarse para realizar ensayos de replegamiento in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bi.up.ac.za/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=pepstats
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Figura 28. Expresión de la TvLEGU-1 en la cepa E. coli SHuffle Express T7 lysS usando 

la construcción pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida.  SDS-PAGE al 10% de la expresión de la 

TvLEGU-1 recombinante en la cepa SHuffle Express T7 lysS de E. coli. SHuffle Express- 

pCri-1b- tvlegu-1-opt-e. coli (clona1-3). Fracción soluble (carriles 1, 3 y 5) e insoluble 

(carriles 2, 4 y 6). M, Marcadores de peso molecular Precision Plus Protein standard.   

B) Ensayo de Western Blot utilizando el anticuerpo anti-TvLEGU-1r. Se corroboró la 

expresión de la TvLEGU-1 fusionada a la MBP después de la inducción con IPTG como 

una proteína en formada de cuerpos de inclusión (86 kDa) (carriles 2, 4 y 6). 
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Sumario de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante en el sistema de E. coli 

 

Los ensayos de expresión de la TvLEGU-1 recombinante en el sistema de E. coli, 

probados hasta ahora, resultaron en su obtención como una proteína agregada en forma de 

cuerpos de inclusión, aun cuando se utilizaron algunas estrategias de expresión que ayudan a 

mitigar los problemas de mal plegamiento durante la obtención heteróloga de proteínas en este 

sistema, tales como:  disminución de la temperatura durante la etapa de inducción (Vasina and 

Baneyx 1997), su expresión recombinante como una proteína de fusión a etiquetas que ayudan 

a mejorar la solubilidad (Davis et al. 1999; Esposito and Chatterjee 2006; Kapust and Waugh 

1999) y  la regulación de la tasa de síntesis y expresión del gen para disminuir o evitar su 

expresión basal (Makrides 1996; Studier 2005). En la Tabla 9 se sumariza los resultados de la 

expresión de la TvLEGU-1 en E. coli. 
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Tabla 9. Resultados de la expresión de la TvLEGU-1 en el sistema de expresión bacteriano de E. coli utilizando diferentes 

construcciones y cepas de expresión 

 

 

Construcción Cepa de E. coli Etiqueta Expresión Purificación Replegamiento 

tvlegu-1-pET-

21b (+) 
C41(DE3) / pREP-4 6 × His 

Soluble: 

procesamiento y/o 

degradación 

C.I. 

Afinidad a níquel 

 

+ 

tvlegu-1-pGEX-

6P-1 
BL21(DE3) 

Glutatión -  S - 

transferasa 

(GST) 

C.I. 
Afinidad a 

glutatión 

 

- 

tvlegu-1-

pPROEX-HTb 
SHuffle Express 6 × His C.I. Afinidad a níquel 

- 

tvlegu-1-opt-e. 

coli-pCri-1b. 

SHuffle Express T7 

lysS 

6 × His y 

proteína de 

unión a maltosa 

(MBP) 

C.I. 
Afinidad a 

maltosa y níquel 

 

+ 



 139 

Expresión de la TvLEGU-1 en el sistema de expresión de P. pastoris 

Subclonación del gen nativo tvlegu-1 en el vector de expresión pPICZB 

 

En el 2008 Götz y col. (Gotz et al. 2008) reportaron la clonación del gen nativo 

tvlegu-1 en el vector pPICZB para la expresión heteróloga de la TvLEGU-1 recombinante 

en el sistema de expresión de P. pastoris. Por medio de la comparación de aminoácidos de 

la TvLEGU-1 mediante un alineamiento con las secuencias reportadas en la base de datos 

para los zimógenos de la legumaína de humano y del parásito S. mansoni, se estimó que el 

sitio de inicio del zimógeno de la TvLEGU-1 comienza a partir de la glutamina localizada 

en la posición cinco (Gln5, Q5) del N-terminal de la secuencia aminoacídica (Gotz et al. 

2008). Por esta razón en el presente trabajo se diseñó un iniciador directo (5´→3´) (Tabla 

3) para amplificar el gen nativo tvlegu-1 sin los primeros 15 nucleótidos que codifican para 

los aminoácidos comprendidos entre la Met1 y la Lys5. El producto de amplificación a 

partir de una reacción de PCR de aproximadamente 1.2 kb (Figura 29), utilizando DNA de 

T. vaginalis como molde, se cortó y purificó para su posterior clonación en el vector de 

expresión pPICZB (Invitrogen). El vector pPICZB, con un tamaño de 3.593 kb, se usa 

para expresar y secretar proteínas recombinantes en P. pastoris. Las proteínas 

recombinantes se expresan como proteínas fusionadas en su extremo amino terminal a la 

secuencia señal del factor alfa de apareamiento (-MF, por sus siglas en inglés, con un 

tamaño de 10 kDa) de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Figura 15). 
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Figura 29. Amplificación por PCR del gen tvlegu-1   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El fragmento amplificado por PCR que codifica para el precursor de la TvLEGU-1 

de T. vaginalis digerido con las enzimas Pst I y Not I, se subclonó en el vector pPICZB 

previamente digerido con las mismas enzimas, para obtener la construcción pPICZB-

tvlegu-1. La mezcla de ligación vector-inserto se transformó en E. coli DH5 y se crecieron 

en placas de LB-agar-Zeocina (25 g/mL). Con el DNA plasmídico de la construcción 

pPICZB-tvlegu-1 se realizó una doble digestión con las enzimas Pst I y Not I y se observó 

un fragmento ~1.2 kb y una banda de ~3.6 kb, correspondiente al ORF del precursor de la 

TvLEGU-1 y al vector pPICZB, respectivamente (Figura 30, carril 3). En la digestión 

con la enzima HindIII se observaron dos fragmentos de ~0.8 y de ~3.8 kb (carril 4) y al 

digerir con la enzima Sac I se linearizó la construcción pPICZB-tvlegu-1, observandose 

una banda de ~4.8 kb (carril 5).   

 

Un fragmento de DNA que codifica para la TvLEGU-1 se amplificó por PCR (carril 2) 

utilizando DNA genómico de T. vaginalis como DNA molde. La electroforesis se 

realizó en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 0.5 y se utilizó marcador de 

tamaño molecular de 1kb DNA Ladder (carril 1). 

3.0_ 

2.0_ 

1.5_ 

1.0_ 

0.5_ 

kb 

_tvlegu-1 

1        2                       



 141 

Figura 30. Análisis de restricción del DNA plasmídico de las clonas de DH5 

transformadas con la construcción pPICZB-tvlegu-1 

 

 

 

  

El DNA plasmídico de una de las clonas se sometió a una doble digestión con las 

enzimas de restricción PstI y NotI para liberar un fragmento de ~1.2 kb que corresponde 

al ORF del gen tvlegu-1 (carril 4). La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 

1.0% en amortiguador TBE 0.5 y se utilizó marcador de tamaño molecular 1kb Plus 

(carril 1). La digestión con la enzima HindIII generó dos fragmentos ~0.8 kb y uno de 

~3.8 kb (carril 4). Digestión con la enzima SacI se linearizó la construcción pPICZB-

tvlegu-1 de ~4.8 kb (carril 5).   

1          2           3          4          5              
kb 
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Secuenciación del DNA plasmídico de la construcción pPICZB-tvlegu-1 

 

Una vez que se comprobó por un análisis de restricción la presencia del fragmento 

que codifica para el precursor de la TvLEGU-1 de T. vaginalis, el vector de expresión 

pPICZB-tvlegu-1 se envió a secuenciar con los oligonucleótidos 5´AOX1 y 3´AOX1. La 

secuencia obtenida de los electroferográmas enviados por el Laboratorio de Biología 

Molecular del Instituto de Biología de la UNAM se comparó con la secuencia nucleotídica 

del gen nativo tvlegu-1 reportada en la base de datos del NCBI (Leon-Felix et al. 2004) y se 

comprobó que efectivamente se tenía clonado el fragmento de interés en el vector 

pPICZB (Apéndice V). 

 

Transformación de la levadura P. pastoris X-33 con la construcción pPICZB-tvlegu-1 

Esferoplástos de la levadura P. pastoris X-33 se transformaron con 

aproximadamente 3.5 g del DNA plasmídico de la construcción pPICZB-tvlegu-1 

previamente digerida con la enzima de restricción Sac I. Las clonas transformantes se 

seleccionaron por resistencia a Zeocina en placas que contenían YPD-agar-Zeocina (100 

g/mL). A una de las transformantes que presentó resistencia a Zeocina se realizó un 

análisis de PCR, utilizando los oligos 5´AOX1, 3´AOX1 y -Factor. 

El análisis de PCR de P. pastoris X-33 transformada con la construcción pPICZB-

tvlegu-1 para la expresión de la TvLEGU-1 reveló un fragmento de ~1.4 kb en un gel de 

agarosa al 1% utilizando los oligos -Factor y 3´AOX1 (Figura 31, carril 2). Este resultado 

está de acuerdo con la distancia calculada de 1457 pb entre el sitio de alineamiento del 

oligo -Factor y 3´AOX1 en la construcción pPICZB-tvlegu-1, que corresponde al 

tamaño del gen nativo tvlegu-1 fusionado a la secuencia nucleotídica que codifica para la 

secuencia señal del -Factor de S. cerevisiae (Figura 31, carril 4) cuando se utilizó la 

construcción pPICZB-tvlegu-1 como DNA molde en la PCR, este patrón no se observó al 

correr la reacción de PCR donde se utilizó DNA cromosómico de P. pastoris X-33 sin 

transformar (Figura 31, carril 3). Junto con la resistencia a Zeocina observada, esto indica 

una exitosa integración de la construcción en el DNA cromosómico de P. pastoris. 



 143 

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa del análisis de PCR de P. pastoris X-33 

transformada con la construcción pPICZB-tvlegu-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gel de agarosa al 1% para analiza el poductor de PCR de 1.4 kb (distancia calculada de 

1457 pb entre el sitio de alineamiento de los oligonucleótidos directo -Factor y reverso 

3´AOX1 que corresponde a la secuencia nucleotídica que codifica para la secuencia 

señal del -Factor de  S. Cerevisiae fusionada al gen nativo tvlegu-1) al utilizar DNA 

genómico de la clona recombinante de P. pastoris X-33 transformada con la 

construcción pPICZB-tvlegu-1  (carril 2) y DNA plasmídico de la construcción 

pPICZB-tvlegu-1 (control positivo) (carril 4). No se observo ninguna banda al correr 

el producto de PCR donde se utilizó DNA genómico de P. pastoris X-33 sin transformar 

(control negativo) (carril 3). Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (carril 

1). 
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Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en la transformante P. pastoris X-33-

pPICZB-tvlegu-1 

 

Para evaluar la expresión y secreción de la TvLEGU-1 en P. pastoris utilizando la 

secuencia señal del -Factor de S. cerevisiae, una de las clonas de P. pastoris X-33 

transformada con la construcción pPICZB-tvlegu-1 se indujo con metanol durante 48 h. 

Así mismo, una colonia de la cepa nativa P. pastoris X-33 se creció e indujo bajo las 

mismas condiciones (control negativo de expresión de la TvLEGU-1), se tomaron muestras 

del sobrenadante libre de células y se realizó un análisis de proteínas mediante SDS-PAGE 

para detectar la expresión y secreción de la TvLEGU-1, para su posterior purificación y 

caracterización. En un primer análisis de SDS-PAGE no se logró observar la sobre-

expresión de TvLEGU-1 en la muestra del sobrenadante de la clona transformante (datos 

no mostrados), por lo que fue necesario concentrar la proteína del sobrenadante por 

precipitación con TCA al 10% y se analizó por SDS-PAGE.  

Como se puede observar en el carril 2 de la Figura 32A hay una doble banda de 

aproximadamente 42 kDa, que posiblemente corresponde a la sobre-expresión de la 

TvLEGU-1 en P. pastoris. Este tamaño corresponde con el tamaño de la TvLEGU-1 

recombinante completa obtenida en E. coli en forma de cuerpos de inclusión usado como 

control (Figura 32A, carril 3). 

 

Ensayo tipo “Western blot” para confirmar la presencia de la TvLEGU-1 en el 

sobrenadante de P. pastoris X-33 pPICZB-tvlegu-1 

 

Para comprobar la expresión de la TvLEGU-1 recombinante en la levadura P. 

pastoris, se realizó un ensayo de WB con los anticuerpos policlonales anti-péptido-

TvLEGU-1 generados contra el péptido NEVVAPKADAKI contenido en la secuencia 

proteica de la TvLEGU-1. En la Figura 32A se muestra el patrón proteico de lo que se 

transfirió a una membrana de nitrocelulosa para el ensayo. En la Figura 32B, se observa 

que la muestra de la TvLEGU-1 expresada como cuerpos de inclusión en E. coli (control 

positivo) presentó un fuerte reconocimiento con los anticuerpos anti-péptido (carril 3), 

mientras que se observó un reconocimiento débil con la proteína con la proteína de P. 
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pastoris (carril 2). Estos resultados indican que la expresión y secreción de la TvLEGU-1 

se pudo ver afectada por las condiciones de cultivo ensayadas, a pesar de que se utilizó la 

secuencia señal del factor alfa de apareamiento (-MF, por sus siglas en inglés) de la 

levadura Saccharomyces cerevisiae.  

Uno de los parámetros importantes para la eficiente expresión en el sistema de 

expresión de P. pastoris es la adecuada oxigenación del medio durante la inducción con 

metanol, por lo que se recomienda el uso de matraces Erlenmeyer bafleados. Por lo tanto, 

posiblemente la poca o nula oxigenación durante la inducción, pudo ser una de las razones 

por las cuales no se logró observar con claridad la presencia de la TvLEGU-1 en el 

sobrenadante de P. pastoris X-33 pPICZB-tvlegu-1cuando se indujo con metanol al 0.5%, 

dado que el cultivo se realizó en matraces convencionales (sin bafles). 
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Figura 32. Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en la transformante P. pastoris 

X-33-pPICZB-tvlegu-1 

 

  

Inducción de la expresión de la TvLEGU-1 en el sistema de P. pastoris a escala de 2L 

 

El escalamiento del proceso de expresión en P. pastoris, de matraz agitado a 

fermentador, incrementa hasta diez veces la producción de la proteína recombinante (Li et 

al. 2007). Esto se debe principalmente a la capacidad que tiene la levadura para crecer en 

altas densidades celulares cuando se cultiva en fermentador, además de que parámetros 

tales como la temperatura, aeración (demanda de oxígeno), pH y la alimentación del 
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A) SDS-PAGE al 10% de la proteína secretada durante la indución con metanol al 0.5% 

de las levaduras: P. pastoris X-33 (carril 1) y la transformante P. pastoris X-33-

pPICZB-tvlegu-1 (carril 2); así como de la TvLEGU-1 expresada en E. coli en forma 

de cuerpos de inclusión utilizada control positivo (carril 3). Marcadores de peso 

molecular Precision Plus Protein Estandard.   

B) Ensayo de Western Blot con el anticuerpo policlonal anti-TvLEGU-1r para la 

inmunodetección de la TvLEGU-1.  
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metanol pueden ser controlados (Cereghino et al. 2002).  Por lo que, en esta etapa del 

presente trabajo se cultivó la clona P. pastoris X-33 pPICZB-tvlegu-1 en un fermentador 

de 2L (Applikon Biotechnology) para llevar a cabo la inducción de la expresión de la 

TvLEGU-1. El proceso básicamente comprendió dos etapas: una etapa de lote (batch) 

utilizando glicerol como fuente de carbono, seguida de la etapa de inducción con la adición 

de metanol por lote alimentado (fed-batch). Durante la primera etapa se permitió al cultivo 

crecer a una velocidad máxima de crecimiento, con el objetivo de obtener una alta densidad 

celular (O.D. 600nm  100) y 24 h después se inició la fase de inducción con la adición de 

metanol (6.5 mL/Lh), durante la cual se buscó la expresión y secreción de laTvLEGU-1 al 

medio de cultivo.  

En la Tabla 10 se presentan algunos de los parámetros que se controlaron durante la 

inducción de la expresión de la TvLEGU -1 en P. pastoris a una escala de 2L. Para el 

control de estos parámetros se utilizó un controlador Applikon ADI 1030; siendo el 

porcentaje de oxígeno disuelto uno de los parámetros más críticos durante la inducción con 

metanol al utilizar P. pastoris (Cereghino et al. 2002). Como se muestra en la Figura 33, el 

porcentaje de oxígeno disuelto se logró controlar por cerca del valor del setpoint (20%), 

esto fue posible al mantener una agitación entre 700 y 1000 rpm, así como con la adición de 

una mezcla de oxígeno puro y aire a un flujo de entre 1-1.5 y 0.2-0. vvm, respectivamente.  

 

Tabla 10. Parámetros que se controlaron durante la inducción de la expresión de la 

TvLEGU -1 en el sistema de expresión de P. pastoris a una escala de 2L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parámetro Setpoint 

Temperatura (ºC) 30 

pH 6.0 

Oxígeno disuelto (%) 20 

Agitación (rpm) 700-1000 

Flujo de aire (vvm) 1-1.5 

Flujo de oxígeno (vvm) 0.2-0.5 

Metanol (mL/Lh) 6.5 

Densidad óptica O.D. 600nm 100 
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Figura 33. Perfil de agitación y oxígeno disuelto durante la inducción de la expresión 

de la TvLEGU -1 en P. pastoris a una escala de 2L 

 

 

  

 

El porcentaje de oxígeno disuelto se controló cerca del valor del setpoint (20%), esto fue 

posible al mantener una agitación entre 700 y 1000 rpm, así como con la adición de una 

mezcla de oxígeno puro y aire a un flujo de entre 1-1.5 y 0.2-0. vvm, respectivamente.  
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Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en P. pastoris a escala de 2L 

 

Después de haber transcurrido 60 h de inducción con metanol, cabría esperar que la 

expresión y por ende la secreción de la TvLEGU-1 utilizando la construcción pPICZB-

tvlegu-1 mejorara al haber controlado y mantenido la demanda de oxígeno durante la etapa 

de inducción de la expresión (  20% oxígeno disuelto)(Macauley-Patrick et al. 2005); sin 

embargo, la sobre-expresión de un péptido de 55 kDa (TvLEGU-1 fusionada al -MF de 

Sacharomyces cerevisiae) en la muestra de la fracción insoluble de la cepa recombinante P. 

pastoris X-33-pPICZB-tvlegu-1 (Figura 34A, carril 5) y su inmunodetección mediante un 

ensayo de WB utilizando anticuerpos policlonanes anti-TvLEGU-1 (Figura 34B, carril 5), 

sugiere que bajo las condiciones ensayadas se mejoró la expresión de la TvLEGU-1, no así 

su correcto procesamiento (eliminación del -MF) y  por ende su secreción al medio de 

cultivo. 
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Figura 34. Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en P. pastoris a escala de 2L 

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida de la expresión de la TvLEGU-1 en P. pastoris a 

escala de 2L. En el SDS-PAGE  al 10% se muestra el sobrenadante de la cepa nativa X-33 

de P. pastoris (carril 3) utilizando metanol al 0.5% como fuente de carbono; de la fracción 

insoluble (carril 2) y fracción soluble (carril 3) de la biomasa de P. pastoris X-33; 

sobrenadante  del cultivo después de la indución con metanol de la cepa P. pastoris X-33-

pPICZB-tvlegu-1 en el fermentador Applikon de 2 L (carril 7), así como muestras  de la 

fracción soluble (carril 6) e insoluble (carril 5) de la pastilla celular de esta cepa 

recombinante. Marcadores de peso molecular Precision Plus Protein Estandar (carril 1). 

Control positivo de TvLEGU-1 (42 kDa) expresada como cuerpos de inclusión en E. coli 

(carril 9). 

B) Ensayo de WB con el anticuerpo anti -TvLEGU-1r para la inmunodetección de la 

TvLEGU-1 expresada en P. pastoris. 

 

  



 151 

 

 

 

 

 

 

  

 

kDa 

100_ 

250_ 

50_ 

37_ 

25_ 

150_ 

75_ 

 1       2       3       4       5       6       7       8        9 

A 

_55 kDa 

_42 kDa 

 

kDa 

100_ 

250_ 

50_ 

37_ 

25_ 

150_ 

75_ 

 1       2       3       4       5       6       7       8        9 

B 

_55 kDa 

_42 kDa 



 152 

Obtención del vector de expresión pPICZB-MAT:  57-70 para el sistema de P. 

pastoris 

 

Aunque el -MF de Saccharomyces cerevisiae es uno de los péptidos señal 

comúnmente más utilizados en P. pastoris, es evidente que en el caso de la expresión de la 

TvLEGU-1 fusionada a este péptido señal posiblemente esté ocasionando su retención en el 

retículo endoplasmático (ER) o el complejo de Golgi de la levadura (Allison and Young 

1989). Se piensa que el correcto plegamiento y secreción de la proteína cargo en algunos 

casos se ven restringidos debido a la naturaleza hidrofóbica de los aminoácidos 

comprendidos entre la Asn57 y la Ile70, que conforman la tercera alfa hélice del -MF (Lin-

Cereghino et al. 2013). Algunas de las estrategias utilizadas para mejorar la secreción al 

utilizar este péptido señal involucran su modificación mediante la deleción de la secuencia 

de nucleótidos que codifican para estos aminoácidos (Lin-Cereghino et al. 2013). Se ha 

reportado que con la remoción de esta alfa hélice (MAT:  57-70) se aumenta hasta en un 

50% la secreción de la lipasa B de Candida antarctica y de la peroxidasa de rábano (HRP) 

en P. pastoris (Lin-Cereghino et al. 2013).  

Por lo tanto, con el objetivo de determinar si la remoción de la tercera alfa hélice del 

-MF contribuye al correcto procesamiento y secreción de la TvLEGU-1 en P. pastoris, se 

expresó la TvLEGU-1 fusionada al péptido señal modificado MAT:  57-70, que tiene 

deletados los nucleótidos que codifican para los aminoácidos Asn57 y la Ile70 del -MF de 

Saccharomyces cerevisiae. Para lograr este objetivo se diseñaron los iniciadores directo (5´-

GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´) y reverso (5´-

CTGCAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCGAGAG- 3´) para amplificar la secuencia de DNA 

que codifica para el péptido señal modificado MAT:  57-70, contenida en el vector 

MATalpha 57-70/HRP (Figura 17). Una alícuota de este vector fue amablemente donado 

por la Dra.  Joan Lin-Cereghino de la Universidad del Pacífico (California, USA) (Lin-

Cereghino et al. 2013). El producto de la amplificación a partir de una reacción de PCR, de 

aproximadamente 0.315 kb, utilizando DNA plasmídico del vector MAT 57-70/HRP 

como molde, se cortó de un gel de agarosa al 1% y se purificó, para posteriormente 

utilizarlo para sustituir la secuencia del -MF de Saccharomyces cerevisiae (0.34 kb) 

contenida en el vector expresión pPICZB (Invitrogen).  
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Para sustituir la secuencia de nucleótidos del -MF de Saccharomyces cerevisiae 

por la secuencia que codifica para el péptido señal modificado MAT:  57-70, 

primeramente, mediante la digestión del vector pPICZB con las enzimas de restricción 

Hind III y Pst I se liberó la secuencia de nucleótidos del -MF de Saccharomyces 

cerevisiae (0.34 kb), y el fragmento correspondiente al plásmido pPICZB se cortó de un gel 

de agarosa al 1% y se purificó.  

El fragmento amplificado por PCR que codifica para el péptido señal modificado 

MAT:  57-70 (0.315 kb) digerido con las enzimas Hind III y Pst I, se subclonó en el 

vector pPICZB previamente digerido con las mismas enzimas, para obtener la 

construcción pPICZB-MAT:  57-70. La mezcla de ligación vector-inserto se transformó 

en E. coli DH5 y se plaquearon en LB-agar-Zeocina (25 g/mL). Las clonas de E. coli 

DH5 que presentaron resistencia a Zeocina se crecieron en medio líquido LB-Zeocina (25 

g/mL) para purificar DNA plasmídico y realizar una digestión con enzimas de restricción 

para corroborar la presencia del inserto de interés. 

 Al realizar una doble digestión del DNA plasmídico de la construcción pPICZB-

MAT:  57-70 con las enzimas Hind III y Pst I se liberó un fragmento de 0.315 kb y una 

banda de 3.257 kb, del fragmento del MAT:  57-70 y del vector pPICZB, 

respectivamente (Figura 35, carril 2).  

El vector de expresión pPICZB-MAT:  57-70 se secuenció con el 

oligonucleótido 3´AOX1. La secuencia obtenida se comparó con la secuencia nucleotídica 

del MAT 57-70/HRP (Lin-Cereghino et al. 2013) (Apéndice VI) y se comprobó la 

clonación del fragmento de interés en el vector pPICZB (Apéndice VII). 
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Figura 35. Análisis de restricción del DNA plasmídico de los vectores de expresión 

pPICZB y pPICZB-MAT:  57-70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Doble digestión del DNA plasmídico de los vectores de expresión pPICZB y pPICZB-

MAT:  57-70 con las enzimas de restricción Hind III y Pst I para liberar un fragmento 

de 0.34 y 0.315 kb, del fragmento que codifica para el -MF de Saccharomyces 

cerevisiae (carril 1) y del péptido señal modificado MAT:  57-70 (carril 2), 

respectivamente; La banda de ~3.257 kb corresponde al vector pPICZB (carril 1 y 

carril 2).  La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 2% en amortiguador TBE 

0.5 y se utilizó marcadores de tamaño molecular 1kb Plus (carril M).  
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Subclonación del gen nativo tvlegu-1 en el vector de expresión pPICZB-MAT:  57-

70  

Para subclonar el gen nativo tvlegu-1 en el vector de expresión pPICZB-MAT:  

57-70, primeramente, se digirió el vector pPICZB-tvlegu-1 con las enzimas de restricción 

Pst I y Not I, el fragmento de DNA liberado (1.2 kb) que codifica para la TvLEGU-1, se 

cortó de un gel de agarosa al 1% y se purificó para su posterior clonación en el vector de 

expresión pPICZB-MAT:  57-70 previamente digerido con las enzimas PstI y NotI, para 

obtener la construcción pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1. La mezcla de ligación vector-

inserto se transformó en células de E. coli DH5 y se crecieron en placas de LB-agar-

Zeocina (25 g/mL). Las clonas de E. coli DH5 que presentaron resistencia a Zeocina se 

crecieron en medio líquido LB-Zeocina (25 g/mL), se purificó el DNA plasmídico y se 

realizó una digestión con enzimas de restricción Pst I y Not I para corroborar la presencia 

del inserto de interés.  

En la Figura 36 se observa el análisis de restricción con las enzimas Pst I y Not I 

del DNA plasmídico de la construcción pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 de las clonas 

que presentaron la liberación un fragmento de ~1.2 kb y una banda de ~3.6 kb, del 

precursor de la TvLEGU-1 y del vector pPICZB, respectivamente (carril 3). 
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Figura 36. Análisis de restricción del DNA plasmídico de la construcción pPICZB-

MAT:  57-70 -tvlegu-1 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expresión de la TvLEGU-1 fusionada al péptido señal modificado MAT:  57-70 en 

P. pastoris 

 

La biomasa obtenida del crecimiento de una colonia de P. pastoris X-33 

transformada con la construcción pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 en el medio BMGY se 

resuspendió en el medio BMMY en un matraz Erlenmeyer de 1 L y se incubó a 30 ºC y 250 

rpm. La inducción de la expresión se llevó a cabo con metanol a una concentración final de 

0.5% (v/v) cada 24 h durante 48 h. Así mismo, una colonia de la cepa nativa P. pastoris X-

33 se creció e indujo bajo las mismas condiciones (control negativo de expresión de la 

TvLEGU-1). 

 

Una de las clonas obtenidas se creció en medio líquido LB, se le extrajo el DNA 

plasmídico y se sometió a una doble digestión con las enzimas de restricción PstI y NotI 

para liberar un fragmento de 1.2 kb que corresponde al ORF del gen tvlegu-1 (carril 3). 

En el carril 2 se muestra la construcción pPICZB-MAT:  57-70 -tvlegu-1sin digerir. 

La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1.0% en amortiguador TBE 0.5 y se 

utilizaron marcadores de tamaño molecular 1kb Plus (carril M). 
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Del cultivo de la cepa transformante P. pastoris X-33-pPICZB-MAT:  57-70-

tvlegu-1 inducida con metanol durante 48 h se tomó una alícuota del sobrenadante libre de 

células y se analzó por SDS-PAGE la presencia de la TvLEGU-1 (42 kDa). Por SDS-

PAGE (Figura 37A) no se logró observar ningún péptido del tamaño esperado (42 kDa), 

que pudiera corresponder a la sobre-expresión de TvLEGU-1 en la muestra del 

sobrenadante del la clona transformante P. pastoris X-33 pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-

1; sin embargo se observó la presencia de un péptido de aproximadamente 75 kDa (Figura 

37A, carril 6) que podría corresponder a la TVLEGU-1 con algún tipo de modificación y/o 

procesamiento, por lo que se realizó un ensayo de WB para confirmar que si esta proteína 

de alto peso estaba relacionada con la TvLEGU-1. 

 

Ensayo de “Western blot” para confirmar la presencia de la TvLEGU-1 en el 

sobrenadante de P. pastoris X-33 pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 

 

Para determinar que el péptido de 75 kDa del sobrenadante del cultivo de la cepa 

transformante P. pastoris X-33 pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 inducida con metanol 

esta relacionado a la TvLEGU-1, se realizó un ensayo de WB utilizando el anticuerpo 

monoclonale anti-His(C-term)-HRP. En la Figura 37A se muestra el patrón proteico de las 

muestras transferidas a una membrana de nitrocelulosa para el ensayo de WB. La Figura 

37B muestra que el anticuerpo anti-His(C-term)-HRP no reaccionó con el péptido de 75 

kDa observado en el sobrenadante (carril 6). Estos resultados indican que dicho péptido 

podría corresponder a alguna proteína de la levadura que se secreta en las condiciones de 

expresión utilizadas. En su lugar, se observó el reconocimiento de una banda de 50 kDa 

(TvLEGU-1 fusionada al péptido señal modificado MAT:  57-70), así como otras 

bandas de menor tamaño que podían corresponder a productos del posible procesamiento 

y/o degradación, en la muestra de la fracción insoluble de la cepa recombinante P. pastoris 

X-33-pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 (carril 8). De igual manera, por WB también se 

observó un reconocimiento débil de un péptido de ~50 kDa en la fracción soluble (carril 7). 

Estos resultados sugieren que aunque la TvLEGU-1 fusionada al péptido señal modificado 

MAT:  57-70 (50 kDa) se transloca del citosol al retículo endoplásmatico (ER), al igual 
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que la TvLEGU-1 fusionada al -MF (55 kDa), no se procesa correctamente y 

posiblemente sea la causa de su retención dentro de la levadura (Figura 37B, carril 8). 
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 Figura 37. Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 fusionada al péptido señal 

modificado MAT:  57-70 en P. pastoris 

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida de la expresión de la TvLEGU-1 fusionada al 

péptido señal modificado MAT:  57-70 en P. pastoris. En el gel (SDS-PAGE  al 10%): 

Patrón de proteínas secretadas (sobrenadante) durante el cultivo de la cepa nativa X-33 de 

P. pastoris (carril 2) utilizando metanol al 0.5% como fuente de carbono; así como la 

fracción soluble (carril 3) e insoluble (carril 4) de la biomasa de esta cepa.  Patrón de 

proteínas secretadas al medio de cultivo después de la indución con metanol de la cepa P. 

pastoris X-33-pPICZB-MAT:  57-70-tvlegu-1 (carril 6); fracción soluble (carril 7) e 

insoluble (carril 8) de la biomasa de esta cepa recombinante. Marcadores de peso 

molecular Prescision Plus Protein Estandar (carril 1). Control positivo de TvLEGU-1 (42 

kDa) expresada como cuerpos de inclusión en E. coli (carril 9). 

B) Ensayo de Western Blot de un duplicado de (A) utilizando el anticuerpo monoclonal 

anti-anti-His(C-term)-HRP. 
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Optimización del gen tvleglu-1 de T. vaginalis de acuerdo con el uso de codones 

preferenciales de P. pastoris  

 

Con el objetivo de mejorar la expresión heteróloga de genes, se han desarrollado 

muchas estrategias que incluyen el aumentar el número de copias de los genes heterólogos, 

utilizar un péptido señal adecuado en el vector de expresión, así como la optimización de 

las condiciones de cultivo (Ramon et al. 2007). Sin embargo, estas estrategias de 

optimización no siempre resultan en una alta producción de proteína recombinante como se 

pudiera esperar. Se ha demostrado que la diferencia en el uso de codones entre la levadura 

y la secuencia nativa del gen heterólogo tiene un impacto significativo en la expresión de la 

proteína recombinante. En algunos casos, las proteínas recombinantes se logran expresar 

después de la optimización de codones para P. pastoris. En algunos otros, los rendimientos 

de producción de la proteína recombinante aumentan un par de veces gracias a la 

optimización de codones  (Teng et al. 2007; Xiong et al. 2006). Por lo tanto, con el objetivo 

de explorar condiciones que permitan expresar y secretar correctamente la TvLEGU-1 en 

P. pastoris, en esta parte del trabajo se optimizó el uso de codones preferenciales de P. 

pastoris en la secuencia del gen nativo tvlegu-1 que codifica para la CP de tipo legumaína 

TvLEGU-1 de T. vaginalis. 

La secuencia del gen nativo (tvlegu-1, No. acceso del GenBank: AY326446; 

TVAG_426660) (Leon-Felix et al. 2004) de 1167 pb codifica para una proteína de 388 

aminoácidos (aa). De acuerdo con el uso de codones preferenciales de P. pastoris 

(http://www.kazusa.or.jp/codon/), la secuencia del gen nativo tvlegu-1 de T. vaginalis 

contiene algunos codones que raramente son utilizados por la levadura, por ejemplo, GGC 

(Gly), CTC/TTA (Leu), AGG/CGT (Arg), AGC (Ser), GTA (Val), de los cuales algunos se 

utilizan en menos del 15% (Apéndice VIII). Además, estos codones podrían encontrarse 

formando grupos de codones consecutivos que podría resultar en un bajo nivel de expresión 

en P. pastoris (Apéndice IX) .  

Para resolver este problema, el ORF del gen que codifica para la TvLEGU-1 se 

optimizó de acuerdo con el uso de codones preferenciales de P. pastoris y se ordenó el gen 

sintético a la compañía GenScript (Piscataway, NJ, USA) sin ninguna secuencia señal 

adicional y con los sitios de restricción Kpn I (GGTACC) y Not I (GCGGCCGC) que 

http://www.kazusa.or.jp/codon/
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flanquean la secuencia del gen optimizado. Además, se eliminaron otros sitios de 

restricción presentes en el gen que comúnmente se utilizan en el proceso de clonación del 

gen y que están contenidos en los diversos vectores de expresión comerciales (para la 

secuencia ver, Apéndice X).  

Al mismo tiempo, GenScript (Optimum GeneTM Optimization) ajustó el contenido 

G+C de un 49 a 41.58%; éste último se considera el más cercano en comparación al 

contenido de G+C reportado para el genoma de P. pastoris de 41.1% (De Schutter et al. 

2009). De los 1167 nucleótidos que codifican para la TvLEGU-1, 253 nucleótidos (4.6%) 

se remplazaron en la secuencia del gen nativo, por lo que la secuencia de nucleótidos del 

gen optimizado (tvlegu-1 opt) comparte un 78.4% de identidad de nucleótidos con la 

secuencia del gen nativo (tvlegu-1 wt). El índice de adaptabilidad de codones (CAI, por sus 

siglas en inglés) en P. pastoris se incrementó de 0.73 a 0.83 para el gen de la tvlegu-1. Un 

CAI de 1.0 se considera perfecto en el organismo de expresión deseado y un CAI0.8 es 

considerado como bueno, en términos de altos niveles de expresión. 

 

Recuperación del vector pUC57-tvlegu-1-opt 

 

El gen sintético tvlegu-1-opt optimizado con el uso de codones preferenciales de P. 

pastoris que codifica para la TvLEGU-1, se clonó en los sitios EcoRV del vector pUC57 

(vector de clonación en E. coli) por GenScript (Piscataway, NJ, USA) (Apéndice XI).  

El DNA plasmídico (DNAp) de la construcción pUC57-tvlegu-1-opt se envió en 

papel filtro por la compañía GenScript en condiciones estériles para su protección contra 

cualquier contaminación. El DNAp se recuperó del papel filtro con la adición de agua 

grado biología molecular. Posteriormente, la construcción se transformó en células 

competentes E. coli DH5, las clonas seleccionadas se congelaron para su preservación en 

glicerol y se obtuvo DNAp para los experimentos subsecuentes. En la Figura 38 se muestra 

el análisis de restricción de la construcción pUC57-tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I y 

Not I, para confirmar la presencia del gen tvlegu-1-opt de 1.167 kb. 
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Figura 38. Análisis de restricción de la construcción pUC57-tvlegu-1-opt para 

confirmar la presencia del gen tvlegu-1-opt   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clonación del gen tvlegu-1-opt que codifica para la TvLEGU-1 para su expresión de 

manera intracelular en P. pastoris 

 

Aunque se ha reportado que la TvLEGU-1 está presente tanto en el citoplasma, 

organelos, así como en la superficie de T. vaginalis,  a la fecha no se conoce su vía de 

secreción (Rendón-Gandarilla et al. 2013) y mediante el uso del servidor  SignalP 4.0 no se 

identificó  la existencia de algún péptido señal canónico en su secuencia, por lo que una 

alternativa para obtener la TvLEGU-1 en su conformación nativa utilizando el sistema de 

P. pastoris era expresándola en forma intracelular. En esta parte del trabajo se diseñaron los 

 

El gel de agarosa al 1% del DNA plasmídico pUC57-tvlegu-1-opt sin digerir (carril 

1) y el DNA plasmídico pUC57-tvlegu-1-opt digerido con las enzimas de restricción 

Kpn I y Not I (carril 2), para liberar el inserto de 1.167 kb del gen tvlegu-1-opt. El 

fragmento de 3.877 kb del DNA plasmídico pUC57-tvlegu-1-opt linearizado 

únicamente y el DNA plasmídico pUC57-tvlegu-1-opt sin digerir (). Marcadores 

de peso molecular 1kb plus DNA ladder (M). 
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oligonucleótidos necesarios para amplificar el gen tvlegu-1-opt y permitir su clonación en 

el vector pPICZB (Invitrogen) para su expresión de manera intracelular. 

Para lograr este objetivo, se diseñaron oligonucleótidos que contienen la secuencia 

del gen que codifica para la TvLEGU-1, flanqueado en el extremo 5´→3´ tanto por la 

secuencia consenso Kozak tomada del gen AOX1 (GAAACGATGNN) que permitiría el 

reconocimiento del inicio de la traducción del gen tvlegu-1-opt en P. pastoris (Primer 

ATG), así como las secuencias del sitio de restricción EcoR I y en su extremo 3´→5´el sitio 

de restricción Not I (Tabla 4).  

El gen tvlegu-1-opt para la expresión intracelular de la TvLEGU-1 se clonó en los 

sitios EcoR I-Not I del vector pPICBZ (Invitrogen) y se obtuvo la construcción pPICZB-

tvlegu-1 (opt) (Figura 39). 

 

Figura 39. Análisis de restricción de la construcción pPICZB-tvlegu-1-opt para 

confirmar la presencia del gen tvlegu-1-opt   

 

 

 

 

 

 

  

  

Gel de agarosa al 1% con el DNA plasmídico pPICZB-tvlegu-1-opt sin digerir (carril 

1), digerido con las enzimas de restricción Bgl II (linearizado, 4.455 kb) (carril 2) y la 

digestión simultanea con las enzimas de restricción EcoR I y Not I para liberar el inserto 

del gen tvlegu-1-opt (carril 3). Marcadores de peso molecular 1kb plus DNA ladder 

(carril 1). 
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Transformación de P. pastoris X-33 con la construcción pPICZB-tvlegu-1-opt 

La construcción pPICZB-tvlegu-1-opt (cassettes de expresión) se linearizo con la 

enzima Sac I para transformar esferoplástos de la cepa X-33 de P. pastoris y por medio de 

eventos de recombinación homóloga con la región 5´AOX del genoma de la levadura se 

integró el cassette de expresión. La integración confirió a las clonas tranformantes 

resistencia al ser crecidas en YPD-Agar-Zeocina (100 g/mL), permitiendo seleccionar las 

que clonas que crecieron en presencia del antibiótico. 

 

Análisis de la expresión intracelular de la TvLEGU-1 en el sistema de P. pastoris  

 

Para verificar la expresión intracelular de TvLEGU-1 en P. pastoris, el paquete 

celular de un cultivo inducido con metanol de una transformante que contienen el cassette 

de expresión pPICZB-tvlegu-1-opt se resuspendió en amortiguador de ruptura (50 mM 

Fosfato de sódio pH 7.4, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 5 % de glicerol) y se pasó tres veces 

a través de la prensa francesa ejerciendo una presión de 1500 psig para la ruptura celular.  

Una muestra de la fracción soluble y de la insoluble, resultantes del fraccionamiento 

de la biomasa de la clona P. pastoris X-33-pPICZB-tvlegu-1-opt, se analizaron en un gel de 

SDS-PAGE (Figura 40A) que posteriormente se transfirió a una membrana de 

nitrocelulosa.  Por un ensayo de WB con el anticuerpo monoclonal Anti-His (C-term)-HRP 

(Invitrogen) (Figura 40B) y  con el anticuerpo monoclonal  anti-TvLEGU-1 (Figura 40C) 

(obtenidos por el personal del laboratorio a cargo de la Dra. Rossana Arroyo Verástegui) se 

observó el reconocimiento de un péptido de ~45 kDa únicamente en la fracción insoluble 

de la clona recombinante P.pastoris X-33-pPICZB-tvlegu-1-opt en comparación las 

muestras del la lisis (soluble e insoluble) de la cepa nativa de P. pastoris X-33.  
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Figura 40. Análisis de la expresión intracelular de la TvLEGU-1 en el sistema de P. 

pastoris 

A) Análisis por SDS-PAGE en geles al 10% del perfil proteico de la fracción soluble 

(carril 1) e insoluble (carril 2) de la biomasa de la cepa nativa X-33 de P. pastoris; 

fraccion soluble (carril 3) e insoluble (carril 5) de la biomasa de la cepa recombinante P. 

pastoris X-33- pPICZB-tvlegu-1-opt. Contol, TvLEGU-1 expresada en E. coli como 

cuerpos de inclusión (carril C) (, 45 kDa). Prescision Plus Protein Estandar (carril M). 

B) Análisis por WB utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-His (C-term)-HRP 

(Invitrogen) de un gel duplicado de (A) para la inmunodetección de la TvLEGU-1 

expresada intracelularmente en P. pastoris 

C) Análisis por WB utilizando el anticuerpo monoclonal anti-TvLEGU-1 de un duplicado 

de (A) para la inmunodetección de la TvLEGU-1 expresada intracelularmente en P. 

pastoris 1. 
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Diseño de Oligonucleótidos que codifican para distintos péptidos señal 

 

Aunque la optimización de codones se ha evaluado como una estrategia para 

incrementar los rendimientos de producción de proteínas recombinantes en el sistema de 

expresión de P. pastoris, se ha demostrado que los bajos rendimientos también están 

asociados a la baja secreción de proteínas heterólogas en la levadura (Macauley-Patrick et 

al. 2005). La secreción es mediada usualmente por un péptido señal posicionado en el 

extremo N-terminal. Aunque existen diferentes secuencias señal,  incluyendo la secuencia 

señal que pudiera estar presente en la proteína heteróloga, éstas pueden diferir ampliamente 

en su eficiencia para secretar proteínas recombinantes, por razones aun no entendidas,  P. 

pastoris a menudo no puede secretar algunas proteínas incluso si poseen algún péptido 

señal, por lo que es necesario identificar de entre los múltiples péptidos señal disponibles la 

secuencia de secreción óptima para una proteína recombinante en específico (Liang et al. 

2013; Lin-Cereghino et al. 2013). Se han utilizado muchos péptidos señal en el sistema de 

expresión de P. pastoris, incluyendo al péptido señal -factor de S. cerevisiae (Brake et al. 

1984; Kurjan and Herskowitz 1982),  el péptido señal de la -amilasa de Rhizopus oryzae 

(Li et al. 2011), los péptidos señal de las hidrofobinas HFBI y HFBII de Trichoderma 

reesei (Kottmeier et al. 2011), el péptido señal de la albumina humana de suero (Xiong et 

al. 2008), el péptido señal de la fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA-E) 

(Raemaekers et al. 1999),  el péptido señal de la pre-pro-toxina viral (Eiden-Plach et al. 

2004),  el péptido señal de la  fosfatasa ácida (Yoshimasu et al. 2002) y recientemente el -

MAT resultado de una mutación del -factor de S. cerevisiae  (Lin-Cereghino et al. 2013), 

entre otros.  

Con el objetivo de buscar las condiciones óptimas que permitan la expresión y 

secreción correcta de la TvLEGU-1 de T. vaginalis en el sistema de P. pastoris, se 

utilizaron adicionalmente seis diferentes secuencias señal que se han reportado como 

secuencias para la secreción de proteínas heterólogas para la expresión en  P. pastoris y en 

Saccharomyces cerevisiae (Tabla11). 

Para lograr este objetivo, se diseñaron oligonucleótidos complementarios que 

contienen la secuencia que codifica para los distintos péptidos señal,  flanqueados en el 

extremo 5´→3´ tanto por la secuencia consenso Kozak tomada del gen AOX1 



 169 

(GAAACGATGNN) que permitió el reconocimiento del inicio de la traducción del gen 

tvlegu-1-opt en P. pastoris (Primer ATG), así como las secuencia del sitio de restricción 

EcoR I  y en su extremo 3´→5´el sitio de restricción  Kpn I (Figura 16  y Apéndice II).  

Los oligonucleótidos complementarios correspondientes para cada péptido señal se 

alinearon y se clonaron en el vector de expresión para levaduras pPICZB previamente 

digerido con EcoR I y Kpn I (Apendice X). Actualmente se cuenta con una batería de 

vectores de expresión para el sistema P. pastoris para la expresión y secreción de la 

TvLEGU-1 de T. vaginalis utilizando los distintos péptidos señal (Tabla 12). La presencia 

de la secuencia que codifica para los distintos péptidos señal se confirmó por secuenciación 

(Apéndice III). 
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Tabla 11. Secuencias señal comúnmente utilizadas para la expresión y secreción de las proteasas recombinantes en P. pastoris. 

  

 Señal de secreción Secuencia de amino ácidos Tamaño (aa) 

1 AA – Alfa-amilasa (Aspergillus niger) MVAWWSLFLYGLQVAAPALA 20 

2 GA – Glucoamilasa (Aspergillus awamori) MSFRSLLALSGLVCSGLA 18 

3 IN – Inulinasa (Kluyveromyces maxianus) MKLAYSLLLPLAGVSA 16 

4 IV – Invertasa (S. cerevisiae) MLLQAFLFLLAGFAAKISA 19 

5 KP – Proteina Killer (S. cerevisiae) MTKPTQVLVRSVSILFFITLLHLVVA 26 

6 LZ – Lisozima (Gallus gallus) MLGKNDPMCLVLVLLGLTALLGICQG 26 

7 SA – Albumina de suero (Homo sapiens) MKWVTFISLLFLFSSAYS 18 
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Tabla 12. Descripción breve de los vectores de expresión en P. pastoris, que contienen la secuencia que codifica para los distintos 

péptidos señal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vector Secuencia Señal Promotor 
Sitios de clonación 

del gen de Interés 

pPICZB-AA SS- Alfa-amilasa (Aspergillus niger) AOX1 Kpn I-Not I 

pPICZB-GA SS- Glucoamilasa (Aspergillus awamori) AOX1 Kpn I-Not I 

pPICZB-IN SS- Inulinasa (Kluyveromyces maxianus) AOX1 Kpn I-Not I 

pPICZB-IV SS- Invertasa (S. cerevisiae) AOX1 Kpn I-Not I 

pPICZB-KP SS- Proteina Killer (S. cerevisiae) AOX1 Kpn I-Not I 

pPICZB-LZ SS- Lisozima (Gallus gallus) AOX1 Kpn I-Not I 

pPICZB-SA SS- Albumina de suero (Homo sapiens) AOX1 Kpn I-Not I 
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Clonación del gen tvlegu-1-opt optimizado en los plásmidos de expresión que contienen 

una secuencia señal diferente para su expresión y secreción en P. pastoris 

 

El DNA plasmídico (DNAp) de la construcción pUC57-tvlegu-1-opt se cortó con las 

enzimas Kpn I y Not I para liberar el fragmento del gen tvlegu-1-opt. El fragmento de 1181 

pb del gen tvlegu-1-opt se purificó a partir de un gel de agarosa al 1% utilizando el kit 

QIAquick Gel Extraction de Qiagen y se clonó en cada uno de los plásmidos con diferente 

péptido señal para la expresión y secreción en P. pastoris (Tabla 11). La presencia del gen 

tvlegu-1-opt de 1181 pb se confirmó mediante la digestión del DNA plasmídico de las 

distintas construcciones utilizando las enzimas de restricción Kpn I – Not I (Figuras 41 a la 

43). 
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Figura 41. Análisis de restricción de las construcciones pPICZB-AA-tvlegu-1-opt y 

pPICZB-GA-tvlegu-1-opt para confirmar la presencia del gen tvlegu-1-opt 

 

 

 

  

Análisis de restricción de las construcciones pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carriles 1-4) y 

pPICZB-GA-tvlegu-1-opt (carriles 5-8) para confirmar la presencia del inserto del gen 

tvlegu-1-opt. DNA plasmídico de pPICZB-AA-tvlegu-1-opt:  sin digerir en su forma 

enrollada (carril 1); digerido con la enzima Kpn I para linearizar (4524 pb) (carril 2); 

con la enzima Not I para linearizar (4524 pb) (carril 3); doble digestión para liberar el 

fragmento de 1181 pb del gen tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I – Not I (carril 4). 

DNA plasmídico de pPICZB-GA-tvlegu-1-opt:  sin digerir en su forma enrollada (carril 

5); digerido con la enzima Kpn I para linearizar (4524 pb) (carril 6); con la enzima Not I 

para linearizar (4524 pb) (carril 7); doble digestión para liberar el fragmento de 1181 pb 

del gen tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I – Not I (carril 8). Marcadores de peso 

molecular 1kb plus DNA ladder (carril 1). 
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Figura 42. Análisis de restricción de las construcciones pPICZB-IN-tvlegu-1-opt y 

pPICZB-IV-tvlegu-1-opt para confirmar la presencia del gen tvlegu-1-opt 

 

 

 

 

  

Análisis de restricción de las construcciones pPICZB-IN-tvlegu-1-opt (carriles 1-4) y 

pPICZB-IV-tvlegu-1-opt (carriles 5-8) para confirmar la presencia del inserto del gen 

tvlegu-1-opt. DNA plasmídico de pPICZB-IN-tvlegu-1-opt:  sin digerir en su forma 

enrollada (carril 1); digerido con la enzima Kpn I para linearizar (4524 pb) (carril 2); 

con la enzima Not I para linearizar (4524 pb) (carril 3); doble digestión para liberar el 

fragmento de 1181 pb del gen tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I – Not I (carril 4). 

DNA plasmídico de pPICZB-IV-tvlegu-1-opt:  sin digerir en su forma enrollada (carril 

5); digerido con la enzima Kpn I para linearizar (4524 pb) (carril 6); con la enzima Not I 

para linearizar (4524 pb) (carril 7); doble digestión para liberar el fragmento de 1181 pb 

del gen tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I – Not I (carril 8). Marcadores de peso 

molecular 1kb plus DNA ladder (carril 1). 

 

1.65_ 

2.0_ 

1.0_ 

0.85_ 

0.65_ 

0.5_ 

0.4_ 

0.3_ 

3.0_ 

4.0_ 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 

_tvlegu-1-opt  

kb 

pPICZB-IN-tvlegu-1-opt  pPICZB-IV-tvlegu-1-opt  



 175 

Figura 43. Análisis de restricción de las construcciones pPICZB-SA-tvlegu-1-opt y 

pPICZB-LZ-tvlegu-1-opt para confirmar la presencia del gen tvlegu-1-opt 

 

 

 

 

 

 

  

Análisis de restricción de las construcciones pPICZB-SA-tvlegu-1-opt (carriles 1-4) y 

pPICZB-LZ-tvlegu-1-opt (carriles 5-8) para confirmar la presencia del inserto del gen 

tvlegu-1-opt. DNA plasmídico de pPICZB-SA-tvlegu-1-opt:  sin digerir en su forma 

enrollada (carril 1); digerido con la enzima Kpn I para linearizar (4524 pb) (carril 2); 

con la enzima Not I para linearizar (4524 pb) (carril 3); doble digestión para liberar el 

fragmento de 1181 pb del gen tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I – Not I (carril 4). 

DNA plasmídico de pPICZB-LZ-tvlegu-1-opt:  sin digerir en su forma enrollada (carril 

5); digerido con la enzima Kpn I para linearizar (4524 pb) (carril 6); con la enzima Not I 

para linearizar (4524 pb) (carril 7); doble digestión para liberar el fragmento de 1181 pb 

del gen tvlegu-1-opt con las enzimas Kpn I – Not I (carril 8). Marcadores de peso 

molecular 1kb plus DNA ladder (carril 1). 
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Transformación de la cepa X-33 de P. pastoris con las construcciones pPICZB-AA-

tvlegu-1-opt, pPICZB-GA-tvlegu-1-opt, pPICZB-IN-tvlegu-1-opt, pPICZB-IV-tvlegu-1-

opt, pPICZB-KP-tvlegu-1-opt, pPICZB-LZ-tvlegu-1-opt y pPICZB-SA-tvlegu-1-opt. 

 

Las construcciones que contienen el gen tvlegu-1-opt en fase con las distintas 

secuencias señal para la expressión y secreción de la TvLEGU-1 de T. vaginalis se 

linearizaron con la enzima Sac I para transformar esferoplástos de la cepa X-33 de P. 

pastoris y por medio de eventos de recombinación homóloga con la región 5´AOX del 

genoma de la levadura se llevó a cabo la integración de estos cassettes de expresión. La 

integración del cassette de expresión confirió a las clonas tranformantes resistencia a 

zeocina, que permitió seleccionar aquellas clonas resistentes al antibiótico; Las cuales 

muestran una estabiliada extrema, aún en ausencia de la presión selectiva.  

 

Verificación de la integración de los distintos cassettes de expresión al DNA genómico 

de la levadura por ensayos de PCR 

 

Para confirmar la presencia de los distintos cassettes de expresión en las 

transformantes de P. pastoris, a algunas de las transformantes resistentes a zeocina se les 

realizó un análisis de PCR utilizando los iniciadores 5´AOX1 (5´-

GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´) y 3´AOX1 (5´- GCAAATGGCATTCTGACATCC-

3´). El análisis de PCR de algunas de las clonas mostró dos fragmentos de 

aproximadamente de 2200 y 1500 pb, que corresponden al gen AOX1 del genoma de la 

levadura y al cassette de expresión que contiene el gen tvlegu-1-opt, respectivamente 

(Figura 44). Como control positivo se muestra el fragmento de PCR obtenido al utilizar el 

DNA plasmídico de la construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt. Junto con la resistencia a 

zeocina de las transformantes, la presencia de estas bandas indica la integración exitosa de 

los distintos cassettes de expresión al genoma de la levadura P. pastoris. 
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Figura 44. Análisis de PCR de P. pastoris X-33 transformada con los distintos cassettes 

de expresión 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de PCR de la amplificación con DNA de las clonas transformantes con el 

cassette de expresión que contiene el gen tvlegu-1-opt. Clona C1-1 P. pastoris X-33-

pPICZ-AA-tvlegu-1 (carril 1), Clona C1-2 P. pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1-opt 

(carril 2), Clona C2-4 P. pastoris X-33-pPICZ-GA-tvlegu-1-opt (carril 3), Clona C4-2 

P. pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1-opt (carril 4), Clona C3-1 P. pastoris X-33-

pPICZ-SA-tvlegu-1-opt (carril 5), Clona C3-2 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-opt 

(carril 6), Clona C3-3 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-opt (carril 7), Clona C5-1 

P. pastoris X-33-pPICZ-IV-tvlegu-1-opt (carril 8). 9) Control positivo PCR utilizando 

DNA plasmídico de la construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt como DNA molde (carril 

9). Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (carril M). Amplicones de ~2.2 y 

~1.5 kb, que corresponden al gen AOX1 del genoma de la levadura y 
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Ensayos de inducción de la expresión de la TvLEGU-1 a pequeña escala con las clonas 

de P. pastoris X-33 transformadas con los distintos cassettes de expresión 

 

Con el fin inducir la expresión de la TvLEGU-1, se seleccionaron al menos 5 clonas 

de las transformantes que contienen cada uno de los seis diferentes cassettes de expresión y 

se crecieron en cajas de YPD-agar. Una colonia de cada una de las transformantes sirvió 

para inocular 10 mL de medio BMGY en tubos cónicos de 50 mL. Se incubó a 30ºC y 250 

rpm hasta alcanzar una D.O.600nm de 4. Posteriormente, se obtuvo el paquete celular, se 

resuspendio con 10 mL de medio BMMH a una D.O. 600nm de 1 en tubos cónicos de 50 

mL. La inducción se realizó con la adición de metanol al 0.5% cada 24 h incubando a 30 ºC 

y 250 rpm. Después de 48 h de inducción se separó el sobrenadante del paquete celular. 

Con muestras del sobrenadante se efectuaron los análisis SDS-PAGE y ensayo de “Dot-

blot”.   

 

Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en sobrenadantes por un ensayo de “Dot-

blot” 

 

Para observar la presencia de la TvLEGU-1 en los sobrenadantes de los cultivos 

previamente inducidos con metanol, se realizó un ensayo de “Dot-blot” usando 100 L del 

sobrenadante adsorbidos a una membrana de nitrocelulosa usando un aparato de 

microfiltración de 96 pozos (Bio-Dot, Bio-Rad). El ensayo de “Dot-blot” reveló la 

presencia de proteínas que contienen la etiqueta de seis histidinas al ser reconocidas por el 

anticuerpo monoclonal anti-His. Además, se observó que aparentemente los niveles de 

expresión de estas proteínas variaron considerablemente entre las transformantes que 

contienen los seis diferentes cassettes de expresión (Figuras 45A y 45B). 
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Figura 45. Ensayo Dot-blot utilizando los sobrenadantes de los cultivos inducidos con 

metanol 

A) Nomenclatura de los pozos con respecto al sobrenadante del cultivo de cada clona 

analizada. Fila A: C1-1 P. pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1 (1-1), C1-2 P. pastoris X-33-

pPICZ-AA-tvlegu-1 (1-2), C1-3 P. pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1 (1-3), C1-4 P. 

pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1 (1-4), C1-5 P. pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1 (1-5). 

Fila B: C2-1 P. pastoris X-33-pPICZ-GA-tvlegu-1 (2-1), C2-2 P. pastoris X-33-pPICZ-

GA-tvlegu-1 (2-2), C2-3 P. pastoris X-33-pPICZ-GA-tvlegu-1 (2-3), C2-4 P. pastoris X-

33-pPICZ-GA-tvlegu-1 (2-4), C2-5 P. pastoris X-33-pPICZ-GA-tvlegu-1 (2-5). Fila C: 

C3-1 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1 (3-1), C3-2 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-

1 (3-2), C3-3 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1 (3-3), C3-4 P. pastoris X-33-pPICZ-

SA-tvlegu-1 (3-4), C3-5 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1 (3-5). Fila D: C4-1 P. 

pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1 (4-1), C4-2 P. pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1 (4-2), 

C4-3 P. pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1 (4-3), C4-4 P. pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1 

(4-4), C4-5 P. pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1 (4-5). Fila E: C5-1 P. pastoris X-33-

pPICZ-IV-tvlegu-1 (5-1), C5-2 P. pastoris X-33-pPICZ-IV-tvlegu-1 (5-2), C5-3 P. pastoris 

X-33-pPICZ-IV-tvlegu-1 (5-3), C5-4 P. pastoris X-33-pPICZ-IV-tvlegu-1 (5-4), C5-5 P. 

pastoris X-33-pPICZ-IV-tvlegu-1 (5-5). Fila F: C7-1 P. pastoris X-33-pPICZ-LZ-tvlegu-1 

(7-1), C7-2 P. pastoris X-33-pPICZ-LZ-tvlegu-1 (7-2), C7-3 P. pastoris X-33-pPICZ-LZ-

tvlegu-1 (7-3), C7-4 P. pastoris X-33-pPICZ-LZ-tvlegu-1 (7-4), C7-5 P. pastoris X-33-

pPICZ-LZ-tvlegu-1 (7-5). Fila H: Ci-1 P. pastoris X-33-pPICZ-tvlegu-1 (I-1), Ci-2 P. 

pastoris X-33-pPICZ-tvlegu-1 (I-2), Ci-3 P. pastoris X-33-pPICZ-tvlegu-1 (I-3), Ci-4 P. 

pastoris X-33-pPICZ-tvlegu-1 (I-4), Ci-5 P. pastoris X-33-pPICZ-tvlegu-1 (I-5).  

Sobrenadantes de P. pastoris X-33 como control negativo (B:10, B:11). Proteína TvLEGU-

1 solubilizada de cuerpos de inclusión como control positivo (D:10, D:11).  

B) Reconocimiento de presencia de proteínas que contienen la etiqueta de seis histidinas al 

ser reconocidas en el ensayo tipo Western-blot utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-

His (C-term)-HRP (Invitrogen). 
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Evaluación de la expresión de la TvLEGU-1 en sobrenadantes por electroforesis 

(SDS-PAGE) y WB 

 

Aunque en algunos de los sobrenadantes analizados por “Dot-blot” con el 

anticuerpo anti-His mostró el reconocimiento de proteínas que contenían la etiqueta de 

histidinas, era necesario observar la presencia e integridad de la TvLEGU-1 en los 

sobrenadantes de los cultivos inducidos con metanol. Además, permitiría comparar el nivel 

de producción entre las distintas transformantes. Por lo que se analizaron las proteínas 

totales de los sobrenadantes de algunas clonas recombinantes comparando con el 

sobrenadante de la cepa silvestre X-33 de P. pastoris mediante SDS-PAGE al 10% y WB 

con el anticuerpo anti-His.  

 Al comparar el patrón protéico de los distintos sobrenadantes teñido con Coomassie 

con el sobrenadante de la cepa nativa X-33, en algunas de las muestras se observó la 

presencia de un péptido de aproximadamente 45 kDa que podría corresponder a la 

TvLEGU-1 expresada en P. pastoris (Figura 46A), sobrenadantes de las clonas C1-2 P. 

pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1-opt, C3-1 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-opt, C3-

2 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-opt y C3-3 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-

opt. Mediante un WB se observó que únicamente en los sobrenadantes de las clonas C1-1, 

C1-2 y C3-3 mostraron reconocimiento de un péptido del tamaño esperado (45 kDa), 

tamaño similar al de la TvLEGU-1 expresada en E. coli y purificada a partir de cuerpos de 

inclusión (Figura 46B). 

Aunque en algunos de los sobrenadantes se confirmó la presencia de péptidos del 

tamaño esperado (45 kDa) que contenían la etiqueta de histidinas; adicionalmente, en el gel 

se observó una gran cantidad de péptidos, que posiblemente sugieren un proceso de lisis de 

la levadura en su intento por expresar y secretar a la TvLEGU-1. Aunado a estos péptidos, 

se observó la presencia de sustancias semejantes a lípidos resultantes de la lisis celular; la 

presencia de estos lípidos impidió la purificación de la TvLEGU-1 por afinidad a níquel, ya 

que como se ha reportado, la presencia de estos causa problemas durante los procesos de 

purificación de proteínas recombinantes, además de estimular la agregación de las proteínas 

recombinantes, evitando así que se una a la resina de afinidad a níquel  (Brady et al. 2001; 

Hellwig et al. 1999). 
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Figura 46. Perfil protéico y WB de los sobrenadantes de las clonas con diferententes 

péptidos señal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

A) SDS-PAGE al 10% de muestras de sobrenadantes. B) Ensayo de “Western blot” 

utilizando el anticuerpo Anti-His (C-term)-HRP. Marcadores de tamaño molecular (carril 

M), muestra de sobrenadantes de  P. pastoris X-33 como control negativo (carril 1); de la 

clona C1-1 P. pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1-opt (carril 2); de la clona C1-2 P. pastoris 

X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1-opt (carril 3); de la clona C2-4 P. pastoris X-33-pPICZ-GA-

tvlegu-1-opt (carril 4); de la clona C4-2 P. pastoris X-33-pPICZ-IN-tvlegu-1-opt (carril 5); 

de la clona C3-1 P. pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-opt (carril 6); de la clona C3-2 P. 

pastoris X-33-pPICZ-SA-tvlegu-1-opt (carril 7); de la clona C3-3 P. pastoris X-33-pPICZ-

SA-tvlegu-1-opt (carril 8);  Proteína TvLEGU-1 solubilizada de cuerpos de inclusión de E. 

coli como control positivo (Ctrl).  
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Dado que las condiciones de los cultivos a pequeña escala en tubos cónicos de 50 

mL pudieron no haber sido las óptimas, causando estrés y/o lisis celular, se escaló la 

inducción de la expresión a un volumen de 100 mL en matraces Erlenmeyer bafleados para 

intentar mejorar la expresión y permitir reproducibilidad de las condiciones de expresión 

que permitieran de una manera clara identificar la TvLEGU-1 en los sobrenadantes 

mediante electroforesis (SDS-PAGE) y WB. Pero debido a la dificultad de comparar todas 

las clonas recombinantes obtenidas, a partir de esta etapa se trabajó con las clonas 

transformadas con la construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (clonas P. pastoris X-33-

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt), con el péptido señal de la -amilasa de Aspergullus niger; un 

péptido pequeño (20 aminoácidos) que se ha reportado su uso de manera exitosa en la 

expresión y secreción de proteínas recombinantes en P. pastoris (Paifer et al. 1994). 

 

Análisis de PCR, evaluación de la resistencia a Zeocina y determinación del número 

de copias del gen tvlegu-1-opt de las clonas transformantes de P. pastoris X-33 con la 

construcción pPICZ-AA-tvlegu-1-opt.  

Cinco clonas de la cepa recombinante de P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1 

(C1, C2, C3, C4 y C5) que presentaron resistencia a Zeocina se seleccionaron para realizar 

los siguientes análisis: 

 

• Análisis de PCR  

Con el objetivo de confirmar la presencia del cassette de expresión de la TvLEGU-1 

en las clonas seleccionadas (P. pastoris X-33-pPICZ-AA-tvlegu-1-opt) se les realizó un 

análisis de PCR utilizando los iniciadores 5´AOX1 (5´-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-

3´) y 3´AOX1 (5´- GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´). 

El análisis de los amplicones de las cinco clonas mostró dos fragmentos de 2107 y 

1520 pb que corresponden al gen AOX1 del genoma de la levadura y al cassette de 

expresión que contiene el gen tvlegu-1-opt, respectivamente (Figura 47A). Como control 

positivo se muestra el fragmento de PCR obtenido al utilizar el DNA plasmídico de la 

construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt. Estos resultados indican que las clonas 

seleccionadas (C1, C2, C3, C4 y C5) contiene el cassette de expresión pPICZ-AA-tvlegu-1.  
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• Evaluación de la resistencia a Zeocina 

Como el vector pPICZB confiere resistencia a Zeocina a las clonas transformantes, 

se determinó el nivel de resistencia a este antibiótico de las cinco clonas seleccionadas (C1, 

C2, C3, C4 y C5). Para llevar a cabo el ensayo, una colonia de cada clona se creció por 

estría en placas de YPD-agar que contenían diferentes concentraciones de Zeocina (100, 

250, 500, y 1000 µg/mL). Las colonias de las clonas C1 y C4 presentaron resistencia hasta 

250 µg/mL de Zeocina. En contraste, colonias de las clonas C2, C3 y C5 presentaron 

resistencia hasta 1000 µg/mL de Zeocina (Figura 47B). Se esperaba que las clonas que 

presentaran la mayor resistencia a Zeocina fueran aquellas que contengan múltiples copias 

de gen tvlegu-1-opt. 

 

• PCR digital de gota (ddPCR, droplet digital PCR)  

Mediante el ensayo de PCR convencional y la evaluación de resistencia a Zeocina 

no fue posible establecer el número de copias del gen tvlegu-1 contenidas en las cinco 

clonas recombinantes. Por lo tanto, para determinar el número de copias del gen tvlegu-1, 

las cinco clonas positivas (C1, C2, C3, C4 y C5) se analizaron por ddPCR. Los datos de 

ddPCR mostraron que el incremento en el número de integraciones del cassette de 

expresión pPIZB-AA-tvlegu-1-opt en las clonas recombinantes está asociado con el 

incremento de la resistencia a la Zeocina (Figura 47C). Las clonas que crecieron en 250 

µg/mL de Zeocina contienen 1 y 2 copias del cassette de expresión insertadas en su DNA 

genómico (Clonas C4 y C1, respectivamente), mientras que las clonas que presentaron 

resistencia a la mayor concentración de antibiótico (1000 µg/mL de Zeocina) contienen 5, 

26 y 29 copias del cassette de expresión (clonas C5, C2 y C3, respectivamente).  
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 Figura 47. Análisis de PCR, resistencia a Zeocina y determinación del número de 

copias de las clonas seleccionadas de P. pastoris X-33 transformadas con la 

construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt 

A) Análisis de los amplicones de las clonas C1, C2, C3, C4, y C5 de P. pastoris X-33- 

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt utilizando los oligonucleótidos 5´-AOX1 y 3´-AOX1. Marcadores 

de tamaño molecular 1kb plus DNA ladder (carril M), Productos de PCR de: Cepa X-33 de 

P. pastoris (2.2 kb, control negativo) (carril 1), clonas transformantes de P. pastoris X-33- 

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), DNA plasmidico de la construcción 

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (control positivo) (carril +).  

B) Determinación del nivel de resistencia a Zeocina de las cinco clonas seleccionas P. 

pastoris X-33- pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (clona C1- clona C5).  

C) Número de copias del gen tvlegu-1-opt de las cinco clonas seleccionadas P. pastoris X-

33- pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (clona C1- clona C5), X-33: cepa nativa X-33 de P. pastoris 

usada como control negativo, NTC (No templete control, por sus siglas en inglés): usado 

como control negativo. 
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Evaluación de la viabilidad de P. pastoris 

 

Se sabe que las células de los cultivos de P. pastoris están expuestas a muerte 

celular durante la adaptación al metanol como fuente de carbono, así como en la etapa de 

inducción de la expresión de la proteína recombinante (Hohenblum et al. 2003; Jahic et al. 

2003). Por lo tanto, se evaluó la viabilidad y se determinó la fracción de células que morían 

en los cultivos de las transformantes de P. pastoris durante la etapa de inducción con 

metanol usando el kit LIVE/DEAD Yeast Viability. El método fue validado usando 

muestras de células del cultivo de la cepa nativa X-33 de P. pastoris después de las 

primeras 24 horas de inducción con metanol a 30 ºC, con y sin tratamiento a 75 ºC, como 

controles positivo y negativo para lisis celular, respectivamente (Figura 48). Mediante este 

ensayo se demostró, tal y como se esperaba, que en las células muertas ocurre un 

desplazamiento del fluoróforo SYTO-9 por parte del ioduro de propidio (IP), mientras que 

el SYTO-9 tiñó a las células viables (Figura 48). 
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Figura 48. Análisis de citometría de flujo para evaluar la viabilidad de las 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt teñidas con ioduro de 

propidio (IP) 

Se tomaron muestras después de las primeras 24 h de inducción con metanol (0.5% v/v) a 

30 ºC y se tiñeron con ioduro de propidio (IP, rojo) y SYTO-9 (verde). Se muestra las 

gráficas de puntos de los patrones de tinción de una suspensión de levaduras teñidas con 

ioduro de propidio (PI, eje vertical) y SYTO-9 (eje horizontal). Q1: levaduras no viables 

con membranas comprometidas, Q2: levaduras no viables con membranas intactas, Q3: 

levaduras viables con membranas intactas y Q4: levaduras viables con membranas 

comprometidas. Levaduras de un cultivo de P. pastoris X-33, sin ningún tratamiento (No-

tratadas) y tratadas con calor (75 ºC) (Tratadas-calor), se utilizaron para identificar las 

regiones que permitieran identificar las células viables de las no viables. Muestras de los 

cultivos de las clonas C1, C2, C3, C4, y C5 de las transformantes P. pastoris X-33- 

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt después de las primeras 24 h de inducción con metanol a 30ºC, 

se tiñeron con ioduro de propidio (PI) y SYTO-9 para los ensayos de viabilidad por 

citometría de flujo.  
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Cinéticas de crecimiento a 30° C de las clonas recombinantes de P. pastoris X-33 que 

contienen el cassette de expresión pPICZB-AA-tvlegu-1-opt  

 

El perfil de crecimiento de las cinco clonas recombinantes de P. pastoris (C1, C2, 

C3, C4, y C5) que contienen 2, 26, 29, 1, y 5 copias del cassette de expresión para la 

TvLEGU-1, respectivamente, se analizó en comparación con la cepa nativa X-33 (control 

negativo) (Figura 47C). Durante el crecimiento en presencia de glicerol como fuente de 

carbono (etapa de producción de biomasa), todas las clonas mostraron la misma tasa de 

crecimiento en comparación con la cepa nativa X-33 (datos no mostrados). Sin embargo, 

bajo condiciones de inducción con metanol a 30 °C, las clonas con mayor número de copias 

(clonas C2 y C3) mostraron una clara inhibición de su crecimiento desde las primeras 24 h 

hasta el final de la inducción; mientras que las clonas con menor número de copias (clonas 

C1, C4, y C5) mostraron un crecimiento similar a presentado por la cepa control X-33 

(Figura 49A). Es interesante notar que el efecto de la inhibición del crecimiento está 

relacionado con el contenido del número de copias del cassette de expresión. De hecho, la 

inhibición del crecimiento fue más pronunciada para las clonas C2 (26 copias) y C3 (29 

copias), sugiriendo esto que la expresión de la TvLEGU-1 recombinante tiene un efecto 

negativo en aquellas clonas con múltiples copias del cassette de expresión. 

 

 

Efecto de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante en la viabilidad de las clonas 

recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1 bajo condiciones de crecimiento 

estándar (30° C)  

 

Mediante la comparación de las diferencias entre los porcentajes de las células 

teñidas con ioduro de propidio (IP) para las diferentes clonas recombinantes P. pastoris X-

33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt analizadas por ensayos de citometría de flujo (Figura 49B), 

fue posible identificar el efecto de la TvLEGU-1 recombinante sobre la viabilidad celular 

durante la inducción con metanol a 30° C. La expresión de la TvLEGU-1 recombinante en 

las clonas con el mayor número de copias (clonas C2 y C3) tiene un gran impacto sobre la 

viabilidad celular, detectada con la tinción con ioduro de propidio (Figura 49B), resultando 
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en los menores rendimientos de biomasa (Figura 49A). La mayor muerte celular de ambos 

cultivos fue a las 24 h después de iniciar la inducción con metanol y se estabilizó o 

disminuyó, permaneciendo por encima del 20% a lo largo de la inducción (Figura 49B). 

Las otras clonas (clonas C1, C4, y C5) no experimentaron una muerte celular significante 

(Figura 49B). 

Adicionalmente, mediante el análisis del tamaño (FSC, “forward-scattered light”, 

por sus siglas en inglés) vs granularidad (SSC, “side-scattered light”, por sus siglas en 

inglés) de las células analizadas por citometría de flujo, fue posible excluir los detritos 

celulares e incluir las poblaciones de células con un tamaño similar para los cultivos de las 

clonas P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt analizadas.  

Interesantemente, se observó que las células de las clonas con el mayor número de 

copias (clonas C2 y C3) resultaron en cambios de la morfología celular a las 24 h de iniciar 

la inducción con metanol de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante.  Estos cambios 

incluyen una reducción del tamaño (FSC) y un incremento en la granularidad (SSC) en 

comparación con el control X-33 (Figura 50). Aunque se sabe que las poblaciones de 

levaduras comprenden un amplio rango de tamaños, particularmente durante la 

alimentación con metanol (Hohenblum et al. 2003), es claro que el incremento en la muerte 

celular de las clonas C2 y C3 también resultó en una correspondiente baja viabilidad celular 

(Figura 49B) y una mayor lisis celular (Figura 50) en comparación con la cepa nativa X-

33 de P. pastoris. 
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Figura 49. Crecimiento y viabilidad de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt inducidas a 30 °C 

A) Cinéticas de crecimiento de las diferentes transformantes P. pastoris X-33- pPICZB-

AA-tvlegu-1-opt después de la inducción con metanol a 30 ºC. Para facilitar el análisis 

comparativo, la inducción con metanol se inició con una D.O.600 nm de 1 para todas las 

clonas analizadas. Se adicionó metanol cada 24 h a una concentración final del 0.5%. 

B) Cinética de viabilidad de los cultivos de las diferentes transformantes P. pastoris X-33- 

pPICZB-IV-tvlegu-1-opt después de la inducción con metanol a 30 ºC. Para determinar la 

viabilidad celular, se tomaron muestras de los cultivos inducidos con metanol a 30 ºC, se 

tiñeron con ioduro de propio (IP) y SYTO-9 y se analizaron por citometría de flujo. P. 

pastoris X-33 (circulo blanco), clona C1 (triangulo blanco), clona C2 (cuadrado negro), 

clona C3 (rombo negro), clona C4 (cuadrado blanco), y clona C5 (estrella blanca). 
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Figura 50. Propiedades de dispersión de luz (Light scattering) de las células de los 

cultivos de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt 

inducidas a 30 °C 

Se muestra la gráfica de puntos del tamaño (FSC, “forward-scattered light”, por sus 

siglas en inglés) vs granularidad (SSC, “side-scattered light”, por sus siglas en inglés) de 

las células analizadas por citometría de flujo.  Muestras de los cultivos de las clonas C1, 

C2, C3, C4, y C5 de las transformantes P. pastoris X-33- pPICZB-AA-tvlegu-1-opt 

después de las primeras 24 h de inducción con metanol a 30ºC, se tiñeron con ioduro de 

propidio (IP) y SYTO-9 para los ensayos de viabilidad por citometría de flujo. Levaduras 

de un cultivo de P. pastoris X-33, sin ningún tratamiento (No-tratadas) y tratadas con 

calor (75ºC) (Tratadas-calor), se utilizaron para identificar las regiones que permitieran 

identificar las células viables de las no viables. 
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Análisis de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante a 30° C como función del 

número de copias del gen tvlegu-1 

 

Para monitorear la expresión de la TvLEGU-1 después de 120 h de inducción con 

metanol a 30° C, muestras de los sobrenadantes de los cultivos de las cinco clonas 

recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (C1, C2, C3, C4 y C5) que 

contienen diferentes copias del cassette de expresión de la TvLEGU-1, se analizaron por 

SDS-PAGE al 12%. Aunque por electroforesis (SDS-PAGE) en geles teñidos con azul de 

Coomassie no se observó la presencia de algún péptido que correspondiera a la sobre-

expresión de la TvLEGU-1 (45 kDa) (datos no mostrados), mediante un ensayo de WB se 

reconoció un péptido de 45 kDa únicamente en las muestras de los sobrenadantes del 

cultivo de las clonas C2 y C3 que corresponden a las clonas con el mayor número de copias 

(Figura 51B). Adicionalmente, por electroforesis (SDS-PAGE) en geles teñidos con plata, 

también se observó un gran número de péptidos adicionales en los sobrenadantes de las 

clonas con mayor número de copias. Esto pudo deberse al daño celular y liberación de 

proteínas causado por la actividad proteolítica de la TvLEGU-1 (Figura 51A). Además, la 

presencia de estos péptidos liberados en estas clonas indican que la integridad celular de la 

levadura estaba dañada. 

La sobre-expresión de la TvLEGU-1 tampoco se visualizó por SDS-PAGE en 

muestras de las fracciones citoplasmática e insoluble de las cinco clonas (Figura 51C y 

Figura 51E). En lugar de ello, por WB usando el anticuerpo monoclonal anti-His se 

observó el reconocimiento de la TvLEGU-1 recombinante (45 kDa) en las muestras de la 

fracción insoluble de todas las clonas (Figura 51F), pero en diferentes cantidades, que 

podría estar relacionado con el número de copias contenidas del gen tvlegu-1-opt. Estos 

resultados indican que la TvLEGU-1 se translocó del citoplasma al retículo endoplasmático 

(RE) cuando se utiliza la secuencia señal de la -amilasa de A. niger. Sin embargo, esto 

también podría sugerir que TvLEGU-1 está asociada a la fracción insoluble, en lugar de ser 

secretada al medio, lo cual podría estar afectando negativamente el crecimiento de las 

clonas recombinantes de P. pastoris, en particular para las clonas con el mayor contenido 

de copias del gen tvlegu-1 (clonas C2 y C3).  
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Figura 51.  Análalisis de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante en los cultivos de 

las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt inducias a 30 ºC 

 

Después de 120 horas de inducción con metanol a 30 ºC, se tomaron muestras para analizar 

la expresión de la TvLEGU-1 por SDS-PAGE (12%) y WB. 

A) Gel (SDS-PAGE) teñido con plata y B) WB de muestras del medio de cultivo. 

Marcadores de peso molecular (carril M), sobrenadante del cultivo de la cepa X-33 de P. 

pastoris (carril X-33), muestras del sobrenadante de las clonas transformantes P. pastoris 

X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), TvLEGU-1 recombinante 

expresada en E. coli como cuerpos de inclusión ( 45 kDa, control positivo) (carril +).   

 

C) Gel (SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie y D) WB de muestras de la fracción 

soluble de la levadura obtenida por lisis celular con perlas de vidrio. Marcadores de peso 

molecular (carril M), P. pastoris X-33 (carril X-33), muestras de las clonas 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), 

TvLEGU-1 recombinante expresada en E. coli como cuerpos de inclusión ( 45 kDa, 

control positivo) (carril +).  

 

E) Gel (SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie y C) WB de muestras de la fracción 

insoluble de la levadura obtenida por lisis celular con perlas de vidrio. Marcadores de peso 

molecular (carril M), P. pastoris X-33 (carril X-33), muestras de las clonas 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), 

TvLEGU-1 recombinante expresada en E. coli como cuerpos de inclusión (  45 kDa, 

control positivo) (carril +). 
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Efecto de baja temperatura (16 °C) en el crecimiento y viabilidad en las clonas 

recombinantes de P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt durante la expresión de la 

TvLEGU-1 recombinante 

 

Comúnmente la producción de proteínas recombinantes en P. pastoris se lleva a 

cabo a 30 °C, observándose un crecimiento óptimo y/o acumulación de biomasa 

(condiciones estándar), pero en algunos estudios se ha reportado que la disminución de la 

temperatura durante la etapa de inducción a 20 °C o menos puede mejorar los rendimientos 

de expresión de proteínas heterólogas en P. pastoris; ya que se mejoran los procesos de 

plegamiento dentro del retículo endoplasmático (RE) y/o disminuyendo la actividad 

proteolítica en los sobrenadantes, observándose adicionalmente un aumento de la viabilidad 

celular (Dragosits et al. 2009; Gasser et al. 2007; Li et al. 2001). 

Por lo que, para probar el efecto de la disminución de la temperatura en el 

crecimiento celular, viabilidad y expresión de la TvLEGU-1 la inducción de la expresión de 

la TvLEGU-1 recombinante se realizó a 16 °C utilizando las mismas cinco clonas 

recombinantes. Bajo estas condiciones se observó una fase de adaptación (fase lag o de 

adaptación) en el crecimiento de todas las clonas. El crecimiento de las levaduras se retardó 

notablemente, prolongándose hasta las primeras 48 h de haber iniciado la etapa de 

inducción con metanol (Figura 52A). También es claro que la tasa de crecimiento de los 

cultivos de las clonas con mayor número de copias (clonas C2 y C3) fue menor que los 

cultivos de las clonas con el menor número de copias (clonas C1, C4, y C5) (Figura 52A). 

Para investigar si la inhibición del crecimiento de las clonas C2 y C3 (Figura 52A) 

fue resultado de la muerte celular de la levadura, se determinó la viabilidad celular a 16 °C 

mediante la comparación de las diferencias entre los porcentajes de las células teñidas con 

IP (Figura 52B y Figura 53).  

Se observó que las células experimentaron una disminución de la viabilidad celular 

después de las 48 h de iniciar la inducción con metanol y permaneció por debajo del 10% 

durante el resto del cultivo (Figura 52B). Estos resultados confirman las observaciones 

previas, de que las clonas con mayor número de copias que expresan la TvLEGU-1, 

experimentan una variación marcada en su fisiología, particularmente en la fase de 

inducción, aun cuando se disminuyó la temperatura. No fue evidente la lisis celular en los 
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cultivos de las transformantes con el menor número de copias del gen tvlegu-1 (Figura 

52B, Figura 53 y Figura 54).   

Además, las muestras de los sobrenadantes analizados por SDS-PAGE en geles 

teñidos con plata y por ensayos WB no se observó la presencia de la TvLEGU-1 

recombinante (Figura 55A y Figura 55B). Sin embargo, mediante ensayos de WB de 

muestras del fraccionamiento de los lisados celulares (Figura 55D y Figura 55F) 

nuevamente revelaron que la TvLEGU-1 se acumula en la biomasa de la levadura, cuando 

un péptido intacto de 45 kDa se reconoció por los anticuerpos anti-Histidinas únicamente 

en la fracción insoluble (Figura 55E y Figura 55F), particularmente en las clonas con 

mayor número de copias (clonas C2 y C3) en comparación con la ausencia de 

reconocimiento por el anticuerpo de la clona con menor número de copias ( clona C4). 
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Figura 52. Crecimiento y viabilidad de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt inducidas a 16 °C 

A) Cinéticas de crecimiento de las diferentes transformantes P. pastoris X-33- pPICZB-

AA-tvlegu-1-opt después de la inducción con metanol a 16º C. Para facilitar el análisis 

comparativo, la inducción con metanol se inició con una D.O.600nm de 1 para todos los 

clonas analizadas. Se adicionó metanol cada 24 horas a una concentración final del 0.5%.  

B) Cinética de viabilidad de los cultivos de las diferentes transformantes P. pastoris X-33- 

pPICZB-AA-tvlegu-1-opt después de la inducción con metanol a 16º C. Para la determinar 

la viabilidad celular, se tomaron muestras de los cultivos inducidos con metanol a 16º C, se 

tiñeron con ioduro de propio (IP) y SYTO-9, y se analizaron por citometría de flujo. P. 

pastoris X-33 (circulo blanco), clona C1 (triangulo blanco), clona C2 (cuadrado negro), 

clona C3 (rombo negro), clona C4 (cuadrado blanco), y clona C5 (estrella blanca). 
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Figura 53. Análisis de citometría de flujo para evaluar la viabilidad de las 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt teñidas con ioduro de 

propidio 

Se tomaron muestras después de las primeras 48 h de inducción con metanol a 16 ºC y se 

tiñeron con IP y SYTO-9. La primera columna muestra las gráficas de puntos de los 

patrones de tinción de una suspensión de levaduras teñidas con ioduro de propidio (PI, eje 

vertical) y SYTO-9 (eje horizontal). Q1: levaduras no viables con membranas 

comprometidas, Q2: levaduras no viables con membranas intactas, Q3: levaduras viables 

con membranas intactas, y Q4: levaduras viables con membranas comprometidas. 

Levaduras de un cultivo de P. pastoris X-33, sin ningún tratamiento (No-tratadas) y 

tratadas con calor (75 ºC) (Tratadas-calor), se utilizaron para identificar las regiones que 

permitieran identificar las células viables de las no viables. Muestras de los cultivos de las 

clonas C1, C2, C3, C4 y C5 de las transformantes P. pastoris X-33- pPICZB-AA-tvlegu-1-

opt después de las primeras 48 horas de inducción con metanol a 16 ºC, se tiñeron con 

ioduro de propidio y SYTO-9 para los ensayos de viabilidad por citometría de flujo.  
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Figura 54. Propiedades de dispersión de luz (Light scattering) de las células de los 

cultivos de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt 

inducidas a 16 °C 

Se muestra la gráfica de puntos del tamaño (FSC, “forward-scattered light”, por sus 

siglas en inglés) vs granularidad (SSC, “side-scattered light”, por sus siglas en inglés) de 

las células analizadas por citometría de flujo.  Muestras de los cultivos de las clonas C1, 

C2, C3, C4 y C5 de las transformantes P. pastoris X-33- pPICZB-AA-tvlegu-1 después de 

las primeras 48 h de inducción con metanol a 16 ºC, se tiñeron con ioduro de propidio y 

SYTO-9 para los ensayos de viabilidad por citometría de flujo. Levaduras de un cultivo de 

P. pastoris X-33, sin ningún tratamiento (No-tratadas) y tratadas con calor (75ºC) 

(Tratadas-calor), se utilizaron para identificar las regiones que permitieran identificar las 

células viables de las no viables. 
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Figura 55. Análisis de la expresión de la TvLEGU-1 recombinante en los cultivos de 

las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt inducidas a 16 °C 

 

Después de 120 h de inducción con metanol a 16º C, se tomaron muestras para analizar la 

expresión de la TvLEGU-1 por SDS-PAGE (12%) y WB. 

A) Gel (SDS-PAGE) teñido con plata y B) WB de muestras del medio de cultivo. 

Marcadores de peso molecular (carril M), sobrenadante del cultivo de la cepa X-33 de P. 

pastoris (carril X-33), muestras del sobrenadante de las clonas transformantes P. pastoris 

X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), TvLEGU-1 recombinante 

expresada en E. coli como cuerpos de inclusión ( 45 kDa, control positivo) (carril +).   

 

C) Gel (SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie y D) WB de muestras de la fracción 

soluble de la levadura obtenida por lisis celular con perlas de vidrio. Marcadores de peso 

molecular (carril M), P. pastoris X-33 (carril X-33), muestras de las clonas 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), 

TvLEGU-1 recombinante expresada en E. coli como cuerpos de inclusión ( 45 kDa, 

control positivo) (carril +).  

 

E) Gel (SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie y F) WB de muestras de la fracción 

insoluble de la levadura obtenida por lisis celular con perlas de vidrio. Marcador de peso 

molecular (carril M), P. pastoris X-33 (carril X-33), muestras de las clonas 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (carril C1- carril C5), 

TvLEGU-1 recombinante expresada en E. coli como cuerpos de inclusión (45 kDa, control 

positivo) (carril +). 
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Actividad de legumaína en los sobrenadantes de las clonas recombinantes P. pastoris 

X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt  

 

Aunque se esperaba que el precursor de la TvLEGU-1 se encontrara en el 

sobrenadante de los cultivos de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-

tvlegu-1-opt durante la inducción con metanol, se midió la actividad proteolítica (actividad 

de legumaína) como una manera de analizar la secreción de la TvLEGU-1. Se ha reportado 

que las CPs del tipo legumaína tienen una actividad proteolítica restringida al sustrato 

fluorogénico Z-Ala-Ala-Asn-AMC (Johansen et al. 1999). Después de 120 h de inducción 

con metanol a 30° C, la actividad de legumaína detectada en los sobrenadantes fue 

inversamente proporcional al número de copias del gen tvlegu-1-opt (Figura 56A) y se 

confirmó con el uso de los inhibidores TLCK y E-64. Cuando se utilizó E-64 (inhibidor de 

CPs de tipo papaína) no se observó disminución de la actividad de legumaína; sin embargo, 

cuando se utilizó TLCK (inhibidor de CPs de tipo legumaína) se observó una reducción de 

la actividad proteolítica (95%) sobre el sustrato fluorogénico (Figura 56A). El efecto de 

los inhibidores muestra que parte de la TvLEGU-1 secretada al medio de cultivo se 

encontraba en su forma madura (activa). Especulamos que la activación probablemente 

ocurrió después de que la legumaína se secretó al medio de cultivo durante etapa de 

inducción con metanol al 0.5% a un pH de 6, y esto se podría confirmar por la ausencia de 

actividad de legumaína en la fracción intracelular de la levadura (Figura 56A). Aunque 

esto puede apelar a especular que la actividad de legumaína pudo conducir a la toxicidad 

celular, como se sospechaba para las clonas C2, C3 y C5 que expresan la TvLEGU-1, no 

podemos concluir directamente esto, ya que la actividad de legumaína para estas clonas fue 

la más baja. Con la disminución de la temperatura a 16º C durante la etapa de inducción, se 

observaron resultados similares para la actividad de legumaína detectada en los 

sobrenadantes de los cultivos de las clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-

tvlegu-1-opt (Figura 56B). 
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Comparación de los niveles de actividad específica de legumaína de las clonas 

recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt a 30 ºC y 16 ºC  

 

Para comparar la actividad específica en los sobrenadantes de los cultivos de las 

clonas recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt durante la inducción con 

metanol, se midieron los niveles de actividad relativa de legumaína y se normalizaron con 

respecto a los niveles de biomasa cada 24 h. Durante la inducción con metanol a 30º C, se 

observó actividad específica de legumaína para los sobrenadantes libres de células de los 

cultivos de las clonas P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (Figura 56C). Aunque la 

inducción a 16º C no resultó en una evidente secreción de la TvLEGU-1 recombinante, se 

incremento la actividad de legumaína para el cultivo de la clona C1 que contiene dos copias 

del cassette de expresión. La actividad especifica registrada para la clona C1 incrementó 

constantemente a lo largo de la inducción, alcanzando un máximo de actividad en el cultivo 

a las 96 h de inducción, 0.1606 RFU/g h, mientras que para la actividad de las otras clonas 

no se observó el mismo comportamiento (Figura 56D). No se detectó actividad específica 

de legumaína para el sobrenadante del cultivo de la cepa no transformada X-33 de P. 

pastoris (datos no mostrados). 
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Figura 56. Análisis de la actividad de legumaína de los cultivos de las clonas 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt durante la inducción con 

metanol 

La actividad relativa (RFU h-1) de las muestras de los sobrenadantes libres de células de los 

cultivos de las transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt se determinó 

después de la inducción con metanol a 30 ºC (A) y 16 ºC (B), en ausencia de inhibidores 

(no-inhibidor) (barras negras) o presencia de 0.18 mM de E-64 (inhibidor específico de CPs 

tipo papaína) (barras con rayas), 1 mM de TLCK (inhibidor de CPs tipo legumaína) (barras 

grices). Adicionalmente, se determinó la actividad relativa de la fracción intracelular de las 

transformantes de P. pastoris inducidas con metanol a 30 ºC (A) y 16 ºC (B) en la ausencia 

de inhibidores (barras blancas). También se determinó cada 24 h la actividad específica de 

legumaína (RFU g-1 h-1) de los sobrenadantes libres de células de los cultivos de las 

transformantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt inducidos con metanol a 30 ºC 

(C) y 16 ºC (D). P. pastoris X-33 (circulo blanco), clona C1 (triangulo blanco), clona C2 

(cuadrado negro), clona C3 (rombo negro), clona C4 (cuadrado blanco) y clona C5 

(estrella blanca). 
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D I S C U S I Ó N 

Desde la identificación y caracterización funcional de la TvLEGU-1 (Leon-Felix et 

al. 2004; Rendón-Gandarilla et al. 2013), fue evidente la necesidad de una plataforma de 

expresión de proteínas recombinantes confiable para producir cantidades suficientes de esta 

proteína, en su conformación correctamente plegada para estudios posteriores. De esta 

manera, el objetivo del presente trabajo fue explorar las condiciones adecuadas para 

producir la TvLEGU-1 recombinante sin pasos adicionales como la desnaturalización y 

replegamiento necesarios durante la producción de esta proteína cuando se obtiene como 

cuerpos de inclusión en el sistema de expresión de la bacteria E. coli. Para lograr este 

propósito, se utilizó la plataforma de expresión de P. pastoris. 

El sistema de expresión de la levadura metilótrofa P. pastoris ha recibido gran 

atención para la expresión de proteínas de origen eucarionte, ya que se ha convertido cada 

vez más popular por su potencial de secretar proteínas heterólogas, especialmente para 

obtener proteínas en forma funcionalmente activa con el plegamiento y modificaciones 

postraduccionales correctas (Cereghino et al. 2002; Damasceno et al. 2012). La expresión 

heteróloga en P. pastoris puede ser de forma intracelular o extracelular. El Kit de Expresión 

Pichia EasySelect (Invitrogen) recomienda que i) si la proteína es citosólica, para llevar a 

cabo la expresión intracelular se pude utilizar uno de los vectores pPICZ (Invitrogen) y ii) 

si la proteína es normalmente secretada se puede obtener mediante el uso de algún vector 

que contenga la secuencia que codifique para algún péptido señal. 

En un primer intento de expresar y secretar la TvLEGU-1 utilizando el sistema de 

expresión de P. pastoris, se optó por usar el vector de expresión pPICZαB y la cepa nativa 

X-33 de P. pastoris tal como Götz y col., reportó en el 2008 (Gotz et al. 2008). El vector de 

expresión pPICZαB tiene la secuencia señal del factor  de apareamiento de S. cerevisiae 

(α-MF), que permite la translocación de la proteína recombinantes a través de la membrana 

del retículo endoplasmáitco (Ng et al. 1996; Plath et al. 1998; Waters et al. 1988) . Este 

péptido señal contiene una pre-secuencia de 19 aminoácidos seguida de una pro-región de 

67aminoácidos que contiene tres sitios para N-glicosilación y un sitio de procesamiento de 

la endopeptidasa Kex2  (Kurjan and Herskowitz 1982). 

Götz y colaboradores (Gotz et al. 2008) reportaron que la TvLEGU-1 se expresó 

funcionalmente en P. pastoris cuando se usó el péptido señal α-MF. Sin embargo, de 
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nuestros resultados, es evidente por el análisis de WB que la rTvLEGU-1 no se secretó al 

medio de cultivo. Esto pudo deberse a que la rTvLEGU-1 se retuvo dentro de la levadura 

(Figura 34). El mayor tamaño del péptido observado (~ 55 kDa) en comparación con el 

peso molecular esperado (45 kDa) sugiere que la pre-región del α-MF fue suficiente para la 

translocación del precursor de pre-pro-α-MF-TvLEGU-1 en el ER, pero también es un 

indicio que el pro-α-MF no fue procesado, lo cual pudo causar su retención dentro de la 

levadura. Podemos especular que durante el plegamiento del precursor pro-α-MF-

TvLEGU-1 el sitio Kex2 quedó inaccesible, porque, aunque se sabe que la pro-secuencia 

ayuda durante el correcto plegamiento de la proteína antes y después de la translocación en 

el ER (Chaudhuri et al. 1992), el plegamiento de la TvLEGU-1 pudo afectar en la eficiencia 

de secreción. Por lo tanto, la tasa de plegamiento y la disponibilidad de sitio Kex2 pueden 

ser factores limitantes en esta vía de secreción durante el correcto procesamiento del α-MF.  

Aunque se ha reportado que la TvLEGU-1 está presente en el citoplasma y en la 

superficie del parásito, a la fecha su vía de secreción no se conoce (Leon-Felix et al. 2004; 

Rendón-Gandarilla et al. 2013). Adicionalmente, no se identificó la existencia de un 

péptido señal canónico en la secuencia de la TvLEGU-1 con el servidor SignalP 4.0.  Por lo 

tanto, se decidió usar el gen sintético tvlegu-1 optimizado con el uso de codones 

preferenciales para P. pastoris para la expresión intracelular de la rTvLEGU-1 en la 

levadura. La expresión intracelular del gen tvlegu-1-opt bajo el control del promotor AOX1, 

inducible por metanol en el sistema de P. pastoris, resultó en la obtención de una proteína 

asociada con la fracción insoluble de la levadura (Figura 40). Junto con los resultados 

obtenidos durante su expresión en E. coli (Tabla IX), esto sugiere que es una propiedad 

intrínseca de la TvLEGU-1 cuando se expresa en el ambiente reductor del citoplasma, más 

que un artificio de un sistema de expresión y/o vector de expresión dado.   

Basándose en los resultados descritos para la expresión intracelular de la rTvLEGU-

1 en el sistema de P. pastoris, es claro que los requerimientos de plegamiento y estabilidad 

para esta proteína podrían únicamente ser suplidos por el ambiente oxidativo del retículo 

endoplásmico, cuando la proteína es dirigida al medio de cultivo por algún péptido señal. 

Sin embargo, el uso de un péptido señal largo como el α-MF o el MAT:  57-70, causó 

problemas. Encontrándose que ambos péptidos señal permitieron la translocación de la 

rTvLEGU-1 del citoplasma al retículo endoplásmico, pero de alguna manera su secreción 
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se vio obstaculizada. Debido a que los péptidos señal pueden variar ampliamente en su 

capacidad de secretar proteínas recombinantes, es de suma importancia tener varios 

péptidos señal de secreción entre los que se pueda elegir para encontrar el óptimo para una 

determinada proteína (Liang et al. 2013). En muchos casos, simplemente se puede tomar 

ventaja de algunos vectores comerciales disponibles para la expresión y secreción de 

proteínas recombinantes. En este sentido, con el fin de probar si el péptido señal largo pre-

pro-α-MF no era conveniente para la secreción de la rTvLEGU-1, clonamos algunos 

péptidos señal cortos, que se ha reportado se utilizan durante la expresión y secreción de 

proteínas en la plataforma de P. pastoris (Tabla XI). Se ha reportado, en algunos casos, 

que el uso de un péptido señal corto puede ser suficiente para la secreción de proteínas 

recombinantes (Heiss et al. 2015). El uso de péptidos señal cortos fue ventajoso, ya que se 

pudieron fusionar directamente al vector de expresión comercial pPICZB, y luego el gen 

tvlegu-1-opt se clonó bajo el control del promotor AOX1 y en marco con la etiqueta de 6x 

His para facilitar la detección y purificación. La capacidad de secreción de estos péptidos 

señal cortos en comparación con el péptido señal α-MF sobre esta proteína de difícil 

expresión (rTvLEGU-1) no se habían probado hasta ahora. 

Dado que nuestro objetivo principal fue evaluar la factibilidad de utilizar diferentes 

péptidos señal para la expresión de la rTvLEGU-1 en P. pastoris, fue necesario un método 

sencillo y directo para la selección de clonas que expresaran la rTvLEGU-1. Por lo que el 

inmuno ensayo de tipo “dot blot” permitió que esta meta se pudiera lograr y fue una manera 

altamente eficiente para llevar a cabo la selección de un gran número de clonas cultivadas a 

pequeña escala (en tubos cónicos de 50 mL). Los resultados revelaron que aparentemente 

algunas de las clonas seleccionadas permitieron la expresión y secreción de la TvLEGU-1 

(Figura 45), demostrando que las secuencias de los péptidos señal clonadas río arriba del 

gen tvlegu-1-opt dirigieron la proteína recombinante a la vía de secreción. Sin embargo, 

este método permitió llevar acabo un análisis cualitativo, ya que los anticuerpos 

reconocieron únicamente la etiqueta de histidinas, independientemente de la integridad de 

las proteínas y no permitió diferenciar entre las forma procesada y no procesada de la 

rTvLEGU-1. Las señales de reconocimiento contra la etiqueta de histidinas observada 

durante el ensayo “Dot blot”, fueron variables. Estas diferencias podrían explicarse por la 

concomitante secreción de la rTvLEGU-1 en aquellas clonas que presentan mayor 
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reconocimiento. Sin embargo, fue necesario escalar la expresión a matraces de tipo 

Erlenmeyer bafleados de 100 mL para mejorar los niveles de expresión, incrementar la 

reproducibilidad de las condiciones de cultivo e identificar claramente la expresión de la 

proteína en su tamaño esperado mediante electroforesis (SDS-PAGE) y WB de muestras de 

los sobrenadantes y seleccionar aquellas clonas que presentaran la mejor expresión de la 

TvLEGU-1.  Pero debido a la dificultad para comparar la expresión de la rTvLEGU-1 en 

los sobrenadantes de todos los cultivos a una mayor escala (matraces de tipo Erlenmeyer 

bafleados de 100 mL), y dado que se ha reportado que el péptido señal corto de la alfa-

amilasa (20 aminoácidos) de Aspergillus niger se ha utilizado con éxito en la expresión y 

secreción de proteínas recombinantes en P. pastoris (Paifer et al. 1994), decidimos trabajar 

con las clonas transformadas con la construcción pPICZB-AA-tvlegu-1-opt (clonas P. 

pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt) que contienen la secuencia que codifica para el 

péptido señal de la la alfa-amilasa (AA).  

Uno de los problemas comúnmente encontrado en P. pastoris cuando se usa 

Zeocina como antibiótico de selección, es la presencia de falsos positivos, en particular en 

aquellas clonas capaces de crecer en altas concentraciones del antibiótico y que no 

contienen múltiples copias del vector de expresión (Cereghino and Cregg 2000).  También 

se observaron falsos positivos en este estudio, ya que por el ensayo de “ddPCR” la clona 

C5 seleccionada en los dos niveles de Zeocina más altos (500 mg / mL y 1000 mg / mL), se 

observó contiene inesperadamente un bajo número de copias del gen tvlegu-1-opt (cinco 

copias) en comparación con las clonas C2 y C3, seleccionadas también en los más altos 

niveles de Zeocina, que contienen 26 y 29 copias, respectivamente (Figura 47). 

Posiblemente hubo una degradación del antibiótico durante el tiempo de incubación o la 

resistencia al antibiótico fue por alguna otra razón no conocida, no relacionada con el 

número de copias del gen, como se ha reportado previamente (Sunga et al. 2008). Los 

resultados de la selección de la clona C5 enfatizan la importancia de evaluar los resultados 

no solo a nivel de resistencia a Zeocina y por PCR convencional, sino también a nivel del 

contenido del gen heterólogo, para asegurar que las transformantes de P. pastoris fueron 

correctamente seleccionadas. El número de copias del gen heterólogo, ha probado ser un 

parámetro crítico para comparar clonas que expresan proteínas recombinantes difíciles de 

expresar (Hohenblum et al. 2004a), tales como la rTvLEGU-1. El uso de la técnica de 
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“droplet digital PCR” (ddPCR) (Camara et al. 2016) nos permitió clasificar las 

transformantes de P. pastoris  de acuerdo al contenido del gen tvlegu-1-opt, facilitando su 

posterior caracterización y así evitar falsas interpretaciones de nuestros resultados (Figura 

47).  

En contraste con muchos otros estudios en los que se ha reportado una correlación 

lineal entre el número de copias y la expresión de la proteína, de hasta un total de entre 8 y 

19 copias por célula (Clare et al. 1991; Hohenblum et al. 2004a; McGrew et al. 1997; 

Vassileva et al. 2001; Zhu et al. 2009), en este trabajo proporcionamos las evidencias que 

confirman que la expresión de la TvLEGU-1 a una temperatura estándar (30 ºC) en P. 

pastoris, conducen a su acumulación intracelular independientemente del número de copias 

contenido por las cepas recombinantes (Figura 51). Es remarcable que la producción de la 

TvLEGU-1 incrementa con el contenido del número de copias del gen heterólogo. Sin 

embargo, parece que el sistema de secreción de la levadura fue incapaz de procesar y 

secretar correctamente la proteína, conduciendo a una inhibición del crecimiento (Figura 

49A) y una subsecuente muerte celular, tal como se muestra para aquellas clonas (clona C2 

y C3) que contienen el mayor número de copias (Figura 49B). Sin embargo, mediante la 

disminución de la temperatura a 16 ºC, se observó una correlación positiva entre el número 

de copias y la actividad específica de legumaína, tal como se muestra para la clona C1 que 

contiene dos copias del gen tvlegu-1-opt (0.0987 RFU.g/h a 30º C, Figura 56C, y 0.1606 

RFU.g/h a 16º C, Figura 56D), existiendo una correlación negativamente arriba de cinco 

copias, acompañada por una significante acumulación de la rTvLEGU-1 dentro de la 

levadura (Figura 55F). 

El incremento en la actividad de legumaína durante la inducción a 16º C se podría 

atribuir a un aumento de la viabilidad celular (Hong et al. 2002; Jahic et al. 2003; Li et al. 

2001). Cuando se analizó la viabilidad de las clonas recombinantes de P. pastoris durante la 

inducción de la expresión de la rTvLEGU-1 con metanol, los resultados mostraron una 

mayor muerte celular a 30 ºC en comparación con las muestras de los cultivos inducidos a 

16 ºC (Figura 49B y Figura 52B). Sin embargo, a baja temperatura (16 ºC), la muerte 

celular de P. pastoris fue no mayor al 10% en las clonas C2 y C3 con el mayor número de 

copias. En general, la temperatura de 16 ºC resultó tener un impacto significativo sobre la 

viabilidad celular. Esto está de acuerdo con los cambios de peso seco (DCW) registrados, 
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que muestran un aumento constante para todas los clonas a temperatura de 16 ºC en 

comparación con la temperatura estándar (30 ºC), donde el DCW disminuyó notablemente 

para los clonas C2 y C3 (Figura 49A y la Figura 52A). Estos resultados apoyan la 

sugerencia de que una temperatura más baja (16 ºC) permitió la disminución de la muerte 

celular, y un aumento de la actividad específica de legumaína, como se observa en la clona 

C1. Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que el aumento en la actividad 

proteolítica de la rTvLEGU-1 puede estar relacionada con algún otro mecanismo, junto con 

la disminución de la muerte celular de la levadura. 

Puede haber varios mecanismos detrás del efecto de bajar la temperatura de 

inducción sobre el aumento de la actividad de legumaína para la clona C1. Debido a las 

propiedades específicas de cada proteína, la eficacia de plegamiento y procesamiento de 

cada proteína en el ER es diferente. La rTvLEGU-1 podría requerir un tiempo de 

procesamiento más largo para plegarse correctamente debido a la estructura multi-dominio 

que presentan las proteasas pertenecientes a este clan (Macauley-Patrick et al. 2005). 

Además, la secuencia de la TvLEGU-1 contiene siete residuos de cisteína, y al menos seis 

podrían estar involucrados en la formación de enlaces por puentes disulfuro. Por lo tanto, la 

reducción de la temperatura puedo disminuir el estrés de plegado impuesto a la célula, lo 

que podría conducir al aumento en la obtención de proteína correctamente plegada (Gasser 

et al. 2007; Li et al. 2001).  

La inducción con metanol de la clona con dos copias del gen tvlegu-1-opt (Clona 

C1) a una baja temperatura, pudo resultar en un aumento de la secreción de la rTvLEGU-1 

por la disminución de la tasa de síntesis de proteínas, lo cual pudo haber generado un 

balance entre la proteína que entra y sale a través de vía de secreción de la levadura. Estos 

resultados son consistentes con reportes previos que muestran que la sobre-expresión de 

proteínas conduce a la disminución en el rendimiento de la secreción de proteínas 

(Bannister and Wittrup 2000; Inan et al. 2006; Liebman et al. 1999; Liu et al. 2003). 

Junto con los requerimientos de plegamiento de la TvLEGU-1, su acumulación 

intracelular también podría ser debido a una alta inducción del promotor AOX1. Por lo 

tanto, las altas tasas de traducción que se imparte a la célula debidas al promotor AOX1 

pueden saturar la capacidad de plegamiento del ER, lo que resulta en la acumulación de 

proteínas mal plegadas. La respuesta al mal plegamiento de la proteína desplegada (UPR) 
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por parte de la levadura, sirve para restaurar la homeostasis en el retículo endoplasmático 

después de la acumulación de proteínas mal plegadas. Sin embargo, si la célula no puede 

adaptarse con éxito a una situación de estrés, como la sobre-expresión de proteínas, podría 

darse lugar a la muerte celular (apoptosis) (Liu et al. 2005; Mattanovich et al. 2004; Sitia 

and Braakman 2003).  

En otros estudios se ha demostrado que la acumulación de proteínas recombinantes 

en P. pastoris induce la UPR (Hohenblum et al. 2004b). Esto podría explicar por qué la 

acumulación intracelular de la TvLEGU-1, que fue notablemente elevada en las clonas con 

el mayor número de copias del cassette de expresión (Clonas C2 y C3), dio lugar a la 

inhibición del crecimiento, la lisis celular y la abundante liberación de proteínas endógenas 

en el sobrenadante (Figura 49 y Figura 52). Estudios adicionales para determinar si la 

acumulación de la TvLEGU-1 induce la UPR podría proporcionar conocimientos 

adicionales sobre el uso de P. pastoris como un sistema heterólogo para la expresión de la 

TvLEGU-1. 

Como se discutió anteriormente, una de las razones para que la TvLEGU-1 se 

retuviera dentro de las células de P. pastoris puedo ser debido al plegamiento incorrecto de 

esta molécula, en el cual podría estar implicado la formación de enlaces por puentes 

disulfuro. Para resolver este problema, será interesante evaluar el efecto de la introducción 

de un cassette de expresión que codifica una proteína disulfuro isomerasa (PDI), enzima 

que ayuda a las proteínas a lograr la correcta formación de enlaces por puentes disulfuro 

(Inan et al. 2006). 
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C O N C L U S I Ó N 

En conclusión, las condiciones exploradas en este estudio, como el uso de un 

péptido señal corto, el número de copias del gen heterólogo y la temperatura de inducción, 

nos permitió seleccionar condiciones para la expresión heteróloga de la TvLEGU-1 

enzimáticamente activa en la plataforma de expresión de P. pastoris. Los resultados indican 

que el aumento del número de copias del cassette de expresión fue perjudicial para la 

expresión heteróloga de la rTvLEGU-1 en la levadura. Adicionalmente, la rTvLEGU-1 

asociada a la membrana en la fracción insoluble de las células para cualquier número de 

copias contenido en las clonas, sugiere que la eficiencia de la traducción no fue el principal 

cuello de botella en la expresión de la proteína. En su lugar, los pasos limitantes para 

obtener la rTvLEGU-1 en su conformación nativa y activa podrían ser eventos co-

traduccionales y postraduccionales, tales como el plegamiento de la proteína y la formación 

de enlaces por puentes disulfuro (Hohenblum et al. 2004b; Inan et al. 2006; Kauffman et al. 

2002; Zhu et al. 2011). La estrategia utilizada en este estudio podría ser útil para la 

expresión recombinante de otras CPs en su conformación nativa. 

Esta investigación principalmente contribuyó a explorar la expresión heteróloga de 

la rTvLEGU-1 en su forma soluble en el sistema de P. pastoris y también allana el camino 

para determinar las deficiencias de la proteína de fusión de acuerdo con una serie de 

experimentos, y ayuda a mejorar las estrategias para obtener la rTvLEGU-1 correctamente 

procesada, que es un biomarcador potencial para la inmunodetección de la tricomoniasis. 
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P E R S P E C T I V A S 

1. Realizar ensayos de inducción de la expresión de la TvLEGU-1 con las clonas 

recombinantes P. pastoris X-33-pPICZB-AA-tvlegu-1-opt con menor número de 

copias (clonas C1 y C4) a una escala de fermentador para incrementar la cantidad de 

TvLEGU-1 y poder purificarla para realizar ensayos bioquímicos y estructurales 

2. Estudiar el efecto de la deleción y/o mutación de las cisteínas de la TvLEGU-1 

durante su expresión, secreción y activación al expresarse en P. pastoris.   

3. Estudiar el efecto de la co-expresión de la PDI (proteína disulfuro isomerasa) 

durante la expresión y secreción de la TvLEGU-1 en clonas con más de cinco 

copias del gen tvlegu-1-opt 

4. Realizar estudios adicionales para determinar si la acumulación de la TvLEGU-1 

induce la UPR. 

5. Comparar la expresión y secreción de la TvLEGU-1 al utilizar los otros péptidos 

señal. 
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 A P É N D I C E S 

 

Apéndice I: Soluciones 

 

METODOLOGÍAS GENERALES 

 

Extracción de ADN plasmídico 

 

Amortiguador de resuspensión P1 

Tris- HCl pH8.0 50 mM   

EDTA   10 mM 

 

Amortiguador de lisis P2 

NaOH   200 mM   

SDS  1 % 

 

Amortiguador de neutralización P3 

KCH2COOH pH 5.5  3.0 M 

 

 

Preparación de células competentes 

 

Amortiguador TFB1 

RbCl  100 mM 

MnCl2  50 mM 

KC2H3O2 30 mM 

CaCl2  10 mM 

 

Amortiguador TFB2 

MOPS  10 mM 

RbCl   10 mM 
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Cromatografía de afinidad a níquel  

 

Amortiguador de Lisis (Amortiguador de unión) 

Tris-HCl pH 8.0 50 mM 

NaCl   250 mM 

PMSF   1mM 

Glicerol   5%  

 

Amortiguador de lavado  

Tris-HCl pH 8.0 50 mM 

NaCl   250 mM 

PMSF   1mM 

Glicerol   5%  

Imidazol  10 mM 

 

Amortiguador de elución 

Tris-HCl pH 8.0 50 mM 

NaCl   250 mM 

PMSF   1mM 

Glicerol   5%  

Imidazol  500 mM 
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Apéndice II: Descripción de la secuencia de los distintos péptidos señal 

 

Descripción de la secuencia de nucleótidos que codifican para los distintos péptidos señal, 

subrayado: secuencia Kozak, negritas: sitio de inicio de la traducción ATG, Rojo: sitio de 

restricción 5´-EcoRI y Azul: sitio de restricción 3´-KpnI. 

 

AA-Alpha amilasa 

Secuencia señal derivada del gen de la alpha amilasa de Aspergillus niger, facilita la 

secreción de proteínas heterólogas en levaduras (Paifer et al. 1994). 

Fuente: Aspergillus niger, Longitud: 20 aa, MW: 2207.6 Da 

Secuencia de nucléotidos: 

GAATTCGAAACGATGGTCGCTTGGTGGTCTTTGTTTCTGTACGGTCTTCAGGTC

GCTGCACCTGCTTTGGCTGGTACC 

 

GA-Glucoamilasa 

Secuencia señal derivada de gen STA1 de la glucoamilasa extracelular de Aspergillus 

awamori, facilita la secreción de proteínas heterólogas en levadura (Fierobe et al. 1997). 

Fuente: Aspergillus awamori, Longitud: 18 aa, MW: 1825.2 Da 

Secuencia de nucleótidos: 

GAATTCGAAACGATGTCTTTTAGATCCTTGTTGGCTTTGTCTGGTTTGGTTTGTT

CTGGTTTGGCTGGTACC 

 

IN-Inulinasa 

Secuencia señal derivada del gen INUIA de inulinasa de Kluyveromyces maxianus, facilita 

la secreción en levaduras (Kang et al. 1996). 

Fuente: Kluyveromyces maxianus, Longitud: 16 aa, MW: 1647.0 Da 

Secuencia de nucleótidos: 

GAATTCGAAACGATGAAGTTAGCATACTCCTTGTTGCTTCCATTGGCAGGAGTC

AGTGCTGGTACC 

 

IV-Invertasa 
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Secuencia señal derivada del gen SUC2 de la invertasa secretada por Sacsharomyces 

cerevisiae, facilita la secreción de proteínas heterólogas en levaduras (Chang et al. 1986). 

Fuente: Saccharomyces cerevisiae, Longitud: 19 aa, MW: 2025.5 Da 

Secuencia de nucleótidos: 

GAATTCGAAACGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAG

CCAAAATATCTGCAGGTACC 

 

KP-Proteína Killer 

Secuencia derivada de la toxina killer de Saccharomyces cerevisiae, facilita la secreción de 

proteínas heterólogas en levaduras (Tokunaga et al. 1988).  

Fuente: Saccharomuces cerevisiae, Longitud: 26 aa, MW: 2926.6 Da 

Secuencia de nucleótidos: 

GAATTCGAAACGATGACTAAGCCAACCCAAGTATTAGTTAGATCCGTCAGTAT

ATTATTTTTCATCACATTACTACATCTAGTCGTAGCTGGTAC 

 

LZ-Lisozima 

Secuencia señal derivada de la lisozima de pollo, facilita la secreción de proteínas 

heterólogas en levaduras (Jigami et al. 1986). 

Fuente: Gallus gallus, Longitud: 26 aa, MW: 2686.4 Da 

Secuencia de nucleótidos: 

GAATTCGAAACGATGCTGGGTAAGAACGACCCAATGTGTCTTGTTTTGGTCTTG

TTGGGATTGACTGCTTTGTTGGGTATCTGTCAAGGTGGTACC 

 

SA-Albumina de suero 

Secuencia señal derivada de la albunina humana, facilita la secreción de proteínas 

heterólogas en levaduras (Cereghino et al. 2002). 

Fuente: Homo sapiens, Longitud: 18 aa, MW: 2140.5 Da 

Secuencia de nucleótidos: 

GAATTCGAAACGATGAAGTGGGTTACCTTTATCTCTTTGTTGTTTCTTTTCTCTT

CTGCTTACTCTGGTACC 
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Apéndice III: Resultados de secuenciación de la batería de vectores que contienen los 

distintos péptidos señal 

 

Vector Secuencia Señal Archivo de la secuencia 

pPICZB-AA SS- Alfa-amilasa (Aspergillus 

niger) 

SP1-3-AOX_B01_04.ab1 

pPICZB-GA SS- Glucoamilasa (Aspergillus 

awamori) 

SP2-3-AOX_C01_07.ab1 

pPICZB-IN SS- Inulinasa (Kluyveromyces 

maxianus) 

SP4-3-AOX_E01_13.ab1 

pPICZB-IV SS- Invertasa (S. cerevisiae) SP5-3-AOX_F01_16.ab1 

pPICZB-KP SS- Proteina Killer (S. 

cerevisiae) 

Pendiente 

pPICZB-LZ SS- Lisozima (Gallus gallus) SP7-3-

AOX_H01_22.ab1 

pPICZB-SA SS- Albumina de suero (Homo 

sapiens) 

SP3-3-

AOX_D01_10.ab1 

 

Análisis de los resultados de secuenciación de la batería de vectores que contienen los 

distintos péptidos señal, subrayado: secuencia Kozak, negritas: sitio de inicio de la 

traducción ATG, Rojo: sitio de restricción 5´-EcoRI y Azul: sitio de restricción 3´-KpnI. 

Además, se anexan los archivos de secuenciación en versión electrónica. 

 

• pPICZB-AA (SP1-3-AOX_B01_04.ab1) 

CTGGGCCCCCCCCCTTGGGACGAAGGGTTGCAATGTTGTTTTAATTTCGGAATT

GCAACCAAGCTCCGCATTTACACCCGAACATCACTTCCAGATGAGGGCTTCTGA

GTGTGGGGTCAAAATAGTTTCATGTTCCCCCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTT

AAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAA

CTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCA

AAAGTCGGCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAAT
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AATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACC

TGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTC

TCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGT

TCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATATATAAACAG

AAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTT

CATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACG

ACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGAG 

GAATTCGAAACGATGGTCGCTTGGTGGTCTTTGTTTCTGTACGGTCTTCAGGTC

GCTGCACCTGCTTTGGCTGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAG

AACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCAT

CATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGG

CACTTACGAGAAGACCGGTTCCTTGCATTTTTTGCGT 

Traducción: 

EFETMVAWWSLFLYGLQVAAPALAGTSSRGGRQLSRTKTHLRRGSE-

RRRPSSSSSL 

SS- Alfa-amilasa (Aspergillus niger) 

    MVAWWSLFLYGLQVAAPALA 

 

• pPICZB-GA (SP2-3-AOX_C01_07.ab1) 

CTGGGTTTCTACATTCCCTTGGGCCCCCCCCTGGGCCGAGGTTCATGTTGTTTTA

TTGCGGAATGCAAACAAGCTTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAG

GGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCAAAACT

GACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCA

AGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGA

AACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGC

TCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCC

GGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTA

TGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATA

GCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATA

TATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTA
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GCTTACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGAC

TTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGAG 

 

GAATTCAAACGATGTCTTTTAGATCCTTGTTGGCTTTGTCTGGTTTGGTTTGTTC

TGGTTTGGCTGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAA

ACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCA

TTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACG

AGAAGACCGTCTTGCTTAGGTTCCGG 

Traducción: 

IQTMSFRSLLALSGLVCSGLAGTSSRGGRQLSRTKTHLRRGSE-RRRPSSSSSL 

 

SS- Glucoamilasa (Aspergillus awamori)     

   MSFRSLLALSGLVCSGLA 

 

• pPICZB-SA (SP3-3-AOX_D01_10.ab1)  

 

AGTCCCTGGTCTCTATTCCCTGGGGCCCCCCCCCTGGCGAGCTCATGTTGTTAA

TTTCCGAATGCAAACAAGCTTCCGCATTACACCCCGAACATCACTCCCAGATGA

GGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCCAAATAGTTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCCAA

AACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTC

ATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAA

AAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACG

AATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGA

ACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGAT

GATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGC

TGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAG

CAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCA

TTATTAGCTTACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTT

AACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAA

CGAG 
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GAATTCGAAACGATGAAGTGGGTTACCTTTATCTCTTTGTTGTTTCTTTTCTCTT

CTGCTTACTCTGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAA

ACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCA

TTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACG

AGAAGACCGGGTCTTGGCTTGTTTGGTT 

Traducción: 

EFETMKWVTFISLLFLFSSAYSGTSSRGGRQLSRTKTHLRRGSE-RRRPSSSSSL 

SS- Albumina de suero (Homo sapiens) 

    MKWVTFISLLFLFSSAYS 

 

• pPICZB-IN (SP4-3-AOX_E01_13.ab) 

 

CTACTAAGCCACCCCCAATTGAACCTTTAAGTAGGCCATGTTCGTCCTAGACCC

CCCCTGGTCGAGGTTCATTGTTGTTTTATTTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATT

ACACCCGGAACATCACTCCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAG

TTTCATGTTCCCCCAAATGGCCCCAAAACTGACAGTTTTAAACGCTGTCTTGGA

ACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTT

GAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCATACCG

TTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTT

AGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAA

TGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTT

CCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTA

ACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGT

CTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATTGCGACTGGTT

CCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCA

AAAAACAACTAATTATTCGAAACGAG 

 

GAATTCAAACGATGAAGTTAGCATACTCCTTGTTGCTTCCATTGGCAGGAGTC

AGTGCTGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTC

ATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTG



 230 

AGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGA

AGACCGGTCCTGCCTAGGTTCCC 

Traducción: 

IQTMKLAYSLLLPLAGVSAGTSSRGGRQLSRTKTHLRRGSE-RRRPSSSSSL 

   SS- Inulinasa (Kluyveromyces maxianus) 

   MKLAYSLLLPLAGVSA 

 

• pPICZB-IV (SP5-3-AOX_F01_16.ab1) 

 

CATGTGTTCCTTATCCTTGGGCTCCCCCTGGCGAGGTTTGCATGGTTGTTTATTT

CCGGAATTGCAAACAAGCTCCGCATTACACCCGGAACATCACTCCAGATGAGG

GCTTTCTGAGTGTGGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCAAAAAC

TGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCC

AAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAG

AAACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATG

CTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCC

CGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATT

ATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGAT

AGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAAT

ATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATT

AGCTTACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACG

ACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGAG 

 

GAATTCGAAACGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCA

GCCAAAATATCTGCAGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAA

CAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCA

TCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCA

CTTACGAGAAGACCCCGGTCCTGGCCTTGGTACG 

Traducción: 

EFETMLLQAFLFLLAGFAAKISAGTSSRGGRQLSRTKTHLRRGSE-RRRPSSSSSL 

SS- Invertasa (S. cerevisiae) 
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    MLLQAFLFLLAGFAAKISA 

 

• pPICZB-LZ (SP7-3-AOX_H01_22.ab1) 

 

TGTGCGCATGACTTTCCATTGGTTTTGGTTATCTCCCGAAATTGCAAACAAGCT

TCGCATTACAACCCCGAACCATCACTCCCAGATTGAGGGACTTCTGAGTTGTGG

GGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCT

GTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTT

GGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCG

GCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCA

TTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCG

AAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACAT

TGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGAT

CAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAA

GCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATT

GCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTT

GAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGAG 

 

GAATTCGAAACGATGCTGGGTAAGAACGACCCAATGTGTCTTGTTTTGGTCTT

GTTGGGATTGACTGCTTTGTTGGGTATCTGTCAAGGTGGTACCTCGAGCCGCG

GCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATA

GCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACT

GTTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCCCGGTCCTGCCAGTTCC

GG 

Traducción: 

EFETMLGKNDPMCLVLVLLGLTALLGICQGGTSSRGGRQLSRTKTHLRRGSE-

RRRPSSS SSL 

SS- Lisozima (Gallus gallus) 

    MLGKNDPMCLVLVLLGLTALLGICQG 
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Apéndice IV: Alineamiento en bases de la secuencia del inserto de la construcción 

pGEX-6P-1-tvlegu-1 

Con base en la secuencia obtenida tanto por el extremo 5´y 3´del DNA plasmídico de la 

construcción pGEX-6P-1-tvlegu-1, se realizó un alineamiento con la secuencia del gen 

nativo tvlegu-1 completo que codifica para la TvLEGU-1, con el programa CLC Free 

Workbench. En la figura se indica la secuencia consenso de las secuencias analizadas, que 

corresponde al ORF del gen tvlegu-1. 
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1

Ga c t g g t t c c a a t t g a c a a g c t t t t g a t t t t a a c g a c t t t

Ga c t g g t t c c a a t t g a c a a g c t t t t g a t t t t a a c g a c t t t

t a a c g a c a a c t t g a g a a g a t c a a a a a a c a a c t a a t t a t t c

t a a c g a c a a c t t g a g a a g a t c a a a a a a c a a c t a a t t a t t c

g a a a c g a t g a g a t t t c c t t c a a t t t t t a c t g c t g t t t t a t

g a a a c g a t g a g a t t t c c t t c a a t t t t t a c t g c t g t t t t a t

t c g c a g c a t c c t c c g c a t t a g c t g c t c c a g t c a a c a c t a c

t c g c a g c a t c c t c c g c a t t a g c t g c t c c a g t c a a c a c t a c

a a c a g a a g a t g a a a c g g c a c a a a t t c c g g c t g a a g c t g t c

a a c a g a a g a t g a a a c g g c a c a a a t t c c g g c t g a a g c t g t c

a t c g g t t a c t c a g a t t t a g a a g g g g a t t t c g a t g t t g c t g

a t c g g t t a c t c a g a t t t a g a a g g g g a t t t c g a t g t t g c t g

t t t t g c c a t t t t c c g c c a g c a t t g c t g c t a a a g a a g a a g g

t t t t g c c a t t t t c c g c c a g c a t t g c t g c t a a a g a a g a a g g

g g t a t c t c t c g a g a a a a g a g a g g c t g a a g c t - - - - - - - - -

g g t a t c t c t c g a g a a a a g a g a g g c t g a a g C T GCAGGA A T T

- - - - - - - - - c a g t t a a c c c c t - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CA CGT GGCCC AGCCGGCCGT CT CGGA T CGG T A CCT CGAGC

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CGCGGCGGCC GCCAGCT T T C T AGA A CA A
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Apéndice V: Alineamiento en bases de la secuencia del inserto de la construcción 

pPICZB-tvlegu-1 

Con base en la secuencia obtenida tanto por el extremo 5´y 3´del DNA plasmídico de la 

construcción pPICZB-tvlegu-1, se realizó un alineamiento con la secuencia del gen nativo 

tvlegu-1 sin los primeros 15 nucleótidos que codifican para los aminoácidos comprendidos 

entre la Met1 y la Lys5 de la TvLEGU-1, con el programa CLC Free Workbench. En la 

figura se indica la secuencia consenso de las secuencias analizadas, que corresponde al 

ORF del gen nativo tvlegu-1. 
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Apéndice VI: Alineamiento en bases de la secuencia del fragmento MAT:  57-70 de 

la construcción pPICZB-MAT:  57-70 

Con base en la secuencia obtenida tanto por el extremo 3´del DNA plasmídico de la 

construcción pPICZB-MAT:  57-70, se realizó un alineamiento con la secuencia del 

fragmento MAT:  57-70 que contiene la deleción de los nucleótidos que codifican para 

los aminoácidos Asn57 y la Ile70 del -MF de Saccharomyces cerevisiae. En la figura se 

indica la secuencia consenso de las secuencias analizadas, que corresponde al fragmento 

MAT:  57-70. 
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1

Ga c t g g t t c c a a t t g a c a a g c t t t t g a t t t t a a c g a c t t t

Ga c t g g t t c c a a t t g a c a a g c t t t t g a t t t t a a c g a c t t t

t a a c g a c a a c t t g a g a a g a t c a a a a a a c a a c t a a t t a t t c

t a a c g a c a a c t t g a g a a g a t c a a a a a a c a a c t a a t t a t t c

g a a a c g a t g a g a t t t c c t t c a a t t t t t a c t g c t g t t t t a t

g a a a c g a t g a g a t t t c c t t c a a t t t t t a c t g c t g t t t t a t

t c g c a g c a t c c t c c g c a t t a g c t g c t c c a g t c a a c a c t a c

t c g c a g c a t c c t c c g c a t t a g c t g c t c c a g t c a a c a c t a c

a a c a g a a g a t g a a a c g g c a c a a a t t c c g g c t g a a g c t g t c

a a c a g a a g a t g a a a c g g c a c a a a t t c c g g c t g a a g c t g t c

a t c g g t t a c t c a g a t t t a g a a g g g g a t t t c g a t g t t g c t g

a t c g g t t a c t c a g a t t t a g a a g g g g a t t t c g a t g t t g c t g

t t t t g c c a t t t t c c g c c a g c a t t g c t g c t a a a g a a g a a g g

t t t t g c c a t t t t c c g c c a g c a t t g c t g c t a a a g a a g a a g g

g g t a t c t c t c g a g a a a a g a g a g g c t g a a g c t - - - - - - - - -

g g t a t c t c t c g a g a a a a g a g a g g c t g a a g C T GCAGGA A T T

- - - - - - - - - c a g t t a a c c c c t - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CA CGT GGCCC AGCCGGCCGT CT CGGA T CGG T A CCT CGAGC

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CGCGGCGGCC GCCAGCT T T C T AGA A CA A
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Apéndice VII:  Mapa y sitio múltiple de clonación del vector pPICZB 

Panel A. Mapa del vector de expresión pPICZB (3329 pb), que muestra el sitio múltiple de 

clonación donde se muestran las secuencias de los sitios de restricción para las distintas 

enzimas, la secuencia parcial que codifica para el epitope c-myc y la etiqueta de 6 histidinas 

(6x His-tag) (bases 1275-1337). Además, este vector confiere resistencia a Zeocina, 25 

g/mL y 100 g/mL, para facilitar la selección de clonas transformantes de E. coli y P. 

pastoris, respectivamente. 
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Apéndice VIII:  

Comparación del gen nativo tvlegu-1 (wt) y el gen sintético tvlegu-1 (opt) con respecto al 

uso de codones de Pichia pastoris. 

 

  
gen tvlegu-1 

Frecuencia 

en 

Aminoácido Codón wt opt P. pastoris 

Alanina (Ala, A) 
    

 
GCG 0 0 0.06 

 
GCA 3 9 0.24 

 
GCT 33 20 0.45 

 
GCC 5 12 0.24 

Cisteína (Cys, C) TGT 1 4 0.65 

 
TGC 6 3 0.35 

Aspártico (Asp, D) GAT 19 12 0.59 

 
GAC 7 14 0.41 

Glutámico (Glu, E) GAG 7 7 0.42 

 
GAA 9 9 0.58 

Fenilalanina (Phe, F) TTT 0 8 0.56 

 
TTC 17 9 0.44 

Glicina (Gly, G) GGG 0 0 0.1 

 
GGA 3 10 0.32 

 
GGT 8 14 0.43 

 
GGC 13 0 0.14 

Histidina (His, H) CAT 0 6 0.54 

 
CAC 11 5 0.46 

Isoleucina (Ile, I) ATA 0 0 0.18 

 
ATT 4 11 0.51 

 
ATC 20 13 0.31 

Lisina (Lys, K) AAG 28 13 0.53 

 
AAA 0 15 0.47 
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Leucina (Leu, L) TTG 0 18 0.33 

 
TTA 1 0 0.15 

 
CTG 0 0 0.16 

 
CTA 0 0 0.12 

 
CTT 12 15 0.17 

 
CTC 20 0 0.08 

Metionina (Met, M) ATG 9 9 1 
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gen tvlegu-1 

Frecuencia 

en 

Aminoácido Codón wt opt P. pastoris 

Asparagina (Asn, 

N) AAT 1 10 0.48 

 
AAC 20 11 0.52 

Prolina (Pro, P) CCG 0 0 0.1 

 
CCA 12 5 0.4 

 
CCT 0 7 0.35 

 
CCC 0 0 0.16 

Glutamina (Gln, 

Q) CAG 9 5 0.38 

 
CAA 1 5 0.62 

Arginina (Arg, R) AGG 1 0 0.16 

 
AGA 3 8 0.47 

 
CGG 0 0 0.05 

 
CGA 0 0 0.11 

 
CGT 4 1 0.16 

 
CGC 1 0 0.05 

Serina (Ser, S) AGT 0 4 0.15 

 
AGC 1 0 0.09 

 
TCG 0 0 0.09 

 
TCA 3 4 0.19 

 
TCT 2 7 0.29 

 
TCC 15 6 0.2 

Treonina (Thr, T) ACG 0 0 0.11 

 
ACA 24 7 0.25 

 
ACT 0 12 0.4 

 
ACC 1 6 0.24 

Valina (Val, V) GTG 0 0 0.2 

 
GTA 1 0 0.16 
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GTT 13 16 0.42 

 
GTC 14 12 0.23 

Triptofano (Trp, 

W) TGG 0 0 1 

Tirosina (Tyr, Y) TAT 5 9 0.45 

 
TAC 21 17 0.55 

* codón de paro TGA 0 0 0.18 

 
TAG 0 1 0.29 

 
TAA 1 0 0.53 
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Apéndice IX:  

Alineamiento de los genes tvlegu-1 (wt) y tvlegu-1 (opt), región optimizada en rojo. 

 

(opt)5’- ATGTTTTGCCTTCTTCAACTTGCTAGATGTGACAGATTCGCCGTCCTTATCGCAGGTTCC 

(wt) 5’- ATGTTCTGCCTTCTTCAGCTCGCAAGGTGTGATAGATTCGCAGTTCTTATTGCTGGTTCC 

 

(opt)    AATGACTTTTACAACTACAGACACCAGGCTGATATTTTTAACATGTACCAACAGTTGGTT 

(wt)     AACGACTTCTACAACTATCGCCACCAGGCCGATATCTTCAACATGTACCAGCAACTTGTT 

 

(opt)    AAGAGAGGTTTCGATGACCAACATATTACTATGATGGCTTACGATGACATCGCTCTTTCT 

(wt)     AAGCGTGGATTCGATGATCAGCACATCACAATGATGGCTTATGATGATATTGCTTTATCA 

 

(opt)    TCCGAAAACCCTTTTAGAGGTAAAGTTTTCCATACATTGAAACACGTCAATATCTACCCT 

(wt)     TCTGAAAACCCATTCAGAGGCAAGGTCTTCCACACACTTAAGCACGTCAACATCTACCCA 

 

(opt)    GGATCAAGTAAGATCAACTATGCCCATAATTCTGTTACTGCTGATCAGTTTTACACAGTC 

(wt)     GGTTCCTCCAAGATCAACTACGCTCACAATTCCGTCACAGCTGACCAGTTCTACACAGTC 

 

(opt)    CTTACTACATTGAAATCTACCACTTCCGATAACGTTTATATCTACTATGACAATCACGGT 

(wt)     CTTACAACACTCAAGTCCACAACAAGCGATAACGTCTACATCTACTACGATAACCACGGT 

 

(opt)    GGACCAGGTATCCTTGGAGTTCCAGATGGTGTCCCTGGTGGATACATTGAAGCAGAGCCT 

(wt)     GGCCCAGGCATTCTTGGTGTTCCAGATGGTGTTCCAGGAGGCTACATCGAGGCTGAACCA 

 

(opt)    TTGGCTAAGGCCTTTGACACTATGGAAGCTAAGGGTCTTTACGGAAAATTGTTTTTCGGT 

(wt)     CTTGCTAAGGCCTTCGACACAATGGAAGCTAAGGGACTTTACGGCAAGCTCTTCTTCGGT 

 

(opt)    ATTGAGGCCTGTTATTCAGGAAGTGTTGCTGCCGTCTTCAGAGCTAAAAACATGTGCACT 

(wt)     ATCGAAGCTTGCTACTCCGGCTCCGTCGCTGCTGTCTTCCGTGCTAAGAACATGTGCACA 

 

(opt)    ATCACAGCAGCTAATGATGACGAATCTTCCTACGCCGCAGTTTATGATTCCACTGTTGGT 

(wt)     ATCACAGCTGCTAACGATGATGAATCATCCTATGCTGCTGTCTACGATTCCACAGTCGGC 

 

(opt)    GTCTACTTGTCAAACGAGTTTAGTAATTACTTCATGGCTTATCTTGACTCTAACCCACAA 

(wt)     GTATATCTTTCCAACGAATTCTCCAACTACTTCATGGCCTACCTCGATTCCAACCCACAG 

 

(opt)    AACACCATCGGAAACTTGTACACTAAGGTTAAAGCTCAGACAACCGGTTCACATGTTTGT 

(wt)     AACACAATCGGCAACCTCTACACAAAGGTCAAGGCCCAGACAACAGGCTCCCACGTTTGC 

 

(opt)    TACTATGGAGATGTCAACATGAAGAATTTGAAACTTAGTGACTTCTTGGGTACTCCAAAT 

(wt)     TACTACGGTGATGTCAACATGAAGAACCTCAAGCTCTCCGACTTCCTCGGCACACCAAAC 

 

(opt)    GAAGTTGTCGCTCCTAAGGCAGATGCTAAAATTGACATTATCCCTCATTACTTGGCTACA 

(wt)     GAGGTTGTTGCTCCAAAGGCTGATGCTAAGATCGACATCATCCCACACTACCTCGCTACA 

 

(opt)    AAGTCTACCCTTTATCAATTGGCCCAGTCCACTGATGCCAAGATTGCAGGAAGAGCTAAA 

(wt)     AAGTCCACCCTCTACCAGCTTGCTCAGTCAACAGATGCTAAGATCGCTGGCCGTGCTAAG 

 

(opt)    GTTGCCTTGCACGAAGTCATCGCTGCCGCAGAGAAGTTGGACCTTACCTTGACTTCTATT 

(wt)     GTTGCTCTCCACGAGGTTATCGCTGCTGCTGAAAAGCTCGATCTCACACTCACATCTATC 

 

(opt)    GCTGAAATCCTTGAACCAGAGACTAAAAATGTTTTGCGTGCTAAGTGCGGTAAAATCACA 

(wt)     GCTGAAATCCTCGAGCCAGAGACAAAGAACGTTCTCCGTGCTAAGTGCGGCAAGATCACA 
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(opt)    CCTGAATACTTCGAGGTTTTGCACTACTTCACCGAGAAGTATGGTGTTGTCAAAGGAGAT 

(wt)     CCAGAATACTTCGAGGTCCTCCACTACTTCACAGAGAAGTATGGCGTCGTCAAGGGTGAT 

 

(opt)    GACATGATCAAACTTAGAGTTTTGGTCAATCTTGCCTTGAAGCATAAAGTCGCAGACATT 

(wt)     GACATGATCAAGCTCAGAGTTCTTGTTAACCTCGCTCTCAAGCACAAGGTTGCAGACATC 

 

(opt)    AAAGCAGCTATTGACGCCATTTGTTAG-3’ 

(wt)     AAGGCTGCTATTGATGCCATCTGCTAA-3’ 
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Apéndice X: 

Secuencia optimizada (opt) del gen tvlegu-1: Longitud: 1181, Sitios de restricción 

adicionales Kpn I (GGTACC) y NotI (GCGGCCGC). 

 

GGTACC 

ATGTTTTGCCTTCTTCAACTTGCTAGATGTGACAGATTCGCCGTCCTTATCGCAGGTTCCAATGACTTTTACA

ACTACAGACACCAGGCTGATATTTTTAACATGTACCAACAGTTGGTTAAGAGAGGTTTCGATGACCAACATAT

TACTATGATGGCTTACGATGACATCGCTCTTTCTTCCGAAAACCCTTTTAGAGGTAAAGTTTTCCATACATTG

AAACACGTCAATATCTACCCTGGATCAAGTAAGATCAACTATGCCCATAATTCTGTTACTGCTGATCAGTTTT

ACACAGTCCTTACTACATTGAAATCTACCACTTCCGATAACGTTTATATCTACTATGACAATCACGGTGGACC

AGGTATCCTTGGAGTTCCAGATGGTGTCCCTGGTGGATACATTGAAGCAGAGCCTTTGGCTAAGGCCTTTGAC

ACTATGGAAGCTAAGGGTCTTTACGGAAAATTGTTTTTCGGTATTGAGGCCTGTTATTCAGGAAGTGTTGCTG

CCGTCTTCAGAGCTAAAAACATGTGCACTATCACAGCAGCTAATGATGACGAATCTTCCTACGCCGCAGTTTA

TGATTCCACTGTTGGTGTCTACTTGTCAAACGAGTTTAGTAATTACTTCATGGCTTATCTTGACTCTAACCCA

CAAAACACCATCGGAAACTTGTACACTAAGGTTAAAGCTCAGACAACCGGTTCACATGTTTGTTACTATGGAG

ATGTCAACATGAAGAATTTGAAACTTAGTGACTTCTTGGGTACTCCAAATGAAGTTGTCGCTCCTAAGGCAGA

TGCTAAAATTGACATTATCCCTCATTACTTGGCTACAAAGTCTACCCTTTATCAATTGGCCCAGTCCACTGAT

GCCAAGATTGCAGGAAGAGCTAAAGTTGCCTTGCACGAAGTCATCGCTGCCGCAGAGAAGTTGGACCTTACCT

TGACTTCTATTGCTGAAATCCTTGAACCAGAGACTAAAAATGTTTTGCGTGCTAAGTGCGGTAAAATCACACC

TGAATACTTCGAGGTTTTGCACTACTTCACCGAGAAGTATGGTGTTGTCAAAGGAGATGACATGATCAAACTT

AGAGTTTTGGTCAATCTTGCCTTGAAGCATAAAGTCGCAGACATTAAAGCAGCTATTGACGCCATTTGTTAG 

GCGGCCGC 

 

Eliminación de sitios de restricción en el gen tvlegu-1 (opt) 

      tvlegu-1 

Enzimas de 

restricción Secuencia  (opt) (wt) 

HindIII  (AAGCTT) 0 1 (491) 

BsaI      (GGTCTCN) 0 0 

NdeI     (CATATG) 0 0 

KpnI     (GGTACC) 0 0 

XhoI     (CTCGAG) 0 1(976) 

SacI      (GAGCTC) 0 0 

EcoRI  (GAATTC) 0 1(622) 

EcoRV  (GATATC) 0 1(97) 

XbaI  (TCTAGA) 0 0 

PstI  (CTGCAG) 0 0 
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Apéndice XI: 

 

Mapa del Vector de clonación para E. coli pUC57 (2710 pb). 
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