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Resumen 

Expresión de Interleucina-10 humana recombinante en Bifidobacterium 

longum y Escherichia coli 

Palabras clave: Probiótico, Interleucina-10, Péptido líder 

Bifidobacterium longum es una bacteria Gram-positiva no patógena que forma 

parte de un grupo de microorganismos conocidos como probióticos. 

Recientemente, el interés en esta bacteria ha aumentado considerablemente no 

solo por sus cualidades probióticas, ya que también se ha considerado como un 

sistema de producción de proteínas recombinantes y como vehículo para dirigir 

pro-fármacos hacia superficies tumorales. La bacteria Gram-negativa Escherichia 

coli, es el microorganismo más comúnmente empleado en la expresión de 

proteínas recombinantes a nivel industrial, sin embargo su sistema de secreción 

de proteínas hacia medio extracelular es más complejo y son pocas las proteínas 

que se exportan hasta el medio de cultivo. El objetivo de este trabajo fue el diseño 

y construcción de un plásmido estable y funcional en Bifidobacterium longum para 

la expresión de Interleucina-10 humana, proteína que se ha propuesto para el 

tratamiento de enfermedades de carácter inflamatorio. El gen IL-10 se optimizó en 

paralelo para su expresión en B. longum y en E. coli, y se fusionó al péptido señal 

BIF3 de la β-galactosidasa de B. bifidum. El vector de expresión obtenido se 

denominó pLR y se utilizó para transformar células de B. longum y de E. coli. La 

presencia de hIL-10 en medio de cultivo y células se confirmó por Western blot y 

se cuantificó por ELISA. El vector pLR fue funcional en ambas cepas y el péptido 

BIF3 resultó eficiente para la secreción de hIL-10 en E. coli. 
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Abstract 

Expression of recombinant human Interleukine-10 in Bifidobacterium longum 

and Escherichia coli 

Key words: Probiotic, Interleukine-10, signal peptide 

Bifidobacterium longum is a Gram-positive, non-pathogenic bacteria considered as 

probiotic. In last years the importance of Bifidobacterium spp has grown for their 

probiotic properties and recently has been proposed as expression system for 

recombinant proteins and for delivery pro-drugs target to tumor surfaces as well. 

Escherichia coli, is a Gram-negative bacteria frequently used for recombinant 

protein expression. Nevertheless, the secretory system for proteins in Gram-

negative bacteria is complex and there are only few proteins exported at 

extracellular medium. The main objective of this work was the design and 

construction of a stable and functional vector for Bifidobacterium longum for the 

expression of human interleukine-10, which is considered as therapeutic treatment 

of inflammatory diseases. The IL-10 gene was optimized for both, Bifidobacterium 

longum and Escherichia coli, and was fused to the signal peptide BIF3 from a β-

galactosidase exported by Bifidobacterium bifidum. The novel expression vector 

was named pLR and was used to transform Bifidobacterium longum ATCC 15707 

and Escherichia coli strains. hIL-10 was confirmed by Western blot and ELISA 

assays. pLR vector was functional in both strains and BIF3 led the secretion of hIL-

10 in Escherichia coli.  
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1. BIFIDOBACTERIUM 

 

1.1 Antecedentes de Bifidobacterium  

La primera descripción de Bifidobacterium fue realizada en el Instituto Pasteur 

por Tissier en el año de 1900, reportando que estos bacilos eran la flora 

predominante en heces de infantes alimentados con leche materna y les dio el 

nombre de Bacillus bifidus communis debido a su forma bifurcada (Figura 1). 

Posteriormente, basado en sus características morfológicas, bioquímicas y de 

cultivo, Orla-Jensen (1924) sugirió una clasificación como nuevo género al cual 

llamó Bifidobacterium y lo colocó en un taxón separado. Sin embargo tuvieron 

que pasar casi 50 años para que este género apareciera en la VIII edición del 

Manual Bergey´s de Bacteriología Determinativa (Breed et al, 1957). Se 

consideraron principalmente tres características diferentes para su separación 

final y reclasificación como género; la fermentación de azúcares (Reuter, 1963), 

la presencia de la enzima fructosa 6-fosfato fosfocetolasa (De Vries y 

Stouthamer, 1967) y el alto contenido de G+C en el ADN. Actualmente el 

género Bifidobacterium está clasificado en el dominio Bacteria dentro de la 

clase Actinobacteria (Stackebrandt et al, 1997) en la subclase Actinobacteridae, 

el orden Bifidobacteriales y la familia Bifidobacteriaceae. De acuerdo a criterios 

taxonómicos, bifidobacteria se agrupó filogenéticamente en la rama de los 

actinomicetos Gram-positivos  en el cluster con alto contenido de G+C (Olsen 

et al, 1994). Existen a la fecha 33 especies diferentes en base a homología de 

ADN aislados de diferentes fuentes; 11 especies se aislaron del humano, 15 de 

mamíferos, 3 de abejas, 3 fueron aisladas de aguas negras y una de leche 

fermentada (Watabe et al, 1983; Scardovi, 1986; Lauer, 1990; Biavati y 
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Mattarelli, 1991; Biavati et al, 1991; Crociani et al, 1996; Meile et al, 1997), 

incluyendo la especie descubierta más recientemente; B. thermacidophilum, 

que fue aislada de un digestor anaerobio (Dong et al, 2000). Bifidobacterium 

coloniza rápidamente el tracto intestinal de recién nacidos y llega a ser el 

género dominante de la flora intestinal, sin embargo la población disminuye con  

la edad (Mitsuoka, 1990) y solo llega a representar del 1 al 3 % de la flora fecal 

de adultos sanos (Mitsuoka, 1982). 

 

1.2 Características del género Bifidobacterium 

Las bacterias del género Bifidobacterium son bacilos no esporulados, Gram-

positivos, anaerobios, catalasa negativa, que presentan morfología bifurcada 

(Figura 1). Bifidobacterium spp metaboliza una gran cantidad de carbohidratos 

produciendo principalmente ácidos acético y láctico en una relación molar 3:1 

sin producción de CO2.  La glucosa es metabolizada exclusivamente por la 

enzima fructosa 6-fosfato fosfocetolasa (Figura 2), enzima clave en el 

metabolismo de Bifidobacterium (Scardovi y Trovatelli, 1969). 
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Figura 1. La forma bifurcada es característica del género Bifidobacterium.
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Figura 2. Vía metabólica de Bifidobacterium, los metabolitos principales son 

acetato y lactato.  
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1.3 Bifidobacterium y su importancia como probiótico 

Metchnikoff (1907), observó en una población de Bulgaria que sus habitantes 

presentaban una longevidad larga y llegó a la conclusión de que este fenómeno 

estaba relacionado al consumo de leches fermentadas con bacterias lácticas, 

fue entonces cuando nació la idea de utilizar bacterias viables como 

suplemento alimenticio bajo la teoría de “Longevidad sin envejecimiento”. El 

concepto de probiótico fue introducido a principios del siglo XX, y su definición 

ha evolucionado a través de los años (Tabla 1).   

 

Tabla 1. Evolución de la definición de probióticos  

Definición Referencia 
Sustancia producida por microorganismos que promueve el 
crecimiento de otros microorganismos. 

Lilly y Stillwell, 
(1965)  

Organismos y sustancias  que contribuyen al balance de la 
microbiota intestinal. 

Parker,(1974)  

Suplemento alimenticio vivo que afecta benéficamente al 
huésped mejorando el balance de la microbiota intestinal. 

Fuller, (1989)  

Cultivo o mezcla de cultivos de microorganismos que 
aplicados al humano o animales, afecta benéficamente al 
huésped mejorando las propiedades de la microflora nativa. 

Havenaar y 
Huis In’t Veld, 
(1992)  

Microorganismos vivos, que al ser ingeridos en ciertas 
cantidades, presentan efectos benéficos más allá de la 
nutrición básica. 

Schaafsma, 
(1996)  

Adyuvante microbiano que afecta benéficamente la fisiología 
del huésped mediante la modulación de la mucosa e 
inmunidad sistémica, así como mejorando el balance 
nutricional y microbiano del tracto intestinal.  

Naidu et al, 
(1999)  

Preparación de un producto conteniendo microorganismos 
viables en cantidades suficientes, los cuales alteran la 
microflora (por implantación o colonización) presentando 
efectos benéficos en el huésped.  

Schrezenmeir 
y de Vrese, 
(2001)  

Microorganismos vivos que al ser administrados en 
cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del 
huésped. 

FAO/WHO, 
reporte de 
Octubre 
(2001)  

*Adaptado de Sanders, 2003 
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Actualmente la definición más aceptada es la propuesta por la FAO/WHO 

(2001). Existe una gran controversia en cuanto a los beneficios atribuidos a los 

probióticos, sin embargo, los efectos más importantes considerados hasta 

ahora incluyen; el mantenimiento de la microflora normal (prevención de 

diarrea), inhibición del crecimiento de bacterias patógenas por producción de 

bacteriocinas y disminución del pH por la producción de acetato y lactato, 

mejoramiento de intolerancia a lactosa, reducción de niveles de colesterol en 

suero, reducción de las concentraciones de amonio en sangre, producción de 

vitaminas (Deguchi et al, 1985), estimulación del sistema inmune, y actividad 

anticarcinogénica y antimutagénica (Mitsuoka, 1990; Ballonge, 1993). Las 

bacterias con estatus GRAS (Generalmente reconocido como seguro, por sus 

siglas en inglés), más comúnmente utilizadas como probióticos en alimentos 

son Lactobacillus acidophilus, L. casei y Bifidobacterium spp.  

El hábitat principal de Bifidobacterium es el tracto intestinal y se mantiene como 

flora predominante en el humano durante todas las etapas de su vida (Tannok 

et al, 1996), se asume que la composición y actividad de esta microflora influye 

en la salud del huésped y presenta gran competencia contra cualquier 

organismo que podría introducirse y alterar el balance de la comunidad normal 

(Berg, 1998). Todos estos aspectos aumentan el interés en este grupo de 

bacterias siendo importantes principalmente para la industria de alimentos. 

Algunas cepas de Bifidobacterium son consideradas como probióticas y varios 

productos tanto farmacéuticos como lácteos que las contienen se han 

propuesto como adyuvantes de la dieta.   
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1.4 Genética molecular de Bifidobacterium 

A partir de que bifidobacteria fue considerada como probiótica y se empezó a 

utilizar como suplemento de alimentos, el interés por encontrar nuevas cepas 

ha aumentado considerablemente.  Esto implica la  necesidad de progresar en 

la genética de bifidobacteria y en consecuencia este campo de investigación va 

en aumento. Se han aislado y caracterizado nuevas cepas y se han realizado 

varios intentos para modificar por técnicas de ADN recombinante cepas con 

propiedades específicas. Sin embargo, para ello es necesario la selección de 

cepas de Bifidobacterium que alberguen plásmidos, encontrar genes relevantes 

y secuenciar e identificar sus funciones. Hasta la fecha solo se ha secuenciado 

el genoma de B. longum cepa NCC2705 (GenBank AEO14295), sin embargo 

está por terminarse la secuenciación de los genomas de B. longum cepa 

DJO10A (GenBank AABM00000000) y B. adolescentis ATCC 15703 (GenBank 

NZ_BAAD00000000).  

 

1.5 Bifidobacterium como sistema de expresión 

La producción de muchas proteínas de interés biotecnológico ha sido posible 

gracias a la tecnología del ADN recombinante, y uno de los sistemas más 

utilizados con este fin es la bacteria Gram-negativa Escherichia coli. La 

mayoría de las proteínas recombinantes producidas en E. coli no cruzan la 

membrana externa, y por lo tanto, el producto debe ser purificado a partir del 

citoplasma o del espacio periplásmico. Los problemas más frecuentes con este 

sistema incluyen la contaminación con material celular que puede ser tóxico y 

la formación de grandes cantidades de cadenas de polipéptidos formando 

agregados que se conocen como cuerpos de inclusión (Villaverde et al, 2003).  
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A pesar de la gran importancia que tiene Escherichia coli en la producción de 

proteínas recombinantes, es una bacteria que no cuenta con eficientes 

sistemas de secreción de proteínas, por lo que la atención se ha dirigido a la 

habilidad natural de bacterias Gram-positivas (Bifidobacterium entre ellas) para 

exportar proteínas hacia el medio extracelular. A pesar de  los beneficios que 

ofrecen las bacterias Gram-positivas, poco se conoce sobre sus propiedades 

genéticas en comparación con las Gram negativas como E. coli, sin embargo 

se han propuesto como candidatos favorables para la producción de proteínas 

recombinantes. Los trabajos de expresión de proteínas en Bifidobacterium son 

muy pocos y las proteínas que se han expresado son: Pediocina PA-1 (Moon et 

al, 2005), glutamato descarboxilasa (Park et al, 2005), α-amilasa (Park et al, 

2005), citosina deaminasa (Yi et al, 2005), α-amilasa (Rhim et al, 2006). La 

expresión de proteínas recombinantes en Bifidobacterium es un área 

relativamente nueva y aún desconocida, por lo que es necesario estudiar las 

características de la bacteria para proponerlo como un sistema de expresión, 

estudiar su secretoma para caracterizar las vías de transporte de proteínas y 

basándonos en ellas diseñar o escoger posibles péptidos señal que funcionen 

para secretar las proteínas heterólogas hacia el medio de cultivo, identificar 

secuencias de  promotores que se puedan utilizar para la construcción de los 

vectores de expresión y obtener vectores constitutivos o inducibles, para todo 

esto es necesario realizar muchos estudios los cuales se facilitan un poco 

debido a que el genoma de Bifidobacterium longum cepa NCC2705 ya se 

encuentra en la base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), con 

el número de acceso AE014295. 
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2. INTERLEUCINA-10 

 

2.1 Descripción de la Interleucina-10 

La interleucina-10 es una proteína que debido al efecto inhibitorio que presenta 

sobre un gran número de citocinas, es capaz de detener la respuesta inmune. 

Por su habilidad tanto supresora como inmunomodulatoria, IL-10 recibió el 

nombre de factor inhibidor de la síntesis de citocinas (Florentino et al, 1989; 

Moore et al, 1990). IL-10 también cumple con un papel en la proliferación y 

diferenciación de células B, células T y mastocitos. En base a sus 

características inmunológicas, IL-10 se ha considerado como un candidato 

atractivo para aplicaciones terapéuticas dirigidas principalmente al tratamiento 

de inflamación aguda y crónica, cáncer y enfermedades infecciosas (Asadullah 

et al, 2003).  

 

2.2 Propiedades físicas de IL-10 

La interleucina-10 biológicamente funcional es un dímero de 36 kDa (Tan et al, 

1993; Windsor et al, 1993), conformado por dos polipéptidos con una longitud 

de 160 aminoácidos cada uno (Vieira et al, 1991). El inicio de la transducción 

de señales ocurre cuando IL-10 se une a las dos cadenas receptoras, IL-10R1 

e IL-10R2 (Liu et al, 1994; Kotenko et al, 1997). Ambas cadenas constan de 

dominios extracelular, transmembranal e intracelular/citoplásmico (Figura 3), y 

se encuentran dentro de la familia del receptor del interferón, caracterizada por 

la presencia de dos puentes disulfuro (Bazan et al, 1990, Ho et al, 1993).  
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Figura 3. Modelo del receptor de IL-10. El homodímero se une a la cadena sola 

del receptor IL10R1 (A) o al complejo IL10R1-IL10R2 (B). Solamente cuando 

los dos receptores están presentes en el complejo, IL-10 inicia la transducción 

de señales. 
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Se han descubierto genes virales y celulares homólogos al gen IL-10. Esta 

familia de homólogos, ahora es conocida como familia IL-10 y se divide en dos 

grupos: homólogos virales y homólogos celulares (Kotenko, 2002; Ozaki et al, 

2002). Los homólogos virales se encontraron en el genoma del virus de Epstein 

Barr (EBV) (Moore et al, 1990; Vieira et al, 1991; Hsu et al, 1990), herpesvirus 

equino tipo 2 (EHV2) (Rode et al, 1993), parapoxvirus (PV) (Fleming et al, 

1997), citomegalovirus humano y de simios (CMV) (Kotenko et al, 2000) y en el 

virus de la enfermedad de Yaba (YV) (Lee et al, 2001). Aunque la identidad de 

aminoácidos de estas proteínas con hIL-10 varía entre 23 y 85 %, todos son 

dímeros que presentan una estructura tridimensional muy similar a IL-10, lo 

cual se ha mostrado por la estructura de EBVIL-10 y CMVIL-10 (Zdanov et al, 

1997; Jones et al, 2002). Los homólogos celulares incluyen IL-19 (Gallagher et 

al, 2000), IL-20 (Blumberg et al, 2001), IL-22 (Dumoutier et al, 2000), IL-24 

(Jiang et al, 1996), IL-26 (Knappe et al, 2000), IFN-λ1, IFN- λ2, e IFN-λ3 

(Kotenko et al, 2003; Sheppard et al; 2003), presentan una menor similitud en 

cuanto a la secuencia de aminoácidos con hIL-10, y difieren en sus funciones 

biológicas. La mayoría de ellos son monómeros, presentan estructuras 

similares a la estructura del dominio de IL-10; la única excepción es IL-26, la 

cual es probablemente un dímero (Knappe et al, 2000).  

 

2.3 Estructura de IL-10 humana 

IL-10 humana es un dímero intercalado de dos subunidades consistentes de 

seis hélices anfipáticas. La estructura de cada monómero se estabiliza por dos 

puentes disulfuro entre cisteínas; cys12-cys108 y cys62-cys114 (Figura 4) 

(Zdanov et al, 1995; Walter et al, 1995).  

 - 12 - 12



 

 

 

 

 

           

 

 

 

Figura 4. Estructura de un monómero A) y un dímero B) de interleucina-10. A-

F, hélices anfipáticas. Los puentes disulfuro se muestran en amarillo. 
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2.4 Localización y estructura del gen IL-10 

El gen que codifica para IL-10 humana al igual que el que codifica para IL-10 

de ratón, se encuentra presente como una copia simple en el genoma. El gen 

IL-10 humano contiene cuatro exones, mientras que el de ratón presenta cinco. 

A nivel de nucleótidos, IL-10 humana presenta un 81% de identidad con IL-10 

de ratón. La transcripción del gen IL-10 produce RNA mensajero de 1.4 kb en 

ratón y de 2 kb en humanos. La regulación de la transcripción de IL-10 aún no 

se explica por completo. 

 

2.5 Producción de IL-10 

IL-10 se produce principalmente por las células TH2, subgrupo de las células 

CD4+. Sin embargo también se produce por algunas células B activadas, 

algunas células TH1, macrófagos activados y algunas fuentes no 

hematopoyéticas como queratinocitos, cáncer de colon y melanoma. Algunos 

estudios han mostrado que IL-10 se sintetiza por células T activadas o 

monocitos después de otras citocinas inmunomodulatorias, lo cual podría 

revelar el papel regulatorio de IL-10 en fases tardías de la respuesta inmune 

(Delves et al, 1998). Numerosos estudios sobre la actividad de IL-10 tanto in 

vivo como in vitro han sugerido un importante papel de esta citocina en la 

regulación inmune. De interés particular es el posible uso clínico como 

terapéutico en el tratamiento de enfermedad inflamatoria intestinal (EII).  

En un estudio en el cual se desarrolló espontáneamente enterocolitis crónica 

en ratones IL-10-I- de 3 semanas de nacidos, la enfermedad pudo prevenirse 

por la administración de IL-10 al ratón recién nacido. Sin embargo, IL-10 

administrada por vía sistémica, puede ocasionar una gran cantidad de efectos 
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secundarios por lo cual IL-10 en este sentido no es mejor que el uso de 

inmunosupresores sintéticos convencionales. Un estudio realizado con ratones 

mostró que se podía dirigir esta proteína antiinflamatoria hacia tejidos 

específicos al utilizar una cepa de Lactococcus lactis transformada con el gen 

mhIL-10. A los  ratones utilizados como modelo se les desarrolló colitis y 

cuando se les administró L. lactis por vía intragástrica, hubo reparación del 

daño celular sin que se presentaran alteraciones en el control sano (Figura 5) 

(Schotte et al, 2000). Este resultado con Lactococcus lactis aunado a varios 

trabajos entre los cuales se encuentran bacterias del género Bifidobacterium 

que también han sido transformadas y utilizadas como vehículos para dirigir 

pro-fármacos hacia tumores, han permitido reforzar la propuesta de utilizar 

bacterias lácticas, entre ellas Bifidobacterium, como vehículos de proteínas 

terapéuticas o de pro-fármacos que pueden ser administrados por vía oral o 

sistémica (Revisión en Fujimori, 2006).  
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Figura 5.  Histología de modelos de colitis murina. La imagen representa 

secciones del colon distal teñidos con hematoxilina y eosina. Inflamación en 

modelo de colitis inducida por DSS en ratas hembras Balb/c. (A) Se observa 

infiltrado linfocítico y disturbios de la arquitectura del tejido en ratas no tratadas. 

(B) Después del tratamiento por administración intragástrica de inóculos de 

2X107 LL-mIL10 durante 14 días seguidos por 14 días de recuperación, el 

infiltrado linfocítico se redujo y la arquitectura celular se restauró. (C) Control 

sano. (D-F) Imágenes de ratas hembras de 7 semanas 129Sv/Ev IL-10-I-. (D) El 

infiltrado linfocítico es aparente en ratas no tratadas  y (E) ratas tratadas 

durante 4 semanas por administración intragástrica de inóculos de 2X107 de 

LL-TREX1. (F) El infiltrado disminuye en  ratas tratadas por 4 semanas por 

administración intragástrica diaria de inóculos de 2X107 de LL-mIL10. DSS 

Dextran sulfato de sodio, LL-mIL10 Lactococcus lactis transformada con el gen 

mIL10, LL-TREX1 Lactococcus lactis transformada con el vector control sin el 

gen mIL10. 
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CAPITULO 2 

 

CONSTRUCCIÓN DEL VECTOR pLR PARA EXPRESIÓN DE 

PROTEÍNAS EN Bifidobacterium spp 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La disponibilidad de vectores de clonación estructuralmente estables y 

eficientes para la clonación y conservación de fragmentos de ADN es crucial 

para la ingeniería genética. La característica más importante de un vector de 

clonación potencial es la capacidad de replicarse en la bacteria, en este caso, 

Bifidobacterium spp, para lo cual existen tres posibilidades: 1) que el vector 

esté basado en un replicón derivado de Bifidobacterium, 2) que los plásmidos 

utilizados sean derivados de bacterias relacionadas con Bifidobacterium o 3) 

que sean plásmidos que se repliquen en bacterias tanto Gram-negativas como 

Gram-positivas incluyendo bifidobacterias.  

Los estudios que se han realizado hasta ahora sobre transformación de 

Bifidobacterium han mostrado que esta bacteria difícilmente acepta plásmidos 

que contienen replicones de otras bacterias, por lo que es recomendable que el 

vector se base en un replicón derivado de bifidobacteria. Por lo tanto, la 

búsqueda de plásmidos nativos de estas bacterias es un paso importante para 

la construcción de vectores de expresión. Se han aislado plásmidos de seis 

diferentes especies: B. breve, B. pseudocatenulatum y B. longum encontradas 

en tracto intestinal humano, B. asteroides y B. indicum aisladas de abejas y B. 

globosum encontrada en varios animales (Sgorbati et al, 1982; Sgorbati et al, 

1986a; Sgorbati et al, 1986b; Iwata y Morishita, 1989; Matteuzzi et al, 1990; 

Bourget et al, 1993; Mattarelli et al, 1994; Park et al, 1997; Smeianov et al, 

2002). Estas especies normalmente albergan varios plásmidos cuyos tamaños 

van de 1.25 a 9.5 kb, la mayoría son crípticos y no han sido caracterizados más 

allá de sus mapas de restricción. Seis plásmidos se han secuenciado 
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completamente: pMB1 de B. longum (Rossi et al, 1996), pAP1 de B. asteroides 

(Kaufmann et al, 1997), pCIBb1 de B. breve (O´Riordan y Fitzgerald, 1999), 

pKJ35 y pKJ50 de B. longum (Park et al, 1997) y p4M de B. 

pseudocatenulatum (Smeianov et al, 2002), sin embargo no todas las 

secuencias se encuentran disponibles en bases de datos, la Tabla 2 muestra 

una lista de plásmidos nativos de Bifidobacterium spp que se encuentran 

reportadas en la base de datos.  

 

 

Tabla 2. Plásmidos nativos de Bifidobacterium spp que han sido 

completamente secuenciados y que se encuentran depositados en bases de 

datos. 

 

 

Rossi et al, (1996)

Park et al, (2004)

Smeianov et al, (2004)

O'Riordan and Fitzgerald, (2005)

Tanaka et al, (2005)

Park et al, (2005)

Schell et al, (2005)

Corneau et al, (2005)

Lee et al, (2005)

B. longum

B. longum KJ

B. longum 

B. breve

B. longum

B. longum

B. longum

B. longum

B. longum

pMB1 (1.9 kb)

pKJ36 (3.6 kb)
pKJ50 (4.9 kb)

pB44 (3.6 kb)

pNBb1 (5.6 kb)

pTB6 (3.6 kb)

pMG1 (3.6 kb)

pBLO1(3.6 kb)

pNAC1 (3.5 kb)
pNAC2 (3.6 kb)
pNAC3 (10.2 kb)

pDOJH10S (3.6 kb) 
pDOJH10L (10.3 kb)

ReferenciaCélula huéspedPlásmido 

Rossi et al, (1996)

Park et al, (2004)

Smeianov et al, (2004)

O'Riordan and Fitzgerald, (2005)

Tanaka et al, (2005)

Park et al, (2005)

Schell et al, (2005)

Corneau et al, (2005)

Lee et al, (2005)

B. longum

B. longum KJ

B. longum 

B. breve

B. longum

B. longum

B. longum

B. longum

B. longum

pMB1 (1.9 kb)

pKJ36 (3.6 kb)
pKJ50 (4.9 kb)

pB44 (3.6 kb)

pNBb1 (5.6 kb)

pTB6 (3.6 kb)

pMG1 (3.6 kb)

pBLO1(3.6 kb)

pNAC1 (3.5 kb)
pNAC2 (3.6 kb)
pNAC3 (10.2 kb)

pDOJH10S (3.6 kb) 
pDOJH10L (10.3 kb)

ReferenciaCélula huéspedPlásmido 
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El primer plásmido completamente secuenciado fue pMB1 aislado de 

Bifidobacterium longum y la información obtenida permitió la caracterización de 

su replicón y la construcción de la primera familia de vectores de clonación 

para Bifidobacterium (Rossi et al, 1997). Con los resultados obtenidos de este 

trabajo se realizó la primera clonación de un gen heterólogo en Bifidobacterium  

y la construcción de vectores de clonación por Rossi et al, (1998) quienes 

construyeron el vector pDG7 de 7.2 kb, el cual está constituido por el replicón 

de Bifidobacterium pMB1, los genes de resistencia a ampicilina y cloranfenicol 

(bla y cat respectivamente) y un ori para E. coli (Figura 6).  Para evaluar la 

eficiencia de pDG7 como vector de clonación, se clonaron los genes de la α-

amilasa, colesterol oxidasa y lipasa y se transformaron varias especies de 

Bifidobacterium con cada una de las construcciones obtenidas, ninguno de los 

genes clonados se expresó debido a que el vector no tenía un promotor, pero 

las construcciones fueron estables en las bacterias. 

Los vectores pDG7 y pMR3 se construyeron al clonar el plásmido pMB1 aislado 

de B. longum (Sgorbati et al, 1982) en el vector de E. coli pJH101 (Ferrari et al, 

1983) y trataron en vano de transformar Bacillus subtilis y Lactobacillus reuteri 

con estos vectores. Posteriormente Missich et al, (1994) introdujeron 

exitosamente el vector pRM2 en una cepa de B. longum de la cual se había 

aislado pMB1, esto dejó claro que el replicón pMB1 era específico para 

Bifidobacterium. Por otro lado, un estudio realizado por González et al, (2003) 

en el que construyeron una familia de vectores de diferentes tamaños, todos 

derivados del replicón pMB1, mostró que la estabilidad de estos plásmidos 

estaba relacionada con su tamaño, esto es, a menor tamaño del vector, mayor 

estabilidad. 
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Figura 6. Estructura molecular del vector pDG7. 
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II. OBJETIVO 

 

Construir un vector de expresión estable y funcional para la expresión de 

proteínas heterólogas en Bifidobacterium spp. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Cepas y medios de cultivo   

Las cepas bacterianas que se utilizaron fueron; Escherichia coli TOP10 como 

huésped de propagación y Bifidobacterium longum ATCC15707, como huésped 

de expresión. E. coli TOP10 se creció en medio LB con ampicilina (100 µg ml-1) 

para selección de transformantes. Para cultivo de Bifidobacterium longum se 

utilizó el medio de Man Rogosa & Sharpe (MRS) suplementado con 0.05% de 

cisteína (p/v) y el cloranfenicol (7.5 µg ml-1) se utilizó como marcador de 

selección para transformantes.  

 

3.2 Plásmidos  

El plásmido pDG7 fue proporcionado por el Dr. Diego Matteuzzi de la 

Universidad de Bologna, Italia. 

El plásmido PCR 4 (Invitrogen, Carlsbad, USA) se utilizó para propósitos de 

clonación. 

 

3.3 Paquetes computacionales empleados 

• Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) para alineamiento de 

secuencias 

• SignalP3.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para análisis 

de predicción de péptidos señal 

• bprom (http://www.softberry.com/cgi-bin/programs/gfindb/bprom.pl), para 

análisis de promotores. 
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3.4 Diseño y síntesis del cassette de expresión  

El promotor se analizó con el programa bprom para encontrar cada una de las 

secuencias regulatorias; regiones -10, -35 y Shine Delgarne (SD). El gen de IL-

10 humana se optimizó y fusionó al péptido señal BIF3 y la secuencia 

fusionada se analizó con el programa SignalP3 Server para encontrar el motivo 

que es reconocido por la peptidasa encargada de realizar el corte de la 

proteína. La secuencia conformada por promotor, péptido señal, IL-10 y 

terminador (que se identifica como cassette de expresión) se sintetizó por la 

compañía Entelechon (Regensburg, Germany) quien nos proporcionó el 

cassette clonado en el vector de clonación PCR4 (Invitrogen, Carlsbad, USA). 

 

3.5 Construcción del vector de expresión 

Se digirieron por separado 10 µl del cassette de expresión y 10 µl del vector 

pDG7 (Figura 6) con la enzima Eco RI. Las digestiones se cargaron en un gel 

de agarosa al 0.8% y los fragmentos obtenidos se recuperaron con el kit de 

extracción Gene Clean (QIAquick, Qiagen,  Alemania). El fragmento de pDG7 

de 7.2 Kb se defosforiló adicionando fosfatasa alcalina (Invitrogen, Carlsbad, 

USA). Para la ligación, se mezclaron 10 µl  del cassette de expresión y 10 µl de 

pDG7 defosforilado en un tubo eppendorf, se añadió 1 U µl-1 de la enzima T4 

DNA ligasa (Invitrogen, Carlsbad, USA), la reacción se incubó a 16oC toda la 

noche y se transformó E. coli TOP 10 por choque térmico, se plaqueó sobre 

agar LB ampicilina (100 µg ml-1) para recuperar las células transformadas. La 

presencia del cassette de expresión se comprobó por PCR picando 

directamente las colonias que crecieron en las placas de agar LB. Los 

oligonucleótidos empleados en la reacción de PCR se diseñaron previamente y 

 - 24 -



amplifican un producto de 719 pb que comprende desde el inicio del promotor 

hasta el término del gen IL-10, estos fueron: Forward; 5´-GGGGAAATAGA 

TGTGAAAAC-3´ y Reverse; 5´-CCCGGGCATGCTCAGTTGCGG-3´. La 

amplificación de fragmentos específicos por PCR se realizó utilizando la 

siguiente mezcla de reacción; amortiguador de PCR 1X con 2.5 mM MgCl2; 1 

µg ml-1 de ADN como templado, 0.3 mM de cada uno de los oligonucleótidos; 

0.25 mM de cada dNTP; 2.5 U ml-1 de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, 

Carlsbad, USA). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un Termociclador 

Modelo 2400 Gene Amplification PCR (Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA). 

Alícuotas de 5 µl de la reacción de amplificación fueron analizadas en geles de 

agarosa al 0.8% teñidos con una solución de bromuro de etidio (0.8 mg ml-1) 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). La captura de las imágenes fue realizada con un 

digitalizador GelDoc (Bio-Rad, Cal, USA). Las colonias con PCR positivo, se 

inocularon en medio LB ampicilina para hacer extracción de ADN plasmídico 

utilizando un kit comercial (QIAquick, Qiagen, Alemania). Con el ADN 

recuperado se realizó un ensayo de restricción para confirmar la presencia y el 

sentido del cassette de expresión dentro del plásmido pDG7. Se realizaron dos 

ensayos de restricción, uno con Eco RI para liberar el cassette completo y otro 

con Hind III y Sma I para conocer el sentido del cassette. Las mezclas de 

reacción fueron: 1 µg de ADN, 1 µl de la enzima correspondiente, 1 µl de buffer 

de reacción, se ajustó a un volumen final de 20 µl y se incubaron durante 1 

hora a 37oC, excepto Sma I cuya temperatura de incubación fue de 30oC. 
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3.6 Confirmación de la funcionalidad del promotor  

Las colonias de E. coli TOP10 que tenían el cassette de expresión se 

inocularon en medio LB ampicilina, se incubó toda la noche a 37oC con 

agitación (150 rpm). El cultivo se centrifugó y se separaron las células del 

medio de cultivo. Las células se resuspendieron en amortiguador (Tris 50 mM 

pH8, NaCl 300 mM y Tritón X-100 0.1%) y se lisaron con un sonicador 

(Ultrasonic Processor, Mon, Canada), se centrifugó para separar los restos 

celulares y el sobrenadante. Se mezclaron 10 µl de sobrenadante con 10  µl  

de Laemmli (Laemmli, 1970), se hirvieron por 2 minutos y se cargaron en un 

gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), el gel se 

transfirió a una membrana de nitrocelulosa para realizar el Western Blot, la 

transferencia se realizó con el transblot (Bio-Rad, Cal, USA) a 10V/40 min. 

Después de la transferencia la membrana se lavó dos veces con buffer TBS 

(Tris 200 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5), posteriormente la membrana se incubó 

por 1 hora a temperatura ambiente en la solución de bloqueo (leche al 4% en 

TTBS (Tris 200 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5, tween 0.1%), se realizaron dos 

lavados con TTBS y la membrana se incubó 1 hora con el anticuerpo primario 

anti conejo hIL-10 (Prepro Tech, México) diluído 1:1000, se volvieron a realizar 

dos lavados con TTBS y se incubó otra hora con el anticuerpo secundario anti 

conejo IgG (H+L) acoplado a la fosfatasa alcalina (Bio-Rad, Cal, USA) diluído 

1:2000. Las bandas se revelaron con el sustrato NBT/BCIP (p-Nitro Blue 

Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt) 

(Amersham, Biosciences, Pittsburgh, USA).  
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1  Construcción del cassette de expresión 

El vector pDG7 está conformado por el replicón pMB1 de Bifidobacterium 

longum, los genes bla y cat que confieren resistencia a ampicilina y 

cloranfenicol respectivamente y el replicón rep responsable de la replicación del 

plásmido en Escherichia coli (Figura 6), este vector no contiene un promotor 

funcional en Bifidobacterium, por lo cual fue necesario diseñar y construir un 

cassette de expresión. 

 

4.1.1 Promotor y terminador 

Para construir el vector de expresión se realizó una búsqueda de proteínas 

producidas por Bifidobacterium que ya habían sido caracterizadas. Goshima et 

al, (1990) caracterizaron el gen hup que codifica para la proteína HU (proteína 

de unión a histonas), y posteriormente Takeuchi et al, (2002) reportaron la 

secuencia completa de aminoácidos e identificaron su promotor y terminador 

(Figura 7). El promotor está formado por 192 nucleótidos, se realizó un análisis 

computacional para reducir su tamaño conservando las regiones importantes 

(Regiones -10, -35 y SD). El análisis se realizó utilizando el paquete softberry 

disponible en línea (http://www.softberry.com/cgi-bin/programs/gfindb/bprom.pl) 

con el programa BPROM, útil para la predicción de promotores bacterianos de 

tipo sigma 70. Se identificaron tres factores transcripcionales pertenecientes a 

la familia sigma 70, homólogos a los de E. coli, dos son de tipo rpoD16 y uno 

de tipo rpoD15 los cuales de ubican en las posiciones 92, 94 y 108 
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respectivamente. Se eliminaron 71 nucleótidos del extremo N-terminal y se 

volvió a realizar el análisis (Tabla 3). 

 

 

 

 

 

 

 

TGGGCGCGGCGGCCATGAAGTGGCTTGACAAGCATAATCTTGTCTGATTCGTCTATTTTCATACCCCCT
TCGGGGAAATAGATGTGAAAACCCTTATAAAACGCGGGTTTTCGCAGAAACATGCGCTAGTATCATTG
ATGACAACATGGACTAAGCAAAAGTCCTTGTCCCCTGACCCAAGAAGGATGCTTT

CTTCTGCTCGTAGCGATTACTTCGAGCATTACTGACGACAAAGACCCCGACCGAGATGGTCGG
GGTCTTTTTGTTGTGGTGCTGTGACGTGTTGTCCAACCGTATTATTCCGGACTAGTTCAGCG

ATGGCATACAACA
AGTCTGACCTCGTTTCGAAGATCGCCCAGAAGTCCAACCTGACCAAGGCTCAGGCCGAGGCTGCTG
TTAACGCCTTCCAGGATGTGTTCGTCGAGGCTATGAAGTCCGGCGAAGGCCTGAAGCTCACCGGCC
TGTTCTCCGCTGAGCGCGTCAAGCGCCCGGCTCGCACCGGCCGCAACCCGCGCACTGGCGAGCAG
ATTGACATTCCGGCTTCCTACGGCGTTCGTATCTCCGCTGGCTCCCTGCTGAAGAAGGCCGTCACCG
AGTGA

 

  
 

 

 

 

 

Figura 7. Secuencia del gen hup de B. longum (café); promotor (negro): Shine 

Delgarne (rosa), Región -10 (azul), Región -35 (rojo) y terminador (verde). 

(Adaptado de Takeuchi et al, 2002). 
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Tabla 3. Resultados obtenidos del análisis del promotor HU del gen de 

Bifidobacterium longum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo a este resultado la función del promotor no se afecta si se eliminan 

los 71 nucleótidos del N-terminal ya que se conservan las secuencias 

regulatorias. En la Figura 8 se muestra la secuencia del promotor la cual fue de 

129 pb después del análisis realizado, se señalan cada uno de los 

componentes del promotor. 
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GGGGAAATAGATGTGAAAACCCTTATAAAAC
GCGGGTTTTCGCAGAAACATGCGCTAGTATC
ATTGATGACAACATGGACTAAGCAAAAGTGC
TTGTCCCCTGACCCAAGAAGGATGCTTTGTC
GACCC  

 

 

 

 
 

 

 

Figura 8.  Secuencia del promotor HU; las regiones Shine Delgarne, -10, y -35, 

se indican en azul, rojo y rosa respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 - 30 -



4.1.2  Péptido señal 

Considerando la “gran maquinaria” que presentan las bacterias Gram-positivas 

para la secreción de proteínas, se decidió incluir un péptido señal para exportar 

la proteína de interés al medio extracelular. De acuerdo al análisis 

computacional del genoma completo de Bifidobacterium longum, alrededor de 

200 proteínas son exportadas al medio extracelular por la vía de secreción 

general Sec (Schell et al, 2002). Se ha reportado para otras bacterias Gram- 

positivas como Bacillus subtilis que existen diversas vías para el transporte de 

proteínas (Figura 9) (Revisado en Tjalsma et al, 2000), por lo que en 

Bifidobacterium podrían encontrarse varias de ellas, sin embargo hasta ahora 

solamente se ha reportado la vía Sec. En el caso de Bifidobacterium no existe 

mucha información al respecto, lo poco que se conoce hasta ahora nos indica 

que algunos de los péptidos que se han identificado podrían actuar por la vía 

TAT debido a que presentan un motivo Arginina-Arginina (RR) en la región N 

del péptido, este tipo de péptidos también pueden ser reconocidos por 

peptidasas de tipo 1 que son las responsables de reconocer el sitio de corte en 

el péptido señal para liberar la proteína al medio extracelular (Tjalsma et al, 

2000), sin embargo hasta ahora se cree que actúan por la vía de secreción 

general Sec debido a que no se han identificado proteínas que sugieran la 

existencia de una vía TAT. Se han reportado otros péptidos identificados como 

Tmp (proteína transmembrana) los cuales mantienen la proteína anclada a la 

pared celular, este tipo de péptidos encontrados en Bifidobacterium spp son en 

promedio más grandes que los encontrados en otras bacterias Gram-negativas 

y Gram-positivas (MacConaill et al, 2003). 
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Figura 9. Principales vías de transporte de proteínas en la bacteria Gam-

positiva Bacillus subtilis. Las proteínas sintetizadas ribosomalmente pueden ser 

dirigidas a varios destinos dependiendo de la presencia o ausencia de un 

péptido señal en su extremo N-terminal. Las proteínas que no tienen un péptido 

señal, permanecen en el citoplasma. Las proteínas que son retenidas en la 

región extra-citoplásmica de la membrana pueden presentar un segmento 

transmembranal o una modificación lipídica, estas proteínas pueden ser 

exportadas por vía Sec o por vía TAT. 
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El péptido BIF3 utilizado en este trabajo fue previamente identificado y 

caracterizado en una β-galactosidasa secretada por Bifidobacterium bifidum 

cepa DSM20215, su tamaño es de 32 aminoácidos, cuya secuencia es: 

MAVRRLGGRIVAFAATVALSIPLGLLTNSAWA, y se encuentra en la base de 

datos del GenBank con el número de referencia BIF3, Acceso No. AJ224435 

(Moller et al, 2001). La secuencia del péptido se fusionó a la de la proteína 

humana hIL-10 y se analizó con el software SignalP 3.0 Server para la 

predicción de péptidos señal (http://www.cbs.dtu.dk/services /SignalP/). El 

resultado del análisis se muestra en la Figura 10. Con este análisis se 

identificaron las regiones N, H y C de un péptido señal clásico, en la región C 

se encuentra el motivo Alanina-Triptófano-Alanina-Serina (AWA-S), las 

peptidasas de tipo 1 reconocen motivos AxA como sitios de corte, en este 

análisis el sitio de corte se reconoció en la posición 32-33 entre Alanina y 

Serina (A-S). Por lo tanto, la probabilidad de que este péptido sea eficiente 

para el transporte de proteínas, es de 1.00 lo cual indica que potencialmente 

puede ser un péptido señal.  
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 Measure       Position Value Cutoff Signal 
peptide? 

Max. C 33 0.703 0.52 YES 
Max. Y 33 0.742 0.32 YES 
Max. S 24 0.994 0.97 YES 
mean S 1-32 0.852 0.51 YES 
         D 1-32 0.797 0.45 YES 

 
 
 
Most likely cleavage site between pos. 32 and 
33: AWA-SP 

 

 

 Sequence 
Prediction: Signal peptide 
Signal peptide probability: 1.000 
Max cleavage site probability: 0.999 between pos 32 and 33 
 

Figura 10. Análisis del péptido líder fusionado a la secuencia de IL-10 para 

predecir la probabilidad de que el péptido siga siendo reconocido como péptido 

líder. El análisis muestra que se reconoce la posición entre 32-33 como sitio de 

corte, esto es entre Alanina-Serina (A-S). 
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4.1.3 Optimización del gen IL-10 de humano 

Un aminoácido puede estar codificado por diferentes codones, y los 

organismos tienen preferencia por uno u otro codón. Para potenciar el nivel de 

expresión de una proteína heteróloga en un sistema de expresión específico 

(bacterias, levaduras, células de insecto o células de mamífero), es 

recomendable ajustar la frecuencia de codones de acuerdo a la preferencia del 

huésped de expresión. El gen IL-10 humano se optimizó en paralelo para su 

expresión en Bifidobacterium longum y en Escherichia coli (Entelechon 

company, Resengburg, Alemania). Se realizó un alineamiento a nivel de 

nucleótidos para determinar la homología entre los genes nativo y sintético 

utilizando el programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), la identidad 

entre ambos genes fue del 82 % (Figura 11). La Tabla 4 muestra una 

comparación del uso de codón entre los genes nativo y sintético. 

4.1.4 Diseño del cassette de expresión 

El cassette de expresión se construyó utilizando las secuencias ya 

mencionadas, el promotor se fusionó al péptido señal y se incluyeron los sitios 

de restricción Sal I y Nco I entre estas dos secuencias, al péptido se fusionó la 

secuencia optimizada del gen de interleucina-10 humana, el codón de inicio 

ATG, se encuentra en el péptido señal y el codón de paro TGA al final de la 

secuencia del gen hIL-10, posteriormente se encuentra el terminador de la 

transcripción entre el gen IL-10 y el terminador se incluyeron los sitios de corte 

Sph I y Sma I. Entre el péptido líder y el gen hIL-10 se encuentra el sitio de 

corte Eco 47III.   La secuencia completa tiene un tamaño de 796 pb (Figura 12).  
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TABLA 4. Comparación del uso de codón entre los genes nativo y sintético de 

hIL-10.  

 

            

 

 

 

 

 

   
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Aminoácido Gen 
nativo 

Gen 
sintético 

 Ala (A) gca 
              gcc 
              gcg 
              gcu 

0 
4 
4 
0 

0 
6 
1 
1 

Arg (R)  aga 
              agg 
              cga 
              cgc 
              cgg 
              cgu 

1 
2 
4 
1 
1 
0 

0 
0 
0 
9 
0 
0 

Asn (N) aac 
              aau 

10 
2 

12 
0 

Asp (D) gac  
              gau 

5 
3 

5 
3 

Cys (C) ugc 
             ugu 

2 
2 

4 
0 

Gln (Q) caa 
             cag 

5 
5 

0 
10 

Glu (E) gaa 
             gag 

2 
11 

6 
7 

Gly (G)  gga 
              ggc 
              ggg 
              ggu 

0 
4 
1 
2 

0 
7 
0 
0 

His (H)  cac 
              cau 

1 
2 

2 
1 

Ile (I)     aua 
              auc 
              auu 

2 
5 
0 

0 
7 
0 

Leu (L)  cua 
              cuc 
              cug 
              cuu 
              uua 
              uug 

1 
3 
8 
2 
1 
4 

0 
0 
19 
0 
0 
0 

Aminoácido Gen 
nativo

Gen 
sintético 

Lys (K)  aaa
             aag 

2 
11 

5 
8 

Met (M) aug  7 7 

Phe (F) uuc 
             uuu 

4 
6 

9 
1 

Pro (P)   cca
              ccc
              ccg
              ccu

3 
2 
0 
1 

0 
0 
6 
0 

Ser (S)   agc
              agu
              uca
              ucc
              ucg
              ucu

4 
1 
0 
2 
0 
2 

7 
0 
0 
1 
1 
0 

 Ter        uga 1 1 

Thr (T)   aca 
              acg
              acc
              acu

1 
0 
3 
1 

0 
2 
3 
0 

Trp (W) ugg 0 0 

Tyr (Y)  uac 
              uau

0 
5 

4 
1 

Val (V)  gua 
              guc
              gug 
             guu  

0 
1 
4 
0 

0 
0 
5 
0 
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Figura 11. Alineamiento de los genes nativo y sintético de IL-10 humana. 
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TerminadorGen hIL-10Péptido Señal

ATG TGA
Promotor

Sma I
Sph I

Eco 47IIINco I

Sal I

Eco RI Eco RITerminadorGen hIL-10Péptido Señal

ATG TGA
Promotor TerminadorGen hIL-10Péptido Señal

ATG TGA
Promotor

Sma I
Sph I

Eco 47IIINco I

Sal I

Eco RI Eco RI

 

 

 

 
 
 
Figura 12. Cassette de expresión diseñado para la expresión del gen sintético 

de interleucina-10 humana. El codón de inicio ATG se encuentra al inicio de la 

secuencia del péptido señal, el codón de término está al final del gen hIL-10. 

 

 

 

 

 

4.2 Construcción del vector de expresión 

El vector pDG7 (7.2 Kb) presenta los sitios de clonación, Eco RI, Cla I, y Hind 

III, el cassette de expresión clonado en PCR4 se digirió con Eco RI y se clonó 

en el sitio Eco RI de pDG7. El nuevo vector de expresión presentó un tamaño 

de 8.0 kb y se nombró pLR (Figura 13).  

Con pLR se transformó E. coli TOP10 por choque térmico,  se plaqueó sobre 

agar LB con ampicilina (100µg ml-1), antibiótico para selección de 

transformantes, se recuperaron 7 clonas en las cuales se confirmó la presencia 

del cassette de expresión por PCR. Los oligonuceótidos diseñados para 
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amplificar fueron: Forward 5´-GGGGAAATAGATGTGAAAAC-3´ y Reverse 5´-

CCCGGGCATGCTCAGTTGCGG-3´, los cuales amplificaron un fragmento de 

719 pb, el producto de la amplificación comprende el promotor, el péptido señal 

y el gen IL-10 (Figura 14). 

Se seleccionaron las clonas positivas al PCR y la construcción se verificó 

purificando el plásmido que posteriormente fue digerido con la enzima de 

restricción Eco RI liberando un fragmento de 800 pb (Figura 15A). También se 

realizó una doble digestión con Hind III y Sma I (Enzima externa e interna al 

cassette de expresión respectivamente) para elucidar el sentido en el que se 

clonó el cassette de expresión. La Figura 15B muestra que se obtuvieron 

construcciones con el cassette insertado en ambos sentidos; estas 

construcciones fueron identificadas como pLR1 y pLR2 tomando como 

referencia la orientación del promotor del gen bla. Las estructuras moleculares 

de pLR1 y pLR2 se muestran en la Figura 16.   

La funcionalidad del promotor se comprobó al realizar un ensayo de expresión 

en la misma bacteria que se utilizó como huésped de propagación, E. coli 

TOP10. La presencia de hIL-10 se mostró realizando un Western blot  de los 

extractos celulares. En la Figura 17 se observan dos bandas, una de ellas 

corresponde al tamaño de la hIL-10 sin el péptido señal (proteína madura o 

procesada) y la otra corresponde al de hIL-10 fusionada al péptido señal 

(proteína inmadura o no procesada). Este resultado sugiere que el vector es 

funcional en E. coli y que el péptido señal es reconocido por el sistema de 

secreción de Escherichia coli. Se realizó un estudio más detallado sobre la 

funcionalidad de pLR1 y pLR2 en E. coli, esto se discutirá en el capítulo 4. 
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Figura 13. Proceso para la construcción del ve

pMB1 es el replicón para Bifidobacterium; pHU, p

tHU, terminador de la transcripción. 
 

tHU 

gen IL-10 

pHU 

BIF3  
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FIGURA 14. Productos de la amplificación por PCR del ADN de diferentes 

clonas de E. coli TOP10 transformadas con la ligación pLR-hIL10. Carril 1; 

MPM 1 Kb, Carriles 2-9; clonas de E. coli TOP10, Carril 10; Control negativo, 

Carril 11; Control positivo.  
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A) 

 

             B) 

 

 
 
 
FIGURA 15. Digestión de las construcciones obtenidas de diferentes clonas 

para  comprobar la presencia del cassette de expresión. A) Digestión con Eco 

RI (Libera el cassette de expresión de 800 pb) y digestión con Hind III (lineariza 

la construcción 8kb). B) Digestiones con Hind III y Sma I para verificar el 

sentido del cassette de expresión. Carril 1; MPM 1Kb, Carril 2, Vector pDG7 

linearizado, Carriles 3 y 4; construcción 1, Carriles 5 y 6; construcción 2, 

Carriles 7 y 8; construcción 3, Carriles 9 y 10; construcción 4, Carriles 11 y 12, 

construcción 5, Carriles 13 y 14, construcción 6, Carril 15; MPM 100 pb. 
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Figura 16. Orientación del cassette de expresión en las dos construcciones 

obtenidas, pLR1 (cassette orientado en el mismo sentido) y pLR2 (orientación 

en sentido contrario), con respecto al promotor del gen bla. 
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igura 17. Análisis de Western blot de extractos celulares de las clonas de E. 

 

 

 
 
 
 
F
coli TOP10 obtenidas de la transformación con pLR1 y pLR2. Carril 1; 

Standard comercial de IL-10 (Pre-protech), Carriles 2-5; Extractos celulares de 

E. coli TOP 10 transformadas con pLR1, Carriles 6-7; Extractos celulares de E. 

coli TOP 10 transformadas con pLR2, Carril 8; Extractos celulares de E. coli 

TOP 10 sin transformar. hIL-10 NP (Proteína no procesada), hIL10 P (Proteína 

procesada). 
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CAPITULO 3 

 

EXPRESIÓN DE INTERLEUCINA-10 HUMANA (HIL-10) EN 

Bifidobacterium longum ATCC15707  

 

 

 45



I. INTRODUCCIÓN 

Algunas cepas de Bifidobacterium son ampliamente utilizadas en la 

preparación de leches fermentadas en varios países. Para  explotar el potencial 

de estos microorganismos se requiere el conocimiento detallado de varios 

procesos biológicos básicos, como son el metabolismo celular, la expresión 

génica y la secreción de proteínas entre otros. Sin embargo, fue hasta la 

década de los 90´s que los estudios a nivel molecular dieron inicio. Al mismo 

tiempo se empezaron a plantear protocolos de transformación y se inició con la 

construcción de vectores de clonación. En cuanto a transformación, la técnica 

de electroporación funciona bien para la transformación genética de cepas 

bacterianas de varios géneros pertenecientes al grupo de las bacterias ácido 

lácticas como; Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Enterococcus 

(Hatlander, 1987; Chassy, 1987; Luchansky, 1988; Holo, 1989; Cruz, 1990; 

Posno, 1991), corynebacteria y brevibacteria (Chassy, 1998; Bonnassie, 1990), 

sin embargo en cepas de Bifidobacterium la eficiencia de transformación es 

baja, se ha logrado la transformación de Bifidobacterium, pero los protocolos 

utilizados no son reproducibles (Argnani et al, 1996). Recientemente se ha 

logrado la expresión de proteínas heterólogas como son; Pediocina PA-1 

(Moon et al, 2005), glutamato descarboxilasa (Park et al, 2005), citosina 

deaminasa (Yi et al, 2005), y α-amilasa (Rhim et al, 2006) utilizando esta 

técnica.  
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II. OBJETIVO  

El objetivo en este trabajo fue transformar Bifidobacterium longum ATCC 15707 

con la construcción pLR para expresar  interleucina-10 humana recombinante.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Plásmidos, cepas y medios de cultivo 

Se utilizó el plásmido pLR como plásmido de expresión. La cepa de 

Bifidobacterium longum ATCC 15707 se utilizó como huésped de expresión. El 

medio de cultivo empleado fue MRS (de Man Rogosa and Sharpe) (Difco, 

Sparks, MD, USA) suplementado con L-cisteína 0.05% (p/v) (Sigma Aldrich, St 

Louis MO, USA) y cloranfenicol (10 µg ml-1) como marcador de selección. 

3.2 Transformación de Bifidobacterium longum ATCC15707 

La construcción pLR que contiene el gen sintético de hIL-10 fusionado al 

péptido líder BIF3 se utilizó para transformar la cepa de Bifidobacterium longum 

ATCC 15707 utilizando la técnica de electroporación y aplicando el protocolo 

previamente reportado por Argnani et al, (1998). El protocolo fue modificado 

como se describe a continuación; B. longum ATCC 15707 se inoculó en 5 ml de 

medio MRS con 0.05% (p/v) de cisteína (MRSC) y se incubó toda la noche a 

37oC en una jarra de anaerobiosis con sistema generador de CO2 (BBL 

GasPak Plus, BD, Cockesville, USA), el cultivo se diluyó 1:25 en medio nuevo y 

se incubó a 37oC aproximadamente por 3 horas hasta alcanzar una DO600 de 

0.2-0.4. El cultivo se centrifugó 8,000 rpm por 15 minutos a 4oC en una 

Centrifuga Sorvall Modelo Super T21 (Kendro Laboratory Products, Asheville, 

NC, USA) se descartó el sobrenadante y el paquete celular se lavó dos veces 

con amortiguador de sacarosa 0.5 M a 4oC, las células se resuspendieron en 

1/320 del volumen original del cultivo en amortiguador de sacarosa 0.5 M. En la 

cuveta de electroporación previamente enfriada se mezclaron 80 µL de la 

 48



suspensión bacteriana con 0.5-1.5 µg del plásmido, la mezcla se incubó en 

hielo por 5 minutos y se realizó la electroporación en un electroporador BTX 

ECM 830 (San Francisco, CA, USA) aplicando los siguientes parámetros; 2.0 

KV, 200 Ω, 25 µF y de 3-4 ms, inmediatamente después de electroporar se 

agregaron 800 µl de MRSC y se incubó a 37oC por 3 horas para recuperar las 

células, posteriormente se inoculó en placas de agar MRSC con cloranfenicol 

(10 µg ml-1) y las placas se incubaron de 3-4 días a 37oC en jarra de 

anaerobiosis (BBL GasPak Plus, BD, Cockesville, USA).   

3.3 Comprobación de la presencia de pLR en Bifidobacterium longum 

ATCC 15707 

 Las células transformadas de B. longum se inocularon en medio MRSC líquido 

con cloranfenicol, se incubaron de 24-48 h a 37oC en anaerobiosis y se realizó 

extracción de ADN plasmídico siguiendo el protocolo propuesto por la casa 

comercial (Qiagen, Hilden, Alemania), con una modificación la cual consistió en 

la adición de lisozima (30 mg ml-1) al amortiguador de resuspensión e 

incubando a 37oC por 1 hora, después de incubar se continuó con el protocolo 

de la casa comercial. Con el ADN extraído se realizó una amplificación por 

PCR con las siguientes condiciones: amortiguador de PCR 1X con 2.5 mM 

MgCl2; 1 µg ml-1 de ADN como templado, 0.3 mM de cada oligonucleótido 

(Forward; 5´-GGGGAAATAGATGTGAAAAC-3´ y Reverse;5´CCCGGGCATGC 

TCAGTTGCGG-3´); 0.25 mM de cada dNTP; y 2.5 U ml-1 de Taq DNA 

polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, USA). Las reacciones de PCR se realizaron 

en un termociclador Modelo 2400 Gene Amplification (Perkin Elmer, Wellesley, 

MA, USA). Se analizaron 5 µl de la reacción de amplificación en geles de 
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agarosa al 0.8% teñidos con una solución de bromuro de etidio (0.8 mg ml-1) 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). La captura de las imágenes se realizó con 

un digitalizador GelDoc (Bio-Rad, Cal, USA). 

3.4 Ensayos de expresión de hIL-10  

3.4.1 Preparación de muestras. De un cultivo de toda la noche de B. longum 

ATCC 15707 transformada se inocularon 20 ml de medio MRSC con 

cloranfenicol (10 µg ml-1), el medio se ajustó a pH 8 con amortiguador de 

carbonatos 50 mM. El cultivo se incubó durante 8 horas a 37oC en anaerobiosis 

(BBL GasPak Plus, BD, Cockesville, USA). Células y medio se separaron por 

centrifugación, las células se resuspendieron en amortiguador de lisis (EDTA 

1M, Na2HPO4 50 mM, Glicerol 5%, pH 7.4) y se lisaron con perlas de vidrio 30 

segundos vortex/30 segundos hielo (se realizaron 8 ciclos). En un tubo 

eppendorf se mezclaron 10 µl de las células lisadas y 10 µl de Laemmli, se 

cargaron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), para posteriormente teñir 

con azul de Coomasie (USB Corporation, Cleveland USA) o con sypro ruby 

(Bio-Rad, Cal, USA). Las proteínas presentes en medio de cultivo se extrajeron 

con 0.5 volúmenes de fenol y se precipitaron con 3 volúmenes de metanol 

incubando por 2 horas a -20oC, se centrifugó a 13,000 rpm por 10 min y el 

precipitado se dejó secar, posteriormente se resuspendió en 10 µl de Laemmli. 

Con las muestras anteriores se cargó un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) el 

cual se tiñó con azul de Coomasie o sypro-ruby (Bio-Rad, Cal, USA). 

3.4.2 Identificación de hIL-10 por Análisis de Western blot. El gel se 

transfirió a una membrana de nitrocelulosa, la transferencia se realizó en el 

trans-blot SD (Bio-Rad, Cal, USA) a 10V/40 min. Después de la transferencia la 
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membrana se lavó dos veces con buffer TBS (Tris 200 mM, NaCl 500 mM, pH 

7.5), y después la membrana se incubó por 1 hora a temperatura ambiente en 

la solución de bloqueo (leche al 4% en TTBS (Tris 200 mM, NaCl 500 mM, pH 

7.5, tween 0.1%), se realizaron dos lavados con TTBS y la membrana se 

incubó por 1 hora con el anticuerpo primario anti conejo hIL-10 (Prepro Tech, 

México) diluído 1:1000, se realizaron dos lavados con TTBS y se incubó otra 

hora con el anticuerpo secundario, anti conejo IgG acoplado a la fosfatasa 

alcalina (Bio Rad, Cal, USA) diluído 1:2000. La actividad enzimática se reveló 

con el sustrato NBT/BCIP (p-Nitro Blue Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-chloro-

3-indolyl phosphate, toluidine salt) (Amersham, Bioscience, Pittsburgh, USA). 

3.4.3. Cuantificación de hIL-10 por ELISA. Se utilizó un kit comercial para la 

cuantificación de hIL-10 por ELISA (e-Bioscience, San Diego CA, USA). Se 

añadieron 100 µl de muestra a cada pozo de una microplaca y se incubó toda 

la noche a 4oC. Después de 5 lavados con solución de lavado se agregaron 

100 µl del anticuerpo de detección (Anti IL-10 humana conjugado a biotina). La 

placa se incubó 1 hora a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados 

nuevamente con la solución de lavado. Se añadieron 100 µl de avidina 

conjugada a peroxidasa y se incubó 30 min a temperatura ambiente. Después 

de 7 lavados se añadieron 100 µl del sustrato TMB (Tetramentilbencidina) y se 

incubó durante 15 minutos, se desarrolló un color azul de diferente intensidad, 

la reacción de color se detuvo añadiendo 50 µl de la solución de paro, 

cambiando el color de azul a amarillo. La microplaca se leyó a una longitud de 

onda de 450 nm en un lector de microplaca Modelo 550 (Bio-Rad, Cal, USA). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Algunos aminoácidos son codificados por diferentes codones y cada 

microorganismo tiene preferencia por uno u otro, este es un aspecto que se 

debe considerar para el diseño de genes sintéticos. El gen de interleucina 10 

humana se optimizó en paralelo para su expresión en Bifidobacterium longum y 

en Escherichia coli. La comparación a nivel de nucleótidos de la secuencia 

optimizada (gen sintético) y la del gen nativo presentó una identidad del 82%. 

Hasta ahora Bifidobacterium se ha utilizado como probiótico de administración 

oral; sin embargo, ya se han realizado estudios en los cuales se utilizó como 

vehículo para dirigir pro-drogas hacia superficies tumorales causando la muerte 

del tumor o inhibiendo su crecimiento (Theys et al, 2003) y en los últimos años 

se propuso como sistema de expresión de proteínas heterólogas (Park et al, 

2005; Moon et al, 2005). Sin embargo, hasta ahora no existen reportes de 

expresión de genes humanos en esta bacteria. Previamente se construyeron 

los vectores pLR1 y pLR2 (Capítulo 2) que contienen el gen sintético de la 

interleucina-10 humana y cuya diferencia entre ambos es el sentido de 

orientación de este gen con respecto al gen bla. Una cepa de Bifidobacterium 

longum ATCC 15707 se transformó por electroporación con pLR1 y pLR2. Se 

obtuvieron 5 clonas con pLR1 de las cuales en dos se confirmó por PCR la 

presencia del gen hIL-10, el producto amplificado comprende el promotor HU, 

el péptido señal y el gen hIL-10, por lo que los productos de la amplificación 

fueron de 719 pb (Figura 18).  
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Figura 18. Productos de la amplificación por PCR de las 5 clonas de 

Bifidobacterium longum obtenidas por la transformación con pLR1. Línea 1; 

MPM 1 kb, Línea 2; Control negativo, Línea 3; Control positivo, Líneas 4-8; 

clonas de B. longum. 
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Se realizaron ensayos de expresión de hIL-10 a nivel de matraz. La 

interleucina-10 es una proteína que a un pH inferior a 5.5 pierde su actividad. 

Bifidobacterium longum acidifica el medio de crecimiento disminuyendo el pH 

hasta 4.0, por lo tanto para los ensayos de expresión se utilizó medio de cultivo 

con amortiguador de carbonatos que nos permitió ajustar y mantener un pH de 

8.0. B. longum se creció en este medio durante 8 horas y posteriormente se 

evaluó la presencia y cantidad de hIL-10 por Western blot y por ELISA en 

extractos celulares y en medio de cultivo. Se detectó hIL-10 por Western blot 

en los extractos celulares (Figura 19). La cantidad que se cuantificó por ELISA 

en extractos celulares fue de 22 pg ml-1 (Figura 20). En el medio de cultivo no 

se detectó hIL-10 por ninguno de los dos ensayos, al parecer si la proteína sale 

al medio de cultivo es degradada por algún o algunos productos metabólicos de 

la bacteria o por proteasas debido a que B. longum produce varias que aún no 

se han caracterizado (Schell et al, 2002).  También podría ser que la proteína 

no sale al medio de cultivo, sino que permanece anclada a la membrana o a la 

pared celular de la bacteria. Se realizó un análisis con el paquete 

computacional psortb versión 2.0.4 (http://www.psort.org/psortb/), este paquete 

es utilizado para predecir la localización subcelular de algunas proteínas 

considerando la composición de la proteína y la presencia de péptido señal. 

Este análisis nos mostró que la proteína podría localizarse en varios sitios, por 

lo cual es concebible la idea de que la proteína podría permanecer anclada a la 

membrana citoplásmica y por lo tanto no se detectó en el medio de cultivo pero 

si en el extracto celular. Las investigaciones que se están realizando 

actualmente para el conocimiento de Bifidobacterium avanzan lentamente, si 

bien ya se conoce el genoma completo de B. longum (Schell et al, 2002) solo 
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se conoce aproximadamente el 50% de las proteínas que produce. A medida 

que el conocimiento avance en cuanto a metabolismo, promotores, péptidos 

señal y condiciones de crecimiento, se obtendrán las herramientas necesarias 

para lograr establecer a Bifidobacterium como un buen sistema de expresión 

de proteínas heterólogas, principalmente de proteínas dirigidas a tratamientos 

terapéuticos de humanos. 
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Figura 19.  Western blot de células de Bifidobacterium longum transformadas 

con pLR1. Línea 1; Standard de hIL-10 comercial, Líneas 2 y 3, células de B. 

longum transformadas, Línea 4; células de B. longum no transformada, Línea 5; 

MPM. 
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Figura 20. Cuantificación intracelular de hIL-10 por Elisa en B. longum 

transformada con el vector pLR1.  
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CAPITULO 4 

 

EXPRESIÓN Y SECRECIÓN DE hIL-10 EN Escherichia coli 

UTILIZANDO EL VECTOR pLR 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Existen diversos sistemas de expresión de proteínas heterólogas; entre los que 

se encuentran bacterias, levaduras, hongos y células de insecto. La bacteria 

Gram-negativa Escherichia coli es uno de los sistemas más atractivos para la 

producción de proteínas recombinantes debido a que crece rápido en sustratos 

económicos, se conoce bien su genética y se dispone de vectores de clonación 

y de diversas cepas con genotipos específicos. Sin embargo, esto no es 

garantía de que la proteína recombinante sea producida en grandes cantidades 

y en forma biológicamente activa (Baneyx, 1999). Para elegir un sistema de 

expresión se tienen que considerar ciertos factores como son; características 

de crecimiento, niveles de expresión, modificaciones postraduccionales y la 

actividad biológica de la proteína de interés, sin olvidar las regulaciones 

existentes para la producción de proteínas terapéuticas (Makrides, 1996).  

La selección de un sistema de expresión en particular requiere de un bajo costo 

en términos de diseño de procesos. Sin embargo, a pesar del extenso 

conocimiento en la genética y biología molecular de E. coli, no todos los genes 

se expresan eficientemente en este organismo. Esto se debe a las 

características estructurales y particulares de la secuencia del gen, la 

estabilidad y eficiencia transcripcional del mRNA, el procesamiento de la 

proteína, la degradación de la proteína por proteasas de la célula huésped, 

diferencias en el uso de codón entre los genes nativo y foráneo y la toxicidad 

potencial de la proteína a la célula huésped. Por otro lado, la rápida producción 

de proteínas recombinantes puede ocasionar la formación de agregados 

insolubles conocidos como cuerpos de inclusión (Betts and King, 1999), la 
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sobreproducción de la proteína puede ser suficiente para la formación de los 

cuerpos de inclusión. La mayoría de las proteínas heterólogas que se producen 

en E. coli son de forma intracelular, por lo que se tienen que utilizar métodos de 

extracción y purificación de proteínas para recuperarlas originando pérdidas de 

producto. Una opción para disminuir las pérdidas además de los costos de 

producción, es el uso de péptidos señal cuya función es dirigir la proteína de 

interés hacia el medio extracelular facilitando así su recuperación. Los 

polipéptidos destinados al exporte son sintetizados como pre-proteínas que 

contienen una secuencia señal amino-terminal (péptido líder) que es cortada 

por peptidasas durante el proceso de translocación a través de la membrana. 

Las secuencias señal tienen una longitud entre 18 y 30 aminoácidos y están 

compuestos por dos o más residuos básicos en el extremo N-terminal, un 

centro hidrofóbico de siete o más aminoácidos y un extremo C-terminal que 

presenta un motivo hidrofílico el cual es reconocido por peptidasas (Spasas) 

que realizan el corte entre el péptido líder y la proteína madura (Baneyx, 1999). 

Existen diferentes vías de secreción de proteínas, las más conocidas son la vía 

de secreción general Sec y la vía TAT (Twin Arginine Translocation).  

Las subunidades que componen la maquinaria del traslocón Sec son; SecY, 

SecE y SecG, SecD, SecF y YajC; que forman un poro de 15 a 20 Amstrongs. 

Las proteínas son dirigidas hacia el traslocón Sec post-traduccional o co-

traduccionalmente por vía SecB o por vía SRP respectivamente. SecB es una 

chaperona citoplásmica que mantiene al precursor en una conformación de 

translocación competente e interactúa con el extremo C-terminal de otra 

proteína, SecA, para dirigir la pre-proteína a través de la membrana por ciclos 

repetidos de inserción y deinserción a través del poro SecYEG. Durante el 
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transporte, la proteína precursora es expuesta a ambos lados de la membrana 

simultáneamente en donde debe mantenerse un gradiente iónico para la 

síntesis de ATP, que es necesario para que el transporte a través de la 

maquinaria Sec sea eficiente. 

El complejo SRP está conformado por una GTPasa de 48 kDa conocida como 

Fth, SRP reconoce el péptido señal de la proteína que empieza a emerger del 

ribosoma cuando esta se está sintetizando formando un complejo SRP-cadena 

naciente, SRP de este complejo se une a FtsY que es un receptor de 

membrana. SRP y la cadena naciente se disocian permitiendo que la cadena 

naciente entre al complejo SecYEG (traslocón) y posteriormente por hidrólisis 

de GTP se disocia el complejo SRP-FtsY, SRP se recicla y FtsY permanece 

unido a la membrana (Figura 21) (Driessen et al. 2001).  

La vía TAT se encuentra en la membrana citoplásmica de muchas bacterias y 

la característica más relevante de esta vía es su habilidad para transportar 

proteínas plegadas. En estos sistemas biológicos, las proteínas están 

usualmente asociadas a péptidos que poseen en el extremo N-terminal una 

secuencia común de aminoácidos, el llamado motivo “twin-arginina” que 

presenta una secuencia consenso SRRxFLK (Serina-Arginina-Arginina-X-

Fenilalanina-Leucina-Lisina) en donde los residuos de arginina (RR) son 

invariables y esenciales para la eficiencia del transporte, los péptidos de ambas 

vías difieren principalmente en la longitud e hidrofobicidad de la región H 

(Cristóbal et al, 1999).  

En bacterias Gram-positivas las proteínas que son exportadas por las vías Sec 

y TAT se acumulan en el medio de cultivo, en las bacterias Gram negativas, las 

proteínas que se exportan por estas dos vías se acumulan en el espacio 

 - 60 -



periplásmico, posteriormente intervienen otras vías que dan continuidad al 

transporte de la proteína a través de la membrana externa hacia el medio 

extracelular.  

       

 

 

 

 

 
 
 
Figura 21. Modelo de las vías de translocación de proteínas en E. coli. Las 

proteínas pueden dirigirse al translocon Sec por vía SRP (co-traduccional) o 

por vía SecB (post-traduccional).  

 - 61 -



II. OBJETIVO 
 

Expresar Interleucina-10 humana recombinante en Escherichia coli utilizando el 

vector de expresión pLR. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Cepas, plásmidos y medios de cultivo 

Se utilizaron las cepas de E. coli MC4100 (F¯araD139 ∆(argF-lac)U169 

rspL150 relA1 flbB5301 fruA25 deoC1 ptsF25 e14-) y MC4100∆tat  (F¯araD139 

∆(argF-lac)U169 rspL150 relA1 flbB5301 fruA25 deoC1 ptsF25 e14-) como 

huéspedes de expresión. Se utilizaron los plásmidos de expresión pLR1 y pLR2 

que contienen el gen hIL-10 fusionado al péptido señal BIF3. El medio de 

cultivo utilizado fue LB con ampicilina (100 µg ml-1). 

 

3.2 Preparación y transformación de las células competentes de 

Escherichia coli MC4100  

Las cepas de Escherichia coli MC4100 y MC4100 ∆tat se inocularon en 3 ml de 

medio LB y se incubaron de 16-18 horas a 37oC con agitación. Se inocularon 

25 ml de medio LB con 1 ml del cultivo anterior y se incubaron a 37oC, a 130 

rpm, por aproximadamente 2 horas hasta alcanzar una DO600 nm de 0.6. Cuando 

se alcanzó la DO deseada se prepararon las células competentes por cloruro 

de rubidio (RbCl) siguiendo el protocolo que a continuación se describe; el 

cultivo se transfirió a tubo de centrífuga estéril y se incubó en hielo durante 15 

minutos, se centrifugó a 3,000 rpm a 4oC por 15 minutos en  un rotor 50T, se 

decantó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 11 ml de 

solución RF1 y se incubó por 15 minutos en hielo, se centrifugó nuevamente 

con las condiciones ya mencionadas, se decantó y el paquete celular se 

resuspendió en 2.6 ml de solución RF2. Se distribuyó en tubos eppendorf en 

alícuotas de 200 µl y se almacenaron a -70oC hasta su uso. 
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Se mezclaron 200 µl de suspensión celular con 4 µl de ADN plasmídico (pLR1 

o pLR2), la mezcla se incubó de 15-30 minutos en hielo y la transformación se 

realizó por choque térmico, incubando 45 segundos a 42oC y 2 minutos en 

hielo, después del choque se agregaron 250 µl de medio LB y se incubaron 1 

hora a 37oC, 130 rpm. Se plaqueó sobre agar LB ampicilina (100 µg ml-1), 

incubando las placas toda la noche a 37oC para recuperar las células 

transformadas. 

 

3.3 Comprobación de la presencia de pLR en las cepas de E. coli MC4100 

y E. coli MC4100∆tat 

Las colonias que crecieron en las placas se seleccionaron y amplificaron por 

PCR para comprobar rápidamente si se encontraban las construcciones en las 

cepas de E. coli. Las clonas positivas al PCR se inocularon en medio líquido LB 

con ampicilina y se incubaron toda la noche a 37oC, con agitación a 130 rpm. 

Se recuperaron las células de estos cultivos y se les extrajo el ADN plasmídico 

por miniprep (QIAquick, Qiagen, Alemania), se realizaron ensayos de 

restricción con Eco RI para confirmar la presencia de las construcciones. 

 

3.4 Expresión en matraz de hIL-10 en las cepas de E. coli MC4100 y E. coli 

MC4100∆tat transformadas con pLR1 y pLR2 

 

3.4.1 Expresión de hIL-10 en Medio LB. Para la expresión de hIL-10 en 

medio LB se realizaron dos ensayos a diferente temperatura, 28oC y 37oC. 

Células transformadas de E. coli se inocularon en 5 ml de medio LB líquido con 

ampicilina y se incubaron toda la noche a 37oC a 130 rpm. Se inocularon 25 ml 
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de medio LB ampicilina con 1 ml del cultivo anterior y se incubaron a 28oC o a 

37oC a 150 rpm, tomando muestras de 2 ml cada 3 horas durante 24 horas. 

 

3.4.2 Extracción de hIL-10 de medio de cultivo. Las muestras se 

centrifugaron a 8000 rpm por 2 minutos separando medio y paquete celular, las 

células se resuspendieron en 200 µl de buffer tris 50 mM, pH 8.0. A los 2 ml del 

medio de cultivo se les agregaron 4 volúmenes de metanol, 1 volumen de 

cloroformo y 3 volúmenes de agua grado milliQ, se centrifugó a 12,000 rpm, 10 

minutos retirando la fase acuosa con cuidado, a la fase oleosa se la agregaron 

3 volúmenes de metanol y se centrifugó a 12,000 rpm durante 10 minutos para 

precipitar las proteínas, se decantó el sobrenadante, el precipitado se dejó 

secar y se resuspendió en 10 µl de buffer tris 5 mM y 10 µl de buffer de carga 

Laemmli, se hirvieron por 5 minutos en baño de agua y se cargaron en un gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15% y se corrió a 20 mA por gel . 

 

3.4.3 Extracción de hIL-10 de las diferentes fracciones celulares. Las 

proteínas de periplasma y citoplasma (fracciones soluble e insoluble) se 

prepararon por el método reportado por Robbens et al (2006); se centrifugaron 

1.5 ml del cultivo (8000 rpm por 2 min), la pastilla celular se resuspendió en 200 

µl de buffer (Tris-HCl 100 mM, pH 7.4, sacarosa 20% (p/v) y EDTA 10 mM), se 

incubó por 5 minutos en hielo y se centrifugó  (8000 rpm por 2 min). Se 

descartó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 200 µl de 

agua agitando vigorosamente, se volvió a incubar en hielo 5 minutos. Se 

centrifugó (16,000 rpm por 2 min), recuperando el sobrenadante que contenía 

la fracción periplásmica. La pastilla celular se resuspendió en 200 µl de agua y 
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se sonicaron por 2 minutos. Se centrífugo (16,000 rpm por 2 min) y se recuperó 

el sobrenadante que contenía la fracción soluble. El precipitado se lavó y se 

resuspendido en 200 µl de agua destilada, este contenía la fracción insoluble 

de la proteína. 

 

3.4.4 Identificación por Western Blot. Las muestras se corrieron en un gel de 

poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), y las proteínas 

se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para realizar el Western Blot, 

la transferencia se realizó con el transblot (Bio-Rad, Cal, USA) a 10V/40 min. 

Después de la transferencia la membrana se lavó dos veces con buffer TBS 

(Tris 200 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5), posteriormente la membrana se incubó 

por 1 hora a temperatura ambiente en la solución de bloqueo (leche al 4% en 

TTBS (Tris 200 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5, Tween 0.1%), se realizaron dos 

lavados con TTBS y la membrana se incubó 1 hora con el anticuerpo primario 

hIL-10 (Prepro Tech, México) diluído 1:1000, se volvieron a realizar dos 

lavados con TTBS y se incubó otra hora con el anticuerpo secundario el cual 

fue anti conejo IgG acoplado a la fosfatasa alcalina (Bio-Rad, Cal, USA), diluído 

1:2000. La actividad enzimática se reveló con el sustrato NBT/BCIP (p-Nitro 

Blue Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt) 

(Amersham, Biosciences, Pittsburg, USA). 

 

3.4.5 Cuantificación de hIL-10 por ELISA. Se utilizó un kit comercial  para 

cuantificación de hIL-10 por Ensayo inmunológico ligado a enzimas (ELISA) (e-

Bioscience, San Diego CA, USA). Se añadieron 100 µl de muestra a cada pozo 

de una microplaca y se incubó toda la noche a 4oC. Después de 5 lavados con 
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solución de lavado se agregaron 100 µl del anticuerpo de detección (Anti IL-10 

humana conjugado a biotina). La placa se incubó 1 hora a temperatura 

ambiente y se realizaron 5 lavados nuevamente con la solución de lavado. Se 

añadieron 100 µl de avidina conjugada a peroxidasa y se incubó 30 min a 

temperatura ambiente. Después de 7 lavados se añadieron 100 µl del sustrato 

TMB (Tetramentilbencidina) y se incubó durante 15 minutos, se desarrolló un 

color azul de diferente intensidad, la reacción de color se detuvo añadiendo 50 

µl de la solución de paro, cambiando el color de azul a amarillo. La microplaca 

se leyó a una longitud de onda de 450 nm en un lector de microplaca Modelo 

550 (Bio-Rad, Cal, USA). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Una parte fundamental de cualquier vector de expresión es el promotor,  

existen promotores derivados de bacterias Gram-positivas que se han utilizado 

en E. coli con buenos resultados, por ejemplo: el promotor nprM-lac de Bacillus 

spp (Yamada et al, 1991) y el de la proteína A de Staphylococcus aureus 

(Hogset et al, 1990). En la construcción de pLR se utilizó el promotor HU de 

Bifidobacterium longum, este promotor presenta una estructura similar a los 

promotores típicos de Escherichia coli (Takeuchi et al, 2002). En la Tabla 5 se 

presenta una lista de las secuencias típicas de los promotores utilizados en 

vectores de expresión para E. coli que son reconocidos por el factor σ70 

(Schumann and Ferreira, 2004). En la misma Tabla se muestran las secuencias 

del promotor HU en donde se puede observar que hay homología. La 

secuencia Shine Delgarno (SD) del cassette de expresión es AAGGA, este es 

una secuencia típica de E. coli, por otro lado la distancia entre SD y el codón de 

inicio ATG en esta bacteria varia entre 5 y 13 nucleótidos, esta distancia influye 

en la eficiencia de la transcripción (Gold, 1988) y se ha establecido una 

distancia óptima para la transcripción de 5 a 7 nucleótidos (Rinquist et al, 

1992). En pLR esta distancia es de 14 nucleótidos por lo que no se esperaría 

una transcripción eficiente ya que se ha reportado que con más de 14 

nucleótidos la eficiencia disminuye. Sin embargo, nuestros resultados 

demostraron que el promotor HU de B. longum es funcional en E. coli. 
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Tabla 5. Secuencias de promotores usados en vectores de expresión 

reconocidos por el factor σ70. 

 

 

 

 

TATCAT14 pbTTCGCA* PHU B. longum

TATGTT
TATAAT
TTAACT
TATAAT
GATACT
GATAAT
TATAAT

18 pb
18 pb
17 pb
17 pb
17 pb
17 pb
17 pb

TTTACA
TTTACA
TTGACA
TTGACA
TTGACA
TTGACT
TTGACA

Plac
PlacUV5
Ptrp
Ptac
λPL
λPR
CONSENSO

Región -10Distancia -35 y -10Región -35Promotor

TATCAT14 pbTTCGCA* PHU B. longum

TATGTT
TATAAT
TTAACT
TATAAT
GATACT
GATAAT
TATAAT

18 pb
18 pb
17 pb
17 pb
17 pb
17 pb
17 pb

TTTACA
TTTACA
TTGACA
TTGACA
TTGACA
TTGACT
TTGACA

Plac
PlacUV5
Ptrp
Ptac
λPL
λPR
CONSENSO

Región -10Distancia -35 y -10Región -35Promotor

         
* PHU – Promotor HU  
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Algunas ventajas de la producción extracelular es que no se requiere del 

rompimiento de la membrana externa para recuperar las proteínas lo que evita 

la proteólisis intracelular por proteasas presentes en periplasma y permite una 

producción continua de las proteínas recombinantes (Shokri et al, 2003). 

Considerando estas ventajas, se han desarrollado varias estrategias para la 

producción extracelular de proteínas recombinantes en E. coli entre las que se 

encuentran el uso de métodos físicos (choque osmótico, congelación-

descongelación), tratamientos con lisozima y choque con cloroformo, otra 

opción es el estudio de las vías naturales de secreción que presenta E. coli ya 

que secreta algunas proteínas de forma natural. Las proteínas secretadas 

pueden salir del espacio periplásmico al medio de cultivo debido al aumento en 

la permeabilidad de la membrana celular después de un largo periodo de 

incubación (Tong et al, 2000). En E.  coli existen dos sistemas involucrados en 

el transporte de proteínas hacia el espacio periplásmico, la vía general Sec y la 

vía TAT. En ambos sistemas las proteínas que son translocadas contienen una 

secuencia señal en su extremo N-terminal, esta secuencia señal varía en 

longitud de 15 a 30 aminoácidos (Schumann and Ferrera, 2004), el péptido 

señal es procesado después de la traslocación al espacio periplásmico y 

después la proteína utiliza otra vía de secreción para salir al espacio 

extracelular. Se realizó un ensayo de ELISA de medio y células totales de un 

cultivo de toda la noche a 37oC de E. coli TOP10 transformada con pLR1 y 

pLR2, en este ensayo las cantidades de hIL-10 fueron de 0.143 µg l-1 y de 

0.020 µg l-1para pLR1 y de 0.268 µg l-1 y 0.068 µg l-1 para pLR2 en medio y 

extractos celulares respectivamente. Este resultado es interesante ya que a 

pesar de la poca cantidad de proteína, al parecer se exporta hacia el medio de 
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cultivo independientemente del vector utilizado, siendo ligeramente mayor la 

cantidad  de proteína en la cepa transformada con pLR2. BIF3 es un péptido 

señal que presenta un motivo Arginina-Arginina (RR) en su región N, este 

motivo RR es característico de péptidos que utilizan la vía TAT en E. coli. Por lo 

que para conocer la vía de secreción utilizada por BIF3 en esta bacteria se 

transformaron las cepas MC4100 y MC4100∆tat (Vía TAT mutada) con los 

vectores pLR1 y pLR2, obteniendo 4 diferentes transformantes (Tabla 6). Cada 

una de ellas se cultivó a 37oC en medio LB ampicilina durante 12 horas, y se 

cuantificó hIL-10 presente en el medio y en células totales observando una 

mayor cantidad en el medio de las cepas transformadas con el vector pLR2 

(Figura 22, Tabla 7). De acuerdo a estos resultados es posible que BIF3 utilice 

la vía general Sec en E. coli ya que la cantidad de proteína presente en el 

medio de las cepas con la vía TAT mutada es similar a las cepas que no 

presentan esta mutación. 
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Tabla 6. Combinaciones de las transformantes obtenidas 

 

 

 

 

 

E. coli MC4100∆tat4

pLR2E. coli MC41003

E. coli MC4100∆tat2

pLR1E. coli MC41001

VectorCepaTransformante

E. coli MC4100∆tat4

pLR2E. coli MC41003

E. coli MC4100∆tat2

pLR1E. coli MC41001

VectorCepaTransformante
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Tabla 7. Cuantificación de hIL-10 por ELISA en medio de cultivo y extractos 

celulares de las cepas de E. coli MC4100 y MC4100∆tat transformadas con 

pLR2 y cultivadas por 12 horas a 37oC. 

 

 

 

 

0.0190.574

0.0080.463

0.0200.402

0.0480.311

Extractos celularesMedio de cultivo

hIL-10 (µgl-1)Transformante

0.0190.574

0.0080.463

0.0200.402

0.0480.311

Extractos celularesMedio de cultivo

hIL-10 (µgl-1)Transformante
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Las transformantes obtenidas de E. coli MC4100 y MC4100∆tat con pLR2 se 

utilizaron para los siguientes experimentos debido a que se observó mayor 

cantidad de hIL-10 en las transformantes con pLR2 que con pLR1. Se 

cuantificó la cantidad de hIL-10 presente en los compartimentos celulares de la 

bacteria, para lo cual se cultivaron ambas cepas transformadas a 37oC por 15 

horas y la hIL-10 se cuantificó por ensayo de ELISA. La cantidad de hIL-10 

presente en estos compartimentos fue mínima a comparación de la que se 

encontró en el medio de cultivo (Figura 23), esto puede significar que la 

bacteria secreta la proteína hacia el medio de cultivo sin permanecer mucho 

tiempo en el periplasma. Como el promotor HU es de una proteína de choque 

térmico, se realizó un ensayo de expresión a 28oC y otro a 37oC, en medio LB 

ampicilina para determinar si la temperatura influía en la secreción de la 

proteína al medio de cultivo. Se cuantificó por ELISA la cantidad de hIL-10 en el 

medio a las 15, 18 y 21 horas (Figura 24 ), los resultados obtenidos muestran 

que la temperatura no afecta la secreción de la proteína.  

De acuerdo a lo que se observa en la Figura 25, la producción de hIL-10 está 

asociada al crecimiento, y a partir de las 12 horas la cantidad de proteína 

presente en el medio empieza a aumentar considerablemente con respecto a la 

cantidad presente en las células observando un máximo en la cantidad de hIL-

10 entre las 15 y 18 horas, esta cantidad disminuye después de las 18 horas 

posiblemente debido a que la proteína empieza a ser degradada por las 

proteasas. Se realizó un Western blot del medio de cultivo de la muestra 

tomada a las 15 y 18 horas de la cinética para confirmar que la proteína fue 

procesada (Figura 26).  
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Este es el primer reporte en el cual se utilizan un promotor y un péptido señal 

de Bifidobacterium en E. coli y ambos fueron funcionales. Además de la 

funcionalidad de éstos, fue muy novedoso que la proteína se exportara hasta el 

medio extracelular casi inmediatamente lo cual se puede deducir debido a que 

la cantidad de proteína presente en el espacio periplásmico fue mínima. 
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Figura 22. Cuantificación de hIL-10 presente medio y células completas de E. 

coli MC4100 y MC4100∆tat transformadas con pLR1 y pLR2 (Cultivo de 12 h a 

37oC). Como se observa, la mayoría de la proteína se encuentra en el medio 

extracelular en ambos sistemas aunque la cantidad es ligeramente mayor en 

las cepas transformadas con pLR2.  

 

 

 - 76 -



A) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 d

e 
hI

L-
10

 (µ
g/

l)

∆tatMC4100 MC4100 

Medio de                      Periplasma             Citoplasma Células 
cultivo                                                        F. soluble                    completas

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 d

e 
hI

L-
10

 (µ
g/

l)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 d

e 
hI

L-
10

 (µ
g/

l)

∆tatMC4100 MC4100 ∆tatMC4100 MC4100 

Medio de                      Periplasma             Citoplasma Células 
cultivo                                                        F. soluble                    completas  

 
 

B)  

STD
hIL-10

sin
el cassette

Medio de
Cultivo

Extracto
Celular

wtwt ∆tat∆tat
STD

hIL-10
sin

el cassette

Medio de
Cultivo

Extracto
Celular

wtwt ∆tat∆tat

 
 
 
 
 
Figura 23. A) Cuantificación de hIL-10 presente en medio de cultivo, 

periplasma, fracción soluble y células totales en un cultivo de 15 horas de E. 

coli MC4100 (wt) y MC4100∆tat (∆tat) transformadas con pLR2. B) Western 

blot de medio de cultivo y extractos celulares de las dos cepas, wt y ∆tat. La 

hIL-10 se encuentra procesada en medio de cultivo. En extractos celulares se 

encuentra en su mayoría como no procesada. 
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Figura 24. Comparación de las cantidades de hIL-10 extracelular de dos 

cultivos a diferentes temperaturas (28 y 37oC). Se puede observar un 

comportamiento similar en ambas temperaturas comparable con el 

comportamiento de la cinética mostrada en la Figura 21. 
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Figura 25. Cinéticas de crecimiento celular y producción de hIL-10 en E. coli 

MC4100∆tat transformada con pLR2 (Cultivo a 28oC). 
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Figura 26. Western blot de medio de cultivo de 15 y 18 horas de E. coli 

MC4100∆tat transformadas con pLR2. Carril 1, STD; Carril 2, E. coli MC4100 

∆tat sin el cassette de expresión; Carril 3, Medio de cultivo de 15 h; Carril 4, 

Medio de cultivo de 18 h. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

 

La poca disponibilidad de vectores de expresión funcionales y estables en 

Bifidobacterium sp es un obstáculo para el estudio y mejoramiento de cepas a 

las cuales se les atribuyen características probióticas. En este trabajo se 

construyó un vector de expresión que resultó ser bifuncional, esto es, activo en 

Bifidobacterium longum y en E. coli para la expresión de hIL-10. En relación a 

Bifidobacterium los resultados obtenidos permiten concluir que es necesario 

realizar estudios de la bacteria como sistema de expresión ya que hay muchas 

características que aún no se conocen y que impiden que se establezcan 

condiciones de expresión óptimas, se tiene que considerar el metabolismo de 

la bacteria debido a que algunos de sus productos, como los ácidos láctico y 

acético afectan a la hIL-10. Bifidobacterium puede llegar a ser un buen sistema 

de expresión de proteínas recombinantes a nivel industrial a medida que la 

investigación nos permita ir conociendo a esta bacteria. Otro microorganismo 

de interés es Escherichia coli, que contrario a Bifidobacterium, es un sistema 

de expresión conocido y muy utilizado en la producción de proteínas 

recombinantes a nivel industrial. Sin embargo, E. coli secreta pocas proteínas 

hacia medio de cultivo, por lo que actualmente existen estudios dirigidos al 

conocimiento de los mecanismos implicados en la secreción de proteínas. 

Adicionalmente de recomienda realizar estudios con el péptido señal BIF3 en 

vectores de expresión diseñados para E. coli y además utilizar cepas 

mejoradas para la sobreexpresión de proteínas, además de establecer las 

condiciones óptimas de expresión por lo que se esperaría que la cantidad de la 

proteína exportada sea mayor. Hasta ahora no existe reporte de péptidos señal 
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de Bifidobacterias que exporten proteínas en E. coli siendo este el primer 

trabajo que se realiza al respecto, sin embargo lo más novedoso es que el 

exporte de la proteína sea hasta el medio extracelular y sobre todo que la 

proteína esté procesada. En conclusión, E. coli sigue siendo un sistema 

atractivo para la producción de proteínas recombinantes debido a su 

simplicidad y propiedades bien conocidas que exceden por mucho a las de 

otros sistemas ya utilizados o que se encuentran en desarrollo como 

Bifidobacterium. Sin embargo es necesario realizar más investigación en 

ambos microorganismos para optimizar condiciones de producción y 

principalmente de secreción de las proteínas recombinante 
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ANEXOS 
 

1. Registro de patente NL/a/2006/000035 
“Plásmido pLR para la expresión de proteínas recombinantes en 

bacterias del género Bifidobacterium”.  
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