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1 RESUMEN 

 

Este trabajo tiene por modelo de estudio las pilinas menores del pili formador de 

mechones de Escherichia coli enteropatógena (EPEC) un patógeno diarreagénico que 

afecta a niños menores de seis meses a nivel mundial y principalmente países en vías de 

desarrollo. 

Para conocer la probable función de las pilinas menores BfpI, BfpJ y BfpK es 

necesario obtener la estructura de las proteínas. Una de las técnicas mediante las que se 

puede conocer la estructura es mediante cristalografía de rayos X, esta técnica requiere que 

la proteína de estudio sea soluble. Por tal motivo en este trabajo se diseñaron primers 

específicos para amplificas cada uno de los genes bfpI, bfpJ y bfpK sin la porción 

hidrofóbica N-terminal para obtener las proteínas solubles. A continuación el amplificado 

de cada gen se clonó en el vector pET-3a, se verificó cada construcción (BfpI- pET-3a, 

BfpJ- pET-3 y BfpK- pET-3a) por PCR, doble restricción y secuenciación. Posteriormente 

se expresó en la cepa BL21 (DE3) y purificó bajo condiciones desnaturalizantes (con el uso 

de urea) las proteínas BfpI y BfpJ. BfpK a diferencia no se expresó por que las 

construcciones no se verificaron de manera aprobatoria. Finalmente se dializaron las 

proteínas BfpI y BfpJ, sin embargo al eliminar la urea las proteínas dializadas se 

precipitaron, por lo que se propone modificar las condiciones de diálisis usadas en este 

trabajo adicionando agentes que favorezcan condiciones oxidantes, así como la técnica 

empleada.   
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2 INTRODUCCIÓN 

2.1 Pili Tipo IV 

Los pili tipo IV son apéndices superficiales, formados por subunidades de proteínas 

denominadas pilinas, son flexibles y son expresados por muchas especies de bacterias 

Gram negativas, Gram positivas y también por archaeas. Algunas de las bacterias Gram 

negativas que lo expresan son: Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Neisseria 

gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Salmonella typhi y Escherichia coli enteropatógena 

(EPEC). Por otra parte algunas de las bacterias Gram positivas que lo expresan son 

Clostridium perfringens y Clostridium difficile (Lieberman et al., 2015). Los pili tipo IV 

son extremadamente delgados con un diámetro aproximado de 60-80 Å y una longitud 

mayor a 1𝜇m (Craig et al., 2006).  Estos pili se distribuyen formando agregados o 

mechones (Telford et al., 2006). Entre los procesos bacterianos mediados por los pili tipo 

IV se encuentran adherencia bacteriana a células hospederas, especificidad por células 

diana, motilidad por twitching, captación de ADN, adsorción de bacteriófagos (McNamara 

& Donnenberg., 2000), formación de microcolonias, biopelículas, secreción de 

exoproteínas (Giltner  et al., 2012) y transferencia de electrones (Reguera et al., 2005). 

 Los pili tipo IV poseen similitudes estructurales con el sistema de secreción tipo II 

y el flagelo de archaeas (Peabody et al., 1993). Estas similitudes son, la subunidad mayor 

(llamada pilina para los pili tipo IV, pseudopilina para el sistema de secreción tipo II y 

flagelina para el flagelo de archaeas), una prepilina peptidasa, una ATPasa ensambladora y 

una proteína de membrana interna llamada secretina (sistema de secreción tipo II y pili tipo 
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IV). El pili tipo IV además de estas estructuras posee una ATPasa que dirige la 

despolimerización del pilus (Craig & Li., 2008) (Figura 1). 

 

2.2 Pilina Tipo IV 

El pili tipo IV, como anteriormente se mencionó, está formado por subunidades 

mayores o pilinas y subunidades menores también conocidas como pilinas menores. Las 

pilinas tipo IV son proteínas de aproximadamente ~15 a 20kDa (Craig & Li., 2008). Tienen 

la característica de tener un extremo N-terminal altamente hidrofóbico, el cual es un 

dominio transmembranal y a la vez un dominio de interacción proteína-proteína. Este 

extremo N-terminal posee una estructura ∝-helice la cual se divide en dos subdominios, el 

∝1-N (que abarca desde el aminoácido 1~28) y el ∝1-C (desde el 29~52) (Giltner et al., 

2012). Otra característica importante de estas proteínas es el poseer una secuencia señal en 

el extremo N-terminal llamada tipo III  la cual es procesada por una peptidasa específica, 

denominada prepilin-peptidasa (McNamara & Donnenberg., 2000). Las proteínas con este 

tipo de secuencia señal son llamadas prepilinas y solo son aptas para su uso en la 

Figura 1. Similitudes entre los componentes del Sistema de secreción tipo II, Pili tipo 

IV y el flagelo de archaeas. En rosa se observan las subunidades mayores (pseudopilinas, 

pilinas y flagelina), ATPasas en anaranjado, morado y verde son las proteínas de membrana 

interna, y proteínas de membrana externa (secretinas) en azul. Tomado de Korotkov et al., 

2012. 
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polimerización del pilus hasta que se remueve esta secuencia señal en la membrana 

citoplasmática (Strom & Lori., 1991). 

Las pilinas tipo IV se dividen en dos tipos: pilina IVa y pilina IVb. Esta 

clasificación se basa en la longitud del péptido señal, en el aminoácido inicial de la proteína 

madura y en su organización dentro del genoma. La pilina tipo IVa tiene una secuencia tipo 

III pequeña de 6 a 7 aminoácidos y una fenilalanina metilada en el extremo N-terminal una 

vez que el péptido señal es escindido (Giltner et al., 2012). Por otro lado las pilinas tipo 

IVb tienen una secuencia tipo III larga de 15 a 30 residuos y una vez escindido el péptido 

señal el primer aminoácido inicial es hidrofóbico (Giltner et al., 2012). Respecto a la 

organización de los genes implicados en la biosíntesis del pili IVa estos se encuentran 

distribuidos por todo el genoma; por el contrario los genes implicados en la biosíntesis del 

pili tipo IVb se encuentran en operones (Lieberman et al., 2015). Las pilinas tipo IVa se 

han encontrado en patógenos de plantas, animales y de humanos por ejemplo 

Pseudomonas, Neisseria y Dichelobacter, y en bacterias del ambiente como Thermus, 

Myxococcus, Deinococcus, Bdellovibrio y Shewanella (Pelicic, 2012). Por otra parte las 

pilinas tipo IVb se han identificado comúnmente en bacterias entéricas como Salmonella 

entérica serovar Typhi, (Zhang et al., 2000) Vibrio cholerae (Craig et al., 2003) y 

Escherichia coli (enteropatógena) (Donnenberg & Kaper., 1992) 

La estructura terciaria de las pilinas tipo IV se asemeja a una paleta o cucharón y 

se ha estudiado en varios modelos como por ejemplo, PilE de N. gonorrhoeae (Figura 2) o 

en PilA de P. aeruginosa, donde la región ∝1-N sobresale del dominio globular C-terminal 

y forma el núcleo central del ensamble del pilus (asemeja al mango de la paleta). Este 

subdominio es multifuncional debido a que actúa como un segmento transmembranal que 

retiene las subunidades de pilina ancladas en la membrana citoplasmática antes del 



5 

 

ensamble del pilus, y como dominio de interacción entre subunidad y subunidad en la fibra 

(Giltner et al., 2012). Este dominio es funcionalmente importante en el ensamble del pili 

tipo IV ya que mutaciones puntuales en la subunidad mayor pilina PilE de Neisseria 

gonorrhoeae, específicamente en el residuo de glutamina 5 que está altamente conservado 

en la región ∝1-N, demuestran que el ensamble del pili se imposibilita (Aas et al., 2007). 

A diferencia del N-terminal, el dominio extremo C-terminal de las pilinas tipo IV 

conserva un motivo estructural. En las estructuras de las pilinas tipo IVb está formado por 

láminas-antiparalelas compuestas de 5 a 7 hebras, como es el caso de V. cholerae TcpA 

(Craig et al., 2003) y de Salmonella Typhi PilS, (Xu et al., 2004) así como una mezcla 

paralela y antiparalela de láminas- para el caso de BfpA de Escherichia coli 

enteropatógena sin conectividad inmediata (Figura 3)  (Ramboarina et al., 2005). 

Típicamente las estructuras de las pilinas se obtienen mediante cristalización de 

rayos X. Para realizar este método se requiere la proteína en forma soluble sin embargo la 

porción hidrofóbica en el amino terminal dificulta este proceso. A pesar de esto, se han 

logrado cristalizar algunas estructuras de pilinas cuando  se  escinde la porción N-terminal 

hidrofóbica  obteniendo así la proteína de forma soluble. Comúnmente se escinden los 

primeros 28 aminoácidos o incluso más de la secuencia del extremo N-terminal de las 

pilinas con el fin de eliminar la porción hidrofóbica (PAK, de P. aeruginosa trabajo de 

Helaine et al., 2007. Fim U y Pil E pilinas menores de P. aeruginosa trabajo de Nguyen et 

al., 2015(A). CofB pilina menor de CFA/III ETEC trabajo de Kawanara et al., 2015). Solo 

existen tres estructuras completas de las pilinas (con el extremo N-terminal sin escindir) 

estas pertenecen a las tipo IVa: la pilina GC o gonoccocal PilE de N. gonorrhoeae (Parge et 

al., 1995), la pilina PAK o PilA de P. aeruginosa (Craig et al., 2003) y la pilina DnFimA 
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de Dichelobacter nodosus (Hartung et al., 2011). Estudios realizados por Craig y 

colaboradores en el 2003 demostraron que el eliminar la región hidrofóbica N-terminal no 

conlleva cambios en la estructura globular de la pilina PilA (PAK) de Pseudomonas 

aeruginosa puesto que se comparó la estructura completa con la estructura truncada en el 

extremo N-terminal y estas resultaron ser idénticas (Craig et al., 2003)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la pilina tipo IVa PilE de Neisseria gonorrhoeae. Se observan 

tres regiones conservadas: el extremo N-terminal α-hélice (cian), el extremo C-terminal 

lámina-β (gris) y el lazo-αβ (magenta) que conecta el extremo N-terminal y el extremo C-

terminal. El extremo N-terminal α-hélice se divide en dos subdominios α1-N y el α1-C. La 

región D (azul) está formada por dos residuos de cisteína que forman un puente disulfuro. 

Imagen tomada de Giltner CL, 2012 
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Otro estudio similar, es el realizado por Ramboarina y colaboradores en el 2005 

donde eliminaron los primeros 22 aminoácidos de la región hidrofóbica del extremo N-

terminal de BfpA, subunidad mayor de BFP de EPEC. Esta región hidrofóbica es 

importante en el ensamble de BFP y proponen  un modelo del ensamble del  filamento 

BFP. Este modelo consiste en un tipo espiral, donde las regiones N-terminal hidrofóbicas se 

encuentran en la parte interna del filamento y los dominios globulares entre subunidad y 

subunidad se encuentran más expuestos (Ramboarina et al., 2005) (Figura 4).  

 

 

 

 

Figura 3. Pilinas tipo IVb. S. typhi PilS, V. cholerae TcpA y EPEC BfpA. Estructura 

terciaria de pilinas tipo IVb donde se observa en magenta el lazo- la región D en azulen 

cianel extremo N-terminal y en gris la disposición de la laminas- Los tres modelos 

demuestran diferencias en el plegamiento de las proteínas. Imagen tomada de Giltner CL, 

2012 
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El dominio globular de las pilinas es el C- terminal. Esta región varía entre las 

pilinas de diferentes especies, e incluso entre diferentes cepas de la misma especie (Kus et 

al., 2004). Sin embargo se mantiene una región conservada entre muchas pilinas mayores y 

pilinas menores. Esta región se conoce como región D la cual está formada por un puente 

disulfuro formado por un par cisteínas.  

Figura 4. Modelo de la estructura del BFP.   

A) Representación del filamento helicoidal 3 inicios o hebras, en el cual cada 

subunidad se representa como esfera y las tres hebras en color azul, amarillo y rojo. 

B) modelo del filamento de BFP en el cual cada subunidad de pilina se representa 

en cinta. Las hebras helicoidales se muestran en amarillo, azul y rojo. C) 

Representación del modelo de BFP donde el lazo-, el núcleo y la región D se 

muestran en verde, azul y amarillo respectivamente.; En gris el N-terminal 

formando la capa central del filamento. Imagen tomada de Ramboarina et al., 2005) 
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Un estudio realizado en Pseudomonas aeruginosa sugiere que la región D puede 

funcionar como el componente de adhesión del pilus (Giltner et al., 2006). Por otro lado, 

esta misma región es importante en la polimerización del pilus, pues cuando el pilus se 

somete a un tratamiento con agentes reductores esto provoca la desintegración rápida del 

pilus (Li et al., 2004). 

2.3 Pilinas menores 

Así como las pilinas mayores forman parte del pilus tipo IV, las pilinas menores o 

pilin-like protein también se han encontrado formando parte del filamento. Sin embargo, 

estas se expresan a niveles bajos comparados con la expresión de la pilinas mayores 

(Martinez de la Peña et al., 2016). Todos los sistemas pili tipo IV poseen una o más pilinas 

menores. Por ejemplo, V. cholerae TCP y Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 

CFA/III y el Longus pilus son de la clase tipo IVb, cada uno posee una pilina menor, a 

diferencia de BFP de EPEC que posee tres pilinas menores codificadas en el extremo 3´ del 

operón bfp (Kolappan et al., 2015) y Clostridium difficile codifica al menos nueve pilinas 

putativas menores (Maldarelli et al., 2014). Por otro lado, el sistema de secreción tipo II 

tiene cuatro pseudopilinas menores (Kolappan et al., 2015).  

Las subunidades menores CofB y LngB (del pili CFA/III y el Longus pili IVb 

respectivamente de ETEC) son muy similares en secuencia y tamaño, y a su vez son 

similares a las pseudopilinas del sistema de secreción tipo II. La estructura de CofB 

obtenida mediante cristalización de rayos X, demuestra que el dominio C- terminal se 

encuentra en la punta del pilus además existe una porción que sobresale de la punta la cual 

potencialmente se asocia con los canales de secretina para continuar con la polimerización 

del pilus. CofB representa la primera estructura cristalizada de una pilina menor del pilus 
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tipo IVb y de cualquier pilina que pueda iniciar el ensamble del pilus (Kolappan et al., 

2015). 

Las funciones de las subunidades menores son en algunos casos desconocidas; sin 

embargo, en el caso de N. gonorrhoeae y de P. aeruginosa se conoce que son necesarias en 

el ensamble del pili tipo IV porque las mutantes en los genes de las pilinas menores y en la 

ATPasa de retracción se observa una disminución del ensamblaje (Winther-Larsen et al., 

2005) (Giltner et al., 2010). Otras funciones de las pilinas menores se involucran en la 

autoagregación (Helaine, 2005) y motilidad por swarming (Kuchma et al., 2012). Hasta la 

fecha las estructuras terciarias de las subunidades menores que se han obtenido han sido sin 

el extremo N-terminal -1N y la mayoría de ellas se asemeja a las estructuras de sus 

subunidades mayores sugiriendo que se incorporan en el pilus. (Kolappan et al., 2015).  

La pilina menor PilX de N. meningitidis (pilina menor tipo IVa) tiene dos -

hélice en la región D la cual está expuesta en la superficie del pilus (Helaine et al., 2007). 

Mediante microscopia electrónica de trasmisión y marcaje con oro (immunogold) se 

demuestra el bajo nivel de incorporación de PilX en el pilus tipo IVa de N. mengitidis, 

además PilX participa en la autoagregación mediada por el pilus y en la adhesión a las 

células huésped, estas funciones requieren de las dos -hélices (Helaine et al., 2007). 

2.4 E. coli enteropatógena EPEC  

E. coli enteropatógena (EPEC) es uno de los patótipos diarreagénicos más 

importantes de Escherichia coli que infectan a niños pequeños en países en vías de 

desarrollo (Bieber et al., 1998). EPEC típica a diferencia la EPEC atípica produce un pili 

tipo IV, denominado pilus formador de mechones por sus siglas en inglés BFP (Bundle-
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Forming Pilus) (Girón et al., 1993) el cual es un factor de virulencia importante en la 

patogénesis de tEPEC.  

En la patogénesis de tEPEC se pueden distinguir varias etapas siendo la primera, 

la adherencia localizada de tEPEC a las células epiteliales del intestino delgado mediada 

por BFP, seguida por una adherencia intima que ocasiona la perdida de microvellosidades 

(borramiento) y la formación de pedestales ricos en actina situados por debajo de la bacteria 

adherida y la afectación de las uniones estrechas enterocito-enterocito (Zahavian et al., 

2011). Esta patogénesis de tEPEC ocasiona una lesión característica denominada lesión 

A/E (por sus siglas en ingles Attaching and Effacing). El inicio de dicha lesión comienza 

cuando los BFP, se unen a receptores de LacNAc (N-acetil-lactosamina) (Humphries et al., 

2009) presentes en las células epiteliales. A esta primera adherencia se le denomina 

adherencia localizada o LA (Localized Adherence) (Figura 5). Este primer contacto 

ocasiona que BFP se retraiga acercando de esta manera la bacteria a la célula hospedera y, 

favoreciendo que EPEC inyecte mediante su sistema de secreción tipo III (SST3) las 

proteínas efectoras que modelaran las estructuras de actina del citoesqueleto celular 

ocasionando el borramiento de las microvellosidades y la formación del pedestal. 

(Donnenberg et al., 1997) (Celli & Deng,  2000).  

Esta translocación de proteínas efectoras desencadena, además de lo antes 

mencionado, cascadas de señalización que promueven alteraciones en la secreción de iones 

𝐶𝑙− y 𝐻𝐶𝑂3
−

 así como deslocalización de las acuaporinas y pérdida de las uniones 

estrechas entre enterocito-enterocito (Zahavian et al., 2011). Otra proteína  traslocada es el 

receptor Tir, el cual es el receptor de la intimina de EPEC. Tir una vez traslocado es 

fosforilado en el citoplasma celular y se presenta en la membrana citoplasmática donde se 

une a la Intimina (adhesina no fimbrial) que está presente en la superficie bacteriana, 
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generándose la adherencia intima entre EPEC y el enterocito (Kenny, 1999) (Goosney et 

al., 2000) Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5 Operones LEE y BFP 

 

Los genes involucrados en el fenotipo de la lesión A/E se encuentran localizados en 

una isla de patogenicidad genómica de 35Kpb denominado locus de borramiento del 

enterocito o LEE por sus siglas en inglés (locus of enterocyte effacement) (McDaniel et al., 

1995). LEE posee 41 marcos abiertos de lectura organizados en cinco operones 

policistrónicos que van de LEE1-LEE5, los cuales se dividen en tres categorías 

dependiendo de su función: una codifica los componentes del T3SS, otra para proteínas 

efectoras y sus chaperonas, una última codifica para la intimina y su receptor Tir 

(DeVinney et al., 1999) (Elliot et al., 1998)  

La adherencia localizada depende de la presencia de un plásmido de 90kb 

denominado Factor de Adherencia EPEC (EAF), el cual contiene al operón BFP con los 14 

Figura 5. Patogénesis de tEPEC mediante BFP. Por medio de transducción de señales 

entre el enterocito y la bacteria ocurre una asociación intima, este proceso es conocido como 

patogénesis de tEPEC provoca una lesión conocida como ataque y borrado (A/E). Tomado 

de Martínez de la Peña, 2015 PhD thesis. 
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genes requeridos para la biosíntesis de BFP (Sohel et al., 1996), y al operón perABC con 

los genes reguladores para la expresión del pilus y de algunos genes de LEE (Puente et al., 

1996) (Bustamante et al., 1998). El primer gen del operón bfp es bfpA que codifica para la 

pilina mayor Bundlina o BfpA. Tras la escisión de su péptido señal N-terminal (~12 

aminoácidos) por la enzima pre-pilin peptidasa BfpP produce una proteína madura de 19 

kDa. BfpA posee un motivo transmembranal hidrofóbico de 22 aminoácidos y un dominio 

globular periplásmico (Jarrell, 2009). En el operón bfp además se encuentran el gen bfpP 

que codifican para una prepilin peptidasa, los genes bfpI, bfpJ y bfpK que codifican para las 

pilinas menores BfpI, BfpJ y BfpK respectivamente, bfpD y bfpF que codifican para dos 

ATPasas (necesarias para el ensamble y desensamble del pilus respectivamente) (Jarrell, 

2009). 

 

2.6 Regulación del plásmido EAF 

La expresión de BFP se regula en respuesta a señales ambientales específicas e 

involucra procesos transcripcionales (Martinez-Laguna et al., 1999) Muchos patógenos 

productores del pili tipo IV lo producen en respuesta a crecimiento bajo condiciones 

específicas de cultivo, temperatura o en respuesta al contacto con las células hospederas. 

Los genes de bfp son expresados por un promotor localizado río arriba de bfpA durante la 

fase exponencial de crecimiento a 37°C, en un medio de cultivo y se regula negativamente 

por amonio y temperaturas por debajo o arriba de 37°C (Bustamante et al., 1998) (Puente et 

al., 1996). La activación transcripcional del operón bfp requiere el producto del gene perA, 

el primer gen del operón perABC que está localizado río abajo de bfpA en el plásmido EAF 

(Tobe et al., 1998) (Puente et al., 1996) (Bustamante et al., 1998). El gen perA codifica una 
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proteína de 274 aminoácidos que pertenece a la familia de reguladores transcripcionales 

AraC/XylS, se ha demostrado ser un regulador esencial de virulencia para tEPEC en las 

células hosperas de humanos (Tobe et al., 1998) (Donnenberg et al., 1997) 

2.7 BfpA 

Un análisis de la variación de las secuencias en bfpA revela nueve diferentes alelos 

que pueden ser divididos en dos clases α y β (Ramboarina et al., 2005). Estas variaciones se 

concentran en el extremo C-terminal localizadas en la parte interna del pilus, adoptan 

cuatro α-hélices que rodean un grupo de siete hebras continuas láminas-β dispuestas en el 

siguiente orden β2, β3, β1, β7, β4, β6 y β5 (Ramboarina et al., 2005), Figura 6. Sin 

embargo se han encontrado características comunes observadas en BFP y otras estructuras 

de pilinas tipo IV como los dos residuos de cisteína que forman un puente disulfuro en el 

dominio globular (Jarrell, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura tridimensional de la pilina tipo IVb, BfpA de Escherichia coli 

enteropatógena (EPEC). Siete láminas- flanqueadas por cuatro α-hélice. Las α-hélice se 

representan en color azul, mientras que las láminas-β están representadas en color cian. 

Imagen tomada de Ramboarina et al., 2005. 
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2.8 Cristalización de pilinas 

 

La estructura de las subunidades mayores del pili tipo IV han sido obtenidas 

mediante cristalografía de rayos X. Muchas de las estructuras obtenidas hasta la fecha han 

sido principalmente subunidades mayores, pero se han obtenido también las estructuras de 

las pilinas menores de algunos modelos de estudio por ejemplo PilX de N. meningitidis 

(Helaine et al., 2007), CofB de ETEC (Kawahara et al., 2015) y PilE de P. aeroginosa 

(Nguyen et al., 2015(B). La falta del conocimiento de las estructuras de las subunidades 

menores significa la incomprensión del pili con respecto a su flexibilidad y adaptabilidad 

en bacterias que lo expresan (Giltner et al., 2012). 

Kawahara y colaboradores en el 2015 clonaron, expresaron, purificaron y 

cristalizaron la proteína CofB de ETEC sin el segmento N-terminal hidrofóbico, este fue 

truncado en los primeros 28 aminoácidos, para obtener una proteína soluble eficiente para 

la cristalización (Kawahara et al 2015). Sus resultados demostraron que CofB es la pilina 

tipo IV más grande reportada hasta la fecha (50kDa). A pesar de la búsqueda de homología 

con otras pilinas usando bases de datos, CofB no mostró homología con otras pilinas, solo 

el segmento N-terminal hidrofóbico de CofB demostró homología de secuencia con la de 

otras pilinas tipo IV, incluyendo la glicina de la posición 5 (Kawahara et al., 2015) 

 

 

3 ANTECEDENTES 

Este trabajo tiene por modelo de estudio las pilinas menores BfpI, BfpJ y BfpK de 

EPEC. Para conocer la probable función de las pilinas menores en la mayoría de los casos 

se resuelve mediante la obtención de la estructura de las proteínas por cristalografía de 
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rayos X cuando a las pilinas se les elimina la porción hidrofóbica N-terminal, además de 

realizar mutaciones en los genes de dichas proteínas. 

Los primeros estudios realizados para conocer las funciones de las pilinas menores 

se conocen en Neisseria meningitidis con la pilina PilX. Su estructura terciaria se obtuvo 

mediante cristalografía de rayos X y para eliminar la porción hidrofóbica truncaron los 

primeros 28 aminoácidos de la proteína madura (Helaine et al., 2007). Su estructura 

muestra un plegamiento  y se localiza dentro del pili tipo IV, pero se observa en menor 

abundancia con respecto a la pilina mayor por lo que es una pilina menor. Por otro lado, 

PilX expone sus motivos estructurales hacia la superficie estabilizando la agregación 

bacteriana (Helaine et al., 2007). 

Por otra parte, Escherichia coli enteropatógena típica es otro modelo de estudio 

interesante debido a que interactúa con las células epiteliales del intestino de manera 

distinta de lo observado en otras bacterias como Salmonella o Shigella. tEPEC no es un 

patógeno invasivo y la interacción inicial mediante la expresión de BFP es el proceso de 

colonización donde ocurre la adherencia localizada, fenotipo típico de tEPEC (Scaletsky et 

al., 1984). Se ha demostrado que las proteínas menores de tEPEC, BfpI, BfpJ y BfpK se 

incorporan dentro del filamento BFP y que tienen relación con la integridad estructural del 

filamento y función de adherencia en las células hospederas (Martínez de la Peña et al., 

2016). Estos resultados se comprobaron mediante la creación de cepas tEPEC mutantes en 

los genes bfpI, bfpJ y bfpK donde estas no produjeron BFP. Pero al crear dobles mutantes 

en los genes bfpI, bfpJ, bfpK en un fondo mutante en bfpF (este último gen está relacionado 

con la retracción de BFP), se observaron que estas si expresan el BFP de diferentes maneras 

(Martínez de la Peña et al., 2016). Las diferencias en los fenotipos entre el BFP expresado 
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en las dobles mutantes con respecto a la cepa silvestre muestra que la doble mutante 

bfpF/bfpI expresa un pili más largo y más flexible que la cepa silvestre, la doble mutante 

bfpF/bfpJ expresaba un pili corto fragmentado, solamente detectado por el marcaje con oro 

usando un anticuerpo anti-BFP y en la doble mutante bfpF/bfpK, expresa BFP parecido al 

expresado en la cepa silvestre (Martínez de la Peña et al., 2016).  

El análisis funcional de los pili expresados por las dobles mutantes usando el ensayo 

de adherencia localizada (eLA) a células HEp-2, revela que la doble mutante en BfpI 

presenta una adherencia disminuida a pesar de poseer un pili más largo. La mutante 

bfpJ/bfpF también se ve afectada en la adherencia a las células HEp-2 posiblemente por 

fragilidad observada en la microscopía. La mutante bfpF/bfpK se adhiriere a las células 

HEp-2 mejor que bfpF/bfpI o bfpF/bfpJ pero menos que las mutantes solas en bfpF. Por 

otro lado, la mutante cuádruple en bfpIJKF revela producción de BFP y una adherencia 

disminuida pero al complementarla con la proteína BfpI la adherencia se restaura a niveles 

parecidos a la adherencia por la cepa silvestre, sugiriendo de esta manera que la proteína 

BfpI pudiera estar funcionando como adhesina alternativa (Martínez de la Peña et al., 

2016).  

Estos estudios sugieren que la subunidad BfpI puede tener una función como 

adhesina accesorio o podría orientar adecuadamente las subunidades BfpA de tal forma que 

sus dominios de unión al receptor pueden establecer relación con receptores de célula 

huésped, la función de BfpJ y BfpK no es muy clara pero se propone que quizá BfpJ podría 

estar involucrado en la flexibilidad o resistencia a la tracción en BFP y a la estabilidad del 

filamento y BfpK podría tener función reguladora en la biogénesis ya sea a nivel genético y 

/ o en el montaje BFP aunque falta por esclarecer cual pudiera ser el mecanismo (Martínez 

de la Peña, 2015). 
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4 JUSTIFICACIÓN 

E. coli enteropatógena (EPEC) es un patógeno diarreagénico que afecta a niños 

menores de seis meses a nivel mundial y principalmente países en vías de desarrollo donde 

se han observado los casos más graves que se asocian a mortalidad. Por lo tanto, es 

necesario desarrollar antimicrobianos o vacunas específicas para EPEC que ayuden a 

disminuir los brotes diarreicos y la tasa de mortalidad asociada a ella. Las pilinas menores, 

podrían ser la clave para el desarrollo de estas terapias, debido a que estas se encuentran 

formando el pili tipo IV o BFP y poseen menor variabilidad antigénica en comparación con 

la pilina mayor. El conocimiento del papel que desempeñan estas subunidades menores en 

el ensamble y desensamble del pili tipo IV y su función específica, pueden sustentar las 

bases para el desarrollo una vacuna o un antimicrobiano. En el presente estudio nuestra 

aportación será el poder purificar en forma soluble a las proteínas menores BfpI, BfpJ y 

BfpK para su posterior cristalización y análisis de actividad de lectina para ayudar a 

elucidar su probable función en la patogénesis de EPEC. 

 

 

5 OBJETIVOS 

5.1 General  

Clonación, expresión y purificación de las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK, que 

están presentes en el pili formador de mechones de Escherichia coli enteropatógena. 

 



19 

 

5.2 Específicos  

1. Diseñar los cebadores específicos para amplificar los genes de bfpI, bfpJ y 

bfpK sin la región hidrofóbica N-terminal de la proteína madura. 

2. Clonar las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK en el vector pET3-a y transformar en 

la cepa E. coli HB101 y BL21. 

3. Purificar las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK clonadas por medio de una 

columna de agarosa Ni-NTa en condiciones nativas y desnaturalizantes. 

4. Verificación de las proteínas purificadas por Western-Blot usando 

anticuerpos anti-His. 

 

5. HIPÓTESIS 

Al eliminar los primeros 39, 27 y 33 aminoácidos de la región N-terminal de las 

prepilinas BfpI, BfpJ y BfpK respectivamente se obtienen proteínas solubles para 

cristalización de rayos X. 

 

6 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Material biológico 

 

Las cepas y el plásmido que se utilizaron en el estudio se especifican en la tabla 1 y 

2 respectivamente. 

 

Tabla 1 Cepas utilizadas y sus características. 

Cepas Características Referencias 

E2348/69   EPEC cepa silvestre serotipo O127: H6 (Levine et al., 

1978) 

 

HB101 

Es un hibrido de la cepa Escherichia coli K12 y  la 

Escherichia coli B, tiene una mutación que minimiza 

la recombinación.. Esta cepa es sensible a ampicilina, 

(Alliance Bio, 

2007) 
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cloranfenicol, kanamicina y tetraciclina, pero 

resistente a estreptomicina.  

MC 4100 Es una cepa utilizada como huésped para expresión 

génica. 

(Peters et al., 2003) 

BL21(DE3) Esta cepa es deficiente en proteasas de membrana 

externa ompT y proteasa Lon. Tiene un gen que 

codifica para una RNA polimerasa T7 bajo inducción 

con IPTG. 

(Thermo Fisher 

Scientific, 2010) 

Rosetta- 

gami 

B(DE3) 

Potencia la expresión de proteínas eucarióticas 

además de la formación de puentes disulfuro en el 

citoplasma bacteriano. Esta cepa es compatible con 

vectores con cassette de resistencia a ampicilina. La 

cepa tiene resistencia a kanamicina, tetraciclina y 

cloranfenicol. 

(Novagen, 2004) 

 

Tabla 2 Plásmido utilizado y sus características 

Plásmido Características Referencias 

pET-3a Es un vector de clonación y de expresión 

de proteínas recombinantes en 

Escherichia coli. Tiene un promotor T7. 

La expresión de las proteínas clonadas es 

inducida con IPTG. Figura 7 

(Agilent, 2015) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Mapa del plásmido pET-3a. Plásmido con un cassette de resistencia a 

ampicilina, un origen de replicación y un promotor T7. Imagen obtenida con el programa 

SnapGene vierwer. 
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6.2 Condiciones de crecimiento 

Las cepas E. coli E2348/69, HB101 y BL21 se crecieron en caldo y agar Luria-

Bertani (LB) medio que contiene peptona de caseína, extracto de levadura y cloruro de 

sodio y se incubaron a 37°C. Se adicionó ampicilina a una concentración final de 100 

µg/ml cuando el ensayo lo requería.  

6.3 Extracción plasmídica  por el método Quick prep  

Se creció la cepa de interés en un tubo con 3 ml de caldo LB a 37°C en agitación a 

200 rpm  toda la noche. Al día siguiente en un tubo eppendorf se centrifugó 1.5 ml, del 

caldo crecido, a 12 000 rpm por 2 min, la pastilla obtenida se resuspendió con 150 µL de 

solución I (glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM a pH 8 y EDTA 10 mM), 2 µL de RNAsa y 

0.0003 g de lisozima y se dejó incubar cinco minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se adicionó 150 µL de SDS al 2% y 150 µL de NaOH al 0.4%, se invertió 

suavemente y se dejó incubar en hielo cinco minutos. A continuación se agregó 225 µL de 

acetato de amonio (7.5 M), se invirtió e incubo en hielo por diez minutos; pasando ese 

tiempo se centrifugó a 12000 rpm por 15 minutos y el sobrenadante se pasó a un tubo 

eppendorf  limpio de 1.5 ml y se le adicionó 600 µL de fenol-cloroformo (en relación 1:1) y 

se mezcló suavemente por inversión 50 veces, a continuación se centrifugó a 12 000 rpm 

por 5 minutos, se transfirió la fase superior del centrifugado a un tubo eppendorf con 600 

µL de cloroformo y se mezcló suavemente por 100 veces y después se centrifugó a 12 000 

rpm por 5minutos. La fase superior del sobrenadante se transfirió a un tubo limpio 

eppendorf con 1 ml de etanol absoluto, se llevó a incubar a -70°C (en Revco) por 30 

minutos. A continuación se centrifugó a 12 000 rpm por 15 minutos, se desechó el 

sobrenadante y después se agregó 1 ml de etanol al 70% y se centrifugó a 12 000 rpm por 3 
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minutos, se desechó el sobrenadante y se invertió el tubo eppendorf hasta que se evaporó el 

etanol de las paredes del tubo. Por último se adicionó 50 µL de agua pisa para resuspender 

el ADN y mantenerse a -20°C. 

6.4 Extracción plasmídica por Kit Zyppy™ Plasmid Miniprep 

Se realizó conforme al protocolo establecido por el Kit Zyppy™ de Zymo research 

Plasmid Miniprep. 

6.5 Diseño de primers para amplificar los genes bfpI, bfpJ y bfpK 

Se obtuvieron las secuencias de los genes bfpI, bfpJ y bfpK del GenBank. A partir de 

las secuencias  se diseñaron los primers, con el propósito de amplificar los genes sin la 

región hidrofóbica de las proteínas de BfpI, BfpJ y BfpK. Para el caso de BfpI se omitió 

una región hidrofóbica de 27 aminoácidos de la proteína madura o 39 aminoácidos de la 

prepilina que son 117pb a partir del ATG. Quedando los primers diseñados a partir del 

aminoácido 28 de la pilina madura. El gen amplificado esperado fue de 453 pb. Para BfpJ 

se omitió la región hidrofóbica con una longitud de 20 aminoácidos de la proteína madura o 

27 aminoácidos de la prepilina que son 81 pb a partir del ATG. El fragmento esperado del 

gen amplificado fue de 501 pb. Para BfpK se omitió una región hidrofóbica con una 

longitud de 23 aminoácidos de la proteína madura o 33 aminoácidos de la prepilina que son 

99 pb de la secuencia del gen  a partir del ATG. El fragmento amplificado del gen esperado 

fue de 417 pb. Cada uno de los primers diseñados incluyó sitios de restricción para NdeI en 

el primer delantero y BamHI en el reverso (CA↓TATG Y G↓GATCC respectivamente) 

además de una etiqueta para codificar 6 histidinas en el primer delantero que amplifica la 

región amino terminal de la secuencia de las proteínas (CACCATCACCATCACCAT). Los 
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oligos se revisaron mediante el programa SnapGene Viewer de acuerdo a las 

especificaciones de uso del programa. 

6.6 Diseño de primers del vector pET-3a 

Se obtuvo la secuencia del vector pET-3a de la página de Addgene The nonprofit 

plasmid repository (Addgene, 2016).  Los primers se diseñaron río arriba y río debajo del 

sitio de reconocimiento para las enzimas de restricción NdeI y BamHI, sitio de integración 

del inserto (BfpI,  bfpJ o bfpK) la longitud de los primers es de 23 y 24 bases (forward y 

reverso respectivamente). Mediante el programa Snap gene viewer se visualizó la posible 

hibridación de los primers forward y reverso en la secuencia lineal del vector pET-3a. El 

primer forward se diseñó para alinearse río abajo del sitio de reconocimiento para la 

enzima NdeI, el primer reverso se diseñó para alinearse río arriba del sitio de 

reconocimiento para la enzima BamHI. El amplificado esperado es de 197 pb 

aproximadamente. 

6.7 Amplificación por PCR 

Las condiciones de PCR utilizando los primers diseñados fueron las siguientes: una 

desnaturalización inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos iniciando con una 

desnaturalización a 94 °C durante 40 segundos, alineamiento a 60 °C durante 40segundos 

(bfpI y bfpJ para bfpK fue de 70°C), extensión a 72 °C durante 1 minuto y 10 segundos, y 

un periodo final de alargamiento a 72 °C durante 10 minutos. La mezcla de reacción se 

preparó usando como templado ADN plasmídico 1 𝜇𝐿, oligo forward 1 µL, oligo reverso 1 

µL, dNTPS 1 µL, 5 µL de buffer (MgSO4), 1 µL de enzima PFU(Thermo Fisher Scientific) 

y agua PISA 40 µL 
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6.8 Clonación en vector pET-3a 

Por un lado se realizó doble restricción con las enzimas BamHI y NdeI (Thermo 

Fisher Scientific FastDigest) de los productos de PCR de bfpI, bfpJ y bfpK y del vector 

pET3a. Para la restricción del vector se preparó una mezcla de reacción con agua estéril 

(PISA) Buffer Green FastDigest, 1 µL de enzima BamHI y 1 µL de enzima NdeI y 1 µL de 

ADN del vector y se incubó 5 min a 37°C a baño María, según las instrucciones del 

fabricante (Thermo Fisher Scientific FastDigest). Por otra parte en otra mezcla de reacción 

con agua estéril (PISA), Buffer Green FastDigest, 1 µL de enzima BamHI y 1 µL de 

enzima NdeI, se agregó 1 µL del producto de PCR y se incubó 5min a 37°C a baño María, 

según las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific FastDigest). Una vez 

digeridos se midió la concentración del vector y del inserto en el equipo Nano Drop 2000 

según las especificaciones del fabricante, para realizar los cálculos para la ligación usando 

la relación 1:3 (inserto: vector digerido relación 

molar).
(𝑛𝑔 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑥 𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝐾𝐵)

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑒𝑛 𝑘𝑏
𝑋

3

1
= 𝑛𝑔 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜, siguiendo la formula, la 

mezcla de reacción se llevó a cabo con 1 µL de enzima T4ligasa (ThermoFisher Scientific), 

2 µL buffer 10x, a continuación 14, 13 y 12 µL de agua estéril (PISA) (para la mezcla de 

bfpI, bfpJ y bfpK respectivamente),  2 µL de vector  pET-3a y 1, 2 y 3 µL del inserto (para 

la mezcla de bfpI, bfpJ y bfpK respectivamente) a un volumen final de 20 µL cada reacción 

para BfpI-pET3a, BfpJ-pET3a y BfpK-pET3a a una temperatura de 14 - 25°C toda la noche 

(Figura 8). 
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6.9 Preparación de células químicamente competentes  

Se inoculó un tubo de 5 ml con caldo LB con la cepa HB101 o BL21, según el 

caso, se dejó crecer toda la noche 37°C con agitación a 200 rpm (preinóculo). Al día 

siguiente se inoculó un matraz con 100 ml con caldo LB con 1ml del preinóculo y se dejó 

crecer a 37°C con agitación a 200 rpm hasta alcanzar una D.O.600 de 0.4-0.6. Una vez 

alcanzada la D.O. se recuperaron las células centrifugando el cultivo en tubos para 

ultracentrífuga a 4 000 rpm por 5 minutos. A continuación se decantó el sobrenadante y la 

pastilla de células se resuspendió con 30 ml de la solución TFB1 (100 mM RbCl, 50 mM 

MnCl2, 30 mM acetato de potasio, 10 mM CaCl2 y glicerol al 15%, ajustado a pH 5.8, 

esterilizada por filtración) dejándose incubar en hielo 90 minutos. Pasado ese tiempo se 

centrifugó a 4000 rpm por 5minutos, se decantó el sobrenadante y la pastilla de células se 

resuspendió con 4ml de la solución TFB2 (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, 

Figura 8.  Esquema de doble restricción. Productos de PCR genes bfpI, bfpJ y 

bfpK así también del vector comercial pET-3a. 
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glicerol al 15%, ajustado a pH 6.8 con KOH, la solución se esteriliza por filtración), se 

hicieron alícuotas de 500 µL y 500 µL de glicerol para almacenar a -70°C.  

6.10 Transformación por choque térmico 

Se descongeló una alícuota de las células químicamente competentes, y en un 

tubo eppendorf de 1.5 ml se agregaron 100 µL de células competentes y 5 µL de mezcla 

de ligación, esta mezcla se mantuvo en hielo por 20 minutos. A continuación se incubó 

20 segundos en baño María a una temperatura de 42°C y se mantuvo inmediatamente en 

hielo por 2 minutos, pasado ese tiempo se le adicionó 1 ml de medio en caldo LB y se 

incubó por 90 minutos a 37°C en agitación constante a 200 rpm. A continuación se 

sembraron con varilla de vidrio en placas de agar LB adicionado con ampicilina a una 

concentración de 100 µg/ml y se dejaron incubar toda la noche a 37°C. 

6.11 Preparación de células electrocompetentes y electroporación 

Se inoculó un tubo de 5 ml con caldo LB, con la cepa HB101 o BL21, se dejó 

crecer toda la noche 37°C con agitación a 200 rpm (preinóculo). Al día siguiente se 

inoculó un matraz con 100 ml con caldo LB con 1 ml del preinóculo y se dejó crecer a 

37°C con agitación a 200 rpm, hasta alcanzar una D.O.600 de 0.4 - 0.6, una vez que 

alcanzó la D.O. se recuperaron las células por centrifugación del cultivo, en tubos para 

ultracentrífuga, a 4 000 rpm por 5 minutos. A continuación se decantó el sobrenadante y 

la pastilla de células se resuspendió con 30 ml agua tridestilada estéril, esto se repitió una 

vez más, posteriormente se centrifugó a 4 000 rpm por 5 minutos, se decantó el 

sobrenadante y la pastilla de células se resuspendió con 4ml de agua tridestilada estéril, 

esto se repitió tres veces, finalmente el paquete celular se resuspendió en 200µL de agua 

tridestilada estéril y se transfirió 100 µL de células directamente a la cubeta de 
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electroporación estéril junto con 5 µL de la mezcla de ligación. Esta celda se transfirió al 

Electroporador, Multiporator®, Eppendorf; donde se electroporó con una tensión de 

impulsos de 200–2500 V, y una constante de tiempo de 5 ms. A continuación se 

sembraron con varilla de vidrio en placas de agar LB adicionado con ampicilina a una 

concentración de 100 µg/ml y se dejaron incubar toda la noche a 37°C. 

 

6.12 Expresión de las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK. 

Las clonas con las construcciones pET3a-BfpI, pET-3a-BfpJ se sometieron a 

extracción de ADN plasmídico, por método Quickprep. La verificación de las 

construcciones se realizó por PCR, doble restricción con las enzimas de restricción NdeI y 

BamHI, y por secuenciación. 

Una vez comprobadas las construcciones se transformó en la cepa BL21 (DE3) y se 

expresaron las proteínas. Se creció la cepa BL21 (DE3) en caldo LB, adicionado con 

ampicilina a 100 µg/ml, se dejó crecer de 2 a 3 horas a 37°C con agitación a 200 rpm hasta 

alcanzar una D.O. de 0.5 - 0.7 a una longitud de onda de 600 nm. Después se indujeron con 

IPTG a una concentración final de 1 mM y se dejaron crecer cuatro horas más, 

posteriormente se recolectaron las células por centrifugación a 4 000 rpm por 20 minutos. 

Las células se lisaron bajo condiciones desnaturalizantes con urea 8 M agregando 1 ml por 

cada 50 ml de cultivo por 15 minutos seguidamente se sonicaron a una amplitud de 60 volts 

por 1 minuto a repeticiones de 10 segundos, posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm por 

25 minutos. El extracto bacteriano se depositó en una columna de resina Ni-NTA, 

siguiendo las instrucciones del fabricante (The QIAexpressionist™) (Figura 9) y se 

corroboró la expresión por SDS-PAGE.  
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6.13 Determinación de solubilidad 

Se inoculó un tubo con 5 ml caldo LB conteniendo 100 µg/ml de ampicilina. Se 

dejó crecer toda la noche a 37°C con agitación constante. Posteriormente se inoculó 50 ml 

de caldo LB adicionado con ampicilina a una concentración de 100 µg/ml de ampicilina 

con 2.5 ml del preinóculo que se creció la noche anterior, el cultivo se dejó crecer a 37°C 

en agitación constante hasta llegar a una D.O.600 de 0.5 - 0.7. Inmediatamente se tomó 1 ml 

de muestra antes de la inducción (el ml se centrifugó a 4 000 rpm por 20 min y el pellet se 

resuspendió con 50 µL de SDS al 0.1%) que se realizó agregando IPTG a una 

concentración final de 1 mM. Se dejó crecer 4-5 horas más y se colecta por centrifugación 

1 ml de muestra (el ml se centrifugó a 4 000 rpm por 20 min y el pellet se resuspendió con 

100 µL de SDS al 0.1%) y el cultivo restante a 4 000 rpm por 20 minutos, el pellet se 

mantuvo a 4°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de expresión y purificación de las proteínas. La inducción se realizó 

con IPTG y la purificación bajo condiciones desnaturalizantes con urea. 
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Para la extracción de la proteína, el pellet se resuspendió en 5 ml de buffer de lisis 

(100 mM 𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4, 10 mM Tris·Cl, 6 M GuHCl, ajustado a pH 10) y a continuación se 

sónico 2x 1 minuto con pausas de 10 segundos a 60 volts. El lisado se mantuvo en hielo 

todo el tiempo. Se centrifugó el lisado a 10 000 rpm por 25 minutos a 4°C y el 

sobrenadante se decantó (este se guardó a 4°C ya que es la fracción soluble, para correr la 

muestra en un gel de poliacrilamida). Por otra parte se resuspendió el pellet en 5 ml de 

buffer de lisis, esta fracción es la materia insoluble o proteína insoluble. Se almacena a 4°C 

para su corrimiento en gel de poliacrilamida. 

6.14 Purificación y diálisis de las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK 

Las proteínas se purificaron bajo el protocolo de condiciones 

desnaturalizantes esto se realizó de la siguiente manera: en una columna se agregó 2.5 

ml de resina Thermo Scientific HisPur Ni-NTA. Una vez que se asentó la resina en la 

columna se hicieron 5 lavados (cada uno agregando 10 ml) con agua tridestilada. A 

continuación se hicieron 6 lavados (cada uno agregando 10 ml) con buffer B (100 

mM 𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, se llevó a pH final de 8 con NaOH y se 

aforó a un litro). Después se agregó el lisado (las células que se lisaron con urea 8 M) 

y se mantuvo 30 minutos en rotación constante para que las proteínas con la etiqueta 

de histidinas se lograran fijar de mejor manera a la resina. Pasado ese tiempo se 

recuperó la elución. Después se realizaron 3 lavados con el buffer B (pH 8). En el 

primer lavado se recuperó la elución de este (1 ml) y se mantuvo a 4°C. Después se 

hicieron 10 lavados (cada uno agregando 10 ml) con el buffer C (100 mM 𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4, 

10 mM Tris-Cl, 8 M urea, se llevó a pH final de 6.3 con NaOH y se aforó a un litro). 
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En cada lavado se recuperó la elución de este (1ml) y se mantuvo a 4°C. Después se 

hizo 1 lavado con el buffer E (pH 4.5) (100 mM 𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4, 10 mM Tris-Cl, 8 M 

urea, se llevó a pH final de 4.5 con HCl y se aforó a un litro). En este lavado se 

recuperó por completo los 10 ml del lavado (proteína eluída). Después de la 

purificación en las columnas de resina Ni-NTA, las proteínas se dializaron cuatro 

veces en un buffer (0.1% Tritón X-100, 0.01 M MgCl2, 0.05 M Tris 1M. 20% 

glicerol, 0.5 M NaCl) con una concentración inicial de urea de 6 M, 4 M, 1 M y una 

final 0 M. La membrana se mantuvo por 12 horas en agitación constante con 500 ml 

del buffer con concentración inicial de urea de 6 M, pasado ese tiempo se cambió el 

buffer por el de concentración 4M, así sucesivamente hasta eliminar la urea. 

6.15 Determinación de la concentración de las proteínas 

Se llevó a cabo por la absorbancia de la muestra usando el método de BCA 

(Ácido Bicinconínico de Thermo Fisher Scientific) (200 𝜇L de BCA y 4 𝜇L de 

reactivo B CuSO4 y 10 𝜇L de las proteínas, se realiza este paso para cada proteína), 

tomando como referencia las concentraciones crecientes de albumina sérica bovina 

(BSA), 0.5 𝜇g/ml, 20 𝜇g/ml y 40 𝜇g/ml a una longitud de onda de 596 nm, el valor 

obtenido se interpoló en la curva de BSA y se multiplicó por el factor de dilución. 

6.16 Electroforesis en geles de poliacrilamida 

Los geles de poliacrilamida se prepararon al 12.5% (2.5 ml de Tris pH 8.8 

(1.875 M), 4.1 ml de Bisacrilamida (37:1), 3.3 ml de agua tridestilada, 100 µL de 

EDTA (0.2 M), 20µL de TEMED y 50 µL de APS al 10%). La electroforesis se llevó 

a cabo a 120 volts durante 1 hora, en seguida se tiñó con azul de Coomasie al 1%. 

Para poder observar las bandas de las proteínas, los geles se lavaron con una solución 
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de desteñido de ácido acético al 10% y metanol al 50% con agitación constante hasta 

lograr observar el patrón electroforético de las proteínas. 

6.17 Análisis de Western Blot 

Después de realizar el corrimiento electroforético de las proteínas purificadas 

en los geles PAGE-SDS al 12.5%, se sumergió en solución de transferencia (Tris-

glicina con un 20% de metanol) y la membrana de PVDF se sumergió en metanol 

durante 10 segundos, las proteínas se transfirieron a membranas empleando el aparato 

de electrotransferencia (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer-Cell Bio-Rad). 

La transferencia se realizó a 15 volts durante 15 minutos, la membrana se 

bloqueó con leche descremada al 5% en TBST (Tris-buffer salino y tween 20) 

durante toda la noche. Los anticuerpos anti-His fueron diluidos 1/3000 en TBST y se 

incubaron junto con la membrana de PVDF por una hora a temperatura ambiente, 

seguida de 3 lavados con TBST por 10 minutos. El anticuerpo secundario HRP 

(horseradish peroxidase) conjugado anti-conejo se diluiyó1:80000 en TBST y se 

incubó 45 minutos a temperatura ambiente. El revelado se efectuó siguiendo las 

instrucciones del protocolo Amersham ECL prime Western blotting detection 

reagent. 
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7 RESULTADOS 

7.1 Diseño de primers para amplificar los genes bfpI, bfpJ y bfpK 

Con el fin de obtener las proteínas solubles BfpI, BfpJ y BfpK en este trabajo se 

diseñaron primers específicos para amplificar los genes bfpI, bfpJ y bfpK sin la porción 

hidrofóbica N-terminal (Materiales y métodos) y posteriormente clonarlos en el vector 

pET-3a. Mediante el programa SnapGene Viewer se observó la posible hibridación de los 

primers con la secuencia de los genes a amplificar bfpI, bfpJ y bfpK (Figura 10, 11 y 12 

respectivamente). 

 

 

 

Figura 10. Secuencia de BfpI. Imagen del programa SnapGene Viewer que muestran la 

secuencia de doble cadena y el marco abierto de lectura de BfpI. Se observa en morado el 

sitio probable en donde hibridan los primers diseñados para BfpI. 
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Figura 11. Secuencia de BfpJ. Imagen del programa SnapGene Viewer que muestran la 

secuencia de doble cadena y el marco abierto de lectura de BfpJ. Se observa en morado el 

sitio probable en donde hibridan los primers diseñados para BfpJ 
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Figura 12. Secuencia de BfpK. Imagen del programa SnapGene Viewer que muestran la 

secuencia de doble cadena y el marco abierto de lectura de BfpK. Se observa en morado el sitio 

probable en donde hibridan los primers diseñados para BfpK. 
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Con el objetivo de clonar y purificar las proteínas expresadas los primers se 

diseñaron con sitios de restricción para las enzimas NdeI y BamHI, además de una etiqueta 

de histidinas (Figura 13). 

 

Por otra parte para verificar las construcciones (BfpI-pET3a, BfpJ-pET3a, y BfpK-

pET3a)  mediante secuenciación  se diseñaron primers para amplificar río arriba y río abajo 

del sitio de integración del inserto en el vector pET-3a (Materiales y métodos). Los primers 

diseñados se observan en la Figura 14 y en la Figura 15 se visualiza su posible hibridación 

con la secuancia del vector mediante el programa SnapGene Viewer. 

 

 

Figura 13. Secuencias de los primers sintetizados para BfpI, BfpJ y BfpK. Rojo sitios de 

restricción para NdeI, en azul etiqueta de histidinas y en verde sitio de restricción para la enzima 

BamHI 
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Figura 14. Primers diseñados para el vector pET-3a. 

Figura 15. Visualización mediante el programa SnapGene Viewer de la posible 

hibridación de los primers diseñados para el vector pET-3a  

A) Secuencia lineal del vector pET-3a. B) Mapa de la secuencia del vector pET-3a. 
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7.2 Amplificación de los genes bfpI, bfpJ y bfpK 

El principal objetivo de este estudio es obtener  las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK de 

manera soluble, para cual se amplificaron los genes de dichas proteínas sin la porción N-

terminal hidrofóbica (Materiales y métodos).  

Se amplificaron los genes bfpI, bfpJ y bfpK utilizando los oligos, las condiciones y 

parámetros descritos en Materiales y métodos. Los amplificados se observaron mediante 

geles de agarosa al 1%. En la Figura 16 (A y B) se observan los amplificados de bfpI y bfpJ 

con pesos aproximados de 453 y 501 pb respectivamente. Para bfpK las condiciones de 

amplificación fueron diferentes, se amplificó con una Tm de 70°C, temperatura optima 

obtenida después de amplificar en gradiente de temperatura desde 58°C a 70°C donde el 

mejor amplificado fue a la temperatura de 70°C. El producto de PCR se corrió en un gel de 

agarosa al 1% Figura 16 (C). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Geles de agarosa al 1%. Productos de amplificado de PCR. A) 

Amplificado de bfpI: se observó una banda del amplificado a una Tm de 60°C, marcador 

de peso molecular de 100pb. B) Amplificado de bfpJ: pozo 1amplificado inespecífico de 

bfpK, pozo 2 amplificado de bfpJ donde se observó una sola banda a una Tm de 60°C. 

Marcador de peso molecular de 1Kb. C) Amplificado de bfpK se observó una sola banda 

del amplificado a una Tm de 70°C. Marcador de peso de 1Kb para B y C. 
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7.3 Conservación del vector comercial pET-3a en las cepas HB101 y MC4100 

Con el objetivo de mantener en una cepa de E. coli el vector pET-3a adquirido 

comercialmente, se procedió a transformar las cepas HB101 y MC4100 por 

electroporación.  Las clonas que crecieron en agar LB con ampicilina se sometieron a 

extracción plasmídica por método Quickprep y se escogieron 12 clonas que mostraron un 

patrón de bandeo igual al del plásmido solo. (Figura 17). 

 

 

 

 

 

7.4 Doble restricción del plásmido pET-3a 

Con el objetivo de confirmar que las clonas HB101 y MC4100 se transformaron con 

el plásmido pET-3a se realizó doble restricción del plásmido solo pET-3a para usarse como 

control y del ADN plasmídico de las clonas transformadas para comparar con el peso del 

vector linearizado (control). Las enzimas NdeI y BamHI se utilizaron conforme a las 

especificaciones del fabricante (Materiales y métodos). Se hizo extracción plasmídica a dos 

clonas de la cepa HB101 (Figura 18 pozo 1 y 5) y dos clonas de la cepa MC4100 (Figura 

18 pozo 3 y 7) y posteriormente doble restricción para comprobar que los pesos 

Figura 17. Gel de agarosa al 1% transformación de cepa HB101 y MC4100 con el 

vector pET-3a. Pozo 1, 5, 6, 7,10, 11, 12 muestras de clonas transformadas HB101. Pozo 

2, 3, 4, 8 y 9 muestras de clonas transformadas MC4100. Se observa un perfil de bandeo 

similar al del vector solo pozo V, entre 3000 y 3500 pb. Marcador de peso de 1Kb.  
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coincidieran con el vector solo sometido al mismo proceso de restricción (pozo VL) (Figura 

18). Se comprobó mediante un gel de agarosa, que las clonas de la cepa HB101 y MC 4100 

integraron el vector pET-3a de interés, puesto que los pesos del vector linearizado (control) 

coinciden con los pesos del ADN plasmídico obtenido de las clonas transformadas. Esto 

confirmó la obtención del vector pET-3a y se continuó con el proceso de clonación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 Clonación de BfpI-pET3a y BfpJ-PET3a 

Con el objeto de obtener las proteínas sin el extremo hidrofóbico se inició el 

proceso de clonación, el cual que consistió por un lado, en someter los productos de PCR 

de bfpI y bfpJ  y al vector pET-3a a reacciónes de doble restricción con las enzimas BamHI 

y NdeI (Materiales y métodos). Posteriormente los productos digeridos se sometieron a una 

reacción de ligación y el producto de ésta se utilizó para transformar en la cepa HB101 por 

electroporación (Materiales y métodos).  

Figura 18. Gel de agarosa al 1%. Doble restricción del vector vacío (VL) y del ADN 

plasmídico de clonas transformadas con el vector pET-3a. Pozo 2, 4, 6 y 8 similar al del 

vector vacío linearizado (pozo VL) aproximadamente de 5,000 pb. Pozo V vector solo sin 

digestión, pozo 1, 3, 5 y 7 ADN plasmídico sin digestión con una peso de 3,500 pb y 3 000 

pb, Marcador de peso de 1Kb. 
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7.6 Transformación de la cepa HB101 con las construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-

pET3a  

Las clonas que crecieron en agar LB adicionado con ampicilina se utilizaron para 

extraerles ADN plasmídico por método Quickprep (Materiales y métodos). El ADN 

plasmídico obtenido se corrió en un gel de agarosa al 1% (Figura 19). Las muestras 4 y 6  

presentaron un peso ligeramente mayor al perfil de bandeo del vector pET-3a (Pozo V) por 

lo que probablemente integraron la construcción obtenida de la ligación BfpI-pET3a. 

 Para el caso de las clonas que integraron la construcción BfpJ-pET3a, las muestras 

10 y 11 se eligieron por tener un peso ligeramente mayor al bandeo del vector pET-3a 

vacío. Se visualizó el peso de las construcciones ligeramente mayor en comparación con el 

peso del vector vacío, es probable que se deba a la integración del gen específico en el 

vector; sin embargo, esto no siempre es así, por lo tanto se confirmó que las construcciones 

sean correctas mediante doble restricción, PCR y secuenciación. 

 

 

 

 

 

Figura 19. Perfil de bandeo de clonas transformadas con construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-

pET3a. El perfil de bandeo del ADN de las muestras 1 a la 8 son  clonas de BfpI-pET3a, donde las 

clonas 4 y 6 muestran un perfil de bandeo ligeramente mayor al perfil de bandeo del vector pET-3a 

solo (pozo V). El perfil de bandeo de las clonas 9 a la 29 son construcciones BfpJ-pET3a, donde las 

clonas 10, 11, 19, 20, 21,22, 23 y 24 mostraron un perfil de bandeo ligeramente mayor al del vector 

pET-3a sin inserto. Marcador de peso de 1Kb 
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Para obtener la construcción BfpK-pET3a se siguió el mismo procedimiento que se 

realizó para obtener las construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a arriba descrito 

(Materiales y métodos). Una vez obtenidas las construcciones, se transformó en la cepa 

BL21 (DE3). Posteriormente se eligieron las clonas que crecieron en agar LB adicionado 

con ampicilina para hacerles extracción plasmídica por método Quickprep (Materiales y 

métodos) (Figura 20).  

Las muestras 5, 7, 10, 11, 14, 17 y 18 (Figura 20) presentaron un peso ligeramente 

mayor al perfil de bandeo del vector pET-3a solo (Pozo V) por lo que era probable que 

integraran la construcción obtenida de la ligación BfpK-pET3a, por el contrario las clonas 

restantes tenían un peso similar al del vector pET-3a solo, por lo que se descartaron ya que 

es probable que no integraran la construcción. Esto fue un primer cribado para elegir las 

clonas que posiblemente integraron las clonaciones. 

 

Figura 20. Gel de agarosa al 1% Extracción plasmídica de las clonas transformadas con 

la construcción BfpK-pET3a. Se eligieron las clonas 5, 7, 10, 11, 14, 17 y 18 que mostraron 

un perfil de bandeo más pesado con respecto al perfil del vector comercial (pozo V).Marcador 

de peso de 1Kb. 
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7.7 Verificación de las construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a en la cepa HB101 

por PCR y doble restricción  

Una vez que se hizo el primer cribado para elegir las clonas que posiblemente 

integraron las construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a, se verificó que estas fueran 

correctas por PCR y doble restricción. El ADN plasmídico de estas clonas se sometió a una 

reacción de doble digestión con las enzimas NdeI y BamHI y a continuación PCR. Para esto 

se crecieron las clonas 4 y 6 (construcción BfpI-pET3a)  10 y 11 (construcción BfpJ-

pET3a) en caldo LB adicionado con ampicilina para posteriormente extraer el ADN 

plasmídico por método Quickprep (Materiales y métodos). A continuación se realizó doble 

digestión y el producto de esta doble restricción se corrió en un gel de agarosa al 1% 

(Figura 21) en este se observó la linearización del vector pET-3a y la liberación del inserto 

(gen bfpI de la clona 6, así como el gen bfpJ de las clonas 10 y 11). La clona 4 

(construcción BfpI-pET3a) no mostró liberación del inserto solo el plásmido linearizado.  

Por otra parte, se realizó PCR al ADN plasmídico de las clonas 4 y 6, (BfpI-pET3a) 

10 y 11 (BfpJ-pET3a) como otra forma de verificar la integración del gen de interés en el 

vector. El producto de PCR de las clonas 4 y 6 (BfpI-pET3a)  se corrió en un gel de agarosa 

al 1%, en este se observó amplificado del gen bfpI en la muestra de la clona 6 (Figura 21), 

con un peso aproximado de 500 pb, a diferencia de la clona 4 que no mostró amplificado. 

Para el caso de la construcción BfpJ-pET3a, las clonas 10 y 11 amplificaron del gen bfpJ 

con un peso aproximado de 500 pb. Por el contrario las clonas 19, 20 y 21(construcción 

bfpJ-pET3a) que a pesar de mostrar amplificado,  su perfil de bandeo en la doble restricción 

fue muy diferente comparándolo con el vector vacío digerido (Figura 21), por lo tanto se 

descartaron estas últimas clonas para someter el ADN plasmídico a secuenciación y solo las 
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clonas 6 (BfpI-pET3a), 10 y 11(BfpJ-pET3a) se mandaron a secuenciar como última etapa 

para verificar dichas construcciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte se transformó nuevamente por electroporación en la cepa HB101, la 

ligación de la construcción BfpI-pET3a para asegurar más clonas con esta construcción. 

Las clonas que crecieron en agar LB con ampicilina se sometieron a extracción plasmídica 

por método Quickprep (Materiales y métodos).  

El ADN plasmídico se corrió en un gel de agarosa al 1% y se visualizó en éste el 

perfil de bandeo de las clonas con los números  4, 5 y 6 como posibles clonas con la 

construcción BfpI-pET3a (Figura 22 A). El ADN plasmídico de estas clonas se utilizó para 

la reacción de PCR y se observó un sólo amplificado (clona numerada como 4 y 6 

construcción BfpI-pET3a) con el peso aproximado de 500 pb, a diferencia de la clona 

numerada como 5, que mostró dos amplificados, uno aproximadamente de 500 pb y otro de 

Figura 21. Corrimiento electroforético con muestras de la reacción de doble 

restricción y PCR. Pozo 6 muestra de ADN digerido de la clona BfpI-pET3a con perfil 

de bandeo similar al perfil del vector vacío linearizado (VL) y amplificado del producto 

de PCR (derecha pozo 6), pozo 10 y 11 ADN plasmídico digerido clonas BfpJ-pET3a 

con perfil de bandeo similar al del vector vacío linearizado (VL) y amplificado del 

producto de PCR (derecha pozo 10 y 11). Marcador de peso de 1Kb 
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mayor tamaño (Figura 22 B), por lo que se descartó la clona 5 (BfpI-pET3a). Para verificar 

las construcciones por doble restriccion sólo se trabajó con las clonas 4 y 6 (BfpI-pET3a), 

estas se renombraron como d y f respectivamente para no confundir las primeras clonas 

(mencionadas arriba de la construcción BfpI-pET3a) con estas últimas también de la 

construcción BfpI-pET3a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez que se confirmó por PCR la construcción  BfpI-pET3a (clonas d y f)  se 

verificó por doble restricción la construcción BfpI-pET3a (clonas d y f) con las enzimas 

NdeI y BamHI. El producto de restricción se corrió en un gel de agarosa al 1% y en este se 

observó que la clona d fue la única que mostró la liberación del inserto (bfpI) y la 

linearización del vector (Figura 23). La muestra f mostró linearización del vector, pero no 

se observó liberación del inserto (bfpI). 

 

 

Figura 22. Extracción plasmídica de las clonas transformadas con la construcción 

BfpI-pET3a. A) pozo 4, 5, 6 perfil de bandeo de las clonas ligeramente mayor al del 

vector vacío (pozo V). B) gel de agarosa al 1% con productos de PCR donde el pozo 4 y 6 

amplificaron bfpI de peso aproximado a 500 pb 
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Por otro lado la construcción de BfpK-pET3a de las clonas 5, 7, 10, 11, 14, 17 y 18 

se verificaron por PCR. Todas las muestras amplificaron un producto de peso aproximado a 

500 pb (Figura 24), por lo que la construcción de BfpK-pET3a de las clonas 5, 7, 10, 11, 

14, 17 y 18 se verificó por doble digestión (enzimas NdeI y BamHI). En este ensayo se 

observó un perfil de bandeo que no corresponde al esperado en ninguna clona 

(linearización del vector pET-3a y liberación del inserto bfpK) (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Doble digestión de la construcción BfpI-pET3a clonas d y f. Doble 

digestión de las muestras d y f (construcción BfpI-pET3a), en la muestra d se observa la 

linearización del vector con un peso similar al del pozo VL (vector comercial linearizado) 

y la liberación del inserto bfpI. Marcador de peso 1Kb. 



46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Gel de agarosa al 1%. Producto de PCR del ADN plasmídico de las clonas 

transformadas con la construcción BfpK-pET3a. Pozo 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 amplificados 

con peso aproximado a 500pb. Marcador de peso 1Kb. 

Figura 25. Doble restricción de las clonas con las construcciones BfpK-pET3a. No se 

visualizó alguna muestra con el perfil de bandeo similar al del vector linearizado (VL), ni 

la liberación del inserto en el peso aproximado a 500 pb. 
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Una vez que se verificó cada construcción BfpI-pET3a, BfpJ-pET3a  y BfpK-pET3a 

por PCR y doble restricción se verificaron las construcciones por secuenciación. En este 

paso se utilizaron los primers del vector pET-3a los cuales amplifican río arriba y río abajo 

del sitio de integración del inserto (Materiales y métodos) por lo que antes de mandar a 

secuenciar se usaron en las construcciones para observar el amplificado correspondiente al 

inserto y a las secuencias río arriba y río abajo del vector pET-3a.  

Las construcciones BfpI-pET3a (clona 6, d y f) y  BfpJ-pET3a (clona 10 y 11) se 

sometieron a PCR con los primers diseñados para el vector pET-3a. Se comparó el 

amplificado del vector vacío (peso del amplificado aproximado de 196pb, Figura 25 A) y el 

amplificado obtenido de las construcciones BfpI-pET3a (peso aproximado de 649pb)  y 

BfpJ-pET3a  (peso aproximado de 697pb Figura 25A).  

Como se observó un amplificado inespecífico (Figura 25A)  se repitió la PCR 

con los primers diseñados para el vector pET-3a de las muestras d, f (BfpI-pET3a) y las 

muestras 10 y 11 (BfpJ-pET3a) en esta repetición desapareció la banda inespecífica (Figura 

25B). 

Para la construcción BfpK-pET3a las clonas 5, 7, 10, 11, 14, 17 y 18 se 

sometieron a PCR con los primers diseñados para el vector pET-3a. Se observó mediante 

corrimiento electroforético el amplificado inespecífico en todas las muestras (el peso 

esperado del amplificado es de 613 pb aproximadamente, Figura 26).  
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Figura 26.  Gel de agarosa al 1%. Amplificado río arriba y río abajo del sitio de integración 

del inserto de las construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a.  

A) Amplificado de PCR del vector vacío (pozo 2) y amplificado río arriba y rio abajo del sitio 

de integración del inserto de las construcciones BfpI-pET3a (pozo 6, d y f) y BfpJ-pET3a 

(pozo 10 y 11). B) repetición de la reacción de PCR. Amplificado río arriba y río abajo del 

sitio de integración del inserto de las construcciones BfpI-pET3a (pozo d y f) y BfpJ-pET3a 

(pozo 10 y 11). 

Figura 27. Gel de agarosa al 1%. Amplificado de la región río arriba y río abajo del 

sitio de integración del inserto de la construcción BfpK-pET3a. Todas las muestras 

amplificaron el gen bfpK. 
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7.8 Secuenciación de las clonas de BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a en la cepa HB101.  

Como se mencionó anteriormente, el último proceso por el cual se verificaron 

las construcciones fue la secuenciación. Una vez que se verifica  que las construcciones son 

correctas (marco de lectura idéntico, integración del inserto en el sentido correcto, etc.) se 

prosigue a transformar en la cepa BL21 (DE3) para continuar con la expresión de la 

proteína de interés. Por lo tanto la secuenciación es muy importante para confirmar o 

descartar las construcciones.  

Se mandó a secuenciar el ADN plasmídico  BfpI-pET3a (clonas d, f) y BfpJ-

pET3a (clonas 10 y 11). Se realizó el alineamiento entre la secuencia teórica del gen bfpI y 

la secuencia proveniente de la secuenciación, con el uso del programa Clustal Omega. El 

alineamiento de la secuencia de BfpI-pET3a (clona d), fue idéntica en la región del gen, la 

etiqueta de histidina y las regiones río arriba y río abajo del sitio de integración del inserto 

en el vector pET-3a se conservaron.  

(Figura 28). Por otra parte, se alineó la secuencia de BfpI-pET3a  (clona f) con la secuencia 

teórica y se observó la ausencia de 51 pb de la región 510 pb río arriba de la secuencia del 

vector (Figura 29). Sin embargo la secuencia que codifica para la etiqueta de histidina se 

mantuvo intacta  pero en la secuencia correspondiente a la secuencia del gen bfpI se 

observó un cambio de base de Citosina por Adenina (punto al inicio de la imagen),  por tal 

motivo se descartó el uso de la clona f (BfpI-pET3a).  

La secuenciación del ADN plasmídico de  BfpJ-pET3a (clona 10) se alineó con 

la secuencia teórica de BfpJ (Figura 30). Se observa la secuencia que codifica para la 

etiqueta de histidina, la región río arriba y río abajo del sitio de integración del inserto de 

BfpJ, así como la parte intermedia que corresponde al gen de bfpJ; a pesar de mantenerse 
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estas regiones, se observan sustituciones o inserciones de bases (que se visualizan como 

espacios en blanco o guiones intermedios) tanto en las regiones que corresponden al vector 

pET3a así como en el inserto en la región que corresponde al extremo carboxilo (Figura 

30). Por tal motivo se descartó la clona 10 (construcción de BfpJ-pET3a) ya que no es 

idéntica  a la secuencia teórica. 

La secuencia de BfpJ-pET3a (clona 11) se alineó con la secuencia teórica del 

gen bfpJ (Figura 31). En este se observaron las secuencias del vector pET-3a y la secuencia 

que codifica para la etiqueta de histidina. En la parte superior se encuentra la secuencia 

teórica de bfpJ, en la parte inferior se encuentra la secuencia proveniente de la 

secuenciación del ADN plasmídico de BfpJ-pET3a (clona 11) (Figura 31). Se observaron 

19 cambios de bases en la región del gen de bfpJ correspondiente al extremo carboxilo de 

BfpJ, cabe mencionar que este alineamiento se hizo con la secuenciación utilizando el 

primer forward.  

Se repitió la secuenciación pero usando el primer reverso y al realizar el 

alineamiento con la secuencia teórica de bfpJ se visualizó la secuencia que codifica para la 

etiqueta de histidina (recuadro rojo) y las regiones pertenecientes a las secuencias del 

vector de clonación pET-3a (recuadro azul) (Figura 32). En la región del gen bfpJ se 

observó un cambio de base de Adenina por Guanina representada con un punto (recuadro 

morado) (Figura 32). Pero esta sustitución no cambia el aminoácido (glicina (GGU)) o 

marco de lectura, según el código genético la sustitución por cualquier otra base siempre 

codifica para glicina (GGU, GGG, GGC y GGA) por lo tanto, el ADN plasmídico de la 

clona 11 se utilizó como la clona con la construcción correcta para BfpJ- pET3a 
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Figura 28.  Alineamiento entre la secuencia teórica y la secuencia proveniente de la 

secuenciación del ADN plasmídico de la clona d (BfpI-pET3a) Se observan en 

recuadros azules la región perteneciente a la secuencia del vector  pET-3a, en rojo se 

observa la secuencia que codifica la etiqueta de histidina y la región intermedia es la 

secuencia de BfpI. Los asteriscos de la imagen representan identidad entre los 

alineamientos, el espacio vacío representa una sustitución o cambio de base, el guion 

medio representa pérdida de la base. Se observó que la construcción sigue el marco de 

lectura y tiene las regiones de interés para poder purificar una vez expresada la proteína 
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Figura 29. Alineamiento entre la secuencia teórica y la secuencia proveniente de la 

secuenciación del ADN plasmídico de la clona f (BfpI-pET3a) Se observan en recuadro 

rojo la secuencia codificante para la etiqueta de histidina, en recuadro azul las porciones del 

vector pET-3a y la secuencia intermedia del inserto bfpI con un cambio de base 

representado como punto. En la región del gen bfpI, se observa perdida de bases (guion 

medio) en el extremo N-terminal. En la región que corresponde al vector se observa perdida 

de bases (guion medio). Esta clona se descartó 
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Figura 30. Alineamiento de la secuencia teórica y la secuencia proveniente de la 

secuenciación del ADN plasmídico de la clona 10. Se observa en recuadros azules las 

secuencias pertenecientes al vector pET-3a, en recuadro rojo la secuencia que codifica 

para la etiqueta de histidinas. La región intermedia es la secuencia de bfpJ. Se 

observaron sustituciones y deleciones tanto en la secuencia del gen de bfpJ como en las 

regiones del vector pET-3a (espacios en blanco y guion medio). Esta clona se descartó 
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Figura 31. Alineamiento de la secuencia teórica y la secuenciación con el primer forward 

del ADN plasmídico de la clona 11. Los asteriscos de la imagen representan identidad entre los 

alineamientos, el espacio vacío representa una sustitución o cambio de base, el guion medio 

representa pérdida de la base. Se observó que la construcción tiene sustituciones de bases en la 

región N-terminal de BfpJ. 
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Figura 32. Alineamiento de la secuencia teórica y la secuencia proveniente de la 

secuenciación del ADN plasmídico de la clona 11 con el primer reverso. Se observa en 

recuadros azules las secuencias pertenecientes al vector pET-3a, en recuadro rojo la secuencia que 

codifica para la etiqueta de histidinas. La región intermedia es la secuencia de bfpJ. Comparando 

este alineamiento con la secuencia del primer forward de la clona 11, no se observaron deleciones 

en la secuencia del gen de bfpJ solo una sustitución (recuadro morado) que no afecta el marco de 

lectura ni cambia el aminoácido. 
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Se  verificaron por secuenciación las construcciones BfpK-pET3a (clonas 17 y 18) 

estas secuencias se metieron al programa SnapeGene viewer, este programa las identifico 

como secuencias río abajo del sitio de integración del inserto pertenecientes al vector, en 

ningún caso se identificó la secuencia del inserto debido a que la secuenciación se realizó 

rio abajo del sitio de integración del inserto (Figura 33 y 34). Por tal motivo no se pueden 

descartar dichas clonas, sino que se debe repetir la secuenciación para conocer la secuencia 

del inserto ya que en la verificación por PCR en ambas clonas se obtuvo amplificado de 

bfpK. No se utilizó ninguna construcción para continuar con la sobreexpresión de BfpK sin 

antes confirmar la secuencia de bfpK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Secuencia de la construcción BfpK-pET3a (clona 17) Se observa la 

secuencia del vector (región rio abajo del sitio de integración del inserto) pero no 

la secuencia del inserto de bfpK. 
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7.9 Transformación en la cepa BL21 (DE3) con las construcciones BfpI-pET3a y 

BfpJ-pET3a. 

Una vez que se verificaron las construcciones BfpI- pET3a (clona d) y BfpJ- pET3a 

(clona 11)  por doble restricción, PCR y secuenciación se transformaron en la cepa BL21 

(DE3) para poder expresar cada proteína de interés induciendo con IPTG. Esta cepa se 

utilizó pues tiene delectados los genes de las proteasas OmpT y Lon lo cual disminuye la 

posibilidad de degradación de las proteínas sobreexpresadas (BfpI y BfpJ). 

Mediante el corrimiento electroforético se observó que la construcción BfpI- pET3a 

se mantuvo en la clona d1 y d2.  Se eligió la clona d2 para expresar la proteína BfpI. Las 

Figura 34. Secuencia de la construcción BfpK-pET3a (clona 18) No se observa 

la secuencia del inserto bfpK, solo la secuencia rio abajo del sitio de integración 

del vector pET-3a. 
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clonas d3, d4, d5 y d6 se descartaron ya que no fue visible el plásmido transformado 

(Figura 35).   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado se hizo la extracción plasmídica de las clonas BL21 (DE3) 

transformadas con el plásmido BfpJ-pET3a (clona 11). En el corrimiento electroforético se 

observó que la clona J3 (BfpJ-pET3a) mostró un perfil de bandeo similar al de la 

construcción BfpJ-pET3a verificada (clona 11, Figura 36), por lo que se utilizó para 

sobreexpresar la proteína BfpJ. Las muestras J0, J1 y J2 no mostraron un perfil de bandeo, 

por lo tanto se descartaron.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Gel de agarosa al 1%. Extracción plasmídica de las cepas BL21 (DE3) con 

la construcción BfpI- pET3a. Pozo d1, d2, d3, d4, d5 y d6 cepas BL21 (DE3) 

transformadas con la construcción BfpI-pET3a. Pozo V es el vector vacío. Pozo d 

construcción de BfpI-pET3a. Marcador de peso 1Kb.  
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7.10 Transformación en la cepa Rosetta gami B (DE3) con las construcciones BfpI-

pET3a y BfpJ-pET3a. 

Con el fin de comparar que cepa expresa mejor las proteínas BfpI y BfpJ, se 

transformaron los plásmidos  en dos cepas (BL21 (DE3) y Rosetta gami B (DE3).  La cepa 

Rosetta gami B (DE3) se utilizó pues potencia la formación de puentes disulfuro en el 

citoplasma bacteriano, favoreciendo de esta manera la formación del puente disulfuro en la 

región C-terminal de BfpI y de BfpJ.  

Las clonas de Rosetta gammi transformadas con la construcción BfpI-pET3a 

verificada (clonas  d1, d3, d4, d5 y d6)  mostraron un perfil de bandeo similar al de la 

construcción BfpI-pET3a verificada (clona d). Por otra parte, las clonas transformadas con 

la construcción BfpJ-pET3a verificada (clonas J1, J2 y J3) mostraron un perfil de bandeo 

parecido al de la construcción BfpJ-pET3a verificada (clona J11), Figura 37).   

Figura 36. Gel de agarosa al 1%. Extracción plasmídica de las cepas BL21 (DE3) con 

la construcción BfpJ- pET3a. Pozo J-11(construcción BfpJ-pET3a verificada) J0, J1, J2 

y J3 clonas transformadas con la construcción BfpJ-pET3a verificada. Pozo V vector 

vacío. Marcador de peso 1Kb  
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7.11 Expresión de la proteínas BfpI y BfpJ mediante IPTG en las cepas BL21 (DE3) y 

Rosetta gami B (DE3) 

Con el objetivo de comparar la sobreexpresión de las proteínas y obtener la mayor 

cantidad posible de proteína se sobreexpresaron las proteínas BfpI y BfpJ en las cepas 

BL21 (DE3) y Rosetta-gami B (DE3). Esta expresión depende de la inducción mediante la 

adición de IPTG. Estas cepas tienen integrado en su cromosoma ADN del bacteriófago 

DE3 el cual codifica para la T7 RNApolimerasa que está regulada por el promotor lacUV5, 

la cual se induce mediante IPTG. El vector pET-3a (que se utilizó en las construcciones 

BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a) tiene una región promotora reconocida por la T7 

RNApolimerasa.  

Con el fin de observar la expresión de BfpI y BfpJ de las muestras recolectadas 

antes y después de la inducción del lisado celular, se calculó mediante el método 

colorimétrico BCA (Ácido Bicinconínico) la cantidad de cada muestra que se debía de 

Figura 37. Gel de agarosa al 1%. Extracción plasmídica de las cepas Rosetta gami 

B (DE3) transformadas con las construcciones BfpI-pET3a y BfpJ-pET3a. Pozos 

d1, d2, d3, d4, d5 y d6 clonas con la construcción BfpI-pET3a. Pozos J1, J2 y J3 

construcciones BfpJ-pET3a. Pozo d construcción verificada BfpI-pET3a. Pozo J11 

construcción verificada BfpJ-pET3a. 
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cargar en un SDS-PAGE para que la concentración final de proteína de cada muestra fuera 

de 20µg.  Posteriormente las muestras se cargaron en un SDS-PAGE y se observó el 

corrimiento electroforético de las proteínas, de esta manera se visualizó la sobreexpresión 

de  BfpI y de BfpJ (Figura 38).   

La sobreexpresión de BfpI y BfpJ en la cepa BL21 fue mayor a las 2 y 4 horas 

después de la inducción (Figura 38, muestra 4 y 5 (BfpI) respectivamente, 7 y 8 (BfpJ) 

respectivamente. Se descartó la cepa Rosetta-gami B (DE3) puesto que no se observó la 

sobreexpresión de las proteínas en ningún caso (2 y 4 horas después de la inducción) 

(Figura 38).  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 38. Corrimiento electroforético de las proteínas de las cepas BL21 (DE3) y 

Rosetta-gami B (DE3). M marcador de peso para proteínas PageRuler Prestained. 1 y 2 cepa 

BL21 (pET-3a sin inserto) antes y 4 horas después de inducir respectivamente. 3, 4 y 5 cepa 

BL21 (expresión de BfpI) antes, 2 horas y 4 horas después de inducir respectivamente. 6, 7 y 8 

cepa BL21 (expresión de BfpJ) antes, 2 horas y 4 horas después de la inducción 

respectivamente. Cepa Rosetta-gami (DE3) se numeraron como 9, 10, 11, (expresión de BfpI) 

antes, 2 horas y 4 horas después de inducir respectivamente. 12, 13 y 14 (expresión de BfpJ) 

antes, 2 horas y 4 horas después de inducir respectivamente.  
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7.12 Determinación de la solubilidad de BfpI y BfpJ 

Para evaluar si las proteínas de interés podrían estar en cuerpos de inclusión se llevó 

a cabo el protocolo de la determinación de la solubilidad propuesto por Qiagen (Materiales 

y métodos).  Las muestras se corrieron en un SDS-PAGE  donde se observó que en las 

muestras de BfpI tanto de la fracción soluble como insoluble  se recupera la proteína 

(Figura 39). Por otra parte comparando las muestras 9 y 10 de BfpJ (fracción soluble e 

insoluble respectivamente) solo la fracción insoluble resulto tener el peso esperado de BfpJ, 

la parte soluble no coincidía con el peso esperado de BfpJ 17.16 kDa aproximadamente 

(Figura 39), por lo que se decidió entonces purificar BfpJ en condiciones desnaturalizantes. 

 

 

 

 

 

 

 

7.13 Purificación de la proteína BfpI en condiciones nativas 

Como se mencionó anteriormente BfpI se podía recuperar bajo condiciones nativas 

según el protocolo de determinación de solubilidad. Por lo tanto se siguió el protocolo para 

Figura 39. Determinación de la solubilidad de las proteínas BfpI y BfpJ. M marcador de 

peso para proteínas PageRuler Prestained. 1, 2, 3, 4 y 5 muestras de BfpI, 1 es antes de la 

inducción; 2, 4 horas después de la inducción del experimento (usado como control); 3 es 4 

horas después de la inducción; 4 fracción soluble; 5 fracción insoluble. 6, 7, 8, 9 y 10 (BfpJ), 

6 es antes de la inducción, 7 es 4 horas después de la inducción del experimento (usado 

como control),  8 es 4 horas después de la inducción, 9 fracción soluble, y 10 muestra de 

fracción insoluble. 
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obtener la proteína bajo condiciones nativas (diferentes buffers que contenían imidazol, 

cuya concentración incrementó durante el proceso de purificación de 10 mM, 20 mM hasta 

250 mM), sin embargo al correr las muestras de las fracciones de elución de nuestra 

proteína BfpI en un gel de poliacrilamida (Figura 40) no se observó la recuperación de las 

fracciones de elución de la proteína BfpI. Se decidio entonces, realizar la purificación en 

condiciones desnaturalizantes debido probablemente a que la etiqueta de histidinas no está 

expuesta y afecta la posibilidad de poderla recuperar bajo condiciones nativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.14 Purificación de la proteína BfpI y BfpJ en condiciones desnaturalizantes 

BfpI y BfpJ se purificaron en condiciones desnaturalizantes y mediante un SDS-

PAGE se observó la proteína en todas las fracciones de elución. La purificación de BfpI se 

visualizó como bandas que corresponden al peso esperado calculado en 15.10 kDa 

aproximadamente (Figura 41).  A su vez las fracciones de elución de BfpJ se observaron en 

Figura 40. Corrimiento electroforético de las muestras de purificación de BfpI bajo 

condiciones nativas. M marcador de peso para proteínas PageRuler Prestained. 1 

corresponde a la inducción después de 4 horas, la muestra 2 es el lisado bajo condiciones 

nativas, la muestra 3 es el flujo de las proteínas que no se unieron a la resina, la muestra 4 

es el último lavado con el buffer de lavado (20mM imidazol). La muestra 5 hasta la 14 es 

la elución de la proteína con el buffer de elución (250mM imidazol).   
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SDS-PAGE como bandas correspondientes al peso calculado para BfpJ 17.16kDa 

aproximadamente (Figura 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Corrimiento electroforético de las muestras de purificación de 

BfpI bajo condiciones desnaturalizantes. M marcador de peso para proteínas 

PageRuler Prestained. 1 es la muestra antes de la inducción de la proteína, 2 es la 

muestra 4 horas después de la inducción, la 3 es el lisado bajo condiciones 

desnaturalizantes, 4 es el flujo de proteínas que no se unieron a la resina de níquel, 

5 es el último lavado con urea  (pH 8). 6 es el último lavado con urea (pH 6.3). 7, 

8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 corresponden a las fracciones de elución de la proteína 

BfpI. 
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7.15 Western Blot  

Con el fin de detectar en BfpI y BfpJ que las etiquetas de histidina estuvieran 

presentes y corresponden a las clonadas se llevó a cabo un ensayo de Western Blot 

(Materiales y métodos). El Western Blot se realizó con las muestras de purificación en 

condiciones desnaturalizantes de BfpI y BfpJ. Una vez transferidas las proteínas a la 

membrana, el SDS-PAGE utilizado para la transferencia se tiñó con azul de Coomassie y se 

observaron unas bandas intensas en los pozos correspondientes a la inducción de BfpI 

(Pozo 1,2 y 3) y BfpJ (Pozo 5, 6 y 7) (Figura 43).  

 

Figura 42. Corrimiento electroforético de las muestras de purificación de BfpJ 

bajo condiciones desnaturalizantes. M marcador de peso para proteínas PageRuler 

Prestained. 1 es la muestra antes de la inducción de la proteína, 2 es la muestra 4 horas 

después de la inducción, 3 es el lisado bajo condiciones desnaturalizantes, 4 es el flujo 

de proteínas que no se unieron a la resina de níquel, 5 es el último lavado con urea (pH 

8).  6 es el último lavado con urea  (pH 6.3). 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 corresponden a 

las fracciones de elución de la proteína BfpJ.  
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En el revelado del Western Blot (Figura 44) se observaron unas bandas intensas que 

corresponden a la detección de las etiquetas de histidina de BfpI y de BfpJ (muestra de la 

inducción, lisado y en el flujo de proteínas que no se unieron a la resina de niquel).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. SDS-PAGE utilizado para el Western Blot. M es el marcador de peso para 

proteínas PageRuler Prestained, 1 es la muestra 4 horas después de la inducción de la 

expresión (BfpI), 2 lisado bajo condiciones desnaturalizantes, 3 flujo de proteínas que no 

se unieron a la resina de níquel, 4 elución de la proteína con urea a pH 4.5; 5 es la 

muestra 4 horas después de la inducción de la expresión (BfpJ), 6 lisado bajo condiciones 

desnaturalizantes, 7 corresponde al flujo de proteínas que no se unieron a la resina de 

níquel, 8 elución de la proteína con urea a pH 4.5. La  muestra 9 (BfpI purificada por 

método miniprep) 4 horas después de la inducción, 10 flujo de proteínas que no se 

unieron a la resina de níquel, 11 elución de BfpI con urea a pH 4.5. 
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7.16 Renaturalización de proteínas 

Una vez purificadas BfpI y BfpJ continuamos con la diálisis de las proteínas. Esta se realizó 

con cuatro buffers con una concentración inicial de urea de 6M, 4M, 1M y una final 0M 

(Materiales y métodos). Con el fin de eliminar la urea y tenerlas de manera soluble, pero 

una vez finalizado el proceso de diálisis se observó un precipitado blanco en las paredes de 

la membrana lo que indica que las proteínas que purificamos no son solubles. 

 

 

Figura 44. Western Blot dirigido hacia las etiquetas de histidina de las proteínas BfpI y 

BfpJ. M  marcador de peso para proteínas PageRuler Prestained. (BfpI) 1 es la muestra 4 

horas después de la inducción de la expresión, 2es la muestra del lisado bajo condiciones 

desnaturalizantes, 3 flujo de proteínas que no se unieron a la resina de níquel, 4 elución con 

urea a pH 4.5. (BfpJ) 5 es la muestra 4 horas después de la inducción de la expresión, 6 lisado 

bajo condiciones desnaturalizantes, 7 flujo de proteínas que no se unieron a la resina de 

níquel. 8 elución con urea a pH 4.5. La  muestra 9 (BfpI purificada por método miniprep) 4 

horas después de la inducción, 10 flujo de proteínas que no se unieron a la resina de níquel, 

11 elución de BfpI con urea a pH 4.5. 
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7.17 Análisis bioinformático de las secuencias aminoacidicas de BfpI y BfpJ. 

Se hizo un análisis Bioinformático de las proteinas BfpI y BfpJ mediante el 

programa Colorseq el cual  indica el número de aminoácidos hidrofóbicos, hidrofilicos, 

aromáticos, con carga positiva o carga negtiva presentes en la secuencia de una proteína 

ademas de señalar por color y numero la posición de estos aminoácidos.  

Como se observa en la figura 50 al escindir los 27 aminoácidos de la proteína 

madura se reduce de 63 a 42 aminoácidos hidrofóbicos (A y B, antes y después de truncar 

la proteína respectivamente), y también se observan el número de aminoácidos hidrofílicos 

(C y D, antes y después de truncar la proteína respectivamente) podemos concluir con estos 

valores que en la secuencia de la proteína truncada 47% de los aminoácidos son hidrofílicos 

(D) y 30% de los aminoácidos en la proteína truncada son hidrofóbicos (B) por lo tanto en 

teoría la proteína BfpI truncada de este estudio debería ser soluble, sin embargo no fue así. 

 

Por otra parte los resultados obtenidos mediante el programa Colorseq de la proteína 

trunca BfpJ (20 aminoácidos extremo N-terminal de la proteína madura) (Figura 51)) 

arrojaron que en la secuencia completa de aminoácidos (A) 58 son hidrofóbicos y los 

aminoácidos hidrofóbicos en la proteína truncada (B) son 42. En resumen en la secuencia 

de aminoácidos de BfpJ truncada un 28% restan de aminoácidos hidrofóbicos y un 44% 

restan de aminoácidos hidrofílicos. Se debe tener en cuenta que gran parte de estos residuos 

hidrofóbicos están en la región del dominio globular y se debe analizar la cantidad de 

aminoácidos hidrofóbicos que se pueden eliminar sin afectar la estructura globular. 
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Figura 46. Secuencia de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos de BfpI mediante el 

programa Colorseq. (A) secuencia completa de BfpI, en rojo los aminoácidos hidrofóbicos. 

(B) secuencia de BfpI truncada en el N-terminal, en rojo los aminoácidos hidrofóbicos. (C) 

secuencia completa de BfpI, en rojo los aminoácidos hidrofílicos. (D) secuencia de BfpI 

truncada en el N-terminal, en rojo los aminoácidos hidrofílicos. 

Figura 45. Secuencia de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofilicos de BfpJ mediante el 

programa Colorseq. BfpJ truncada en el N-terminal, en rojo los aminoácidos hidrofóbicos. 

(A) secuencia completa de BfpJ, en rojo los aminoácidos hidrofóbicos. (B) secuencia de BfpJ 

truncada en el N-terminal, en rojo los aminoácidos hidrofóbicos. (C) secuencia completa de 

BfpJ, en rojo los aminoácidos hidrofílicos. (D) secuencia de BfpJ truncada en el N-terminal, 

en rojo los aminoácidos hidrofílicos. 
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7.18 Análisis informático de probables epitopes 

La importancia de conocer la estructura molecular de las subunidades menores 

impacta directamente en elucidar la estructura de BFP, su ensamble, desensamble así como 

comprender como cada subunidad interacciona con las otras. En los modelos de estudio 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae y Streptococcus pneumoniae, se han 

caracterizado al pili como el principal factor de virulencia implicado en la patogénesis de 

estas bacterias. Los componentes del pilus de Streptococcus agalactiae y Streptococcus 

pyogenes (Telford et al, 2006) parecen ser buenos candidatos para el desarrollo de vacunas 

bacterianas o fármacos que tengan la capacidad de inhibir la función del pilus (Craig et al, 

2003). Por este y otros estudios nos dimos a la tarea de investigar la secuencia de 

aminoácidos de las subunidades menores de BFP y conocer si servían como probables 

antígenos y si fuera el caso, cuáles de los epitopes se encuentran en la región globular que 

es la que estaria expuesta en el filamento. Este análisis complementara en el futuro a los 

resultados de cristalización de las proteínas BfpI, BfpJ y BfpK para conocer 

específicamente el lugar de exposición de estos motivos. Esto podría sentar las bases para 

el desarrollo posterior de alguna vacuna o fármaco dirigido contra BFP. 

Mediante el programa NetCTL 1.2 se analizó la secuencia de BfpI, BfpJ y BfpK con 

la finalidad de identificar la predicción de los péptidos que son reconocidos por las células 

T, estos péptidos tienen una longitud aproximada de 8 a 11 residuos y también son 

conocidos como epitopes. Estos epitopes son reconocidos por los linfocitos T citotóxicos 

mediante el Complejo Mayor de Histocompatibilidad I (por sus siglas en inglés MHCI). El 

programa arrojo un total de cinco probables epitopes en la secuencia de aminoácidos de 

BfpI, donde el péptido con una valor más alto en afinidad hacia el MHC I es 
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MLFTHVSAY (ver anexo) que se situa en la región correspondiente al dominio globular 

como se muestra en la figura 52 en el recuadro rojo, esta figura es la estructura secundaria 

obtenida mediante el programa Phyre 2, donde se observa con una flecha en rojo los 

aminoacidos eliminados de la proteina para obtenerla soluble. 

Otro programa que se utilizó para conocer los probables epitopes de BfpI, BfpJ y 

BfpK fue el NetMHCII 2.2. Este programa busca la afinidad de los epitopes y los alelos del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad II (MHC II): HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP. Para 

BfpI los resultados que arrojo este programa indicaron un total de 44 péptidos de afinidad 

alta; sin embargo, la secuencia del péptido con mayor afinidad fue 

GSMLFTHVSAYSGRM (ver anexo) que se visualiza en la figura 52 en el recuadro 

morado, este peptido se encuentra en la region globular de BfpI 

Por ultimo probamos el programa VaxiJen el cual solo indica la probabilidad de que 

la secuencia de la proteina sea un antigeno. Para BfpI arrojó un valor de 0.3347 lo que 

indica este valor es que probablemente no es un buen antigeno(ver anexo). 

Los resultados obtenidos con el programa NetCTL 1.2 con BfpJ mostraron 9 

ligandos hacia el MHC I (ver anexo), donde el péptido con mayor afinidad fue 

LIALYGGEY ubicado en el dominio globular de la proteína recuadro rojo de la figura 53, 

la flecha roja indica los aminoácidos que se eliminaron para obtener la proteína soluble. 

En el programa el NetMHCII 2.2. Se observó un total de 76 péptidos de afinidad 

alta, donde el péptido con mayor afinidad fue ALSYYLQDSTATNGNG (ver anexo) en 

recuadro morado de la figura 53. El programa VaxiJen para BfpJ arrojó un resultado de 

0.5998, lo que indica que es probablemente un buen antigeno (ver anexo). 
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Para BfpK los resultados obtenidos en el programa NetCTL 1.2 mostraron un total 

de 10 péptidos de alta afinidad hacia el MHC I (ver anexo) donde el péptido con mayor 

afinidad fue LLSAYGLNY como se observó en el recuadro rojo de la figura 54. La flecha 

roja indica los aminoácidos que se eliminaron de BfpK para obtener la proteína soluble. 

Con el programa NetMHCII 2.2. Se observó un total de 56 péptidos de afinidad alta 

para BfpK, donde el péptido con mayor afinidad fue YQVYFGNGYTLISG (ver anexo) en 

recuadro morado de la figura 54. Finalmente en el programa VaxiJen para BfpK arrojó un 

resultado de 0.4995, lo que indica que es probablemente un buen antigeno (ver anexo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Estructura secundaria de BfpI mediante el programa Phyre 2. 

El recuadro rojo se observa el péptido con mayor afinidad hacia el MHC I. 

Recuadro morado péptido con mayor afinidad hacía en MHC II 
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Figura 48. Estructura secundaria de BfpJ mediante el programa de 

Phyre 2. En el recuadro rojo se observa el péptido con mayor afinidad hacia 

el MHC I. Recuadro morado péptido con mayor afinidad hacía en MHC II 

Figura 49. Estructura secundaria de BfpK mediante el programa de 

Phyre 2. En el recuadro rojo se observa el péptido con mayor afinidad hacia el 

MHC I. Recuadro morado péptido con mayor afinidad hacía en MHC II. 
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8 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Las pilinas menores presentes en los pili tipo IV tienen diferentes estructuras que se 

han resuelto mediante la RMN o cristalografía de rayos X. En el presente trabajo se 

clonaron, expresaron y purificaron las pilinas menores del BFP de EPEC deletando el 

extremo N-terminal hidrofóbico, con el fin de obtener de manera soluble estas proteínas 

para su posterior cristalización. 

Muchas de las estructuras de pilinas tipo IV han sido truncadas en los primeros 28 

aminoácidos del extremo N-terminal hidrofóbico y posteriormente se han cristalizado. 

(Craig & Li, 2008). En el año 2003, Craig y colaboradores obtuvieron la estructura de la 

proteína TcpA (pilina tipo IVb de V. cholerae) por cristalización mediante la eliminación 

de los primeros 28 aminoácidos del extremo N-terminal; a su vez también obtuvieron la 

estructura de la pilina PAK mediante cristalización truncándola de manera similar a TcpA, 

lo cual les permitió obtener las proteínas solubles. Por otra parte, los experimentos 

realizados por Ramboarina y colaboradores en el 2005 permitieron obtener la estructura de 

BfpA mediante RMN expresando y purificando la proteína BfpA madura, a la cual se le 

eliminaron los primeros 22 residuos del extremo N-terminal. A pesar de que la 

cristalografía de rayos X ha sido utilizada como método para resolver la estructura 

tridimensional de pilinas tipo IV, uno de los problemas que se tiene al resolver la estructura 

de estas proteínas es que al tener una región hidrofóbica en el N-terminal llega a ser un 

problema que impide la cristalización (Craig, 2003). 

 Los estudios antes mencionados junto con el análisis de las estructuras secundarias 

de BfpI, BfpJ y BfpK (mediante el programa Phyre 2 Figura 47, 48 y 49) nos orientaron a 

eliminar parte de las pilinas menores (extremo N-terminal) para la obtención de estas 
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proteínas de forma soluble. En la proteína BfpI se deletaron 27 aminoácidos de la región 

hidrofóbica de la proteína madura o 39 aminoácidos de la secuencia de la prepilina (117 pb 

a partir del ATG). Para BfpJ se eliminaron los primeros 20 aminoácidos de la proteína 

madura o 27 aminoácidos de la prepilina (81 pb a partir del ATG) y para BfpK se 

eliminaron los primeros 23 aminoácidos de la proteína madura o 33 aminoácidos de la 

prepilina (99 pb de la secuencia del gen  a partir del ATG).  

 

En el presente estudio se diseñaron primers específicos para amplificar la región de 

cada gen (bfpI, bfpJ y bfpK) sin la porción N-terminal hidrofóbica, se logró amplificar la 

región del gen correspondiente a la porción globular de las proteínas.  Para amplificar el 

gen bfpK fue necesario probar en repetidas ocasiones gradientes de temperatura para 

obtener el mejor amplificado. Posteriormente se clonó cada gen en el vector pET-3a  y se 

verificó cada construcción por doble restricción (NdeI y BamHI), PCR y secuenciación, así 

se obtuvo una clona (d2 y 11 BfpI y BfpJ respectivamente) con cada construcción en las 

cepas de E. coli HB101 y BL21 (DE3).  

Se expresaron las proteínas BfpI y BfpJ en la cepa BL21 (DE3).  BfpK no se 

expresó porque para obtener el amplificado del gen los primers diseñados se sintetizaron a 

una concentración muy baja (2415.6 ng/µL y 44.3ng/µL) fue necesario sintetizarlos de 

nuevo para continuar con los gradientes de temperatura y obtener el mejor amplificado. 

(7504.8 ng/µL y 5461.2 ng/µL). Esto retraso los posteriores ensayos de clonación, además 

de que la verificación por secuenciación (construcción BfpK-pET3a) no se confirmó 

porque en los resultados de secuenciación, la secuencia no pertenece al inserto sino a la 

región rio abajo del vector pET-3a, por lo que no se analizó el marco de lectura del inserto. 
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La secuenciación es muy importante para confirmar la fidelidad de la proteína que se 

pretende expresar, por tal motivo no se realizó la expresión de BfpK. 

Las proteínas BfpI y BfpJ se lograron purificar solo en condiciones 

desnaturalizantes a pesar de intentar purificarlas en condiciones nativas. Esto pudo deberse 

a que en condiciones nativas no se retuvo la proteína en la columna de níquel debido a que 

la etiqueta de histidinas se encontraba en una parte inaccesible para interactuar con la 

columna de níquel.   

En condiciones desnaturalizantes BfpI y BfpJ podrían tener expuesta la etiqueta de 

histidinas y al interactuar esta con la resina de níquel las proteínas se retienen en la matriz, 

por consiguiente las proteínas que no tienen la etiqueta se eluyen. Por lo que la purificación 

de BfpI y BfpJ bajo condiciones desnaturalizantes fue eficiente.  

No obstante, el inconveniente de purificar las proteínas bajo condiciones 

desnaturalizantes es que estas pierden su conformación tridimensional y su plegamiento 

característico por lo que es necesario renaturalizarlas para que adquieran su conformación 

nativa. El proceso de renaturalización consiste en eliminar paulatinamente el agente 

desnaturalizante bajo condiciones que minimicen la agregación y permitan la formación de 

puentes disulfuro (Wingfield 2016).  

Las proteínas BfpI y BfpJ se renaturalizaron mediante diálisis, sin embargo estas se 

precipitaron a pesar de haber eliminado la región hidrofóbica N-terminal. La secuencia de 

aminoácidos de BfpI y BfpJ sin la porción de aminoácidos hidrofóbicos obtenida mediante 

el programa Colorseq nos demuestra que la cantidad de aminoácidos hidrofílicos presentes 

en cada proteína es mayor en comparación con los hidrofóbicos (47% hidrofílicos y 30% 

hidrofóbicos para BfpI y 44% hidrofílicos y 28% hidrofóbicos para BfpJ) por lo que el 
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precipitado de las proteínas no significa que el problema sea la porción de aminoácidos 

hidrofóbicos deletados, sino más que podría ser el método de purificación y/o diálisis. 

El resultado de la precipitación de BfpI y BfpJ posiblemente se deba a algún factor 

no tomado en cuenta durante el proceso de purificación y renaturalización, debido a que se 

determinan de manera empírica. Para la purificación elegimos la cromatografía de afinidad 

(Ni-NTA) dirigida hacia etiquetas de histidinas por ser uno de los métodos más utilizados 

para la purificación de proteínas recombinantes por la facilidad de purificación. Sin 

embargo la desventaja que tiene es que se requiere más experiencia y tiempo para 

desarrollar protocolos de purificación en proteínas donde no se ha estandarizado el 

protocolo de purificación. Por lo que para la proteína de interés se deben de conocer de 

manera detallada sus características químicas y físicas importantes para mantenerlas en 

cada paso de la purificación hasta su renaturalización con el fin de mantener la estabilidad 

de la proteína, por ejemplo el pH es un factor importante que afecta de manera irreversible 

su plegamiento, solubilidad y función (Ritchie, 2012).  

Durante el proceso de purificación en condiciones desnaturalizantes (en la columna 

de Ni-NTA) se manejan buffers de diferentes pH. En la elución de la proteína de interés el 

cambio de pH puede afectar la estabilidad de la proteína, por lo que se sugiere que la 

proteína eluida se neutralice inmediatamente o se diluya con el fin de minimizar el daño 

(Ritchie 2012). Durante esta etapa se recuperó a BfpI y BfpJ y se mantuvo en el buffer de 

elución a pH 4.5,  por lo que tal vez de debió mantener una vez eluidas en un buffer de pH 

neutro. 

 Por otro lado la renaturalización de proteínas de un solo dominio y pequeñas (10 a 

20 kDa) generalmente no es problemático (Wingfield, 2016)  por lo que BfpI de un peso 
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aproximado de 15.10kDa y BfpJ de un peso de 17.16 kDa son proteínas pequeñas de un 

solo dominio por lo cual no habría  inconveniente en la renaturalización a menos que el 

problema sea relacionado a las condiciones que se utilizaron en la renaturalización donde 

estas no fueran las más apropiadas durante el proceso de diálisis. 

La renaturalización para cada proteína debe determinarse empíricamente por lo 

que con BfpI y BfpJ se siguieron recomendaciones para determinar las mejores condiciones 

para renaturalizarlas, por ejemplo eliminar los desnaturalizantes por diálisis y mantener la 

solubilidad de las proteínas durante el plegado mediante el uso de codisolventes tales como 

concentraciones no desnaturalizantes de urea, el uso de glicina que tiene propiedades 

solubilizantes, el uso de  glicerol y etilenglicol así como de glucosa que estabilizan la 

estructura de las proteínas, el mantenimiento del pH neutro (pH 7.5 se manejó en este 

experimento)  e incluir sales como KCL, NaCl o MgCl2(The QIAexpressionist™)   

Además de lo anterior también se recomienda manejar durante la renaturalización 

una concentración baja de la proteína (10-50µg/ml) y agregar un par redox de glutatión 

reducido y glutatión oxidado (para crear condiciones oxidantes para favorecer enlaces 

disulfuro) así como llevar la diálisis en frío (The QIAexpressionist™). Estas 

recomendaciones no las seguimos por lo que es un factor importante para que BfpI y BfpJ 

no se hayan plegado de la forma adecuada, por lo que es importante repetir la diálisis 

apegándose a estas recomendaciones. Sin embargo realizar las recomendaciones antes 

mencionadas no asegura recuperar la forma nativa y soluble de las proteínas, sino que todo 

depende de la naturaleza de las proteínas, pues se ha reportado que algunas proteínas, una 

vez plegadas, pueden tener bajas solubilidades y ser especialmente susceptibles a la 

agregación (Wingfield, 2016).  
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Un posible método recomendable para purificar BfpI y BfpJ es seguir el de  

Holzinger y colaboradores (1996) donde se menciona que las proteínas con etiquetas de 

histidinas purificadas bajo condiciones desnaturalizantes pueden usarse para renaturalizarse 

directamente en la columna de Ni-NTA antes de la elución usando un gradiente de urea 

inverso (el gradiente se puede llevar acabo en el equipo de cromatografía líquida rápida en 

proteínas (FPLC).  Muchas proteínas que son insolubles cuando se repliegan en solución 

pueden ser replegadas exitosamente mientras se mantienen inmovilizadas a la matriz de Ni-

NTA porque al inmovilizarse un extremo de la proteína durante la renaturalización parece 

evitar las interacciones intermoleculares que provocan la formación de agregados 

(Holzinger et al., 1996) y una vez que se renaturaliza la proteína se puede eluir adicionando 

imidazol. 

Por otro lado otro método para purificar BfpI y BfpJ y posiblemente BfpK consiste 

en usar el amplificado de cada gen sin porción la hidrofóbica (inserto que se amplificó con 

primers específicos) para clonarlo en un vector de secreción donde la señal de secreción en 

el N-terminal dirige a la proteína al espacio periplasmico (donde se acelera el plegamiento 

y la formación de enlaces disulfuro) y la translocación a través de la membrana plasmática 

resultaría en la escinsion de la secuencia líder de secreción (Beacham, 1979). De esta forma 

se evita la formación de cuerpos de inclusión  y la purificación también  simplifica porque 

el contenido de proteína en el espacio periplasmico es del 4% del total de proteínas de E. 

coli (Beacham, 1979).  Por lo tanto se simplifica la purificación de BfpI, BfpJ y BfpK en su 

estructura nativa, posteriormente se puede usar la cromatografía de exclusión molecular 

para la etapa final de purificación es un método más veloz y confiable donde las moléculas 

eluyen por orden decreciente de tamaño molecular. 
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Por otra parte los resultados obtenidos del análisis informático de posibles epitopes 

en BfpI, BfpJ y BfpK sirven de manera presuntiva para seleccionarlas como candidatos 

para el desarrollo de vacunas. Existen vacunas anti-pilus diseñadas para diversas especies 

como Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli enterotoxigenica, Haemophilus influenzae, 

Vibrio cholerae y Moraxella bovis (Cehovin et al., 2011).  

Los resultados obtenidos mediante el análisis informático demostraron 

presuntivamente que BfpJ y BfpK son buenos antígenos por tener un número mayor de 

posibles epitopes según los programas NetCTL 1.2, NetMHCII 2.2, excepto BfpI que no 

tiene la misma cantidad de epitopes y el programa Vaxijen no lo reporta como posible 

antígeno ya que tiene un valor de probabilidad muy bajo para considerarse así. Como se 

puede ver en la tabla 3 la comparación entre los resultados de los probables epitopes de las 

tres proteínas observamos que los mejores candidatos son BfpJ y BfpK. 

Tabla 3 Probables epitopes en la secuencia de BfpI, BfpJ y BfpK. 

Programa/ 

Proteína 

NetCTL 1.2 NetMHCII Vaxijen 

BFPI 5 péptidos de alta 

afinidad 

44 péptidos de alta 

afinidad 

0.3347( No antígeno) 

BFPJ 9 péptidos de alta 

afinidad 

76 péptidos de alta 

afinidad 

0.5998(probable 

antígeno) 

BFPK 10 péptidos de alta 

afinidad  

56 péptidos de alta 

afinidad 

0.4995(probable 

antígeno) 
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La cristalización de rayos X de estas proteínas esclarecería si estos probables 

epitopes se encuentran expuestos y por lo tanto funcionar como antígenos, por el contrario 

si se encuentran los epitopes en la parte no expuesta de la proteína aunque los programas 

los identifiquen como péptidos con alta afinidad hacia el MHC I o el MHC II estos no 

pueden ser reconocidos por no estar expuestos. Como ejemplo los estudios realizados por 

Hartung y colaboradores donde hacen mención de cuál es la importancia de conocer la 

relación entre las pilinas y la estructura del pilus pues esta radica en entender su función en 

la patogénesis y su potencial como vacuna. Sus estudios revelan la estructura de la pilina 

DnFimA de D. nodosus mediante cristalización de rayos X. La DnFimA tiene un puente 

disulfuro altamente conservado que conecta el lazo- y las hojas 1, 2  lo que provoca 

una flexibilidad conformacional. Esta flexibilidad es importante para el diseño de vacunas 

porque esta región flexible y expuesta es fácil de reconocer por anticuerpos anti-peptidos.   

Los resultados obtenidos de los programas informáticos NetCTL 1.2, NetMHCII y 

Vaxijen arrojan una aproximación para usar a BfpJ y BfpK como antígenos, sin embargo 

no podemos afirmar que lo sean del todo debido a que se necesita realizar otros estudios 

complementarios que respalden estos resultados. 

 

 

 

 

 

  



82 

 

 

9 CONCLUSIÓN 

Se logró clonar, expresar y purificar las proteínas BfpI y BfpJ bajo condiciones 

desnaturalizantes sin embargo se formaron precipitados después de dializar, por lo que no 

se pudo continuar con la cristalización.  

La renaturalización para cada proteína debe determinarse empíricamente por lo 

que con BfpI y BfpJ es importante repetir la diálisis probando otras condiciones para 

optimizar el proceso ya que es probable que se pasara por alto algún factor que influyó en 

la formación de precipitados.  

En caso de no obtener la proteína de forma soluble al dializar, se optaría por usar 

algunas modificaciones al proceso de purificación de BfpI y BfpJ en el que las proteínas 

purificadas bajo condiciones desnaturalizantes pueden usarse para renaturalizarse 

directamente en la columna de Ni-NTA antes de la elución usando un gradiente de urea 

inverso. Se espera que este método sea afectivo para purificar y renaturalizar las proteínas, 

sin embargo otra estrategia que podría funcionar para expresar y purificar las proteínas es el 

de clonar el gen de interés en un vector de secreción lo que simplifica la purificación de las 

proteínas en condiciones nativas y posteriormente usar algún método cromatográfico 

(cromatografía de afinidad, de intercambio iónico, o de exclusión molecular) para purificar 

las proteínas. Por ultimo falta secuenciar las construcciones BfpK-pET3a y analizar el 

marco de lectura del inserto. Una vez verificada la construcción continuar con la expresión 

y purificación de la pilina BfpK, si la purificación se realiza bajo condiciones nativas 

directamente se usaría la cromatografía de intercambio iónico para eliminar impurezas y 

continuar con la cromatografía de exclusión molecular. Por otra parte si la purificación se 

realiza bajo condiciones desnaturalizantes las recomendaciones antes mencionadas serian 
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de gran utilidad para optimizar el proceso renaturalización y purificación bajo condiciones 

desnaturalizantes. La purificación continuaría con el uso de cromatografía de intercambio 

iónico y la cromatografía de exclusión molecular.  
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10 ANEXOS 

10.1 Esquema de trabajo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elución en condiciones 

desnaturalizantes  

Análisis por electroforesis y Western Blot 

usando anticuerpos contra His-tag 

Urea  

Eluir las proteínas 

Usando una columna de purificación de Ni-NTA 

de agarosa (Qiagen) bajo protocolo de 

purificación 

Obtención de las cepas transformantes: los plásmidos 

pET3a-BfpI, pET3a-BfpJ, y pET3a-BfpK transformados en 

cepa E. coli BL21 (DE3) 

Clonación  

Escindir con las enzimas de 

restricción los genes bfpI, bfpJ y 

bfpK y el vector pET-3a 

Amplificar genes bfpI, bfpJ y bfpK  

Extracción del plásmido EAF Diseñar cebadores para amplificar 

genes bfpI, bfpJ y bfpK. 

Crecimiento de cepas silvestres EPEC 

BFP  E2348/69 en caldo LB 

Obtener de GenBank las secuencias 

de los genes bfpI, bfpJ y bfpK de 

Purificación de las proteínas BfpI, BfpJ  y BfpK 
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10.2 Epitopes probables 

 

BFPI SECUENCIA COMPLETA 

M  F  I  L  R  N  K  R  K  E  S  

G  L  S  L  I  E  A  S  L  V  I  I  L  S  G  L  V  I  V  L  

V  Q  S  A  I  S  K  I  I  K  Y  A  V  H  E  N  A  L  H  D  

V  S  Y  V  M  S  Y  I  Q  D  T  L  Q  T  S  C  Y  G  K  E  

N  I  V  C  D  G  V  I  S  S  V  K  S  N  V  N  S  G  N  K  

I  K  V  D  V  K  K  D  G  K  Y  V  S  V  Y  I  L  Y  T  L  

S  G  N  E  Y  F  G  R  N  E  D  F  G  S  M  L  F  T  H  V  

S  A  Y  S  G  R  M  D  S  S  T  G  V  V  S  S  V  L  G  W  

W  K  V  N  S  D  D  T  I  F  L  G  G  D  N  N  K  N  L  F  

F  Y  N  N  F  R  V  D  V  L   

NetCTL 1.2 server predicts CTL epitopes in protein sequences. 
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NUMERO DE RESIDUO SECUENCIA 

34 S  A  I  S  K  I  I  K  Y   

109 Y  T  L  S  G  N  E  Y  F 

126 M  L  F  T  H  V   S  A  Y   

137 R  M  D  S  S  T  G  V  V   

145 V  S  S  V  L  G  W   W  K 

 

 

Secuencia de BfpI con los epitopes según el programa NetCTL 1.2   en recuadros de 

colores  

M  F  I  L  R  N  K  R  K  E  S  

G  L  S  L  I  E  A  S  L  V  I  I  L  S  G  L  V  I  V  L  

V  Q  S  A  I  S  K  I  I  K  Y  A  V  H  E  N  A  L  H  D  

V  S  Y  V  M  S  Y  I  Q  D  T  L  Q  T  S  C  Y  G  K  E  

N  I  V  C  D  G  V  I  S  S  V  K  S  N  V  N  S  G  N  K  

I  K  V  D  V  K  K  D  G  K  Y  V  S  V  Y  I  L  Y  T  L  

S  G  N  E  Y  F  G  R  N  E  D  F  G  S  M  L  F  T  H  V  

S  A  Y  S  G  R  M  D  S  S  T  G  V  V  S  S  V  L  G  W  

W  K  V  N  S  D  D  T  I  F  L  G  G  D  N  N  K  N  L  F  

F  Y  N  N  F  R  V  D  V  L   
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NetMHCII 2.2 server predicts binding of peptides to HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP and 

mouse MHC class II alleles using articial neuron networks 
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BFPJ SECUENCIA COMPLETA 

M  I  R  K  E  S  G  L  S  L  

I  E  V  M  I  G  V  L  F  F  S  I  V  S  L  S  V  Y  N  Y  

Y  N  R  S  A  E  Q  H  Y  M  N  N  V  S  V  V  M  C  R  Y  

A  D  A  L  S  Y  Y  L  Q  D  S  T  A  T  N  G  N  G  S  V 

S  L  S  T  L  V  A  S  G  Y  L  P  P  M  Q  E  T  S  G  V  

G  E  Y  E  I  K  M  Y  V  D  K  N  K  N  G  L  I  A  L  Y 

G  G  E  Y  Y  S  L  T  S  E  N  I  K  K  F  L  G  I  R  G  

A  S  A  K  D  N  K  I  I  S  A  G  G  Y  Y  S  L  P  V  S  

D  F  T  G  F  R  T  V  N  L  R  G  L  M  L  I  P  S  I  Q  

T  S  G  Q  N  C  D  R  G  G  Y  D  F   

En gris el péptido señal de la proteína  

NetCTL 1.2 server predicts CTL epitopes in protein sequences. 
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NUMERO DE RESIDUO SECUENCIA 

20   F  S  I  V  S  L  S  V  Y   

22   I  V  S  L  S  V  Y  N  Y  

23   V  S  L  S  V  Y  N  Y  Y 

42   N  V  S  V  V  M  C  R  Y 

50   Y  A  D  A  L  S  Y  Y  L   

72   L  S  T  L  V  A  S  G  Y   

106   L  I  A  L  Y  G  G  E  Y   

107   I  A  L  Y  G  G  E  Y  Y   

137   K  I  I  S  A  G  G  Y  Y   

 

Secuencia de BfpJ con los epitopes según el programa NetCTL 1.2   en recuadros de 

colores  

M  I  R  K  E  S  G  L  S  L  

I  E  V  M  I  G  V  L  F  F  S  I  V  S  L  S  V  Y  N  Y  

Y  N  R  S  A  E  Q  H  Y  M  N  N  V  S  V  V  M  C  R  Y  

A  D  A  L  S  Y  Y  L  Q  D  S  T  A  T  N  G  N  G  S  V 

S  L  S  T  L  V  A  S  G  Y  L  P  P  M  Q  E  T  S  G  V  

G  E  Y  E  I  K  M  Y  V  D  K  N  K  N  G  L  I  A  L  Y 

G  G  E  Y  Y  S  L  T  S  E  N  I  K  K  F  L  G  I  R  G  

A  S  A  K  D  N  K  I  I  S  A  G  G  Y  Y  S  L  P  V  S  

D  F  T  G  F  R  T  V  N  L  R  G  L  M  L  I  P  S  I  Q  

T  S  G  Q  N  C  D  R  G  G  Y  D  F   

En gris el péptido señal de la proteína  
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NetMHCII 2.2 server predicts binding of peptides to HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP and 

mouse MHC class II alleles using articial neuron networks 
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BFPK SECUENCIA COMPLETA 

M  I  F  E  G  R  Q  Q  K  G  

L  S  L  I  E  I  A  M  V  I  I  L  S  V  V  F  I  S  G  G  

S  Y  I  I  S  L  F  K  V  F  A  Q  S  C  V  V  A  T  D  M  

N  S  V  R  N  I  I  I  S  S  D  V  E  Y  K  T  G  K  Y  D 

V  S  S  I  T  N  D  N  R  F  N  K  Y  Q  V  Y  F  G  N  D 

G  Y  T  L  I  S  G  S  S  P  V  S  V  D  V  F  F  I  T  C  

Y  L  A  K  Y  N  C  V  W  I  L  N  T  N  N  K  I  Y  A  K  

H  M  S  A  V  L  P  L  E  L  L  S  A  Y  G  L  N  Y  S  G 

E  S  G  V  T  G  L  L  F  K  R  Y   

En gris el péptido señal de la proteína  

 

NetCTL 1.2 server predicts CTL epitopes in protein sequences. 
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NUMERO DE RESIDUO SECUENCIA 

24   V  V  F  I  S  G  G  S  Y  

56   I  I  I  S  S  D  V  E  Y  

61   D  V  E  Y  K  T  G  K  Y 

75   T  N  D  N  R  F  N  K  Y 

107   F  I  T  C  Y  L  A  K  Y 

120   I  L  N  T  N  N  K  I  Y   

132   M  S  A  V  L  P  L  E  L 

140   L  L  S  A  Y  G  L  N  Y   

151   E  S  G  V  T  G  L  L  I   

154   V  T  G  L  L  F  K  R  Y 

 

Secuencia de BfpK con los epitopes según el programa NetCTL 1.2  en recuadros de 

colores. 

M  I  F  E  G  R  Q  Q  K  G  

L  S  L  I  E  I  A  M  V  I  I  L  S  V  V  F  I  S  G  G  

S  Y  I  I  S  L  F  K  V  F  A  Q  S  C  V  V  A  T  D  M  

N  S  V  R  N  I  I  I  S  S  D  V  E  Y  K  T  G  K  Y  D 

V  S  S  I  T  N  D  N  R  F  N  K  Y  Q  V  Y  F  G  N  D 

G  Y  T  L  I  S  G  S  S  P  V  S  V  D  V  F  F  I  T  C  

Y  L  A  K  Y  N  C  V  W  I  L  N  T  N  N  K  I  Y  A  K  

H  M  S  A  V  L  P  L  E  L  L  S  A  Y  G  L  N  Y  S  G 

E  S  G  V  T  G  L  L  F  K  R  Y   

En gris el péptido señal de la proteína  
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NetMHCII 2.2 server predicts binding of peptides to HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP and 

mouse MHC class II alleles using articial neuron networks 
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