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ABREVIATURAS 
 

• ADN ácido desoxirribonucleico 

• amp ampicillina 

• amp-r resistencia o resistente a ampicillina 

• ARN ácido ribonucleico 

• ELISA ensayo inmunoenzimático (por sus siglas en inglés, Enzyme Linked   

  Immunosorbent Assay)  

• EDTA ácido etilendiaminotetracético   

• FDA  órgano regulatorio para medicamentos y alimentos de EE. UU. (por sus  

  siglas en inglés, Food and Drug Administration) 

• IFNα2b interferón alfa 2b 

• kb kilobase 

• LPS  lipopolisacáridos 

• min minutos 

• pb par de bases nucleotídicas 

• PBS solución salina tamponada con fosfato (por sus siglas en inglés, Phosphate 

 Buffered Saline) 

• PBS-T PBS suplementado con tween 20 al 0,05%. 

• PCR reacción en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés, Polymerase 

 Chain Reaction) 

• PEG polietilenglicol 

• Plg plasminógeno 

• RBS sitio de unión al ribosoma (por sus siglas en inglés, Ribosome Binding Site) 

• rpm revoluciones por minuto 

• SDS dodecil sulfato de sodio (por sus siglas en Inglés, Sodium Dodecil Sulfate) 

• SDS-PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (por sus siglas 

  en inglés, SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

• SN sobrenadante de cultivo 

• tsr tioestreptona 

• tsr-r resistencia o resistente a tioestreptona 

• Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano 
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SÍNTESIS 
Los hospederos heterólogos se utilizan frecuentemente para la producción de proteínas de 

interés biofarmacéutico como una alternativa eficaz al aislamiento a partir de su fuente 

natural. Escherichia coli ha sido el hospedero heterólogo más utilizado. Sin embargo, muchas 

proteínas se acumulan en cuerpos de inclusión, lo cual dificulta los procesos de 

replegamiento de estas en su conformación nativa. En contraste, las bacterias grampositivas 

como Streptomyces lividans ofrecen la ventaja de secretar las proteínas al medio de cultivo y 

esto favorece su correcto plegamiento y facilita su purificación. En este trabajo se evalúa la 

utilidad de S. lividans TK24 para secretar interferón α 2b humano (IFNα2b) y estreptoquinasa 

de Streptococcus equisimilis ATCC9542 (SKC-2) biológicamente activos al medio de cultivo. 

Para mediar la secreción de ambas proteínas se seleccionaron los péptidos señales del 

inhibidor de subtilisina de Streptomyces venezuelae CBS762.70 (Vsi-sp) –dependiente de la 

vía Sec-, de la xilanasa C de Streptomyces lividans –dependiente de la vía Tat- y el de la 

lipasa A de Streptomyces exfoliatus M11 (LipA-sp), el cual no había sido utilizado con 

anterioridad. S. lividans TK24 secretó la SKC-2, fusionada al Vsi-sp, biológicamente activa al 

medio de cultivo hasta 4 mg l-1. La SKC-2 fue purificada a escala de laboratorio mediante las 

cromatografías de intercambio iónico e interacciones hidrofóbicas; lo que permitió aumentar 

su pureza hasta el 90%. La SKC-2 purificada tuvo una actividad específica de 35 928 UI mg–1 

y su identidad fue verificada mediante la secuenciación de su extremo amino. Además, la 

proteína purificada tuvo un máximo de absorción UV característico a los 277 nm. Los niveles 

de la SKC-2 secretada aumentaron hasta 15 mg l-1 cuando la cepa recombinante fue cultivada 

siguiendo un procedimiento de fermentación por lote no optimizado a escala de banco. Este 

incremento en la cantidad secretada de la SKC-2 muestra el potencial que tiene la 

optimización de la fermentación de S. lividans para la obtención soluble de la estreptoquinasa 

SKC-2. 

El IFNα2b fue secretado biológicamente activo al medio extracelular de S. lividans TK24 

cuando se fusionó al Vsi-sp o al LipA-sp a niveles <1 mg l-1. Estos niveles de expresión son 

bajos, pero aún quedan posibilidades por explorar para incrementar la cantidad del IFNα2b; 

entre ellas, la evaluación de otros péptidos señales para dirigir la secreción de esta 

biomolécula. 

S. lividans TK24 es un hospedero bacteriano no patógeno, que no posee LPS en su 

estructura celular. Estas propiedades lo hacen más atractivo para la obtención biológicamente 

activa de la SKC-2, una proteína de gran utilidad en la práctica clínica. 
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1 INTRODUCCIÓN 
Los sistemas de expresión heteróloga se utilizan frecuentemente para la producción de 

proteínas de importancia biofarmacéutica debido a que pueden alcanzar mayores niveles de 

producción que la fuente original. Se han empleado sistemas de expresión efectivos que 

incluyen las bacterias, levaduras, células de mamíferos, plantas y animales transgénicos para 

la obtención de proteínas a gran escala con fines industriales o a pequeña escala para 

estudiar su función. La elección de un sistema en particular depende de varios factores como 

tiempo de producción, costos, aplicaciones, características de la proteína de interés, 

expresión intracelular o extracelular, modificaciones post-traduccionales, actividad biológica, 

entre otros. Los rendimientos de las proteínas recombinantes varían dependiendo de la 

proteína específica y del sistema de expresión seleccionado.  

Dentro de la amplia variedad de herramientas disponibles para expresar proteínas de origen 

heterólogo, las bacterias son, en muchos casos, los hospederos más atractivos debido a sus 

características de crecimiento y los bajos costos relativos asociados. Son especialmente útiles 

cuando las proteínas de interés no requieren modificaciones post-traduccionales para que 

sean biológicamente activas. Escherichia coli continúa siendo el hospedero bacteriano más 

utilizado debido a su rápido crecimiento en sustratos relativamente baratos, su genética bien 

caracterizada y la disponibilidad comercial de gran cantidad de vectores de clonación y cepas 

mejoradas1. En general, en este microorganismo, las proteínas recombinantes sobre-

expresadas se acumulan en el citoplasma o en el espacio periplasmático. Con mayor 

frecuencia, el citoplasma es la primera elección debido a que se obtienen generalmente 

rendimientos más altos, pero la acumulación intracelular de las proteínas en cuerpos de 

inclusión requiere de procesos de extracción de las proteínas con agentes fuertes y de 

renaturalización para el replegamiento adecuado de las proteínas, los cuales pueden afectar 

su actividad biológica. Esos procesos suelen ser laboriosos, caros y con consecuencias para 

el medio ambiente1,2. 

Por tales razones, algunos géneros de bacterias grampositivas están siendo evaluados como 

hospederos para la producción de proteínas heterólogas debido a que estas bacterias 

secretan directamente las proteínas al medio extracelular. La posibilidad de purificar la 

proteína del medio de cultivo es una ventaja importante pues el material de partida tiene 

mayor pureza que el material soluble intracelular y por ende, el número de pasos del proceso 

de purificación es menor. Ciertas especies de Lactococcus y Corynebacterium, utilizadas 

también en la industria alimenticia, parecen prometedoras como hospederos3-6. Algunas 

especies de bacilos o estreptomicetos secretan naturalmente grandes cantidades de enzimas 
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hidrolíticas y en los últimos años han sido investigadas para la producción secretoria de 

proteínas heterólogas7-9. 

Los estreptomicetos se conocen por producir más de la mitad de 10 000 compuestos 

bioactivos documentados y se consideran una reserva de productos naturales10-13. El género 

Streptomyces ha sido de interés a la investigación académica por producir dos tercios de los 

antibióticos obtenidos por vía natural y una amplia gama de metabolitos con actividad 

antifúngica, antitumoral, antihelmíntica o herbicidas, entre otros11,13. Además, varias especies 

de este género secretan eficientemente proteínas y enzimas extracelulares, dentro de las que 

se destacan celulasas, amilasas, xilanasas, proteasas, endonucleasas de restricción y 

lipasas12.  

Debido a la gran diversidad de biomoléculas que secreta el género Streptomyces también ha 

sido de interés a la industria; y por más de 50 años se han comercializado fundamentalmente 

antibióticos y enzimas extracelulares producidas por estas bacterias12,14. Como resultado de 

los años de experimentación se dispone de experiencia en la optimización de las 

fermentaciones de Streptomyces para incrementar los rendimientos de las biomoléculas de 

interés, 12,14. 

Entre los Streptomyces, Streptomyces lividans es el que ha sido generalmente utilizado para 

la expresión de genes13; y en los últimos años, su capacidad natural de secretar proteínas –

tales como xilanasas (A, B y C), quitinasa, endoglucanasas (A y B), β-galactosidasa, esterasa, 

entre otras- ha sido evaluada para la obtención de proteínas recombinantes7,14-16. S. lividans 

no posee un extenso sistema de restricción-modificación al ADN foráneo, no se ha informado 

sobre la ocurrencia de cuerpos de inclusión en su citoplasma y es considerado un organismo 

no patógeno a humanos (nivel de contención 1)13. Particularmente, el derivado S. lividans 

TK24 ha sido frecuentemente utilizado ya que posee relativamente baja actividad de 

proteasas extracelulares, las cuales pueden afectar la integridad y los rendimientos de las 

proteínas12,14. 

Cuando se ha utilizado a S. lividans para la producción de proteínas recombinantes, la 

estrategia ha sido fusionar el gen de interés a la secuencia señal de una proteína homóloga 

abundantemente secretada a través de la vía de secreción Sec12,14. Uno de los ejemplos más 

sobresalientes ha sido la obtención del factor α de necrosis tumoral murino (mTNFα) a niveles 

de 300 mg l-1 de sobrenadante de cultivo (SN) cuando se utilizaron las señales reguladoras y 

de secreción del inhibidor de subtilisina de Streptomyces venezuelae CBS762.70 (Vsi)17. 

Posteriormente, el mTNFα fue secretado entre 200 y 300 mg l-1 al medio de cultivo cuando la 

cepa recombinante fue crecida en el caldo TSB a escala piloto18. Esta citocina fue purificada 
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en su forma trimérica nativa a partir de Streptomyces y fue significativamente más activa que 

la forma dimérica obtenida a partir de E. coli18. Actualmente el mTNFα es comercializado por 

Minotech Biotechnology (Creta, Grecia). Este resultado sugiere que las señales reguladoras y 

de secreción del vsi pueden ser eficientes en dirigir la expresión y translocación de otras 

proteínas heterólogas en S. lividans TK24. 

En general, los estreptomicetos tienen gran potencial como fuente de nuevas proteínas 

extracelulares y, por consiguiente, de nuevas señales reguladoras y de secreción para ser 

evaluadas en la expresión de proteínas de interés biofarmacéutico. Particularmente, algunas 

especies del género Streptomyces con conocidas por secretar abundantemente enzimas 

lipolíticas, de las cuales no se ha informado sobre la utilización de sus señales de secreción 

para dirigir la translocación de proteínas heterólogas en S. lividans. Por lo antes expuesto, es 

atractivo evaluar el péptido señal de una lipasa, como el de la lipasa A de Streptomyces 

exfoliatus M1119,20 (LipA), para dirigir la translocación de proteínas de interés en S. lividans. 

Recientemente se informó sobre la funcionalidad del proceso de translocación “twin-arginine” 

(Tat) en S. lividans TK24; que, a diferencia del proceso Sec, secreta proteínas de variadas 

dimensiones que han adquirido algún grado de estructura terciaria en el citoplasma21. Este 

proceso de secreción fue recientemente evaluado para la expresión del factor α de necrosis 

tumoral humano (hTNFα) y la interleucina 10 humana (IL-10) en S. lividans TK24. Ambas 

proteínas fueron fusionadas, por separado, al péptido señal de la xilanasa C de S. lividans 

(XlnC-sp) o al de la tirosinasa de Streptomyces antibioticus (MelC1-sp). La xilanasa C y la 

tirosinasa son únicamente translocadas a través del proceso Tat, puesto que su secreción se 

bloqueó en mutantes de S. lividans TK24 en los genes tatB y tatC21,22. El hTNFα y la IL-10 se 

secretaron a través de la vía Tat en S. lividans, pero los rendimientos fueron menores 

comparados con los obtenidos por la vía Sec, cuando las dos proteínas se fusionaron por 

separado al péptido señal del Vsi (Vsi-sp)23. 

El péptido señal de MelC1 también ha sido utilizado para dirigir la translocación del TNFα 

humano24, la fofatasa alcalina de E. coli24, la linfotóxina humana24 y la calcitoína de salmón25 

antes de que se informara que la proteína nativa es secretada exclusivamente a través de la 

vía Tat en Streptomyces. Particularmente, la calcitoína de salmón fue obtenida a niveles de 

30 mg l-1 cuando la cepa recombinante fue cultivada en el medio de la caseína en un 

fermentador25. Este péptido fue recobrado con una actividad y conformación equivalente al 

estándar sintético. 

En el año 2006, Widdick y cols aportaron evidencias sobre la utilización del proceso Tat como 

una vía general de secreción de proteínas en Streptomyces coelicolor26 y desarrollaron un 
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sistema de búsqueda de proteínas secretadas exclusivamente por la vía Tat que empleó la 

agarasa de S. coelicolor como proteína reportera de la secreción Tat. Cerca del 30% de las 

proteínas secretadas por S. coelicolor fueron identificadas como sustratos translocados 

únicamente por la vía Tat26. Esta ruta puede, como consecuencia, ser una alternativa valiosa 

para la secreción de proteínas “incompatibles con el sistema Sec” en Streptomyces. 

La optimización del medio de cultivo y de los parámetros de la fermentación ha sido una 

alternativa muy utilizada para incrementar los rendimientos de las proteínas nativas y 

heterólogas producidas por S. lividans8,18,27. Particularmente, el incremento de la osmolaridad 

del medio de cultivo ha sido efectivo para aumentar los rendimientos de varias enzimas 

expresadas por S. lividans27,28. Ali y cols reportaron que al incrementar la osmolaridad del 

medio de cultivo hubo cambios en el super-enrrollamiento negativo del ADN e incrementos 

significativos de las cantidades de las enzimas expresadas28. En ese estudio, al medio de 

cultivo TSB completo (TSB suplementado con extracto de levadura) se le adicionaron los 

osmolitos sacarosa (BTSB)29 o NaCl28. DeSanti y cols reportaron niveles de 2 mg l-1 de 

endostatina humana secretada por S. lividans cuando fue cultivado en caldo TSB completo 

suplementado con sacarosa, los cuales fueron similares a las cantidades de otras proteínas 

de origen humano secretadas por S. lividans 14,30. Erpicum y cols también reportaron un 

incremento significativo en las cantidades de tres β-lactamasas secretadas por S. lividans 

cuando las cepas recombinantes fueron cultivadas en presencia de sacarosa27. 

Para estudiar la secreción de proteínas heterólogas a través de las vías Sec y Tat en S. 

lividans TK24, se analizaron las propiedades terapéuticas y las fuentes de obtención del 

interferón α 2b humano (IFNα2b) y la estreptoquinasa de Streptococcus equisimilis (SKC). El 

IFNα2b ha sido utilizado satisfactoriamente en el tratamiento de hepatitis B y C, papilomatosis 

respiratoria, esclerosis múltiple, condilomas, conjuntivitis hemorrágica, esquizofrenia y otras 

enfermedades, incluyendo 14 tipos de cáncer31-33. La SKC fue la primera droga introducida 

como terapia para el infarto agudo del miocardio hace más de 40 años34 y es un agente 

fibrinolítico de elección, principalmente en países en vías de desarrollo. Actualmente forma 

parte de la Lista Modelo de los Medicamentos Esenciales propuesta por la Organización 

Mundial de la Salud35. 

La obtención por vía recombinante de estas dos biomoléculas ha sido extensamente 

investigada considerando, en ambos casos, las limitaciones de obtención a partir de la fuente 

natural. El IFNα2b es una proteína secretada naturalmente por los leucocitos humanos, 

mientras que la SKC es secretada por Streptococcus equisimilis al medio de cultivo a bajos 

niveles. Esta bacteria grampositiva secreta varias toxinas al medio extracelular que son 
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potencialmente inmunogénicas en humanos. Por ello, la producción comercial actual de la 

SKC a partir de su fuente natural requiere de condiciones estrictas de bioseguridad y un 

control de calidad riguroso del producto manufacturado35,36.  

En Cuba se reportó la expresión del IFNα2b en E. coli por primera vez por Silva y cols en 

198837. Posteriormente se informó la expresión a altos niveles de la estreptoquinasa mutante 

SKC-2 por Estrada y cols38. Desde hace varios años estas dos proteínas se producen en 

Cuba como productos recombinantes obtenidos a partir de E. coli. Sin embargo, ambas 

moléculas se acumulan inactivas en cuerpos de inclusión en el citoplasma, lo cual tiene la 

desventaja de requerir procesos de extracción y renaturalización para la solubilización y el 

replegamiento adecuado de las proteínas39-41. Durante el proceso de renaturalización ocurren 

pérdidas considerables, como en el caso del IFNα2b que se reportan mermas del 50%39. Del 

material que se recupera del proceso de renaturalización se pueden obtener moléculas 

acetiladas, con aminoácidos oxidados, con una metionina en el extremo amino, agregados 

moleculares y en el caso del IFNα2b con cisteínas parcial o completamente reducidas o con 

puentes disulfuro malformados. Algunas de estas especies moleculares tienen baja actividad 

específica y pueden ser responsables de reacciones adversas e inmunogénicas40.  

Para facilitar el recobrado del IFN2αb se ha estudiado su expresión secretoria en Bacillus 

subtilis y Saccharomyces cerevisiae42,43. B. subtilis expresó el IFNα2b fusionado al péptido 

señal de la α amilasa de Bacillus amyloliquefaciens con rendimientos entre 0,5 y 1 mg l-1 y 

una actividad antiviral semejante al IFNα2b nativo (108 UI l-1)42. Niveles similares de actividad 

antiviral fueron obtenidos cuando el IFNα2b se fusionó a su péptido señal nativo o a un 

híbrido compuesto por los péptidos señales del interferón alfa 1 y 2 y se utilizó a S. cerevisiae 

como hospedero. En este caso, se detectó heterogeneidad en el extremo amino del IFNα2b43. 

En el caso de la SKC, su expresión secretoria ha sido estudiada extensamente en varios 

hospederos bacterianos y en las levaduras Pichia pastoris y Schizosaccharomyces pombe. El 

gen skc de S. equisimilis H46A fue inicialmente clonado en E. coli44 y se han informado varias 

estrategias para incrementar la productividad de la SKC como su fusión a péptidos señales de 

proteínas secretadas en E. coli45-49. B. subtilis también fue utilizado como hospedero para la 

expresión secretoria de la SKC y los mejores resultados se obtuvieron con la cepa WB600, 

deficiente en seis proteasas extracelulares50. Lactococcus lactis fue otro hospedero 

bacteriano utilizado para la obtención de la SKC, pero esta fue degradada por proteasas del 

hospedero a productos inactivos51. Cuando P. pastoris fue utilizada como hospedero, la SKC 

fue secretada al medio de cultivo pero fue modificada post-traduccionalmente por N-

glicosilación52. En S. pombe, se reportó la expresión secretoria de la SKC sin modificaciones 
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por glicosilación o degradación significativa. Sin embargo, la SKC solamente se secretó al 

periplasma53. La secreción de la estreptoquinasa SKC-2 de Streptococcus equisimilis 

ATCC9542 ha sido estudiada en E. coli y P. pastoris45,54-56. Los rendimientos de la SKC-2 

alcanzaron hasta 5 000 UI ml-1 cuando dicha proteína fue fusionada a la secuencia señal 

ompA de E. coli. Sin embargo, cerca del 95% de la SKC-2 fue secretada principalmente al 

periplasma de E. coli45. Estrada y cols ensayaron la expresión extracelular de la SKC-2 en P. 

pastoris, pero la proteína fue modificada por glicosilación56. Por lo antes reportado se justifica 

la búsqueda de un nuevo hospedero para la expresión secretoria de la estreptoquinasa. 

S. lividans es una bacteria grampositiva que secreta directamente las proteínas al medio 

extracelular y ha sido satisfactoriamente utilizada para la expresión de proteínas de origen 

eucariota14,18,25,57 y procariota8,15,58 correctamente plegadas, no glicosiladas y bioactivas en el 

medio de cultivo. Ello ha simplificado el recobrado de la proteína de interés.  

Teniendo en consideración lo antes expuesto y que en Cuba hay disponibilidad de sistemas 

analíticos establecidos para la detección, cuantificación y caracterización de las proteínas 

IFNα2b y la SKC-2, la hipótesis de este trabajo fue la siguiente: 

“Streptomyces lividans TK24 secreta al medio extracelular el interferón alfa 2b o la 

estreptoquinasa SKC-2 biológicamente activos, cuando los expresa fusionados al péptido 

señal del inhibidor de la subtilisina de S. venezuelae, de la lipasa A de S. exfoliatus M11 o de 

la xilanasa C de S. lividans”. 

Para probar o refutar la hipótesis se planteó el siguiente Objetivo general: 
Evaluar si Streptomyces lividans TK24 transformado con plasmidios que codifican proteínas 

de fusión entre el péptido señal del inhibidor de la subtilisina de S. venezuelae, de la lipasa A 

de S. exfoliatus M11 o de la xilanasa C de S. lividans y el interferón alfa 2b o la 

estreptoquinasa SKC-2 secreta las biomoléculas en estado biológico activo. 

Objetivos específicos 
1. Obtener cepas de S. lividans TK24 transformadas con plasmidios replicativos que 

codifiquen para proteínas de fusión entre cada péptido señal y interferón alfa 2b o a la 

SKC-2. 

Tareas: 

1.1 Construcción de plasmidios replicativos que codifiquen para el IFNα2b fusionado al: 

a) péptido señal del inhibidor de subtilisina de S. venezuelae CBS762.70 

b) péptido señal de la xilanasa C de S. lividans 

c) péptido señal de la lipasa A de S. exfoliatus M11. 

1.2   Construcción de plasmidios replicativos que codifiquen para la SKC-2 fusionada al: 
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a) péptido señal del inhibidor de subtilisina de S. venezuelae CBS762.70 

b) péptido señal de la xilanasa C de S. lividans 

c) péptido señal de la lipasa A de S. exfoliatus M11. 

Transformación de S. lividans TK24 con cada plasmidio obtenido por separado. 

2. Evaluar si las cepas de S. lividans TK24 recombinantes secretan al cultivo el interferón 

alfa 2b o la estreptoquinasa SKC-2 y si las biomoléculas secretadas son biológicamente 

activas. 

Tareas: 

2.1 Inmunodetección por Western blotting e inmunocuantificación por ELISA del producto 

génico IFNα2b o SKC-2 expresado por la cepa recombinante crecida en zaranda en el 

medio de cultivo BTSB. 

2.2 Cuantificación de la actividad biológica antiviral del IFNα2b expresado por S. lividans 

TK24 en las condiciones indicadas en 2.1. 

2.3 Detección por zimografía de la actividad amidolítica de la SKC-2 expresada por S. 

lividans TK24 en las condiciones indicadas en 2.1. 

3. Purificar las proteínas IFNα2b o SKC-2, si alguna de ellas se secreta al medio de cultivo 

en forma biológicamente activa y alcanza una concentración ≥ 2,0 mg l-1 

Tareas: 

3.1  Inmunocuantificación por ELISA e Inmunodetección por Western blotting del IFNα2b o la 

SKC-2 expresado por la cepa recombinante crecida en zaranda en los medios de cultivo 

BTSB, TSB y en el medio de la caseína. 

3.2  Purificación del IFNα2b o la SKC-2 mediante técnicas cromatográficas convencionales. 

3.3 Análisis físico, químico y biológico del producto purificado mediante espectrofotometría 

UV, secuenciación del extremo amino y actividad biológica. 

3.4  Evaluación del potencial de S. lividans para la expresión del IFNα2b o la SKC-2 

mediante su cultivo en un fermentador a escala de banco. 

Novedad científica 
 Este trabajo de tesis informa por primera vez a la comunidad científica:  

1. La secreción del interferón alfa 2b humano biológicamente activo al medio extracelular 

en Streptomyces lividans. 

2. La secreción de la estreptoquinasa SKC-2 de Streptococcus equisimilis ATCC9542 

biológicamente activa al medio extracelular en Streptomyces lividans. 

3. La purificación de la estreptoquinasa SKC-2 de Streptococcus equisimilis ATCC9542 

bioactiva a partir del medio de cultivo de Streptomyces lividans. 
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4. La utilización del péptido señal de la lipasa A de Streptomyces exfoliatus M11 para 

promover la secreción de proteínas heterólogas al medio extracelular de Streptomyces 

lividans. 

Importancia teórica 

1. Se demuestra que el péptido señal de la lipasa A de Streptomyces exfoliatus M11 

promueve la translocación de proteínas a través de un proceso no dependiente de la 

vía Tat en Streptomyces lividans.  

2. El conjunto de técnicas empleadas constituye un aappoorrttee  mmeettooddoollóóggiiccoo al estudio de la 

secreción de proteínas heterólogas por Streptomyces lividans en Cuba. 

Importancia práctica 

Al fusionar la SKC-2 al péptido señal del inhibidor de subtilisina de Streptomyces 

venezuelae CBS762.70, ésta fue secretada por Streptomyces lividans al medio de cultivo 

en cantidades que permitieron purificarla a escala de laboratorio y caracterizar 

satisfactoriamente su actividad biológica. El incremento en las cantidades de la SKC-2 

cuando la cepa recombinante fue crecida en un fermentador a escala de banco muestra el 

potencial que tiene su optimización para la obtención soluble de la estreptoquinasa SKC-

2. En consecuencia, este sistema puede servir de punto de partida para el establecimiento 

de una producción a mayor escala. La estreptoquinasa es el más económico de los 

trombolíticos empleados actualmente y si se lograse un proceso de producción más 

seguro al personal productor o más sencillo pudiera bajar el costo de su producción y 

llegar a ser más accesible a los pacientes que la necesiten. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Fisiología y genética de Streptomyces 

El género Streptomyces pertenece al orden Actinomycetales, los cuales fueron considerados 

por mucho tiempo un grupo inusual de hongos. Análisis químicos y de microscopía electrónica 

revelaron que ellos son realmente bacterias grampositivas procariotas. Los estreptomicetos 

son únicos dentro de las bacterias considerando su ciclo de vida a partir de la germinación de 

una espora y la consiguiente formación de micelio, lo cual involucra una compleja regulación 

de la expresión génica. En medio agarizado (Figura 1A, 1B) las colonias de Streptomyces 

están altamente diferenciadas. La parte más baja de la colonia consiste de hifas de micelio 

vegetativo sustrato ramificado que penetran en el medio y su superficie está cubierta de hifas 

aéreas que se forman utilizando nutrientes primarios procedentes de la hidrólisis del micelio 

sustrato más viejo. El estado final del desarrollo es la conversión de micelio aéreo en esporas 

(Figura 1C) y esto ocurre en la parte más alta del micelio aéreo, donde se forman septos. 

Finalmente estas esporas pueden dispersarse y restaurar el ciclo de vida59. 

Durante su crecimiento, los estreptomicetos no sólo adaptan su morfología celular 

diferenciada, sino también experimentan cambios dramáticos en el metabolismo celular. Por 

ello, la diferenciación celular y sus mecanismos regulatorios se han convertido en un tema de 

investigación en progreso. La secreción de una amplia variedad de metabolitos secundarios 

ocurre de manera coordinada con cambios de morfología del micelio sustrato al micelio aéreo. 

Ejemplos tipos son S. lividans y S. coelicolor que producen micelio aéreo rojo y esporas 

pimentadas en azul como consecuencia de la producción de los metabolitos secundarios 

undecilprodigiosina y actinorrodina, respectivamente (Figura 1A, 1B)60. 

   A    B    C 

     
 

Figura 1. (A) Vista panorámica de la morfología de las colonias de S. lividans 66 y (B) de S. 
coelicolor A3(2), incluyendo el antibiótico actinorrodina, de color azul, secretado en el medio y 
en la superficie hidrofóbica de la colonia como gotas azules. (C) Micelio aéreo y esporas de S. 
coelicolor A3(2)60. 
 

Los miembros de este género producen gran cantidad de metabolitos secundarios, lo cual 

hace de estos microorganismos uno de los grupos más importantes para la industria 

biofarmacéutica. Alrededor de dos tercios de los antibióticos conocidos son sintetizados por 
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los estreptomicetos61. Además, la producción de agentes farmacológicamente activos como 

medicamentos antitumorales, inmunosupresores y anti-infecciosos han establecido un 

importante papel en la biotecnología. Se considera que los Streptomyces están 

excepcionalmente concebidos para la “guerra bioquímica” ya que pueden eliminar 

competidores como las bacterias y los hongos en los ecosistemas del suelo60. Ellos también 

son una fuente de herbicidas62 y enzimas industrialmente importantes utilizadas en la 

alimentación63 y en la industria del papel64. 

Adicionalmente, los Streptomyces exhiben una versatilidad nutricional basada en su 

capacidad de degradar materiales orgánicos complejos en el medio ambiente. La mayoría de 

ellos son biopolímeros insolubles de origen animal o vegetal. En correspondencia, se han 

identificado una amplia variedad de enzimas extracelulares como: celulasas, amilasas, 

hemicelulasas y xilanasas, las cuales hidrolizan proteínas y carbohidratos complejos12,65. En 

los últimos años se ha informado que algunas especies del género Streptomyces producen 

enzimas lipolíticas66, como es el caso de S. exfoliatus M11 que secreta abundantemente la 

lipasa A de 28 kDa al medio extracelular por intermedio de un péptido señal (LipA-sp)19,20. Los 

Streptomyces también secretan enzimas proteolíticas e inhibidores enzimáticos en grandes 

cantidades al medio extracelular12. Por todas estas propiedades, los Streptomyces son 

considerados un sistema crucial para el ecosistema del suelo. 

El interés de la biotecnología y otras ramas en los estreptomicetos hacen de ellos blancos 

para la Ingeniería Genética. S. coelicolor A3(2) es el estreptomiceto modelo para el estudio de 

la síntesis de antibióticos y diferenciación y es el miembro genéticamente mejor estudiado del 

género11. Con la disponibilidad de la secuencia de su genoma en el año 2001, se conoció que 

este microorganismo tiene un cromosoma lineal grande con un origen de replicación 

localizado en el centro (oriC) y en ambos extremos largas regiones invertidas67. La mayoría 

de los genes esenciales y de mantenimiento están localizados en la región central del 

cromosoma, mientras que los “brazos” del cromosoma contienen genes de mayor variabilidad. 

El análisis de este genoma de 8 667 507 pb, el cual fue físicamente mapeado13, mostró 7825 

posibles genes, de los cuales muchos están probablemente relacionados con su estilo de vida 

de sobrevivir y competir en el ambiente del suelo. El mismo es casi dos veces más grande 

que el genoma de E. coli y de B. subtilis67. Por lo demás, el ADN de S. coelicolor tiene un alto 

contenido de G+C de 72,12%, el cual es característico de todos los genomas de los 

actinomicetos67. En el año 2003, la secuencia de un segundo genoma de Streptomyces se 

hizo pública: Streptomyces avermitilis. Este contiene una región central similar a S. coelicolor, 

pero brazos casi completamente diferentes que probablemente han evolucionado 
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independientemente68. Recientemente, se informó sobre la secuencia del genoma de 

Streptomyces griseus IFO 13350 que produce el antibiótico antituberculoso estreptomicina69. 

El cromosoma lineal consiste de 8 545 929 pb con un contenido de G+C de 72,2% y posee 7 

138 marcos de lectura abiertos. Al compararlo con los otros dos genomas de Streptomyces 

secuenciados se evidenció la existencia de 24 proteínas específicas de Streptomyces. 

2.2 Translocación de proteínas en bacterias 
El proceso de translocación de proteínas a través de las membranas hidrofóbicas es esencial 

para las células. Los sistemas de transporte, los cuales actúan en un modo co- o post-

traduccional, han evolucionado y aseguran la localización de las proteínas desde el 

citoplasma a su lugar de acción, incluyendo las membranas citoplasmáticas, la pared celular o 

el ambiente extracelular. Este transporte activo de proteínas a su destino final es denominado 

secreción de proteínas. Debido a las diferencias en la organización de la pared celular, el 

paso de proteínas secretadas ocurre a través de diferentes grupos de mecanismos de 

transporte en las bacterias. 

En las bacterias grampositivas, las proteínas pueden ser translocadas hacia o a través de la 

membrana citoplasmática, mediante una ruta de translocación dependiente de una extensión 

en su extremo amino denominada péptido señal. Además de esta ruta de secreción se ha 

descrito otro proceso de translocación activa, el cual se ha denominado proceso tipo I o de 

casete de unión a ATP (ABC, por sus siglas en inglés, ATP-binding cassette-pathway)70.  

En las bacterias gramnegativas, las proteínas se pueden insertar en o pasar a través de la 

membrana interna y ser liberadas en el periplasma a través de las rutas de translocación 

dependiente de péptido señal70. En los sistemas de secreción tipo II y tipo VI, el tránsito a 

través de la membrana externa ocurre por la formación de un poro por determinadas 

proteínas de membrana interna y externa (tipo II) o por la región carboxilo terminal del 

sustrato (tipo VI). La secreción tipo II es el proceso principal para la secreción de proteínas 

extracelulares por la bacteria70. El sistema de secreción tipo VI comprende un grupo de auto-

transportadores, los cuales forman un poro en la membrana externa a través del cual pasa el 

dominio “pasajero”. El subsiguiente corte auto-proteolítico de la región carboxilo terminal 

libera la proteína en el medio extracelular. Para el proceso de secreción “two-partner” (tipo V), 

el dominio “pasajero” y el dominio formador del poro son dos proteínas separadas. Otro 

proceso de secreción para el transporte de proteínas a través de la membrana externa es el 

sistema tipo IV. La maquinaria de secreción del sistema tipo IV consiste de un canal y un pilus 

para la asociación con la célula receptora. Sin embargo, además del transporte dependiente 

de péptido señal a través de la membrana interna, algunos sustratos tipo IV pueden también 
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ser transportados independientemente de péptidos señales en un paso a través de la 

membrana interna y externa70. Además, las proteínas que no tienen péptido señal pueden ser 

transportadas mediante los mecanismos de secreción tipo I o tipo III. La secreción tipo I 

secreta proteínas directamente a través de la membrana bacteriana en el medio extracelular 

sin una parada periplasmática71. El sistema de secreción tipo III (T3S) permite a la bacteria 

gramnegativa, en proximidad cercana con la célula eucariota hospedera, inyectar proteínas 

directamente desde su citoplasma hasta el citosol de las células blanco72. 

2.2.1 Señales de translocación 
En bacterias, la mayoría de las proteínas son translocadas a través de la membrana 

citoplasmática mediante el proceso II, del cual sólo se han informado dos tipos: el proceso 

Sec y el proceso de translocación “twin-arginine” (Tat). La característica fundamental de las 

proteínas transportadas a través del proceso II es que son sintetizadas en el citoplasma con 

un péptido señal removible por su extremo amino. En general, los péptidos señales muestran 

muy poca similitud en la secuencia aminoacídica. Sin embargo, se distinguen tres dominios 

separados: un dominio amino denominado  N, un dominio H central y un dominio C carboxilo 

(Anexo 1)73. 

El dominio N tiene generalmente una carga neta positiva debido a la presencia de varios 

residuos de aminoácidos Lys o Arg. La sustitución de estos aminoácidos cargados 

positivamente por residuos cargados negativamente reduce significativamente la 

translocación del precursor. Los residuos cargados positivamente probablemente aumentan la 

secreción de las proteínas por la unión a la superficie cargada negativamente de la bicapa 

lipídica de las membranas citoplasmáticas74. Además, se considera que las cargas positivas 

de la región N orientan al péptido señal dentro de la bicapa lipídica75. 

El dominio H constituye el centro hidrofóbico del péptido señal y es la parte más importante 

requerida para la localización e inserción de la pre-proteína en la membrana. Esto se ha 

ilustrado a través del incremento en la hidrofobicidad de este dominio, lo cual puede 

compensar mutaciones realizadas en otras regiones del péptido señal76. Los residuos en el 

dominio H tienden a formar una α hélice. Frecuentemente, un residuo interruptor de hélices 

(Gly o Pro) se encuentra en el medio de la región H, lo cual permite al péptido señal formar 

una estructura tipo horquilla que se puede insertar en la bicapa lipídica. El péptido señal 

probablemente se inserta en la membrana citoplasmática desenrollando esta horquilla74. 

El dominio C incluye el sitio de corte de la peptidasa señal (SPase) y es la única región del 

péptido señal que demanda cierta especificidad de la secuencia primaria de los aminoácidos. 

El análisis estadístico de los residuos de aminoácidos cercanos al sitio de corte de la SPase 
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ha dado lugar a la regla denominada (-3 -1), donde los residuos en las posiciones -3 y -1, 

relativos a la proteína madura, generalmente son residuos pequeños y neutros como: Ala, 

Gly, Ser y Thr con una fuerte preferencia por Ala (Ala-X-Ala)77. En contraste, las posiciones -2 

pueden ser ocupadas por casi cualquier aminoácido, aunque la presencie de Met en esa 

posición es muy rara78. Los residuos que interrumpen estructuras secundarias como Pro o Gly 

aparecen frecuentemente en la posición -6, definiendo la transición de la región H hidrofóbica 

al dominio C75. 

Los péptidos señales bacterianos pueden variar significativamente en longitud entre 

diferentes especies79. Los péptidos señales de Streptomyces tienen un promedio de 35,5 ± 

7,9 aminoácidos, mientras la longitud promedio de los péptidos señales de otras bacterias 

grampositivas es 29,2 ± 5,6 y los de las bacterias gramnegativas es 23,6 ± 3,4 aminoácidos80. 

2.2.2. Procesos de translocación Sec y Tat en bacterias 
2.2.2.1 Sistema de secreción Sec en bacterias 
La mayoría de las proteínas transportadas a través de la membrana interna de las bacterias 

gramnegativas son translocadas a través del proceso Sec. La característica distintiva del 

aparato Sec es que las proteínas son secretadas en una conformación extendida y se unen 

frecuentemente a chaperonas. En E. coli, el aparato Sec consiste de la proteína SecA de 

membrana y del complejo proteico SecYEGDF. También tiene un papel importante la proteína 

SecB que reconoce a la proteína precursora, la mantiene en una conformación no plegada y 

competente para la translocación y promueve su interacción con SecA, la cual reconoce el 

péptido señal del precursor, su región madura no plegada y a SecB81. SecA tiene actividad 

ATPasa e interacciona con los fosfolípidos de la membrana y con la translocasa hexamérica, 

la cual consiste de SecY, E, G, D, F y YajC. El dominio SecYE es suficiente para que al unirse 

a SecA se active la translocasa, pero una translocación eficiente requiere de SecG y de 

miembros del operón secD (SecD, SecF y YajC)81. La translocasa media la secreción de 

precursores a través de la membrana utilizando ATP y la fuerza motriz transportadora de 

protones. SecA puede alternar entre formas de proteína periférica e integral de membrana 

durante la translocación82. 

Además de las proteínas Sec, las chaperonas pueden interactuar con las moléculas 

precursoras. Ellas interactúan con conformaciones no plegadas de los precursores para evitar 

la agregación de la nueva proteína. Estas interacciones tienen un papel importante en 

mantener a los precursores en una forma competente para la secreción y en el plegamiento 

de la proteína en su estructura nativa. Las proteínas de inducción por estrés térmico de las 

familias GroE y DnaK actúan como chaperonas moleculares y asisten en el plegamiento de 
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los nuevos polipéptidos sintetizados. La sobre-expresión y co-expresión regulada de los 

operones groE y dnaK puede aumentar la producción de una proteína en E. coli83. 

La localización hacia el translocón Sec ocurre en un modo post-traduccional, con la 

intervención de las chaperonas, o a través del proceso que utiliza la Partícula de 

Reconocimiento de Señal SRP (por sus siglas en inglés, Signal Recognition Particle), como 

se ilustra en la Figura 2. El sistema SRP es esencial y bien conservado en todas las bacterias 

conocidas. En ninguna bacteria grampositiva, que su secuencia genómica se haya 

completado, se ha encontrado un homólogo de SecB que sustente la translocación post-

traduccional; lo cual sugiere un papel importante del sistema SRP y que puede ser capaz de 

sustituir la deficiencia de SecB en la translocación de proteínas en bacterias grampositivas84. 

Se considera que la hidrofobicidad de las pre-proteínas es la determinante primaria para su 

reconocimiento por las chaperonas o la SRP.  

 
 

Homólogos de SecA, SecY, SecE, SecD y SecF se han encontrado en Streptomyces. SecG 

no ha sido reportado en Streptomyces pero se supone que una proteína homóloga a dicho 

factor debe existir85. Un profundo análisis de la secuencia genómica de S. coelicolor reveló la 

ausencia del gen secB y en S. lividans parece estar ausente también86. 

Los genes que codifican para los componentes de la SRP de S. lividans se clonaron y se 

caracterizaron recientemente. La SRP en S. lividans está integrada por Ffh -un homólogo de 

la proteína 54SRP de mamíferos-, por un ARN de talla pequeña (82 nucleótidos) y por el 

receptor FtsY, el cual tiene homología con el receptor de SRP de mamíferos. En un estudio 

Figura 2. Secreción de proteínas a 
través del proceso Sec en bacterias 
grampositivas. Las proteínas puedes 
ser translocadas co-traduccionalmente 
hacia el translocón Sec por el proceso 
SRP o post-traduccionalmente mediante 
chaperonas. La maquinaria Sec está 
integrada por el motor SecA y el complejo 
SecYEG que forma un canal en la 
membrana (adaptado de Tjalsma y cols)73. 
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posterior se demostró que el receptor FtSY estaba asociado con la SRP en el citoplasma de 

S. lividans y que estaba involucrado en la translocación de proteínas86. Se realizaron varios 

intentos para obtener mutantes en algunos de los genes correspondientes al sistema SRP y 

los intentos fueron fallidos, lo cual sugirió la posible naturaleza esencial de los componentes 

del sistema SRP en S. lividans87. 

2.2.2.2 Sistema de secreción Tat en bacterias 
Hace varios años se descubrió un proceso alternativo de secreción, dependiente de péptido 

señal, para el transporte de las proteínas a través de la membrana citoplasmática en 

procariontes, el cual es similar al sistema de importación dependiente de ∆pH en las 

membranas de los tilacoides de los cloroplastos y se denominó proceso Tat (del inglés, Twin 

arginine translocation)88. La característica fundamental del transporte Tat es que exporta 

proteínas de variadas dimensiones que ya adquirieron algún grado de estructura terciaria en 

el citoplasma previo a la secreción por asociación con cofactores. La estructura general de 

estos péptidos señales es similar a los utilizados para transportar proteínas por el proceso 

Sec, pero se diferencian fundamentalmente en que contienen una secuencia consenso S/T-R-

R-x-F-L-K en la vecindad de la regiones N y H. Estudios de mutagénesis en esta secuencia 

consenso en E. coli han esclarecido que la primera Arg puede ser sustituida por una Lys, y la 

segunda Arg puede ser sustituida por Gln o Asn, así como por Lys con variada eficiencia89,90. 

La sustitución de los dos residuos de Arg por Lys bloqueó completamente la secreción Tat. La 

región H de los péptidos señales Tat es marcadamente menos hidrofóbica que la de los 

péptidos señales Sec, como consecuencia de la presencia de más residuos de glicinas y 

treonina91. Los péptidos señales Tat frecuentemente contienen un residuo básico en la región 

C que es muy raro en los péptidos señales Sec y que puede servir como una secuencia 

motivo efectiva para evitar los componentes del sistema Sec91. En general, en E. coli, los 

péptidos señales Tat son más largos que los péptidos señales Sec con una longitud promedio 

de 38 aminoácidos contra 24 de los péptidos Sec, debido a la región N extendida91. 

En adición a los péptidos señales Tat, hay señales dentro de la proteína madura que parecen 

afectar su transporte. Un análisis reciente de los péptidos señales de E. coli reveló que la 

selectividad del sistema Tat está influenciada por la carga neta de la región C junto con el 

amino terminal de la proteína madura. De esta forma una carga neta de +2 o mayor resultó en 

especificidad para el sistema Tat92. 

Los componentes mínimos de la translocasa Tat de E. coli son TatA, TatB y TatC, los cuales 

están ensamblados en la membrana93,94. TatA y TatB son proteínas que tienen estructuras 

similares pero tienen diferentes funciones. El conocimiento actual del proceso Tat en E. coli 
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es aún limitado y la manera en que estos componentes actúan juntos para transportar 

proteínas plegadas a través de la membrana interna todavía se está investigando. Uno de los 

primeros eventos que ocurre es la interacción de la membrana con las pre-proteínas. Esta 

interacción se estabiliza por contribuciones de las fuerzas electrostáticas e hidrofóbicas, 

seguido de la difusión lateral de la pre-proteína a través de la superficie de la membrana 

buscando el translocón Tat95. El paso posterior es el reconocimiento del péptido señal Tat por 

las interacciones proteína-proteína con la translocasa. Evidencias recientes sugieren que las 

subunidades TatA y TatC forman el sitio inicial de unión al péptido señal y específicamente 

TatC contiene probablemente el sitio de unión primario al péptido señal Tat, ya que se han 

encontrado evidencias de que complejos que contienen sólo TatC son capaces de interactuar 

con los péptidos señales Tat96. 

Por otro lado, se ha sugerido que la translocasa Tat de E. coli monitorea el estado de 

plegamiento de los sustratos Tat antes de su translocación. Se ha propuesto un modelo en el 

cual después de la unión del péptido señal a TatC, el dominio maduro del sustrato es llevado 

en estrecha proximidad a TatB y el dominio citoplasmático de TatB puede detectar el estado 

plegado del precursor. De esta manera, el sistema Tat puede discriminar conformaciones 

plegadas de las incorrectamente plegadas y en consecuencia decide cual transporte debe 

continuar o cual debe ser abortado. El fundamento de este modelo procede de estudios 

recientes de unión cruzada que mostraron una interacción proteína-proteína entre la porción 

madura de una pre-proteína (dependiente de Tat) y TatB, sin la intervención de los otros 

componentes del sistema Tat97. 

El tamaño del complejo TatABC se ha estimado en 130 Å en su dimensión más grande, pero 

se considera pequeño para formar un canal y acomodar el tránsito de todas las proteínas 

plegadas98. Por ello se cree que subunidades o complejos adicionales de TatA se reclutan 

hacia el complejo primario TatABC en un paso dependiente de la energía de la fuerza motriz 

protónica97. Evidencias estructurales como la presencia de grandes complejos oligoméricos 

de TatA en la membrana de E. coli sugieren que TatA forma el canal que conduce la 

proteína99. 

Hace pocos años, tres genes que codifican para TatA, TatB y TatC fueron identificados en el 

genoma de S. lividans, basados en las proteínas homólogas Tat de E. coli. Este hallazgo 

diferenció estructuralmente el proceso Tat de Streptomyces de la generalidad de las bacterias 

grampositivas que sólo tienen dos tipos de componentes Tat. Inicialmente se determinó que 

los genes tatA y tatC en S. lividans están organizados en una estructura agrupada y tatB 

forma una unidad transcripcional independiente21. La funcionalidad del proceso de secreción 
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Tat en Streptomyces se demostró inicialmente cuando el transporte de la tirosinasa de S. 

antibioticus fue bloqueado en una cepa de S. lividans con una deleción en el gen tatC21. 

Las proteínas TatA y TatB están relacionadas por secuencia, tienen una estructura común y 

son individualmente prescindibles, mientras que TatC es muy hidrofóbica y esencial para la 

secreción Tat en Streptomyces. La caracterización inicial del proceso Tat en S. lividans reveló 

una localización dual de TatA y TatB como proteínas solubles y asociadas a la membrana, por 

lo que el sistema de transporte Tat en Streptomyces puede ser diferente del proceso Tat de E. 

coli, donde no se ha detectado ningún componente soluble100. TatA y TatB participan en el 

transporte de la pre-proteína hacia la translocasa y también en la translocación a través de la 

membrana citoplasmática. Los componentes TatA y TatB solubles se encontraron como 

heterodímeros TatAB en el citoplasma y ambos componentes solubles mostraron afinidad 

similar para unirse a dos pre-proteínas (XlnC y MelC1). Por otra parte, los complejos TatAB 

solubles tienen afinidad exclusivamente por TatC, la cual es la única proteína con localización 

de membrana del aparato Tat y por ello se le ha asignado un papel esencial para la inserción 

de TatAB en la membrana101. 

Una característica distintiva del sistema Tat de Streptomyces fue el hallazgo de que TatA y 

TatB solubles se unían preferentemente a los péptidos señales Tat antes de su interacción 

con la translocasa Tat, lo que indicó que TatC no es el sitio de reconocimiento primario para 

las pre-proteínas dependientes de Tat como lo es en E. coli101. El sitio de reconocimiento 

inicial para la unión de TatAB soluble está probablemente situado en el motivo “twin-

arginine”101. 

Un resultado importante se obtuvo cuando se estudió la afinidad de unión de una pre-proteína 

típica dependiente del sistema Sec a los componentes TatA/B solubles de Streptomyces y se 

encontraron interacciones subóptimas en un rango entre 100 y 1000 veces menos afines que 

las encontradas para las pre-proteínas dependientes de Tat. Estas observaciones 

evidenciaron que TatA/B se unen preferentemente a sustratos dependientes de Tat. De esta 

manera, a pesar de que los péptidos señales Tat tienen una estructura similar tripartita 

semejante a los péptidos señales Sec, el sistema Tat parece que evita interacciones con los 

sustratos Sec101. 

Experimentos in vitro evidenciaron la unión de los sustratos Tat a TatA, localizada en la 

membrana, lo cual sugiere que TatA desempeña un papel principal en la formación del canal 

de translocación Tat en S. lividans101. De Keersmaeker propuso un modelo para el sistema 

Tat en Streptomyces que se ilustra en la Figura 3. En dicho modelo, el complejo TatAB 

soluble lleva el sustrato directamente hacia TatC, que se encuentra embebido en la 
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membrana y media la inserción del complejo Tat-precursor en la membrana. Posteriormente, 

después de la reorganización de los componentes Tat en la membrana citoplasmática, el 

complejo Tat-precursor recluta complejos adicionales TatA o TatAB para formar un sistema de 

translocación funcional que contiene a TatABC. Esta asociación puede ser temporal y 

concluye una vez que el sustrato es translocado102. 

 
 

En un estudio reciente se identificaron 27 proteínas secretadas exclusivamente por la vía Tat 

en S. coelicolor utilizando a la agarasa de S. coelicolor como proteína reportera de la 

translocación Tat. Este número representó el 30% de todas las proteínas detectadas en la 

pared celular e informó que el sistema Tat es una ruta general de translocación de proteínas 

en Streptomyces26. Las proteínas identificadas representaron un amplio rango de clases 

funcionales. Algunas se predice que están involucradas en el metabolismo de carbohidratos, 

fosfatos, lípidos, polímeros, transporte de nutrientes y metabolismo secundario26. Estas 

evidencias destacan el potencial que tiene el sistema Tat en Streptomyces para la producción 

de proteínas heterólogas. 

2.2.3 Componentes que intervienen en eventos post-traduccionales 
2.2.3.1 Peptidasas señales  
Las peptidasas señales (SPases) cortan los péptidos señales de las proteínas pre-secretadas 

durante o momentos antes de su translocación. Solamente después, la parte madura de las 

proteínas secretadas pueden ser liberada al ambiente extracelular103. En todas las bacterias 

estudiadas, este tipo de SPases (tipo I) son esenciales para la viabilidad celular. La 

eliminación de las SPases conlleva a la acumulación de proteínas precursoras en la 

membrana citoplasmática y posteriormente, a la muerte celular104,105. S. lividans contiene al 

menos cuatro SPases tipo I: SipW, X, Y, Z106-108. SipY es la SPase que desempeña el papel 

Figura 3. Modelo de translocación 
del sistema Tat en S. lividans. TatA y 
TatB como heterodímeros o hetero-
oligómeros, se unen a los péptidos 
señales para reclutar los sustratos para la 
translocasa. TatC, como monómero o 
parte del complejo TatABC, es el sitio más 
probable de inserción del complejo TatAB-
sustrato. Con el reclutamiento de 
complejos adicionales TatA o TatAB se 
forma una translocasa TatABC activa. Las 
proteínas TatA, TatB y TatC aparecen en 
azul, verde y rojo, respectivamente. El 
péptido señal “twin arginine” de los 
sustratos Tat es indicado por un 
rectángulo negro. Tomado de De 
Keersmaeker y modificado por el autor102. 
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más importante en el procesamiento de las pre-proteínas y su deficiencia puede ser 

compensada con alguna de las otras SPases109. 

2.2.3.2 Enzimas que asisten en el plegamiento de las proteínas 
El plegamiento de las proteínas maduras en su estado nativo es realizado por las 

oxidoreductasas tiol/disulfuro (proteínas Dsb), las isomerasas de enlaces disulfuro (proteínas 

PDI) y las peptidil propil cis/trans isomerasas (PPIases). Las proteínas Dsb y las PDI son las 

responsables de la formación, plegamiento e isomerización de los enlaces disulfuro, mientras 

que las proteínas PPIases catalizan la isomerización de los enlaces X-prolina. En E. coli, se 

han reportado seis óxidoreductasas: DsbA-E y DsbG110.  

La formación de los puentes disulfuro es un proceso esencial para la actividad y estabilidad 

de muchas proteínas, los cuales se forman generalmente en el periplasma debido a que el 

citoplasma es mantenido en un ambiente muy reductor110. En Streptomyces no se ha 

examinado todavía las enzimas que intervienen en el plegamiento de proteínas producidas 

por la maquinaria celular. Sin embargo, los Streptomyces secretan numerosas proteínas que 

poseen puentes disulfuro entre las que se encuentra el inhibidor tendamistat de S. tendae, 

que tiene dos puentes disulfuro y exhibe un comportamiento de plegamiento de dos estados 

que no se ha informado en otra proteína que contenga dos puentes disulfuro111. Las lipasas y 

las esterasas secretadas por Streptomyces frecuentemente contienen uno o dos residuos de 

cisteínas cerca de otro residuo de cisteína involucrados en la formación de puentes 

disulfuro112,113. También se ha descrito que los inhibidores de subtilisina, los cuales se 

secretan a altos niveles en Streptomyces, tienen cuatro residuos de cisteínas conservados 

involucrados en la formación de dos puentes disulfuro114.  

El ambiente reductor del citoplasma bacteriano es mantenido por el sistema de las 

tioredoxinas, el cual está integrado por la reductasa de tioredoxina TrxR y el sustrato de la 

proteína tioredoxina activa redox Trx, que se encuentra desde las bacterias hasta los 

humanos. La tioredoxina reducida es la reductasa principal de puentes disulfuro celular y sirve 

como un donante de electrones para enzimas específicas del metabolismo primario. Además 

del sistema clásico tioredoxina-tioredoxina reductasa, la mayoría de los organismos vivientes 

poseen un sistema de glutatión y coexisten ambos sistemas redox en el citoplasma celular115.  

Se ha informado que los estreptomicetos no sintetizan glutatión y el estado tiol-disulfuro de las 

proteínas es mantenido por las tioredoxinas. Recientemente, se clonaron los genes trxA y 

trxR y se caracterizaron parcialmente las correspondientes proteínas de S. coelicolor, ya que 

puede servir como modelo para estudiar el sistema tioredoxina115. 
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2.3 Streptomyces como hospedero para la producción de proteínas heterólogas 
En Streptomyces, como en otros sistemas hospederos, una expresión y secreción eficiente 

requiere de una sucesión de eventos coordinados. A continuación se describen los factores y 

elementos moleculares más importantes que pueden influir en la producción secretoria de 

proteínas en Streptomyces. 

2.3.1 Elección de la cepa hospedera 
A pesar de que S. coelicolor A3(2) es la especie mejor caracterizada desde el punto de vista 

genético dentro del género; la especie S. lividans 66 ha sido más utilizada para la expresión 

génica debido a que no posee un extenso sistema de restricción-modificación116. S. lividans 

es considerado un organismo no patógeno a humanos (nivel de contención 1)13 y 

particularmente el derivado S. lividans TK24 secreta relativamente bajas cantidades de 

proteasas extracelulares, las cuales pueden afectar los rendimientos de las proteínas 

secretadas117,118. Existen pocos reportes de la utilización de otras cepas de Streptomyces 

como hospedero de proteínas heterólogas12. 

2.3.2 Vectores de clonación 
Los vectores de clonación en Streptomyces pueden dividirse en dos clases: los plasmidios 

replicativos y los integrativos. Vectores de bajo número de copias por célula, basados en el 

replicon SLP1.2, así como derivados del plasmidio pIJ101, de alto número de copias, se han 

utilizado en la clonación de genes y casetes de expresión-secreción. El plasmidio pIJ702, 

derivado de pIJ101, se mantiene establemente en la célula entre 40 y 300 copias, aún en la 

ausencia de la presión selectiva del marcador de selección116. El marcador de selección 

utilizado preferentemente ha sido el gen de resistencia a tioestreptona de S. azureus. El 

origen de replicación de pIJ101 también ha servido para la construcción de vectores 

bifuncionales Streptomyces - E. coli, los cuales simplifican apreciablemente la construcción de 

plasmidios, aunque se han descrito ocasionalmente como inestables en S. lividans13.  

2.3.3 Elección del promotor 
En Streptomyces se han descrito dos clases de promotores: los promotores consensos de E. 

coli, reconocidos por las ARN polimerasas de E. coli como la dependiente del factor σ70, y los 

promotores que no tienen las regiones típicas conservadas -10 y –35119. Los estreptomicetos 

contiene varios factores σ para formar diferentes holoenzimas ARN polimerasas, las cuales 

reconocen específicamente promotores regulados. El sitio de inicio de la transcripción de 

genes en los estreptomicetos generalmente comienza entre 9 y 345 nucleótidos cadena arriba 

de la región codificante120. 
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Para la expresión de genes homólogos en S. lividans algunas veces el promotor nativo fue 

reemplazado por otro con propósitos de optimización. Por ejemplo, la cantidad extracelular de 

α-amilasa de S. griseus se incrementó dieciséis veces cuando se reemplazó el promotor 

nativo por el promotor saf de S. griseus121. En el caso de genes heterólogos, el promotor 

nativo fue generalmente reemplazado por un promotor eficiente de Streptomyces como el 

promotor aph (gen de la aminoglucósido fosfotransferasa de S. fradiae), el promotor ermEp* 

(promotor mutante del gen de resistencia a eritromicina de Saccharopolyspora erythrea), el 

promotor saf, el promotor vsi o el promotor de la β-galactosidasa de S. lividans12. Solamente 

en pocos estudios se ha comparado el efecto de varios promotores para dirigir la expresión de 

un gen heterólogo específico. Chang y Chang reportaron un incremento de cuatro veces en la 

producción del hTNFα cuando el promotor ermEp* fue utilizado en lugar del promotor aph24. 

En un estudio realizado por Van Mellaert y cols se comparó la eficiencia del promotor vsi con 

los promotores aph de S. fradiae y ermEp* de S. erythrea en iniciar la transcripción del gen de 

la neomicina de S. fradiae ATCC1074. El promotor vsi tuvo una capacidad de inicio de la 

transcripción 1,5 y 1,9 veces mayor que los promotores aph y ermEp*, respectivamente114. 

Los promotores regulados son de gran interés para la expresión de genes heterólogos debido 

a que ellos pueden contribuir a una expresión génica más controlada. En Streptomyces, estos 

promotores están usualmente involucrados en la biosíntesis de antibióticos, lo cual está 

generalmente asociado al metabolismo secundario. A pesar de que estos promotores parecen 

estar estrictamente regulados, no son apropiados para controlar la expresión génica 

heteróloga debido a la ausencia de un inductor bien establecido, dificultad en lograr cultivos 

homogéneos en la fase estacionaria y alta actividad de proteasas asociadas con la etapa del 

metabolismo secundario122. Los promotores regulables que más atención han recibido son el 

promotor inducible por tioestreptona tipA123 y el promotor gal-P1 inducible por galactosa124. 

2.3.4 Terminadores de la transcripción 
En general, los terminadores de la transcripción de Streptomyces son semejantes a los 

encontrados en bacterias y contienen secuencias repetidas invertidas largas e imperfectas 

con potencial para formar estructuras de horquillas. Ellos son similares a los terminadores rho 

no dependientes de E. coli pero generalmente carecen de secuencias típicas ricas en 

timidina. La presencia de un terminador de la transcripción puede contribuir a la estabilidad 

del ARNm y como consecuencia, al rendimiento final de la proteína12. Pulido y Jiménez 

mostraron que la inserción del terminador de la transcripción aph cadena abajo del gen ifnα2b 

conllevó un aumento de cuatro veces en el rendimiento de la expresión intracelular del 

interferón125. Sin embargo, no se obtuvo ese efecto en el caso de la producción del 
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tendamistat utilizando el mismo terminador126. En el caso de la producción de péptidos 

heterólogos como proteínas de fusión con el gen ssi (Streptomyces subtilisin inhibitor) de S. 

albogriseolus, la remoción de uno de los dos terminadores tuvo un efecto positivo sobre la 

producción de la proteína de fusión en S. lividans 127,128. El efecto de un terminador sobre los 

rendimientos de producción depende del gen específico, por lo que se recomienda ensayarlo 

experimentalmente. 

2.3.5 Sitio de unión al ribosoma 
La secuencia Shine-Dalgarno (SD) o RBS (por sus siglas en inglés, Ribosome Binding Site) de 

Streptomyces fue identificada por Strohl (a/g-G-G-A-G-G) con una localización de 5 a 12 

nucleótidos cadena arriba del codón de inicio de la traducción (ATG/GTG)119. Las secuencias 

RBS de Streptomyces no requieren un alto grado de complementariedad con el ARNr 16S (5-

CUGGAUCACCUCCUUUCU-3’)129. Algunos genes de Streptomyces, que codifican para 

proteínas secretadas, contienen secuencias señales largas con dos codones de inicio de la 

traducción, cada uno antecedido por un motivo SD. Cuando dichas señales se usaron para 

dirigir la síntesis de la xilanasa A, los rendimientos aumentaron entre 1,5 a 2,5 veces. Esto fue 

explicado por el uso concomitante de dos RBS consecutivos130. 

2.3.6 Uso de codones 
Debido a que los estreptomicetos tienen un genoma con alto contenido de GC, el uso de 

codones se caracteriza por el uso preferencial de estos dos nucleótidos en la tercera 

posición131, lo cual está reflejado en las moléculas de ARNt presentes en las células. Como 

consecuencia, este uso de codones puede influir en el nivel de traducción de un gen 

heterólogo con menor contenido de GC. Se han informado varios estudios relacionados con el 

efecto de cambios en codones minoritarios de genes heterólogos para adaptarlos al uso de 

codones de Streptomyces. Dentro de estos estudios se destaca el informado por Lammertyn y 

cols, en el que se cambiaron cinco codones minoritarios consecutivos en la región 5´ del gen 

mtnfα por codones de uso preferenciado en Streptomyces. Los niveles de expresión del 

mTNFα disminuyeron y se encontró una fuerte correlación entre la cantidad de ARNm y los 

rendimientos de la proteína secretada132.  

2.3.7 Péptido señal 
El alto contenido de GC del genoma de Streptomyces tiene efectos sobre la composición de 

la región N de los péptidos señales. Debido a que los codones que codifican para Arg son 

más ricos en GC que los de Lys, la Arg es usada preferentemente en los péptidos señales de 

Streptomyces, los cuales tienen una carga neta promedio de +3,5. Este valor es mayor que el 

de los péptidos señales de las bacterias grampositivas (+2,9) o de los de E. coli (+2)79. 
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La fusión de un péptido señal a una proteína constituye una unidad de translocación única 

que ha sido utilizada como herramienta molecular para optimizar los rendimientos de las 

proteínas secretadas. En este sentido, se obtuvieron mayores rendimientos de mTNFα 

cuando el gen mtnfα fue fusionado a la secuencia señal de vsi (vsi-ss) (300 mg l-1) que 

cuando fue fusionado a la secuencia señal de la α-amilasa (1-10 mg l-1), manteniendo el 

mismo promotor y las otras regiones reguladoras intactas17,133. Pagé y cols analizaron la 

secreción de la xilanasa A (XlnA) en S. lividans cuando el gen xlnA fue fusionado a seis 

secuencias señales de proteínas nativas de Streptomyces y se obtuvo una amplia variación 

de la producción de la XlnA134. 

La mutagénesis de las secuencias señales también ha sido una estrategia utilizada para 

aumentar el rendimiento de las proteínas sintetizadas. Este fue el caso de la mutagénesis 

realizada en la región amino del péptido señal del inhibidor de subtilisina de S. venezuelae 

CBS762.70, que cuando se disminuyó la carga neta positiva de esa región de +3 (proteína 

salvaje) a +2 se obtuvo un incremento de 2 a 10 veces en la cantidad del mTNFα secretado17. 

2.3.8 Sitio de corte de la peptidasa señal 
Varios autores utilizaron como estrategia la inserción de un péptido espaciador entre el 

péptido señal y la proteína madura de interés con el objetivo de favorecer el corte preciso del 

péptido señal por las SPases de Streptomyces. Fornwald y cols insertaron una secuencia 

pequeña entre el sitio de corte de las SPases y el extremo amino de un derivado D1D2 de 

CD4, debido a que el extremo amino de esa proteína tenía varios residuos Lys; los cuales 

probablemente interfirieron en la remoción del péptido señal. Las cantidades de D1D2, con el 

extremo amino nativo, constituyeron solo el 5% en comparación cuando se utilizó el péptido 

espaciador135. 

Se ha descrito que cuando ciertos aminoácidos se localizan en o cerca del extremo amino de 

las proteínas pueden bloquear o reducir considerablemente la eficiencia de las SPases y se 

han obtenido bajas cantidades de las proteínas secretadas. El ejemplo más representativo lo 

constituye las cisteínas involucradas en la formación de puentes disulfuro136,137. Se ha 

informado que las cisteínas pueden causar impedimento estérico a las SPases y por ende, 

afectar el corte proteolítico y la subsiguiente liberación de la proteína madura. En ese caso, la 

eficiencia de la remoción del péptido señal fue mejorada mediante la inserción de un péptido 

espaciador de tres o seis aminoácidos que probablemente proporcionó una estructura más 

flexible entre el péptido señal y el extremo amino de la proteína madura. Esta práctica fue 

favorable para la secreción de las proteínas interleucina-7 (IL-7), el factor de células 
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indiferenciadas (SCF) y la eritropoietina humana (EPO), las cuales tienen enlaces disulfuro 

que involucran al segundo, cuarto y séptimo aminoácido de la proteína, respectivamente136,137. 

2.3.9 Condiciones de cultivo y proteasas del hospedero 
Varios estudios han informado sobre diferencias significativas en los patrones de las proteínas 

nativas o heterólogas secretadas por S. lividans cuando fue crecido en diferentes fuentes de 

carbono y condiciones de cultivo. Estos hallazgos han indicado que las condiciones de 

crecimiento ejercen regulación sobre los genes de las proteínas secretadas o de los genes de 

los procesos de secreción en Streptomyces, lo cual no ha sido informado en E. coli138-142. 

Además, se ha reportado la ocurrencia de cambios morfológicos en S. lividans cuando fue 

crecido en medio líquido en la presencia de altas concentraciones de glucosa o fructuosa143. 

Parro y Mellado informaron sobre el efecto represor de la glucosa (5%) sobre la secreción de 

la agarasa de S. coelicolor, el cual afectó más a nivel de la secreción que en la transcripción. 

Además, en la presencia de glucosa la secreción general de las proteasas disminuyó 

considerablemente en S. lividans y S. coelicolor140. En un reporte posterior, Isiegas y cols 

observaron un efecto represor de la glucosa (5%) sobre la secreción de la β-lactamasa TEM 

de E. coli cuando fue fusionada al péptido señal de la agarasa de S. lividans, lo cual fue 

revertido cuando la cepa recombinante fue cultivada en concentraciones limitantes de 

fosfato144.  

En S. lividans se estudió los niveles de los ARNm de los genes sec en función de la 

temperatura de crecimiento y la concentración de la fuente de carbono utilizada: glucosa y 

xilano145. En presencia de glucosa, las xilanasas y las celulasas no son producidas 

normalmente por S. lividans, lo cual indicó una fuerte represión catabólica de la glucosa sobre 

la expresión de los genes relacionados146. Para ambos sustratos, los niveles de ARNm de 

secA, secD, secE, secF y secY dependieron de la fase de crecimiento y se transcribieron 

activamente durante el proceso de diferenciación celular. Además, los niveles de expresión de 

los genes sec fueron entre 1,5 y 2 veces mayores en presencia de xilano que de glucosa, lo 

cual indicó que S. lividans era capaz de incrementar sus niveles de expresión en respuesta a 

la demanda de enzimas extracelulares para degradar el xilano. Por otra parte, no dependieron 

de temperaturas entre 28 y 40°C. 

El incremento de la osmolaridad del medio de cultivo ha sido utilizado para aumentar los 

rendimientos de varias enzimas expresadas por S. lividans27,28. En un estudio informado por 

Ali y cols, el incremento de la osmolaridad del medio de cultivo fue correlacionado con 

cambios en el super-enrrollamiento negativo del ADN y el incremento de las cantidades de las 

enzimas reporteras luciferasa y kanamicina fosfotransferasa del transposon Tn528. Como 
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osmolitos fueron utilizados la sacarosa y el NaCl28. Erpicum y cols también reportaron un 

incremento significativo en las cantidades de tres β-lactamasas homológas secretadas por S. 

lividans cuando las cepas recombinantes fueron cultivadas en presencia de 34% de 

sacarosa27. DeSanti y cols reportaron niveles de 2 mg l-1 de endostatina humana secretada 

por S. lividans cuando fue cultivado en caldo TSB completo suplementado con sacarosa30. 

Como en otras bacterias, el rendimiento de las proteínas heterólogas expresadas por cepas 

recombinantes de S. lividans es, en ocasiones, afectado por la acción de las proteasas del 

hospedero147. La actividad de las proteasas extracelulares de S. lividans fue inicialmente 

descrita por Aretz y cols118. En ese estudio se identificaron cuatro endopeptidasas y tres 

aminopeptidasas. Otro componente importante identificado de la actividad proteolítica 

extracelular de S. lividans fue una tripeptidilaminopeptidasa denominada Tap que remueve 

tripéptidos como APA, APM y APS de los extremos aminos de las proteínas148,149. El gen tap 

fue delecionado del cromosoma de S. lividans 66 y se obtuvo la cepa mutante con capacidad 

disminuida de remover tripéptidos del extremo amino de las proteínas150. La utilización de 

este tipo de cepas como hospederos heterólogos forma parte de una tecnología patentada de 

Cangene (Canadá) denominada CANGENUS™, la cual produce fundamentalmente dos 

proteínas bioactivas, no glicosiladas y correctamente plegadas136. Estas proteínas son la 

hormona de crecimiento humano, la cual fue aprobada recientemente por la FDA, y el factor 

estimulante de colonias de macrófagos-granulocitos. Ambas se comercializan actualmente 

bajo las marcas de AccretropinTM y Leucotropin™, respectivamente 

(http://www.cangene.com/products-cangenus.htm). 

2.3.10 Aplicaciones y rendimientos de producción 

Se han informado varios ejemplos sobresalientes de la expresión secretoria de proteínas de 

origen procariota en S. lividans12,151. El estudio más reciente describió la clonación del gen 

que codifica para la xiloglucanasa de Jonesia sp. (Xg) bajo el control del promotor y la 

secuencia señal del vsi. Xg fue secretada a altos niveles (100 - 150 mg l-1) en S. lividans, a 

diferencia de hospederos como E. coli y B. subtilis en los cuales no se expresó la proteína. 

Este estudio demostró que S. lividans es capaz de secretar polipéptidos heterólogos de más 

de 100 kDa a través del mecanismo Sec8. 

La secreción de proteínas eucariotas ha sido también evaluada a través de la vía Sec en S. 

lividans. Sin embargo, los rendimientos no han sido altos en todos los casos. Uno de los 

resultados más exitosos, sobrepasando los 300 mg l-1, fueron obtenidos con un derivado 

D1D2 soluble del receptor CD4 de células T humanas cuando el gen correspondiente fue 

expresado bajo el control de las señales reguladoras y de secreción del gen del inhibidor de la 
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tripsina de S. longisporus135. Rendimientos similares se obtuvieron cuando el mTNFα fue 

expresado bajo el control de las señales transcripcionales, traduccionales y de secreción del 

gen vsi17. En el caso del mTNFα, posteriormente se informó sobre su obtención a niveles 

entre 200 y 300 mg l-1 cuando la cepa recombinante fue cultivada a escala piloto. Esta 

citocina fue recobrada en forma trimérica, semejante a la nativa, y fue significativamente más 

activa que la obtenida en forma dimérica a partir de E. coli18. En la actualidad, el mTNFα es 

comercializado por Minotech Biotechnology (Creta, Grecia). 

Las características de las proteínas maduras son factores que pueden determinar su 

translocación. La hidrofobicidad de la interleucina 2 fue un factor decisivo en sus bajos 

rendimientos de secreción152. Con el mismo sistema, la hirudina fue secretada en mayores 

cantidades153. La presencia de puentes disulfuro en la proteína tiene también impacto sobre 

su secreción. Haas-Lauterbach y cols estudiaron el efecto de las cisteínas sobre la secreción 

del tendamistat, el cual tiene cuatro cisteínas involucradas en la formación de dos puentes 

disulfuro secuenciales. La sustitución de una cisteína conllevó a la disminución de la 

producción del tendamistat, mientras que las dobles mutantes tuvieron un incremento entre 2 

y 10 veces. En ese estudio se consideró que el grupo SH libre en las mutantes simples debió 

afectar el proceso de secreción al interferir con el plegamiento de la proteína y causar 

formación de dímeros154. 

La secreción de dos proteínas humanas fue investigada utilizando péptidos señales Tat en S. 

lividans. Las secuencias que codifican para las proteínas hTNFα e IL-10 fueron fusionadas, 

por separado, a las secuencias señales de xlnC (xlnC-ss) o de melC1. Ambas proteínas 

fueron secretadas con un rendimiento de 1,6 mg l-1 y 4,8 µg l-1, respectivamente. Sin embargo, 

en ambos casos los niveles de secreción fueron menores comparados con los obtenidos por 

la vía Sec, cuando las dos proteínas se fusionaron por separado al péptido señal del Vsi23. 

El péptido señal de MelC1 también ha sido utilizado para dirigir la secreción de las proteínas 

TNFα humano24, linfotóxina humana24, la fosfatasa alcalina de E. coli24 y la calcitoína de 

salmón25. Para la obtención de la calcitoína bioactiva fue necesario clonar el gen que codifica 

para la enzima α amidasa de rata (α-AE), fusionado a las señales de expresión y secreción 

de melC1, en el mismo plasmidio que se clonó la calcitoína. La enzima α-AE es responsable 

del procesamiento post-traduccional por el extremo carboxilo de la calcitoína para su 

conversión en un producto bioactivo. La calcitoína fue producida a niveles de 30 mg l-1 y fue 

purificada con una actividad y conformación equivalente a la proteína nativa y el estándar 

sintético25. 
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2.4 Proteínas de interés biofarmacéutico 

2.4.1 Interferón α 2b humano 

En 1957 Isaacs y Lindenmann describieron un factor que confería la propiedad de 

interferencia viral y lo denominaron interferón (IFN)155. En la clasificación más reciente de los 

interferones, estos fueron divididos en dos grandes subgrupos de acuerdo a su habilidad de 

unirse a varios tipos de receptores156. Los interferones humanos tipo I incluyen al: IFNα, IFNβ, 

IFNω e IFNτ y se unen a un receptor de la superficie de las células, el cual consiste de dos 

proteínas trans-membranas: ifnar1157 y ifnar2158. Además son estables a pH ácido. Existen 

tres formas alélicas del gen ifnα 2: ifnα2a, ifnα2b y el ifnα2c159. Estas variantes génicas 

codifican proteínas maduras con 165 aminoácidos que difieren entre sí en la posición de 2 

nucleótidos, que a su vez provocan cambios en la secuencia aminoacídica. 

2.4.1.1 Estructura y propiedades físico-químicas del IFNα2b 

El IFNα2b es un monómero formado por cinco hélices α unidas por un largo “bucle” (AB) y 

tres hélices de menor longitud: BC, CD y DE (Figura 4)160. El IFNα2b es una molécula 

compuesta por 165 aminoácidos y tiene cuatro cisteínas que forman dos puentes disulfuro 

intramoleculares entre las posiciones 1 y 98 y las posiciones 29 y 138, con punto isoeléctrico 

de 5.99. El puente Cys29-Cys138 es esencial para su actividad biológica, mientras el Cys1–

Cys98 puede ser reducido sin afectar su actividad161. El IFNα2b es uno de los subtipos 

glicosilados; pero se han acumulado evidencias de que la glicosilación no es un factor 

determinante en su actividad biológica162. 

 

2.4.1.2 Mecanismo de acción y actividad biológica del IFNα2b 

Los interferones poseen un amplio espectro de actividades involucradas en complejas 

interacciones que básicamente pueden dividirse en tres grandes acciones protectoras: 

actividad antiviral, antiproliferativa y reguladora de la respuesta inmune31. 

El mecanismo de acción de los interferones α y β se inicia con su unión al dominio 

extracelular del receptor superficial ifnar, constituido por dos subunidades: ifnar-1, de 110 kDa 

Figura 4. Estructura molecular 
del IFNα2b. Las hélices α se 
colorearon en azul, las hélices 
310 en magenta y los “bucles” en 
amarillo. Tomado de Walter y 
cols160. 
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y la ifnar-2, de 100 kDa158 (Anexo 2). Las quinasas Tyk2 y JAK1 se expresan 

constitutivamente y están asociadas a las subunidades ifnar-1 e ifnar-2, respectivamente. La 

interacción de los interferones α y β con el receptor provoca la fosforilación de estas quinasas 

y la consecuente fosforilación de los dominios intracelulares de ambas subunidades del 

receptor163. Estos residuos fosforilados sirven como sitio de reclutamiento de las proteínas 

transportadoras de señales y activadores transcripcionales STAT. Estas proteínas activadas 

forman homo y heterodímeros y componen finalmente un gran complejo activador 

transcripcional denominado factor génico 3 estimulado por interferón (ISGF3). Este complejo 

de proteínas está formado fundamentalmente por STAT1α o p91, STAT1β (variante molecular 

de STAT1α, también llamada p84), STAT2 o p113 y una proteína adaptadora de unión a ADN 

de la familia de los factores regulados por interferón, la p48 (también llamada IRF9, ISGF3γ) 

que funciona independiente de las modificaciones pos-traduccionales inducidas por los 

interferones α y β164. El complejo ISFG3 penetra en el núcleo celular y se une con alta afinidad 

a secuencias génicas específicas (AGTTTN3TTTCC), llamadas elementos de respuesta 

estimulada por interferón (ISRE), activando la transcripción génica de numerosas proteínas 

efectoras164,165. 

El IFNα2b humano fue el primer interferón obtenido en cantidades suficientes para su 

aplicación en humanos. Ha sido utilizado para tratar pacientes con las enfermedades virales 

más comunes producidas por virus de ARN (Dengue, Enterovirus, Coxsackie, enfermedades 

respiratorias), de ADN (Hepatitis B, Herpes simplex, Herpes zoster, Papilloma) y retrovirus 

(Virus HIV de la inmunodeficiencia humana). Su efecto antiviral se debe a su acción sobre las 

células, no sobre los virus, y es precisamente esta baja especificidad sobre los virus una 

ventaja terapéutica166. El IFNα2b también ha sido utilizado satisfactoriamente en oncología 

debido a su efecto antitumoral, el cual parece estar relacionado con una combinación directa 

antiproliferativa y efectos indirectos mediados por el sistema inmune. Las mayores 

indicaciones en oncología incluyen: carcinomas de células renales, sarcoma de kaposi 

asociado al SIDA, linfoma folicular, leucemia de células velludas y melanoma maligno 

crónico31. Además, se está aplicando en la enfermedad de Alzheimer167, esclerosis múltiple168 

y en la enfermedad de Peyronié169, entre otras. 

2.4.1.3 Obtención de IFNα2b en hospederos heterólogos 

La tecnología del ADN recombinante ofreció una oportunidad única para producir grandes 

cantidades de interferones por una vía más económica que la producción a partir de los 

leucocitos u otras células infestadas con virus. Algunos grupos de investigadores aislaron los 

subtipos de interferón alfa mediante enfoques un tanto diferentes pero análogos170-172. 
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El interferón es un medicamento genérico ampliamente comercializado como producto 

recombinante. En Cuba se expresó por primera vez en el año 1988 por Silva y cols37. El gen 

ifnα2b fue clonado bajo el control del promotor derecho del fado lambda pero la proteína fue 

obtenida a bajos niveles en E. coli37. Posteriormente, se elevaron los niveles de expresión del 

IFNα2b cuando el gen fue clonado bajo el control del promotor de la vía biosintética del 

triptófano y se utilizó el terminador de la transcripción del fago T4, lo cual permitió realizar un 

proceso de purificación rentable173. A partir de esta construcción genética se ha desarrollado 

el proceso actual de obtención del IFNα2b (Heberon alfa®) a partir de E. coli en el Centro de 

Ingeniería Genética y Biotecnología (La Habana, Cuba)39,174. Sin embargo, el IFNα2b precipita 

en agregados insolubles denominados cuerpos de inclusión que contienen a la proteína 

insoluble e inactiva39, lo cual requiere de procesos de ruptura celular, extracción y 

renaturalización para la solubilización y el replegamiento adecuado del IFNα2b39,40. Durante el 

proceso de extracción se reportan cuantiosas pérdidas (∼50%)39. Del material que se 

recupera del proceso de renaturalización se pueden obtener moléculas acetiladas, con una 

metionina en el extremo amino, con aminoácidos oxidados, con cisteínas parcial o 

completamente reducidas, con puentes disulfuro malformados o agregados moleculares. 

Algunas de estas especies moleculares tienen una baja actividad específica y pueden ser 

responsables de reacciones adversas e inmunogénicas40. 

La expresión intraceluar del IFNα2b también ha sido ensayada en otros sistemas heterólogos 

como S. lividans, S. cerevisiae y P. pastoris175-177. Cuando el IFNα2b fue expresado 

intracelularmente en S. lividans bajo el control del promotor de la fosfotransferasa de 

aminoglucósidos de S. fradiae (aph), la proteína fue obtenida soluble y biológicamente activa 

en el citoplasma, pero los niveles fueron bajos (106 UI l-1)175. Los niveles de expresión de 

IFNα2b también fueron bajos cuando se expresó bajo el control del promotor de la 

fosfoglicerato quinasa en S. cerevisiae (2 x106 IU mg-1 proteína total)176. En cambio, cuando 

se utilizó P. pastoris como hospedero y el promotor de la alcohol oxidasa, los niveles de 

expresión del IFNα2b fueron mayores que en los dos casos anteriores (400 mg l-1 de IFNα2b), 

pero se obtuvo con el extremo amino bloqueado y modificado con grupos acetilo en un 70% 

del producto purificado, lo cual disminuyó su actividad específica177. 

Otra de las estrategias evaluadas fue expresar el IFNα2b fusionado a un péptido señal que 

dirigiese su translocación hacia el medio extracelular. Los hospederos que se evaluaron con 

este propósito fueron B. subtilis y S. cerevisiae. En el caso de B. subtilis, en un primer reporte, 

el IFNα2b fue fusionado mediante una secuencia espaciadora al péptido señal de la α 
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amilasa de B. amyloliquefaciens (amy-ss) y fue expresado en una cepa de B. subtilis con baja 

actividad de proteasas extracelulares. Se utilizaron dos tipos de secuencias espaciadoras: 

una que aportó seis aminoácidos en la fusión y mantuvo los cuatro primeros aminoácidos del 

extremo amino de la α amilasa (VNGT) y otra que sólo utilizó el aminoácido Ala para espaciar 

el IFNα2b del péptido señal. La adición de los seis aminoácidos al extremo amino del IFNα2b 

no afectó su actividad específica y los niveles de expresión secretoria oscilaron entre 0,5 y 1 

mg l-1 42. En un estudio posterior, se comparó la cantidad de moléculas precursoras y 

procesadas de IFNα2b acumuladas en el citoplasma de B. subtilis IH6140 respecto a la 

cantidad IFNα2b secretado y se encontró grandes cantidades de IFNα2b acumulado dentro 

de la célula (entre 30 y 40%)178. Cuando se evaluó a S. cerevisiae como hospedero 

heterólogo para la expresión secretoria del IFNα2b, este se fusionó al péptido señal nativo o a 

un híbrido de los péptidos señales de los interferones alfa 1 y 2. Los niveles de IFNα2b fueron 

similares al IFNα2b nativo (108 UI l-1); sin embargo, se detectó heterogeneidad en el extremo 

amino43. 

2.4.2 Estreptoquinasa 
La estreptoquinasa (SKC) (EC 3.4.99.22) es una proteína extracelular no enzimática 

producida por estreptococos β hemolíticos a través del proceso de secreción Sec41 y es 

utilizada como agente fibrinolítico debido a su capacidad de activar de forma indirecta al 

plasminógeno (Plg), lo cual favorece su paso a plasmina, una serino proteasa responsable de 

la degradación de los coágulos de fibrina de la sangre179. A comienzos de 1930, Lancefield 

diferenció los Streptococcus β-hemolíticos en grupos inmunológicos designados por las letras 

desde la A hasta la O a partir de análisis serológicos180. Las principales fuentes de SKC han 

sido los Streptococcus β-hemolíticos de los grupos A, C y G de Lancefield. El grupo C ha sido 

preferentemente utilizado para la producción de estreptoquinasa pues carece de algunas 

toxinas eritrogénicas que son excretadas por los otros dos grupos181. La cepa H46A 

(ATCC12449) del grupo C, aislada de una fuente humana en 1945, se ha utilizado 

frecuentemente para la producción de SKC debido a que fue la más activa36. 

2.4.2.1 Estructura y propiedades físico-químicas de la SKC 
La estreptoquinasa es una proteína monomérica, formada por una cadena polipeptídica de 

414 aminoácidos sin puentes disulfuro44. Tiene un peso molecular de 47,4 kDa, su actividad 

máxima es a pH 7,5 y su punto isoeléctrico es 4,7182. En su estructura no contiene cistina, 

cisteína, fósforo, carbohidratos conjugados ni lípidos y posee un coeficiente de extinción de 

9,49183. 
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El número de dominios de SKC es un aspecto que ha sido muy discutido. Los resultados de 

dispersión dinámica y dispersión de rayos X de pequeño ángulo sugieren la existencia de 

cuatro dominios compactos plegados separadamente y unidos por un segmento móvil de 

cadena proteica184. Otros estudios de SKC y sus fragmentos proteolíticos por calorimetría 

diferencial de barrido (CDB), realizados por Radek y Castellino185, Welfle y col186, Misselwitz y 

cols187, sugieren la existencia de dos dominios estructurales a pH neutro y baja fuerza iónica. 

Estudios de CDB más recientes por Medved y cols188, Welfle y cols189 refieren la existencia de 

tres o cuatro transiciones de dos estados. Estudios de Resonancia Magnética nuclear y 

dicroísmo circular a pH 7 indicaron la existencia de tres dominios estructurales, los cuales se 

denominaron α, β y γ190-192. 

La estructura cristalina del dominio catalítico de la plasmina humana acomplejada con la SKC 

fue determinada por Wang y cols193. La SKC aparece en el complejo con tres dominios: α, β, y 

γ (comenzando por el extremo amino). Los dominios α y β contienen una hoja β de cinco 

cadenas β y una α hélice. El dominio γ tiene sólo cuatro cadenas β y tiene un segmento 

enrollado alrededor de la α hélice. 

Recientemente se caracterizó la estructura de la estreptoquinasa mutante SKC-2 producida 

por S. equisimilis ATCC9542, la cual difiere en cinco residuos de aminoácidos respecto a la 

SKC de S. equisimilis HA46. Los residuos Ser71, Asn210, Arg244, Arg253 y Asp303 en el 

producto del gen skc están cambiados por Pro71, Thr210, His244, Glu253 y Asn303 en el 

producto del gen skc-238. Se determinó que a pH neutro o básico, la SKC-2 tiene cuatro 

dominios y que cambios suaves en las condiciones experimentales como: acidificación ligera 

o incremento de la concentración de NaCl disminuye el número de dominios. Los autores 

provisionalmente reportaron la localización de los cuatro dominios como sigue: Ile151–His 291 

(T1 o dominio β), Ile 1–Lys 59 (T2 o dominio α1), Leu292–Lys 414 (T3 o dominio γ) y Ser 80-

Pro150 (T4 o dominio α2)194. En este estudio, la única discrepancia encontrada fue en los 

primeros 150 aminoácidos de la SKC-2, que se informaron como dos dominios separados a 

baja fuerza iónica y pH neutro o ligeramente básico. La localización de los dominios β y γ fue 

semejante al modelo de tres dominio de SKC defendido por Parrado y cols192 y Conejero-Lara 

y cols190,191,194. 

2.4.2.2 Mecanismo de acción de la SKC 
La SKC por sí misma carece de actividad proteolítica. Es la unión de esta con el Plg en 

proporción 1:1 la que forma un complejo activador de alta afinidad, el cual no es afectado por 

la α-2-antiplasmina (Anexo 3). La α-2-antiplasmina es un inhibidor de la plasmina que forma 

un complejo irreversible con esta. El complejo SKC-Plg hidroliza el resto del Plg circulante a 
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nivel del enlace Arg561 - Val562 y lo transforma en plasmina. La SKC también aumenta la 

eficiencia catalítica de la plasmina195. 

Estudios recientes del mecanismo de acción de SKC han identificado las regiones de SKC 

que intervienen en la formación del complejo activador SKC-Plg y de la interacción entre el 

complejo activador y el Plg. De la región amino-terminal, que comprende los residuos del 1 al 

59, se ha reportado que tiene baja afinidad por el Plg196. Se han realizado estudios que 

sugirieron que el extremo amino podría constituir un dominio independiente, cuya función no 

está relacionada con el Plg. Dentro de estos estudios se incluyen la remoción de 15 

aminoácidos del extremo amino de la SKC, la cual no afectó su actividad197, o la obtención de 

una mutante por remoción de sus primeros trece aminoácidos que mantuvo su actividad 

intacta46. Otros autores han planteado que la región amino de la SKC es importante para que 

esta ejerza su función. Lee y cols obtuvieron una mutante por remoción de los primeros veinte 

aminoácidos que sólo conservó un 4% de la actividad de la molécula intacta198. Por otra parte, 

se ha reportado que la SKC sin los residuos 1-59 del extremo amino tiene una estructura 

secundaria inestable y que la región Asp41-His48 interviene en la unión al Plg199, mientras 

que la función de la región adyacente a los residuos 48 al 59 todavía es discutida200. En 

contraste, el dominio carboxilo-terminal de la SKC (Leu294 – Lys386) desempeña un papel 

importante en el reconocimiento y activación del Plg201,202. La región enrollada del dominio γ 

(Leu314 – Ala342) se considera esencial para la activación del Plg y las deleciones de los 

últimos 40 ó 41 residuos del extremo carboxilo de la SKC no afectaron su actividad 

amidolítica201,203-205. El dominio β está involucrado en la formación del complejo SKC-Plg y es 

responsable de la activación del Plg206. 

2.4.2.3 Ventajas y desventajas de la SKC  
A pesar de ser la SKC el medicamento trombolítico más antiguo continúa siendo la droga de 

elección, particularmente en las economías pobres por el bajo costo relativo (US$ 200 por 

tratamiento). Sus reacciones adversas están bien definidas y pueden ser clínicamente 

tratadas207. Por ello, es el trombolítico más prescripto aún para el tratamiento del infarto 

agudo del miocardio y, en términos de eficacia terapéutica, es más aceptada que la 

uroquinasa y el activador tisular del Plg. Estos dos últimos, a pesar de ser relativamente 

inertes inmunológicamente cuando se comparan con la SKC, poseen tiempos de vida media 

significativamente menores in vivo y son mucho más caros que la SKC208. La potencia 

trombolítica y la especificidad por la fibrina de los trombolíticos de última generación no ha 

sido la esperada, por lo que la búsqueda de nuevos agentes trombolíticos continúa35. 
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2.4.2.4 Obtención de la SKC 
En la producción industrial de SKC se continúan utilizando cepas parentales o mutantes de S. 

equisimilis. La productividad del proceso de obtención de la SKC se ha incrementado a 

niveles económicamente viables mediante la manipulación de las condiciones de 

fermentación. Sin embargo, debido a que S. equisimilis secreta diversas toxinas que dificultan 

el proceso de purificación (estreptodornasa, desoxirribonucleasas, estreptolisina O, 

hialuronidasa y proteasas) se han evaluado otros hospederos alternativos que permitan 

obtener mayores rendimientos y representen menos riesgos para los productores y los 

pacientes35.  

El gen skc de S. equisimilis H46A fue inicialmente clonado y expresado en E. coli utilizando 

las señales reguladoras nativas44. La SKC fue detectada en el medio de cultivo en el orden de 

0,15 a 1,82 mg l-1, lo que sugirió la presencia de una secuencia señal que fue confirmada un 

año después209. En general, el hospedero heterólogo más estudiado ha sido E. coli44,210,211 y  

se han reportado altos niveles de expresión; pero en muchos casos, la proteína se acumuló 

en el citoplasma formando cuerpos de inclusión38,211,212. 

El primer ejemplo de la expresión a altos niveles de una estreptoquinasa recombinante en E. 

coli fue el informado por Estrada y cols en 1992. Ellos seleccionaron el gen que codifica para 

la proteína mutante SKC-2 y lo clonaron bajo el control del promotor de la ruta biosintética del 

triptófano. La SKC-2 representó el 25% de las proteínas totales de E. coli y se obtuvo con un 

rendimiento de 350 mg l-1. La actividad específica de la SKC-2 purificada a muy alto grado de 

pureza fue 52 407 UI mg-1 38. A partir de esta construcción genética se ha desarrollado el 

proceso actual de producción de la SKC-2 (Heberkinasa®) a partir de cuerpos de inclusión de 

E. coli en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (La Habana, Cuba)213. 

Pupo y cols compararon la solubilidad del producto de los genes skc y skc-2 al utilizar el 

mismo vector plasmídico y la cepa E. coli W3110 cultivada en las mismas condiciones. El 

80% del producto recombinante del gen skc se encontró soluble en el citoplasma, mientras 

que el producto del gen skc-2 fue encontrado principalmente en cuerpos de inclusión204. Los 

autores atribuyeron este comportamiento a las diferencias en la composición aminoacídica de 

las dos proteínas o a un nivel de expresión ligeramente superior del gen skc-2 (25%) respecto 

al gen skc (15%). Además, se demostró las ventajas de la expresión soluble intracelular para 

el recobrado de la estreptoquinasa en forma bioactiva al evitar los procesos de solubilización 

y replegamiento necesarios para su recobrado a partir de los cuerpos de inclusión204.  

Recientemente, Balagurunathan y cols informaron sobre la obtención de la SKC recombinante 

en la fracción soluble del citoplasma de E. coli a niveles de expresión superiores (20%) que 
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los reportados por Pupo y cols, y plantearon que la menor solubilidad del producto del gen 

skc-2 pudiera ser sólo debido a los pequeños cambios en la composición aminoacídica de la 

SKC-2 respecto a la SKC214. 

No obstante, también se ha reportado que la SKC sobre-expresada ha precipitado inactiva en 

cuerpos de inclusión en E. coli. Goyal y cols211 y Cherish Babu y cols215 obtuvieron altos 

rendimientos de la SKC y reportaron procesos efectivos para su renaturalización in vitro y 

recobrado. En el primer estudio la SKC fue purificada mediante una cromatografía en lecho 

expandido acoplada a ligandos de interacciones hidrofóbicas y el producto final purificado 

tuvo una actividad específica de 96 000 UI mg-1 211. En el segundo reporte, el gen skc fue 

expresado bajo el control del promotor pL-pR del bacteriófago lambda y la proteína purificada 

tuvo un rendimiento de 200 mg l-1 con una actividad específica de 150 000 UI mg-1 215. 

La expresión intracelular de la SKC fue evaluada en P. pastoris mediante la fusión del gen skc 

cadena abajo del promotor pAOX-1. Durante la fermentación continua de P. pastoris 

recombinante, la SKC-2 se encontró soluble en el citoplasma con un rendimiento de 77 mg l-1. 

Sin embargo, no se informó  de su purificación a partir del material soluble intracelular216. 

Una de las estrategias ensayadas para evitar la purificación de la SKC a partir del hospedero 

natural y, a la vez, facilitar el proceso de recobrado fue la expresión soluble extracelular. La 

expresión secretoria de la SKC ha sido extensamente ensayada en hospederos tales como B. 

subtilis50, L. lactis51, E. coli44,47,210, P. pastoris52 y S. pombe53. Cuando se utilizó B. subtilis 

WB600, deficiente en seis proteasas extracelulares, se favoreció la estabilidad de la SKC 

frente a las proteasas del hospedero50. En un estudio reciente, el gen skc fue clonado y 

expresado bajo el control del promotor P170 en L. lactis, pero la SKC recombinante fue 

degradada por proteasas del hospedero a productos inactivos51. La expresión secretoria de la 

SKC ha sido ampliamente estudiada en E. coli, después de los estudios iniciales de Malke y 

cols44. Avilán y cols reportaron la purificación de la SKC del periplasma de E. coli mediante las 

cromatografías de intercambio aniónico e interacciones hidrofóbicas210. Además de la SKC de 

47 kDa, se detectó una especie molecular mayoritaria de 44 kDa y otra de 32 kDa; las cuales 

fueron similares a las obtenidas cuando la SKC fue secretada por su hospedero natural217,218. 

En la mayor parte de los estudios de secreción de la SKC en E. coli solo se ensayó la 

productividad del sistema y no se purificó y caracterizó la proteína. Por ejemplo, Lee y cols 

reportaron la remoción de los primeros trece aminoácidos del extremo amino de la SKC y su 

fusión al péptido señal de la OmpA de E. coli46. La SKC mutante fue activa y se detectó en el 

periplasma y en el medio extracelular y los rendimientos se duplicaron respecto a la SKC 

intacta. En otro estudio se informó el procesamiento de la SKC por la SPase LepB de E. coli y 
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la eficiencia de secreción cuando la SKC fue fusionada a cuatro péptidos señales conocidos 

por dirigir eficientemente la secreción de proteínas en E. coli: OmpA, MalE, LamB y PelB47. Se 

incluyó también al péptido señal nativo de S. equisimilis. El extremo amino de la SKC se 

mantuvo intacto cuando ella fue fusionada al péptido señal nativo o al de las proteínas PelB o 

LamB, pero cuando la SKC fue fusionada a los péptidos señales de las proteínas OmpA o 

MalE, el segundo aminoácido (Ala) de la SKC madura fue preferido como sitio de corte por la 

SPase. Estos resultados fueron explicados por la naturaleza de la estructura secundaria en la 

zona de corte de la pre-SKC, la cual moduló la especificidad de corte de la SPase47. 

Posteriormente se informó sobre un incremento de diez veces en la productividad de la SKC 

al utilizar la cepa de E. coli BL21(DE3) (deficiente en los genes de las proteasas OmpT e Ion) 

y un esquema de cultivo por pulsos48. 

La SKC fue también secretada al medio de cultivo por P. pastoris recombinante pero fue 

modificada por N-glicosilación52. En otro estudio se informó sobre la expresión de SKC y su 

secreción en la fracción periplasmática cuando se utilizó a S. pombe como hospedero. La 

SKC recombinante fue obtenida sin modificaciones por glicosilación o degradación 

significativa cuando se utilizó el mutante epp1, deficiente en una proteasa extracelular. Sin 

embargo, se detectó co-fraccionamiento de proteínas del hospedero de tamaño similar a la 

SKC en varios procedimientos cromatográficos convencionales, lo cual interfirió en la 

purificación de la proteína53.  

En el caso de la proteína SKC-2 mutante, su expresión secretoria sólo se ha ensayado en E. 

coli45,54,55 y en P. pastoris56. Los estudios de la secreción de la SKC-2 en E. coli estuvieron 

orientados hacia la parte biológica del sistema o su productividad y no se purificó y caracterizó 

la proteína recombinante. Por ejemplo, Lee y cols informaron que la secreción de la SKC-2 en 

E. coli K-12 indujo la síntesis del ácido colánico del polisacárido capsular, lo cual provocó la 

formación de colonias de fenotipo mucoide55. En otro estudio, la cantidad de la SKC-2 

secretada aumentó cuando se sustituyó el péptido señal nativo por el de la proteína OmpA de 

E. coli y se utilizó el promotor tac. El 95% de la SKC-2 expresada fue secretada 

principalmente a la fracción periplasmática con una actividad de 5000 UI ml-1 45. En el caso de 

la expresión extracelular de la SKC-2 en P. pastoris, ésta fue obtenida a altos niveles (1-1,2 g 

l-1), pero fue modificada por glicosilación56. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Cepas bacterianas empleadas 
Las cepas bacterianas usadas en este trabajo con sus características fenotípicas y 

genotípicas más importantes se presentan en la Tabla 1. Las cepas de E. coli se conservaron 

por congelación a –70ºC en LB (caldo de Luria-Bertani) con glicerol al 20%219. Las cepas de 

Streptomyces se conservaron como suspensiones de esporas o de micelio por congelación a 

–70ºC en glicerol al 20%13 y la cepa de Streptococcus equisimilis ATCC9542 se conservó por 

liofilización y almacenamiento a 4ºC.  

 
Tabla 1. Cepas y plasmidios utilizados en este trabajo 

Cepa/Plasmidio Genotipo o Fenotipo Origen/Referencia 
Cepa   

Escherichia coli TG1 [K12, lac–pro supE thi hsdD5 (F' traD36 proA+B+ lacIq lacZ M15)] 219 
Streptomyces lividans 

TK24 str-6 SLP2- SLP3- 13 

Streptomyces lividans 
TK 24 ∆tatB ∆tatB, acc(3)IV 220 

Streptomyces lividans 
TK 24 ∆tatC ∆tatC, neo 21 

Streptococcus 
equisimilis ATCC 9542 Aislado clínico β hemolítico, grupo C Instituto Rega, 

Bélgica 
Plasmidio   
pGEM®-T Easy vector Vector para la clonación de productos de PCR, amp-r, con sitio múltiple 

de clonación y selección por colonias blancas y azules en E. coli Promega 

pUC19 Vector para clonación de uso general, amp-r, con sitio múltiple de 
clonación en E. coli 

221 

pB93 Plasmidio replicativo en E. coli derivado de pIJ2925 con un fragmento 
BglII (4509 pb) de pB94, que contiene a los genes lipA y lipR, clonados 
en el mismo sitio del vector 

20 

pAGUA-4 Plasmidio replicativo en E. coli derivado de pAG11-3 con un fragmento 
ClaI-PstI (500pb), que contiene al gen ifnα2b, clonado en los mismos 
sitios del vector 

174 
 

pIJ4090 Plasmidio replicativo en Streptomyces derivado de pIJ487 con un 
fragmento de 280 pb, que contiene el promotor mutante ermE*, 
clonado en el sitio BglII del vector 

13 

pALTERM Plasmidio replicativo en E. coli derivado de pALTER Ex2 con un 
fragmento de 440 pb, que contiene el terminador de la transcripción fd, 
clonado en los sitios Pst y Hpa I del vector. 

Hong B, no 
publicado 

pBS-CBSS Plasmidio replicativo en E. coli derivado de pBluescript KS(+) con un 
fragmento SmaI (600 pb), que contiene el promotor vsi de S. 
venezuelae, la secuencia señal y los dos primeros codones del gen vsi  

17 

pBSVX 
 

Plasmidio replicativo en E. coli derivado de pBluescript KS(+) con un 
fragmento EcoRI (506 pb) que contiene el promotor vsi de S. 
venezuelae, la secuencia señal xlnC de S. lividans y los tres primeros 
codones del gen xlnC maduro 

23 

pUWL218 Plasmidio bifuncional E. coli - Streptomyces, amp-r, tsr-r, con sitio 
múltiple de clonación 

222 

pOW15 Plasmidio bifuncional E. coli - Streptomyces derivado de pUWL218 con 
un fragmento Pst I (760 pb) que contiene la región oriT para la 
conjugación de ADN entre especies. 

Rosabal G, no 
publicado 
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3.2 Medios de cultivo para el crecimiento bacteriano y procedimientos utilizados en el 
trabajo con S. lividans  
Se utilizó caldo LB como medio rico219 para propagar a E. coli. El LB sólido se preparó 

añadiendo agar al 1,7%. Cuando fue necesario, al medio LB se le añadió ampicillina (amp) a 

una concentración final de 100 µg ml-1. El caldo de infusión cerebro-corazón (Invitrogen) fue 

utilizado para la propagación de Streptococcus equisimilis ATCC9542223. Cuando no se 

especifica la fuente, los componentes de los medios de cultivos fueron adquiridos de Oxoid 

(RU), Merck (Alemania) o FLUKA (EE. UU.). 

3.2.1 Medios de cultivo, soluciones y procedimientos utilizados en el trabajo con S. 

lividans 

Soluciones, medios de cultivo y procedimientos utilizados para la formación y 
transformación de protoplastos de S. lividans TK24 o sus derivados.  
La solución P se utilizó como solución isotónica para la formación y transformación de los 

protoplastos13. En su preparación se disolvió: sacarosa, 10,3%; K2SO4, 0,025%; MgCl2.6H2O, 

1,01%; 0,2 ml de una solución traza de elementos (ZnCl2, 40 mg l-1; FeCl3.6H2O, 200 mg l-1; 

CuCl2.2H2O, 10 mg l-1; MnCl2.4H2O, 10 mg l-1; Na2B4O7.10H2O, 10 mg l-1 y 

(NH4)6Mo7O24.4H2O, 10 mg l-1) en agua destilada hasta un volumen final de 80 ml. Después 

de su esterilización, previo al uso, se le adicionó en el siguiente orden: 1ml de una solución de 

KH2PO4 al 0,5%; 10 ml de una solución de CaCl2.2H2O.al 3,68% y 10 ml de tampón TES al 

5,73% ajustado a pH 7,2. 

Para la obtención de los protoplastos se inoculó una alícuota de 104 esporas de S. lividans 

TK24 (o sus derivados) en 50 ml de caldo YEME13 (sacarosa, 34%; extracto de levadura, 

0,3%; peptona, 0,5%; extracto de malta, 0,3%; glucosa, 1%; ajustado a pH 7,2) suplementado 

con 0,5% de glicina y 5 mM de MgCl2 en erlenmeyers de 500 ml y se incubó por 36 - 40 h a 

28ºC en una zaranda orbital termostatada (Info HT) con agitación de 240 rpm. Al cultivo se le 

adicionó 25 ml de agua destilada estéril y se centrifugó por 10 min a 5 000 × g. La biomasa 

obtenida fue lavada en una solución de sacarosa al 10,3% y se centrifugó por 10 min a 5 000 

× g. A continuación, la biomasa fue resuspendida en 5 ml de solución P que contenía lisozima 

a una concentración de 1 mg ml-1 y fue incubada a 30ºC en un baño termostatado 

(RETOMED BM.02) durante 30 min con agitaciones suaves cada 10 min. Al cabo de ese 

tiempo se verificó la formación de protoplastos en un microscopio óptico (Opton) y 

posteriormente se adicionó a la mezcla 5 ml de solución P. Los restos de micelio fueron 

separados de los protoplastos mediante centrifugación a 300 × g durante 5 min. Los 

protoplastos fueron recuperados en el sobrenadante de centrifugación y a continuación fueron 
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precipitados mediante centrifugación a 1 000 × g durante 10 min. El precipitado fue 

resuspendido en 2 ml de solución P y se alicuotó un volumen de 0,2 ml de protoplastos en 

viales estériles, los cuales fueron conservados a –70ºC (ultracongelador HARRIS) hasta su 

uso. 

El agar MRYE fue utilizado para regenerar los protoplastos de S. lividans TK24 o sus 

derivados, luego del procedimiento de transformación13. Este medio se preparó en varias 

etapas. Inicialmente, se pesaron los ingredientes: sacarosa, 10,3%; K2SO4, 0,025%; 

MgCl2.6H2O, 1,0%; glucosa, 1%; hidrolizado ácido de la caseína, 0,01%; extracto de levadura, 

0,1%; extracto de carne, 0,5%; tampón TES, 0,57%. Después de la disolución de los 

componentes en agua destilada se ajustó el pH a 7,2 y se enrasó el volumen final a 90 ml. 

Posteriormente, se repartió 80 ml del caldo en erlenmeyers de 250 ml y se le adicionó 2,2 g 

de agar a cada uno. Después de la esterilización, previo al uso, se le adicionó en el siguiente 

orden: 1ml de una solución de KH2PO4 al 0,5%; 8 ml de una solución de CaCl2.2H2O al 

3,68%; 1,5 ml de una solución de L-prolina al 20%; 0,2 ml de una solución traza de elementos 

(ZnCl2, 40 mg l-1; FeCl3.6H2O, 200 mg l-1; CuCl2.2H2O, 10 mg l-1; MnCl2.4H2O, 10 mg l-1; 

Na2B4O7.10H2O, 10 mg l-1 y (NH4)6Mo7O24.4H2O, 10 mg l-1) y 0,5 ml de una solución de NaOH 

1N. 

El procedimiento de transformación de los protoplastos de S. lividans TK24 o sus derivados 

se realizó en presencia de polietilenglicol (PEG)13. El ADN plasmídico se mezcló con 0,5 ml 

de PEG 6 000 al 33,3% en solución P e inmediatamente se le añadió 0,2 ml de protoplastos, 

se incubó 2 min a temperatura ambiente y se sembró en placas petri que contenían 25 ml de 

medio MRYE agarizado. Al cabo de 16-20 horas de incubación a 28ºC se adicionaron 3 ml de 

una solución de tioestreptona en agua destilada estéril. La concentración final del antibiótico 

fue 50 µg ml-1. 

Medios de cultivo para la propagación de S. lividans TK24. El agar MS (manitol, 2%; 

harina de soya, 2%) fue utilizado para propagar a S. lividans TK24 o sus derivados13. El caldo 

BTSB (sacarosa, 10%; extracto de levadura, 1%; glucosa, 1%; NaCl; 0,5%; harina de soya; 

0,3%; triptona, 1,7%; K2HPO4, 0,25%)29 fue utilizado para propagar a S. lividans o sus 

derivados y como medio de expresión del IFNα2b y la SKC-2. Cuando fue necesario, a los 

medios se les añadió tioestreptona (tsr), a una concentración final de 10 µg ml-1 en medio 

líquido o 50 µg ml-1 en medio sólido. 

Medios de cultivo para evaluar la producción secretoria de la SKC-2. Los medios de 

cultivo ensayados fueron: caldo BTSB29, caldo TSB (glucosa, 1%; NaCl; 0,5%; harina de soya; 

0,3%; triptona, 1,7%; K2HPO4, 0,25%)18 y medio de la caseína (glucosa, 3%; extracto de 
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levadura, 1%; hidrolizado enzimático de la caseína; 2% y solución traza de elementos, 1% 

(v/v) (ZnSO4.7H2O; 0,02%; FeSO4.7H2O, 0,1%; CuCl2.H2O, 0,0025%; MnSO4.7H2O, 0,1%; 

H3BO3, 0,0006%; CaCl2.H2O, 0,01% y (NH4)6Mo7O24.4H2O, 0,0019%)25. 

Cultivo de S. lividans TK24 para evaluar la expresión del IFNα2b y la SKC-2 en zaranda 

orbital. Una alícuota de 104 esporas se inoculó en 20 ml de caldo BTSB en erlenmeyers de 

125 ml y se incubó por 72 horas a 30ºC en una zaranda orbital termostatada (Info HT) con 

agitación de 240 rpm. Posteriormente, el 1% del cultivo fue inoculado en 50 ó 100 ml del 

medio de expresión en erlenmeyers de 500 ml y se incubó con agitación orbital de 240 rpm a 

28ºC durante 72 horas13. 

Cultivo de S. lividans TK24 en un fermentador a escala de banco. Una alícuota de 104 

esporas se inoculó en 50 ml de caldo BTSB en erlenmeyers de 500 ml y se incubó por 72 

horas a 30ºC en una zaranda orbital termostatada (Info HT) con agitación de 240 rpm. 

Posteriormente, la biomasa obtenida por centrifugación fue lavada en una solución isotónica 

de sacarosa al 10,3%, resuspendida en 50 ml de la misma solución y transferida a un reactor 

MBR (Suiza) de 2.5 l con una capacidad efectiva de 1.5 l. La fermentación se realizó en caldo 

BTSB o TSB durante 72 horas a 28ºC con agitación constante de 350 rpm con 1 vvm de 

aeración. El pH fue mantenido en 7,0 mediante la adición de NaOH 5N. 

Determinación del crecimiento de S. lividans TK24. Se realizó por mediciones de peso 

seco. Para ello, cinco ó diez ml del cultivo se adicionaron a una membrana de nitrocelulosa de 

0.45µm (Sartorius), previamente tarada en balanza analítica (Sartorius), y el micelio fue 

separado del SN al aplicar vacío. Posteriormente, el micelio se lavó con dos volúmenes de 

agua destilada y las membranas se secaron a 37ºC por 24 h. El valor de la determinación fue 

registrado después de alcanzar la membrana un peso constante, para lo cual se utilizó una 

desecadora que contenía sílica gel previamente activada con cloruro de cobalto. El cálculo del 

peso seco de la biomasa se realizó por sustracción del peso de cada membrana al peso de la 

membrana correspondiente que contenía la biomasa y se expresó en mg ml-1. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado o triplicado, siempre considerando no extraer 

más del 10% del contenido del cultivo para no afectar la relación existente entre el crecimiento 

de esta bacteria filamentosa y la producción del metabolito de interés13. 

Recobrado del sobrenadante de cultivo. Los cultivos de 50 ó 100 ml se centrifugaron a 7 

000 × g por 10 min a 4ºC en una centrifuga Hettich Universal 32R (Sorvall, rotor 1620a) 

(Alemania). En el caso de la fermentación en el reactor MBR, el SN fue obtenido mediante la 

centrifugación del cultivo a 2700 × g en una centrifuga mLW 70D (Alemania) a 4ºC por una 

hora. El SN obtenido fue conservado a –20ºC. 
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Obtención de extractos celulares. Los cultivos de 100 ml se centrifugaron a 7 000 × g a 4ºC 

en una centrifuga Hettich Universal 32R (Sorvall, rotor 1620a). La biomasa obtenida fue 

resuspendida en 5 ml de tampón HEMGN (100 mM KCL, 25 mM HEPES pH 7.6, 0,1 mM 

EDTA pH 8, 12,5 mM MgCl2, 10% (v/v) glicerol y 0,1% de Nonidet P-40) suplementado con 1 

mM ditiotreitol, 2 µg ml-1 de aprotinina, 0,1 mM de PMSF y 1 mg ml-1 de lisozima224. 

Posteriormente, la suspensión celular fue sometida a 5 ciclos de sonicación de 1min con 

intermedio de igual tiempo en hielo. El extracto celular obtenido se conservó a –20C. 

3.3 Procedimientos generales 
3.3.1 Procedimientos utilizados en el trabajo con ADN 
Reacciones de modificación-restricción del ADN. Las enzimas: BamH I, Bgl II, BstE II, Dpn 

I, Dra II, EcoR I, EcoR V, Hinc II, Hind III, Hpa I, Nco I, Not I, Nsi I, Pst I, Sac I, Sph I, Xba I, 

T4-ADN polimerasa, Pfu polimerasa, el fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E. coli, la 

T4-ADN ligasa y la Taq ADN-polimerasa fueron adquiridas de las firmas Invitrogen (EE. UU.), 

Roche Diagnostics (Suiza) o Promega (EE. UU.) y utilizadas según las recomendaciones de 

los fabricantes. Las reacciones de restricción se realizaron en un volumen de 100 µl, a menos 

que exista otra indicación. Cuando fue necesario digerir un mismo ADN con más de una 

enzima de restricción se utilizó un tampón de reacción en el cual las enzimas utilizadas 

tuvieran una actividad óptima. Cuando esto no fue posible, la digestión se realizó con cada 

enzima por separado cambiándose el tampón óptimo de reacción entre una digestión y la 

siguiente mediante precipitación del ADN con 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2 

volúmenes de etanol absoluto y posteriormente se resuspendió en el tampón óptimo de cada 

enzima. Para ligar fragmentos digeridos de ADN se utilizó la enzima T4-ADN ligasa en su 

tampón óptimo de reacción. Todas las reacciones de ligamiento se realizaron en un volumen 

final de 20 µl teniendo en cuenta que la concentración de extremos libres de ADN siempre 

fuera menor de 1 µM. Se utilizó 1 U de enzima en cada reacción para ligar extremos 

cohesivos y 5 U para ligar extremos romos. En cada caso la mezcla de reacción se incubó 

toda la noche a 16ºC. 

Electroforesis de ADN y purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de 
agarosa. La separación de bandas de ADN se realizó mediante electroforesis en geles de 

agarosa de porcientos variables, adecuados para cada caso, en tampón TAE (40 mM Tris-

acetato, 20 mM EDTA) y a una intensidad de 4 V cm-1. Se utilizó bromuro de etidio (1 µg ml-1) 

para visualizar el ADN mediante la incidencia de radiación UV en un transiluminador del 

sistema de documentación de geles Gene Genius de la casa comercial Syngene (RU). La 

purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizó utilizando el 
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sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) según el protocolo indicado 

por el fabricante. 

Purificación de ADN total y plasmídico. El aislamiento del ADN total de S. equisimilis 

ATCC9542 se realizó de acuerdo a lo descrito por Hernández y cols223. S. equisimilis fue 

crecido en 50 ml de caldo infusión cerebro-corazón por 12 horas a 37ºC. La biomasa obtenida 

por centrifugación fue resuspendida en 6 ml de tampón de STE (glucosa, 50 mM; Tris-HCl, 10 

mM; EDTA, 1 mM; pH 8,0) con lisozima a una concentración de 1 mg ml-1 y fue incubada por 

una hora a 37ºC. Las células se lisaron en presencia de SDS al 1%, EDTA 1 mM y 0,5 mg ml-

1 de pronasa E durante 3 horas a 55ºC. A la preparación se le realizaron extracciones 

sucesivas con fenol, fenol-cloroformo (1:1) y cloroformo. El ADN se precipitó de la fase 

acuosa añadiendo 1 volumen de isopropanol y 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M y luego 

fue lavado con 1 ml de etanol al 70%. Finalmente se resuspendió en 100 µl de agua destilada 

estéril.  

Para la purificación del ADN plasmídico se utilizaron los sistemas Wizard Plus SV Minipreps 

DNA Purification System y Wizard Plus Midipreps DNA Purification System, ambos adquiridos 

de la firma Promega (EE. UU.). En el caso del aislamiento de ADN plasmídico a partir de 

Streptomyces, el micelio se incubó inicialmente en tampón de resuspensión de células con 2-

4 mg de lisozima por ml durante 30 - 45 min a 37ºC como tratamiento previo a la lisis celular 

en presencia de NaOH y SDS. 
Reacción en cadena de la polimerasa. Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) 

se llevaron a cabo en un termociclador PTC150 (MJ Research, EE. UU.). Cada reacción se 

realizó en un volumen final de 50 µ que contenía: 50 ng de ADN molde cuando éste era ADN 

plasmídico o 100 ng cuando el molde era ADN genómico, 5 µl de tampón de reacción 10X, 

2.5 µl de una solución de los cuatro desoxirribonucleótidos dATP, dCTP, dGTP y dTTP 

(dNTPs) (5 mM), 25 pmol de cada oligonucleótido, 0,4 U de la polimerasa (SuperTaq, Roche) 

y H2O destilada estéril. La reacción se efectuó de la siguiente forma: 5 ciclos de 1 min de 

desnaturalización a 94ºC, 1 min  a 54ºC y un tiempo de extensión variable según la longitud 

del producto a amplificar (1 min por cada kb) a 72ºC. La reacción continuó por 25 ciclos de 1 

min de desnaturalización a 94ºC, 30 segundos de hibridación a 64ºC y un tiempo de 

extensión que dependió de la longitud del producto a amplificar. El último paso de la reacción 

fue de extensión a 72ºC por 5 min. 

Secuenciación automática de ADN. Se realizó mediante el sistema Thermo Sequenase 

Primer Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare) según las indicaciones del fabricante. Para la 

secuenciación de fragmentos de tamaño menor de 550 pb, que habían sido clonados en el 
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sistema de pGEM®-T Easy Vector (Promega) o en el pUC19, se utilizaron los 

oligonucleótidos comerciales M13F y M13R marcados con fluorescencia. Para la 

secuenciación de las regiones correspondientes a las fusiones génicas entre las secuencias 

señales y los genes foráneos se utilizaron los oligonucleótidos vsiPend (Cy5’-

GCAAGACTCCTCACCGCAGTCA 3’) o ermEp-seq (Cy5’- 

ACAATCGTGCCGGTTGGTAGGATC 3’), ambos obtenidos de la casa comercial Eurogentec 

(Bélgica). Las secuencias fueron obtenidas con un secuenciador ADN ALFexpress 

(Amersham Pharmacia Biotech) siguiendo el procedimiento recomendado por los fabricantes. 

Transformación de cepas de E. coli. Se transformaron células competentes preparadas por 

tratamiento con CaCl2219. Una alícuota de 0,1 ml de células competentes se mezcló con 0,1 

µg de plasmidio o con los productos de una reacción de ligamiento, se incubó 30 min a 4ºC y 

se sometió a un choque térmico a 42ºC por 2 min. Se adicionó 1 ml de caldo LB y se incubó 1 

h a 37ºC. Se sembró en LB sólido suplementado con el antibiótico de selección apropiado. 

3.3.2 Procedimientos utilizados en el trabajo con proteínas  
Determinación de la concentración de proteínas. La concentración de proteínas totales en 

los sobrenadantes, extractos proteicos o eluatos cromatográficos fue determinada por el 

método de Bradford225 y por el método reportado por Zor y cols, que incluye algunas 

modificaciones del método de Bradford que a continuación se describen226. Se realizó en 

placas de 96 pocillos de poliestireno (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca) con la ayuda de una curva 

patrón de albúmina de suero bovino (BSA) en un rango de concentraciones de 40 a 5 µg ml-1. 

Las absorbancias se determinaron a dos longitudes de ondas: 620 y 450 nm; y los valores 

obtenidos de la relación Abs620/Abs450 se utilizaron para obtener la ecuación de la recta al 

ajustar por el método de los mínimos cuadrados los valores de concentración y absorbancias 

de la curva patrón. 

Precipitación de proteínas totales. Las proteínas totales del SN o de eluatos 

cromatográficos fueron precipitadas siguiendo un protocolo modificado de adición de metanol 

y cloroformo descrito por Wessel y cols227. Para ello, se adicionó un volumen de una mezcla 

de metanol y cloroformo en proporción 3:1 (v/v) a las muestras y se agitaron vigorosamente. 

Posteriormente se centrifugaron por 5 min a 13 000 × g y se retiró la fase superior 

cuidadosamente hasta la interfase formada y se añadió metanol en cantidades equivalentes a 

dos tercios del volumen inicial de la muestra. Finalmente, se centrifugó por 15 min a 13 000 × 

g y el sedimento, que contenía las proteínas, se resuspendió en un volumen adecuado para 

cada caso. 
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Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las 

electroforesis de proteínas se realizaron según Laemmli, utilizando geles al porciento de 

acrilamida adecuado para cada caso228. Los geles fueron revelados con azul de Coomassie 

R-250 o con sales de zinc e imidazol229. Cuando fue necesario, los geles revelados con sales 

de zinc e imidazol fueron desteñidos en tampón de corrida de SDS-PAGE229. Las imágenes 

de cada gel fueron capturadas mediante el programa bioinfórmatico GeneSnap del sistema de 

documentación de geles Gene Genius de la casa comercial Syngene (RU). El análisis de 

densitometría de imágenes para la predicción de tallas ó porcientos de pureza se realizó 

mediante el programa bioinfórmatico GeneTools de la compañía SynGene. 

Western blotting. Las muestras de proteínas fueron separadas mediante SDS-PAGE y 

transferidas a filtros de nitrocelulosa según lo descrito por Towbin y cols230. Posteriormente, 

los sitios libres de las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en solución 

salina tamponada con fosfato (PBS: NaCl, 137 mM; Na2HPO4, 9,58 mM; KCl, 2,68 mM; 

KH2PO4, 1,47 mM; pH 7,2) por 1 h a 37ºC. En las 2 horas siguientes las membranas se 

incubaron a 37ºC con el anticuerpo primario (IgG sérica de conejo dirigida contra el IFNα2b a 

1 : 1 000174 ó el anticuerpo monoclonal anti-SKC-2 a 0,4 µg ml-1, comercializado por el Centro 

de Ingeniería Genética y Biotecnología, Sancti Spiritus, Cuba), en PBS/leche 2% y a 

continuación se lavaron tres veces en una solución de PBS con Tween al 0,05% (PBS-T) y se 

incubaron con anticuerpos anti-IgG de conejo o de ratón conjugados con peroxidasa 

(Promega). Las membranas se revelaron por incubación en H2O2 al 0,012% disuelto en PBS 

en presencia de 3,3-diaminobenzidina (0,5 mg ml-1). 

3.4 Procedimientos para obtener cepas recombinantes de S. lividans TK24 
3.4.1 Procedimientos para obtener plasmidios replicativos que codifiquen para el 

IFNα2b fusionado al LipA-sp o al Vsi-sp o al XlnC-sp 

3.4.1.1 Procedimientos para obtener plasmidios que codifiquen para el IFNα2b 

fusionado al LipA-sp 

Para obtener plasmidios que codifiquen para el IFNα2b fusionado al LipA-sp fue necesario 

previamente construir un vector plasmídico que permitiera la clonación del gen ifnα2b, u otros 

genes, cadena abajo y en el marco de lectura de la secuencia señal (lipA-ss). Para ello, cinco 

microgramos de pB93 (Figura 5) fueron linealizados por digestión con Not I y los extremos 

protuberantes generados se rellenaron con Klenow en presencia de los cuatro dNTPs a una 

concentración de 0,16 mM cada uno. El producto de la reacción fue tratado con fenol - 

cloroformo 1:1 (v/v) y posteriormente fue precipitado, según se describió en 3.3.1. El ADN 

obtenido fue digerido con Hind III y el fragmento de menor talla (0,424 kb), contentivo del 
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promotor, RBS y secuencia señal de la lipA, se extrajo de un gel de agarosa, como se 

describe en la sección 3.3.1. En paralelo, 1 µg de pUC19 se digirió con HincII y Hind III. Una 

alícuota de 0,1 µg de pUC19 digerido y 0,05 µg del fragmento purificado se mezclaron con 

T4-ADN ligasa y se incubaron en tampón de ligamiento toda una noche a 16ºC. Una alícuota 

de células competentes de E. coli TG1 (Tabla 1) se transformó con el producto resultante y el 

ADN plasmídico se extrajo de los transformantes. 

Debido a que el plasmidio pB93 tiene dos sitios superpuestos de reconocimiento por la 

endonucleasa Not I (GCGGCCGGCCGGGGCCCCGGCC) (Figura 5), localizados en la región que codifica 

para el dominio C de LipA-sp, se seleccionó un clon en que el corte por Not I linearizó el 

plasmidio obtenido, lo cual indicó que la enzima Not I cortó en el segundo sitio en pB93. El 

plasmidio recombinante derivado de pUC19 que incorporó el inserto, se propagó, se purificó y 

la secuencia nucleotídica del inserto se verificó. El plasmidio recombinante obtenido se 

denominó pSTU-13. 

A       B  

 
          lipA: GTG, 524 -TAG, 1454 

Figura 5. Mapa físico del plasmidio pB93 (A) y secuencia nucleotídica de las señales 
traduccionales y de secreción de la lipasa A de S. exfoliatus M11 (lipA) en pB93 (B). El fragmento 
Bgl II de 4,502 kb proviene del plasmidio pB9420. lipR codifica para un posible activador trascripcional de lipA; amp-
r es un gen que confiere resistencia a ampicillina. Se indican las coordenadas de los codones de inicio (GTG) y 
terminación (TAG) de lipA. Aparece subrayado el sitio de unión al ribosoma (RBS) y el sitio de procesamiento de la 
peptidasa señal se indica con una flecha. Tomado de Pérez y cols19 y modificado por el autor. 
 

El plasmidio pSTU-13 se procesó para extraer las señales reguladoras y la secuencia señal 

de lipA en forma de fragmento Xba I. Para ello, 5 µg se digirieron con Xba I y el fragmento de 

menor tamaño (0,404 kb), que contenía al promotor, RBS y la secuencia señal de lipA, se 

extrajo de un gel de agarosa, como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 0,5 µg del 

vector pUWL218 bifuncional E. coli - Streptomyces (Tabla 1, Anexo 4) se linealizaron con Xba 

I y posteriormente se mezcló con 0,02 µg del fragmento Xba I, portador del promotor, RBS y 

secuencia señal de lipA, y se incubaron con T4 ADN-ligasa en tampón de ligamiento como se 

describe en la sección 3.3.1. Los productos de la reacción se usaron para transformar células 

181      CCCGACCGCCCCCGGACGACGGGCCCCTGGGCCTCGCGTGGTGTGGTTCCCGCCCACCGA 
BamH I 

241      GAGGATCCCCCGTGCCCCAGCACCTCCTCCCCGCACGCCGACAGGCCGCGCGCCCGAGCC 
   1          RBS   M     P      Q     H      L     L     P      A      R     R      Q      A     A     R      P      S      R  
        Sst II 
301      GCCCCCGTACGCTGACGGGTCTGCTGGCCGCCGCGGCGGCCACGGCCGGCCTCCTGCTCA 
  18            P      R     T      L      T      G     L      L      A     A     A      A     A      T      A     G      L     L     L      S 
          Sst II  
                    Not I         Not I 
361       GCGGCCTGGCCCCTGGCGCCCAGGCGGCCGCGGCCGCCGCCAACCCCTACGAGCGCGGTC 
 38              G     L      A      P     G      A     Q      A     A      A     A      A     A     N      P     Y     E       R     G     P  
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competentes de E. coli TG1 y se extrajo el ADN plasmídico de los transformantes y se 

chequeó con Xba I. La orientación del fragmento Xba I subclonado en el vector pUWL218 se 

chequeó con la enzima BamH I. El vector recombinante obtenido por la incorporación del 

inserto Xba I se propagó, purificó y se denominó pSV. Este plasmidio se manipuló para 

sustituir el promotor de lipA por el promotor ermE* (ermEp*) de S. erythraea en forma de 

fragmento EcoR I - BamH I. Para ello, 0,5 µg se digirieron con EcoR I y BamH I. El fragmento 

EcoRI - BamH I de talla mayor (6,93 kb), que correspondió al vector, se extrajo de un gel de 

agarosa como se describe en la sección 3.3.1. En paralelo, 5 µg del vector pIJ4090 (Figura 6) 

fue digerido con EcoR I y BamH I y el fragmento de 0,28 kb, contentivo del promotor ermE*, 

fue purificado a partir de un gel de 1,5% de agarosa como se describe en la sección 3.3.1. 

Una alícuota de 0,02 µg del fragmento de 0,28 kb se mezcló con 0,1 µg del fragmento de 6,93 

kb y se incubó con 1 U de T4 ADN-ligasa en tampón de ligamiento durante 20 h a 16ºC. Los 

productos de la reacción se usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se 

extrajo el ADN plasmídico de los transformantes y se chequearon con EcoR I y BamH I. El 

vector recombinante obtenido por la incorporación del promotor ermE* se propagó, purificó y 

se denominó pEFBR. Esta manipulación delecionó tres de las siete bases del RBS de lipA 

(rbs-lipA). 

 
 

Para restablecer el rbs-lipA se utilizó un adaptador de doble cadena formado por los 

oligonucleótidos ABVV1 (5’ GATCCATGGCCCACCGAGAG 3’) y ABVV2 (5’ 

GATCCTCTCGGTGGGCCATG 3’) que introdujo un sitio de reconocimiento para Nco I. Los 

extremos del adaptador de doble cadena obtenido fueron protuberantes para el 

reconocimiento por BamH I. Para ello, 10 pmol de cada uno de los oligonucleótidos fue 

mezclado en un volumen total de 100 µL de agua destilada estéril y se desnaturalizaron por 5 

min a 95ºC en un termociclador PTC150 (MJ Research, EE. UU.). La temperatura de la 

reacción fue disminuyendo lentamente a razón de 1ºC por cada 50 seg hasta arribar a 25 °C. 

1 µL de esa reacción fue ligado a 0,1 µg del plasmidio pEFBR, el cual había sido previamente 

Figura 6. Mapa genético del plasmidio 
pIJ409013. El fragmento EcoR I - BamH I de 
0,28 kb contiene el promotor mutante de 
resistencia a eritromicina de Saccharopolyspora 
erythraea ermE* (ermEp*) con actividad 
constituva incrementada. neo, gen neo sin 
promotor, tsr-r, gen de resistencia a 
tioestreptona, ter-fd, terminador de la 
transcripción del fago fd. 
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digerido con BamH I. La reacción se incubó 16 h a 16ºC y el producto se utilizó para 

transformar células competentes de E. coli TG1. La mezcla de transformación se sembró en 

placas de LB-amp y se incubó 16 h a 37ºC. Las preparaciones plasmídicas se chequearon 

por digestión con Nco I mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y un clon que 

adquirió el inserto se propagó, se purificó y se verificó la secuencia en la vecindad del rbs-

lipA, según lo descrito en el acápite 3.3.1. Este se denominó pHFPG. Posteriormente, una 

alícuota de 1 µg del plasmidio pHFPG se digirió con EcoR I y Hind III. Los productos se 

separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y el fragmento de 0,484 kb, contentivo 

del casete ermEp*/lipA-ss, se extrajo de un gel de agarosa como se describe en la sección 

3.3.1. Una alícuota de 0,1 µg de pUC19 digerido con EcoR I y Hind III se incubó con 0,05 µg 

del fragmento de 0,484 kb en tampón de ligamiento en presencia de 1 U de T4-ADN ligasa. 

Una alícuota de células competentes de la cepa E. coli TG1 se transformó con el producto de 

la reacción y el ADN plasmídico se extrajo de los transformantes y se chequeó con EcoR I y 

Hind III. El plasmidio recombinante que tuvo el inserto se propagó, purificó y se denominó 

pUCA y tiene como sitio único a Not I para permitir la clonación de genes heterólogos en el 

marco de lectura cadena abajo de lipA-ss. 

Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para IFNα2b fusionado por un 

péptido espaciador al LipA-sp. El plasmidio pAGUA-4 (Figura 7, Tabla 1) se manipuló para 

extraer el gen ifnα2b seguido del terminador de la transcripción del gen 32 del bacteriófago T4 

(ter-T4) en forma de fragmento Hind III. Para ello, 5 µg de pAGUA-4 se digirieron con Hind III. 

El fragmento Hind III de talla menor (0,65 kb), que contenía el gen ifnα2b seguido del ter-T4, 

se extrajo de un gel de agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 0,5 µg 

del plasmidio pHFPG se linealizaron con Hind III y a continuación el producto de la reacción 

se mezcló con 0,03 µg del fragmento Hind III, portador del gen ifnα2b y del ter-T4, y se 

expuso a 1 U de T4-ADN ligasa en tampón de ligamiento durante 16 h a 16ºC. Los productos 

de la reacción se usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se extrajo el 

ADN plasmídico de los transformantes y se chequearon con Hind III, BamH I y Pst I. El vector 

recombinante bifuncional obtenido por la incorporación del inserto ifnα2b/ter-T4 se propagó, 

purificó y se denominó pABRIL. Este plasmidio codificó para una proteína de fusión LipA-

sp/IFNα2b con la secuencia espaciadora DSRVDLQACKLM entre LipA-sp y el IFNα2b, la cual 

fue codificada por la región de clonación múltiple procedente del vector pUC19. La metionina 

fue codificada por el codón ATG de inicio de la traducción aportado por el plasmidio pAGUA-

4.   
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Este plasmidio fue manipulado para reducirle la secuencia espaciadora en la unión entre el 

LipA-sp y el IFNα2b (DSRVDLQACKLM) por la secuencia DSSKLM. Para ello fue digerido 

con Sph I y Xba I y los extremos protuberantes generados se removieron o rellenaron con la 

enzima T4-ADN polimerasa y 0,1 mM de los cuatro dNTPs. La mezcla se incubó 15 minutos a 

12ºC. Seguidamente, 0,1 µg del ADN obtenido se incubaron con 5 U de T4 ADN-ligasa 

durante 16 h a 16ºC. Células competentes de E. coli TG1 se transformaron con los productos 

de la reacción y el ADN plasmídico de los transformantes se extrajo y se chequeó por 

digestión con Pst I. El plasmidio obtenido se propagó y purificó, y la secuencia nucleotídica 

que codificó para DSSKLM se verificó empleando el oligonucleótido ermEp-seq como se 

describe en la sección 3.3.1. El plasmidio obtenido se denominó pA∆XS. 

Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para el IFNα2b fusionado 

directamente al LipA-sp. Se realizó una amplificación por PCR, esencialmente como se 

describe en 3.3.1. Como ADN molde se utilizó al plasmidio pAGUA-4 (Figura 7) y como 

cebadores los oligos JC-5344 (5’ GCGGCCTGTGATCTGCCTCAAACCC 3’) y JC-5345 (5’ 

AAAACTGCAGTTTTTATTCCTTACTTCTTAAAC 3’). El fragmento amplificado fue purificado 

de un gel como se describe en la sección 3.3.1. En paralelo, 2 µg del plasmidio pUCA fue 

digerido con Not I y los extremos protuberantes fueron rellenados con la enzima Klenow en 

presencia de los cuatro dNTPs a una concentración de 0,16 mM cada uno. El producto de la 

reacción fue precipitado con fenol cloroformo 1:1 (v/v) y posteriormente fue precipitado, según 

se describió en 3.3.1. El ADN obtenido fue digerido con Pst I y posteriormente ligado en 

presencia de 5 U de T4-ADN ligasa (3.3.1) a 0,06 µg del producto purificado de la PCR. Una 

alícuota de células competentes de la cepa E. coli TG1 (Tabla 1) se transformó con el 

producto resultante, el ADN plasmídico se extrajo de los transformantes y se chequeó con Not 

I, EcoR I y Pst I. El plasmidio recombinante que incorporó el inserto, se propagó, se purificó y 

la secuencia nucleotídica entre lipA-ss y el ifnα2b fue verificada por secuencia empleando el 

Figura 7. Mapa genético del plasmidio 
pAGUA-4174. El fragmento Cla I–Pst I de 0,5 
kb contiene al gen ifnα2b (ifn) y el fragmento 
Pst I-Hind III de 0,15 kb contiene el 
terminador de la transcripción del gen 32 del 
fago T4 (ter-T4). Ptrip: promotor triptófano y 
amp-r: gen que confiere resistencia a 
ampicilina. 
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oligonucleótido ermEp-seq como se describe en 3.3.1. El plasmidio obtenido se denominó 

pUCAI. Seguidamente se digirieron 3 µg del plasmidio pUCAI con EcoR I y Pst I y se 

obtuvieron dos fragmentos, uno de 2,6 kb correspondiente al vector y otro de 0,95 kb que 

contenía un casete “ermEp*/lipA-ss/ifnα2b”. Este casete se purificó a partir de un gel, de 

acuerdo a lo que se describió en la sección 3.3.1. Paralelamente, 1 µg del plasmidio pABRIL 

fue digerido con las enzimas EcoR I y Pst I y el fragmento mayor de 6,9 kb que contenía el 

ter-T4 y el resto del vector bifuncional E. coli – Streptomyces pUWL218, fue ligado a 0,04 µg 

del fragmento de ADN de este casete “ermEp*/lipA-ss/ifnα2b” como se describe en 3.3.1. La 

cepa de E. coli TG1 se transformó con el producto de la reacción y se seleccionó un clon que 

contenía el vector con el fragmento de 0,95 kb, contentivo del casete “ermEp*/lipA-ss/ifnα2b” 

que codifica para el IFNα2b fusionado directamente al LipA-sp. El plasmidio obtenido se 

denominó pUCIAS. 

3.4.1.2 Procedimientos para obtener plasmidios que codifiquen para el IFNα2b 

fusionado al Vsi-sp o al XlnC-sp 
Procedimiento para obtener una construcción genética que permita fusionar el gen 

ifnα2b en el marco de lectura de vsi-ss o xlnC-ss. Se diseñaron los oligonucleótidos 

IFNA2B-F1 (5’ CCAATGCATGTGATCTGCCTCAAACCC 3’) e IFNA2B-R1 (5’ 

AACTGCAGTTTTTATTCCTTACTTCTTAAAC 3’) para amplificar el gen ifnα2b mediante una 

PCR, básicamente como se describió en la sección 3.3.1. En los extremos 5' de los 

cebadores se incorporaron sitios de reconocimiento (en cursiva) para Nsi I (IFNA2B-F1) y Pst 

I (IFNA2B-R1). El sitio Nsi I, seguido de un tratamiento de remoción de sus extremos 

protuberantes, permitirá la fusión del primer codon del ifnα2b (TGT) a las secuencias señales.  

El fragmento amplificado fue purificado de un gel de agarosa al 1,5% y 0,05 µg de éste se 

mezclaron con 0,02 µg de pGEM®-T Easy Vector (Promega). A la mezcla se le adicionó T4-

ADN ligasa según se indicó en 3.3.1. Seguidamente el ADN ligado fue introducido en células 

competentes de E. coli TG1 y las células transformadas fueron seleccionadas en medio LB 

sólido suplementado con amp, IPTG (1 mM) y Xgal (50 µg ml-1). Se analizaron varios clones 

de la transformación –que provenían de colonias blancas– mediante las enzimas Nsi I y Pst I. 

Se seleccionó un clon que contenía el pGEM®-T Easy Vector con el fragmento de 0,501 kb 

clonado y se propagó, se purificó y la secuencia del gen ifnα2b fue verificada como se 

describió en 3.3.1. El plasmidio obtenido se denominó pGEM-IFN. 

Posteriormente, el gen ifnα2b fue extraído del pGEM-IFN como un fragmento de 0,501 kb 

digerido previamente con las enzimas Nsi I y Pst I. En paralelo, 1 µg del plasmidio pALTERM 
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(Tabla 1) fue digerido con Nsi I y Pst I. Una alícuota de 0,1 µg de pALTERM y 0,02 µg del 

fragmento purificado se mezclaron con 1 U de T4-ADN ligasa y se incubaron en tampón de 

ligamiento toda una noche a 16ºC. Una alícuota de células competentes de la cepa E. coli 

TG1 se transformó con el producto resultante, el ADN plasmídico se extrajo de los 

transformantes y se chequeó con Nsi I, Pst I, EcoR I y Bgl II. El plasmidio recombinante que 

incorporó el inserto compuesto por el gen ifnα2b fusionado al terminador de la transcripción 

del fago fd (ter-fd) se propagó, purificó y se denominó pALTIFN. 

Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para el IFNα2b fusionado al 

Vsi-sp. Cinco microgramos del plasmidio pALTIFN fueron linealizados por digestión con Nsi I 

y seguidamente los extremos protuberantes generados se removieron con la enzima T4-ADN 

polimerasa en presencia de 0,1 mM de los 4 dNTPs. El producto de la reacción se purificó por 

extracción con fenol - cloroformo y luego fue precipitado, de acuerdo a lo indicado en la 

sección 3.3.1. Seguidamente, el ADN obtenido fue digerido con EcoR I y el fragmento de 

menor tamaño (0,945 kb), contentivo del gen ifnα2b y del ter-fd, se extrajo de un gel de 

agarosa como se describe en la sección 3.3.1. En paralelo, 2 µg del plasmidio pBS-CBSS 

(Figura 8) se digirió con Dra II y los extremos protuberantes generados se rellenaron con la 

enzima Klenow en presencia de los cuatro dNTPs a una concentración de 0,16 mM cada uno. 

El producto de la reacción se purificó por extracción con fenol cloroformo y fue precipitado, de 

acuerdo a lo descrito en la sección 3.1.1, y posteriormente se digirió con EcoR I. El único sitio 

DraII en el plasmidio pBS-CBSS permite la fusión de genes dos codones cadena abajo de la 

región que codifica para el sitio de corte de la peptidasa señal. Una alícuota de 0,1 µg de 

pBS-CBSS digerido y 0,08 µg del fragmento purificado contentivo del gen ifnα2b seguido del 

ter-fd se mezclaron con 5 U de T4-ADN ligasa y se incubaron en tampón de ligamiento toda 

una noche a 16ºC. Una alícuota de células competentes de la cepa E. coli TG1 se transformó 

con el producto resultante, el ADN plasmídico se extrajo de los transformantes y se chequeó 

con las enzimas EcoR I y BamH I. El plasmidio recombinante derivado de pBS-CBSS que 

incorporó el inserto se propagó, se purificó y la secuencia nucleotídica de la fusión entre vsi-

ss y el ifnα2b se verificó empleando el oligonucleótido vsiPend, como se describe en la 

sección 3.3.1. El plasmidio obtenido se denominó pVsiIFN. Este plasmidio se procesó para 

extraer las señales reguladoras y la secuencia señal de vsi fusionadas al ifnα2b y al ter-fd en 

forma de fragmento EcoR I-BamH I. Para ello, 5 µg se digirieron con EcoR I y BamH I y el 

fragmento de menor tamaño (1,419 kb), que contenía el casete “vsip/vsi-ss/ifnα2b/ter-fd”, se 

extrajo de un gel de agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 0,5 µg del 
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vector pOW15 bifuncional E. coli-Streptomyces (Anexo 5, Tabla 1) se linealizaron con EcoR I 

y BamH I. A continuación el producto de la reacción se mezcló con 0,06 µg del fragmento 

EcoR I - BamH I portador del casete “vsip/vsi-ss/ifnα2b/ter-fd”, y se incubaron con 1 U de T4 

ADN-ligasa en tampón de ligamiento durante 16 h, como se describe en la sección 3.3.1. Los 

productos de la reacción se usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se 

extrajo el ADN plasmídico de los transformantes y se chequearon con Pst I, EcoR I, BamH I y 

Bgl II. El vector bifuncional E. coli - Streptomyces obtenido por la incorporación del casete 

“vsip/vsi-ss/ifnα2b/ter-fd” se propagó, purificó y se denominó pOVsiIFN. El vector pOVsiIFN 

codifica para una proteína de fusión Vsi-sp/IFNα2b espaciada por los aminoácidos EA entre el 

Vsi-sp y el IFNα2b. Los residuos de aminoácidos EA son los dos primeros aminoácidos de la 

proteína nativa Vsi. 

vsi-ss: 466 - 556  
 

Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para el IFNα2b fusionado al 

XlnC-sp. Con el objetivo de disponer de un sitio único EcoR I en el vector pBSVX (Figura 9, 

Tabla 1), que permita clonar el gen ifnα2b cadena abajo de la xlnC-ss, se inactivó el otro sitio 

EcoR I situado en la posición 2964 del vector (Figura 9). Se realizó una mutagénesis dirigida a 

uno de los nucleótidos T del sitio EcoR I mediante el sistema Quik Change Site-Directed 

Mutagenesis (Stratagene). Para ello se realizó una PCR con 2,5 U de la polimerasa Pfu, 125 

ng de cada uno de los oligonucleótidos PBSXylEF (5’ 

CCGGGCTGCAGGAAGTCGATTCGGGAGCG 3’) y PBSXylER (5’ 

CGCTCCCGAATCGACTTCCTGCAGCCCGG 3’) (contienen la base G o C en mutación por T 

o A, respectivamente), 2 µl de una solución de dNTPs (5 mM), 5 µl de tampón de reacción 

10X, 50 ng del plasmidio pBSVX (ADN metilado, aislado de E. coli TG1) y H2O destilada 

estéril hasta completar 50 µl. La mezcla de reacción se sometió a: 12 ciclos de 30 segundos 

de desnaturalización a 95ºC, 1 min de unión a 65ºC y 7 min de extensión a 68ºC en un 

termociclador PTC150 (MJ Research, EE. UU.). La amplificación fue verificada mediante 

electroforesis en gel de agarosa y posteriormente se adicionaron 10 U de la enzima Dpn I y se 

Figura 8. Mapa genético del plasmidio 
pBS-CBSS17. pBS-CBSS es un derivado de 
pBluescript KS(+) con un fragmento SmaI (600 
pb) del cromosoma de S. venezuelae 
CBS762.70, que contiene el promotor vsi (vsip) 
y la secuencia señal del inhibidor de subtilisina 
de S. venezuelae CBS762.70 (vsi-ss). amp-r 
es un gen que confiere resistencia a 
ampicillina. Se indican la localización de vsi-ss. 
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incubó a 37ºC por 1 hora para digerir el ADN parental de doble cadena. Una alícuota de la 

reacción (5 µl) fue utilizada para transformar células competentes de la cepa E. coli TG1. El 

ADN plasmídico de los transformantes se aisló y se chequeó por digestión con EcoR I. El 

plasmidio obtenido mediante este procedimiento fue propagado y purificado. La secuencia 

nucleotídica cadena arriba del promotor vsi fue verificada empleando el oligonucleótido 

universal (sentido), como se describe en la sección 3.3.1. El derivado de pBSVX obtenido 

tuvo un solo sitio EcoR I, útil para la clonación de genes heterólogos cadena abajo de la 

secuencia señal de xlnC de S. lividans. Este plasmidio se denominó pBSVXM y tiene como 

sitios únicos a Nsi I y EcoR I para la clonación de los genes ifnα2b y skc-2 cadena abajo de 

xlnC-ss y en su marco de lectura.  

vsip: 2964-3280  
xlnC-ss: GTG, 3328-3474 

 
El plasmidio pALTIFN fue linealizado con Nsi I y los extremos protuberantes se removieron 

con T4-ADN polimerasa en presencia de 0,1 mM de los 4 dNTPs. Luego, el ADN obtenido fue 

digerido con EcoR I y el fragmento de 0,945 kb, contentivo del gen ifnα2b y del ter-fd, se 

extrajo de un gel de agarosa al 1%. En paralelo, 2 µg del plasmidio pBSVXM se digirió con 

Nsi I y los extremos protuberantes generados se removieron con la enzima T4-ADN 

polimerasa en presencia de 0,1 mM de los 4 dNTPs. Seguidamente, el ADN obtenido fue 

digerido con EcoR I. Una alícuota de 0,1 µg del plasmidio pBSVXM digerido y 0,08 µg del 

fragmento purificado, contentivo del gen ifnα2b seguido del ter-fd, se mezclaron con 5 U de 

T4-ADN ligasa y se incubaron en tampón de ligamiento toda una noche a 16ºC. Una alícuota 

de células competentes de E. coli TG1 se transformó con el producto resultante y el ADN 

plasmídico se extrajo de los transformantes y se chequeó con Pst I, EcoR I y BamH I. El 

plasmidio recombinante que incorporó el gen ifnα2b seguido del ter-fd se propagó, se purificó 

y la secuencia nucleotídica de la fusión entre xlnC-ss y el ifnα2b se verificó empleando el 

oligonucleótido vsiPend, como se describe en la sección 3.3.1. Este plasmidio se denominó 

Figura 9. Mapa físico del plasmidio 
pBSVX23. El fragmento EcoR I de 0,5 kb 
proviene del pBSvsixyl225. amp-r: gen que 
confiere resistencia a ampicillina, vsip: 
promotor del inhibidor de subtilisina de S. 
venezuelae CBS762.70, xlnC-ss: secuencia 
señal de la xilanasa C de S. lividans. Se 
indican la localización del promotor vsi y del 
codón de inicio (GTG) de xlnC. 
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pXlnCIFN. Posteriormente, pXlnCIFN se procesó para extraer el promotor vsi, las señales 

traduccionales y de secreción de xlnC fusionadas al ifnα2b y a ter-fd en forma de fragmento 

EcoR I - BamH I. Para ello, 5 µg se digirieron con EcoR I y BamH I y el fragmento de menor 

talla (1,486 kb), que contenía el casete “vsip/xlnC-ss/ifnα2b/ter-fd”, se extrajo de un gel de 

agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 0,5 µg del vector bifuncional E. 

coli - Streptomyces pOW15 se linealizaron con EcoR I y BamH I. A continuación el producto 

de la reacción se mezcló con 0,06 µg del fragmento EcoR I - BamH I portador del casete 

“vsip/xlnC-ss/ifnα2b/ter-fd”, y se incubaron con 1 U de T4 ADN-ligasa, como se describe en la 

sección 3.3.1. Los productos de la reacción se usaron para transformar células competentes 

de E. coli TG1 y se extrajo el ADN plasmídico de los transformantes y se chequearon con Pst 

I, EcoR I, BamH I y Bgl II. El vector recombinante obtenido por la incorporación del casete 

“vsip/xlnC-ss/ifnα2b/ter-fd” se propagó, purificó y se denominó pOXlnCIFN. El plasmidio 

pOXlnCIFN codifica para una proteína de fusión XlnC-sp/IFNα2b espaciada por los 

aminoácidos ATT entre el XlnC-sp y el IFNα2b. Los residuos de aminoácidos ATT son los tres 

primeros aminoácidos de la xilanasa C nativa. 

3.4.2 Procedimientos para obtener plasmidios replicativos que codifiquen para la SKC-2 
fusionada al LipA-sp o al Vsi-sp o al XlnC-sp 
3.4.2.1 Procedimiento para obtener una construcción genética que permita fusionar el 
gen skc-2 en el marco de lectura de lipA-ss, vsi-ss o xlnC-ss 
El gen skc-2 fue amplificado a partir del cromosoma de S. equisimilis ATCC9542 mediante 

una PCR con los oligonucleótidos SK-F1 (5’ GATATCGCTGGACCTGAGTGGCTG 3’) y SK-

R1 (5’ AGATCTTTATTTGTCGTTAGGGTTATCAG 3’) en las condiciones que se indicaron en 

3.3.1. El oligonucleótido SK-F1 se sintetizó con un sitio EcoRV (en itálica) en el extremo 5' 

para permitir la fusión del gen skc-2 de 1245 pb cadena abajo de las secuencias señales en 

su marco de lectura. Por lo que se introdujo una mutación silente en el primer codón (ATT) del 

gen skc-2 al ser reemplazado por el codón ATC. Ambos codones codifican para el aminoácido 

isoleucina. 

El fragmento amplificado de 1,251 kb fue purificado de un gel de agarosa al 1,5% y 0,02 µg 

de éste se mezclaron con 0,02 µg de pGEM®-T Easy Vector (Promega). A la mezcla se le 

adicionó T4-ADN ligasa según se indicó en 3.3.1. Seguidamente el ADN ligado fue introducido 

en células competentes de la cepa de E. coli TG1 y las células transformadas fueron 

seleccionadas en medio LB sólido suplementado con amp, IPTG (1 mM) y Xgal (50 µg ml-1). 

Se analizaron varios clones de la transformación con las enzimas EcoR V y Bgl II. Se 
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seleccionó un clon que contenía el vector pGEM®-T Easy con el fragmento de 1,251 kb 

clonado y se propagó, se purificó y se denominó pGEM-SK. 

Para obtener la secuencia completa del gen skc-2, un clon fue seleccionado arbitrariamente 

para subclonar dos fragmentos del gen en el vector pUC19. Para ello, 2 µg del plasmidio fue 

digerido con EcoR V y Hind III. El fragmento EcoR V- Hind III de talla menor (0,749 kb), se 

extrajo de un gel de agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 1 µg del 

vector pUC19 se linealizaron con Hinc II y Hind III. A continuación el producto de la reacción 

se mezcló con 0,08 µg del fragmento EcoR V-Hind III, portador del fragmento 5´ del gen skc-

2, y se expuso a 1 U de T4 ADN-ligasa en tampón de ligamiento durante 16 h a 16ºC. Los 

productos de la reacción se usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se 

extrajo el ADN plasmídico de los transformantes y se chequearon con EcoR I y Hind III. 

Para obtener la secuencia del extremo 3´ del gen skc-2 fue necesario subclonar el fragmento 

Hind III y Bgl II de 0,496 kb en el vector pUC19, lo cual se realizó como sigue: 2 µg del pGEM-

SK fue digerido con Hind III y Bgl II, y el fragmento Hind III-Bgl II de menor tamaño (0,496 kb) 

se extrajo de un gel de agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 1 µg 

del vector pUC19 se digirió con Hind III y BamH I y a continuación, el producto de la reacción 

se mezcló con 0,06 µg del fragmento Hind III–Bgl II de 0,496 kb y se expuso a 1 U de T4-ADN 

ligasa en tampón de ligamiento durante 16 horas a 16ºC. Los productos de la reacción se 

usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se extrajo el ADN plasmídico 

de los transformantes y se chequeó con EcoR I y Hind III. 

Cada fragmento clonado se secuenció por ambas cadenas con los oligonucleótidos universal 

(sentido) y reverso, los cuales hibridan con el vector pUC19 dirigidos hacia el inserto, según lo 

descrito en el acápite 3.3.1. 

3.4.2.2 Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para la SKC-2 fusionada 
al LipA-sp 
Cinco microgramos del plasmidio pGEM-SK (sección 3.4.2.1) fueron cortados con las enzimas 

EcoR V y Pst I, y el fragmento de 1,293 kb -contentivo del gen skc-2- fue extraído de un gel 

de 1% de agarosa, de acuerdo a lo indicado en la sección 3.3.1. En paralelo, 1 µg del 

plasmidio pUCA (3.4.1.1) fue digerido con Not I y los extremos protuberantes fueron 

rellenados con la enzima Klenow en presencia de los cuatro dNTPs (0,16 mM). El producto de 

la reacción se purificó mediante fenol - cloroformo y posteriormente fue precipitado de 

acuerdo a lo descrito en la sección 3.3.1. El ADN obtenido fue digerido con Pst I y 

posteriormente ligado en presencia de 5 U de T4-ADN ligasa (3.3.1) a 0,12 µg del fragmento 

contentivo del gen skc-2. Una alícuota de células competentes de la cepa E. coli TG1 se 
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transformó con el producto resultante, el ADN plasmídico se extrajo de los transformantes y 

se chequeó con Hind III, Sac I y Pst I. El plasmidio recombinante que incorporó el inserto, se 

propagó, se purificó y se verificó la secuencia nucleotídica en la vecindad entre lipA-ss y el 

gen skc-2 empleando el oligonucleótido ermEp-seq, como se describe en 3.3.1. El plasmidio 

obtenido se denominó plipA1SK. Este plasmidio se procesó para extraer el promotor ermEp*, 

las señales traduccionales y de secreción de lipA fusionadas al gen skc-2 en forma de 

fragmento Sac I-Pst I. Para ello, 5 µg se digirieron con Sac I y Pst I y el fragmento de menor 

tamaño (1,731 kb), que contenía el casete “ermEp*/lipA-ss/skc-2”, se extrajo de un gel de 

agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 0,5 µg del vector bifuncional E. 

coli - Streptomyces pUWL218 (Anexo 4, Tabla 1) se linealizaron con Sac I y Pst I. A 

continuación el producto de la reacción se mezcló con 0,07 µg del fragmento Sac I-Pst I, 

portador del casete “ermEp*/lipA-ss/skc-2”, y se incubaron con 1 U de T4 ADN-ligasa en 

tampón de ligamiento durante 16 h, como se describe en la sección 3.3.1. Los productos de la 

reacción se usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se extrajo el ADN 

plasmídico de los transformantes y se chequearon con Hind III, EcoR I y Pst I. El vector 

recombinante obtenido por la incorporación del casete “ermEp*/lipA-ss/skc-2” se propagó, 

purificó y se denominó pOlipA1SK. 

3.4.2.3 Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para la SKC-2 fusionada 
al Vsi-sp 
Cinco microgramos del plasmidio pGEM-SK (sección 3.4.2.1) fueron digeridos con las 

enzimas EcoR V y EcoR I, y el fragmento de 1,257 kb -contentivo del gen skc-2- fue extraído 

de un gel de 1% de agarosa, de acuerdo a lo indicado en la sección 3.3.1. En paralelo, 2 µg 

del plasmidio pBS-CBSS se digirió con Dra II y los extremos protuberantes generados se 

completaron con la enzima Klenow en presencia de los cuatro dNTPs (0,16 mM). El producto 

de la reacción se purificó por extracción con fenol - cloroformo y posteriormente fue 

precipitado de acuerdo a lo descrito en la sección 3.3.1. A continuación fue digerido con EcoR 

I. Una alícuota de 0,1 µg de pBS-CBSS digerido y 0,1 µg del fragmento purificado, contentivo 

del gen skc-2, se mezclaron con 5 U de T4-ADN ligasa y se incubaron en tampón de 

ligamiento toda una noche a 16ºC. Una alícuota de E. coli TG1 en estado de competencia se 

transformó con el producto resultante, el ADN plasmídico se extrajo de los transformantes y 

se chequeó con Hind III, EcoR I y BamH I. El plasmidio recombinante derivado de pBS-CBSS 

que incorporó el inserto se propagó, se purificó y la secuencia nucleotídica de la fusión entre 

vsi-ss y el skc-2 fue verificada empleando el oligonucleótido vsiPend, como se describe en la 

sección 3.3.1. El plasmidio obtenido se denominó pVsiSK. Este plasmidio se procesó para 
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extraer las señales reguladoras y la secuencia señal de vsi fusionadas al skc-2 en forma de 

fragmento EcoR I - BamH I. Para ello, 5 µg se digirieron con EcoR I y BamH I y el fragmento 

de menor tamaño (1,723 kb), que contenía el casete “vsip/vsi-ss/skc-2”, se extrajo de un gel 

de agarosa como se describe en la sección 3.3.1. Paralelamente, 0,5 µg del vector bifuncional 

E. coli - Streptomyces pOW15 (Tabla 1) se linealizaron con EcoR I y BamH I. A continuación 

el producto de la reacción se mezcló con 0,08 µg del fragmento EcoR I - BamH I, portador del 

casete “vsip/vsi-ss/skc-2”, y se incubaron con 1 U de T4 ADN-ligasa en tampón de ligamiento 

durante 16 h, como se describe en la sección 3.3.1. Los productos de la reacción se usaron 

para transformar células competentes de E. coli TG1 y se extrajo el ADN plasmídico de los 

transformantes y se chequearon con Hind III, EcoR I y BamH I. El vector obtenido por la 

incorporación del casete “vsip/vsi-ss/skc-2” se propagó, purificó y se denominó pOVsiSK. 

3.4.2.4 Procedimiento para obtener un plasmidio que codifique para la SKC-2 fusionada 
al XlnC-sp 
Cinco microgramos del plasmidio pGEM-SK (sección 3.4.2.1) fueron digeridos con las 

enzimas EcoR V y EcoR I, y el fragmento de 1,257 kb -contentivo del gen skc-2- fue extraído 

de un gel de 1% de agarosa, de acuerdo a lo indicado en la sección 3.3.1. En paralelo, 2 µg 

del plasmidio pBSVXM (3.4.1.2) se digirió con Nsi I y los extremos protuberantes generados 

se removieron con la enzima T4-ADN polimerasa en presencia de los 4 dNTPs (0,1 mM). El 

producto de la reacción se purificó por extracción con fenol - cloroformo y posteriormente fue 

precipitado, de acuerdo a lo descrito en la sección 3.3.1. Seguidamente, el ADN obtenido fue 

digerido con EcoR I. Una alícuota de 0,1 µg del plasmidio pBSVXM digerido y 0,08 µg del 

fragmento purificado contentivo del gen skc-2 se mezclaron con 5 U de T4-ADN ligasa y se 

incubaron en tampón de ligamiento toda una noche a 16ºC. Una alícuota de células 

competentes de E. coli TG1 se transformó con el producto resultante y el ADN plasmídico se 

extrajo de los transformantes y se chequeó con Hind III, EcoR I y BamH I. El plasmidio 

recombinante que incorporó el gen skc-2 se propagó, se purificó y la secuencia nucleotídica 

de la fusión entre xlnC-ss y skc-2 fue verificada empleando el oligonucleótido vsiPend, como 

se describe en la sección 3.3.1. Este plasmidio se denominó pXlnCSK. Este plasmidio se 

manipuló para extraer el promotor de vsi, las señales traduccionales y de secreción de xlnC 

fusionadas al gen skc-2 en forma de fragmento EcoR I - BamH I. Para ello, 5 µg se digirieron 

con EcoR I y BamH I y el fragmento de menor tamaño (1,791 kb), que contenía el casete 

“vsip/xlnC-ss/skc-2”, se extrajo de un gel como se describió anteriormente (3.3.1). 

Paralelamente, 0,5 µg del vector bifuncional E. coli - Streptomyces pOW15 se linealizaron con 

EcoR I y BamH I. A continuación el producto de la reacción se mezcló con 0,08 µg del 
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fragmento EcoR I - BamH I, contentivo del casete “vsip/xlnC-ss/skc-2”, y se incubaron con 1 U 

de T4 ADN-ligasa en tampón de ligamiento durante 16 h. Los productos de la reacción se 

usaron para transformar células competentes de E. coli TG1 y se extrajo el ADN plasmídico 

de los transformantes y se chequearon con Hind III, Sph I y BamH I. El vector obtenido por la 

incorporación del casete “vsip/xlnC-ss/skc-2” se propagó, purificó y se denominó pOXlnCSK. 

3.4.3 Introducción de los plasmidios recombinantes en S. lividans TK24 

Los plasmidios bifuncionales E. coli - Streptomyces que codifican para el IFNα2b (sección 

3.4.1) o la SKC-2 (sección 3.4.2) se introdujeron por separado en protoplastos de S. lividans 

TK24, según lo descrito en el acápite 3.2.1. Varios transformantes de S. lividans TK24 de 

cada transformación fueron propagados en medio MS suplementado con tioestreptona y 

aquellos que mostraron fenotipo de resistencia a tioestreptona fueron conservados en glicerol 

al 20% a -70ºC. 

El plasmidio bifuncional E. coli – Streptomyces pA∆XS (3.4.1.1) fue introducido en 

protoplastos de S. lividans TK24 mutantes en los genes tatB o tatC (Tabla 1). Varios 

transformantes de cada cepa mutante fueron propagados en medio MS suplementado con 

tioestreptona y aquellos que manifestaron fenotipo resistente a tioestreptona fueron 

conservados en glicerol al 20% a -70ºC. 

3.5 Procedimientos para evaluar la expresión y secreción del IFNα2b o la SKC-2 por las 

cepas de S. lividans recombinantes 

3.5.1 Procedimientos para evaluar la expresión y secreción del IFNα2b  

Detección inmunoquímica del IFNα2b. La presencia de IFNα2b en los extractos proteicos 

(sección 3.2.1) y sobrenadantes de cultivo se analizó por Western blotting usando geles de 

12,5% de poliacrilamida como se describió en 3.3.2. 

Ensayo tipo ELISA para la cuantificación del IFNα2b. La cuantificación de IFNα2b en los 

sobrenadantes de cultivo se realizó mediante un sistema inmunoenzimático tipo sándwich231. 

Se usaron placas Maxisorp de 96 pocillos y fondo plano, las cuales se incubaron 12 horas a 

4ºC con anticuerpo monoclonal CB-IFN 2.3232 preparado a 10 µg ml-1 en tampón de 

recubrimiento (carbonato de sodio, 15,9 g l-1; bicarbonato de sodio, 23,9 g l-1; pH 9,6). La 

solución anterior se sustituyó por leche descremada (Oxoid) al 2% en PBS-T y se incubó 1 

hora a 37ºC. Se lavó tres veces con PBS-T y las muestras se añadieron e incubaron durante 

1 hora a 37ºC. Se realizaron al menos cuatro diluciones seriadas de cada muestra. En cada 

placa se incluyeron diluciones seriadas 1:2 del IFNα2b (rango, 10 - 0,625 ng ml-1) como 

patrón de cuantificación (patrón de referencia IFNα2b-05-0701, CIGB, La Habana) en tampón 

PBS-T con 0,5% de leche descremada. Las placas se lavaron cinco veces con PBS-T y se 
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incubaron 1 hora a 37ºC con el anticuerpo monoclonal CB-IFN 2.4 conjugado a peroxidasa233 

en una dilución de 1:10 000 en tampón PBS-T con 0,5% de leche descremada. Las placas se 

lavaron ocho veces con PBS-T y la reacción de revelado se efectuó durante 15 - 20 minutos 

empleando 0,5 mg ml-1 del O-fenilendiamina como cromógeno en tampón citrato 0,1 M, pH 

5,5 con H2O2 al 0,015%. La reacción se detuvo por adición de 50 µl de H2SO4 2,5 N en cada 

pozo y las absorbancias se leyeron en un lector de placas (Titertek Multiskan® PLUS) a 492 

nm. Para aceptar el ensayo se consideró que el coeficiente de regresión lineal de la recta 

fuera mayor del 98% y el coeficiente de variación de los valores de la curva patrón y de las 

muestras fuese menor del 10%. Debido a que el límite de detección de este ELISA es 0,5 ng 

ml-1 231, las muestras donde no se detectó IFNα2b se les asignó arbitrariamente el valor de 0,5 

ng ml-1. 

Cuantificación de la actividad antiviral del IFNα2b. La actividad antiviral del IFNα2b fue 

ensayada por la inhibición del efecto citopático producido por el virus Mengo (Picornavirus de 

ratón) sobre las células Hep-2 (Carcinoma laríngeo humano, ATCC No. CCL23)234. Para ello 

se contrataron los servicios de la División de Control de la Calidad del CIGB. Se utilizaron 

placas de 96 pocillos de fondo plano con células Hep-2 crecidas formando una monocapa 

confluente. Las muestras, el material de referencia de laboratorio, una muestra control de 

IFNα2b purificado, controles del virus y controles de las células se diluyeron seriadamente 1:2 

en medio mínimo esencial con 2% de suero fetal bovino y se incubaron por 24 horas a 37ºC, 

3% de CO2 y 95% de humedad relativa. Posteriormente, se adicionó el virus Mengo a una 

dilución previamente seleccionada, en la cual se obtuvo el título esperado del material de 

referencia y 100% de lisis celular en los controles de virus y se añadió medio MEM CANE con 

gentamicina a 40 µg ml-1 en los cuatro pocillos correspondientes a los controles de células. 

Después de incubar por un período de 18-20 horas a 37ºC con CO2 al 3% y humedad relativa 

de 95% y comprobar al microscopio la lisis total de las células en los controles del virus, se 

adicionó el colorante violeta cristal al 0,5% a cada pocillo de la placa y se incubó por 3 

minutos. El grado de protección de la monocapa de células se evaluó visualmente, de 

acuerdo con la absorción del colorante violeta cristal por las células. El título antiviral de una 

muestra fue el inverso de la dilución de la muestra, en la cual se observó una protección del 

50% de las células, tomando como 100% al control de células y 0% al control de virus. La 

lectura de la densidad óptica de los pocillos teñidos se realizó a 578 nm en un equipo SUMA 

(Cuba) y luego se realizó el cálculo de los títulos según un programa diseñado para este 

propósito. El título de una muestra fue expresado como UI l-1 235. 
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3.5.2 Procedimientos para evaluar la expresión y secreción de la SKC-2  
Detección inmunoquímica de la SKC-2. La presencia de la SKC-2 en los extractos proteicos 

(sección 3.2.1), sobrenadantes de cultivo y eluatos cromatográficos se analizó por Western 

blotting usando geles de 10% de poliacrilamida en condiciones no reductoras (sección 3.3.2). 

Ensayo tipo ELISA para la cuantificación de la SKC-2. La SKC-2 presente en los 

sobrenadantes de cultivo fue cuantificada por un sistema inmunoenzimático tipo sándwich236. 

Para ello, se recubrieron placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (MaxiSorp, 

Nunc) con el anticuerpo monoclonal SK-1 (Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, 

Sancti Spiritus, Cuba) a una concentración final de 5 µg ml-1 en tampón de recubrimiento y se 

incubaron en cámara húmeda a 4ºC por 16-18 horas. Después de lavar por dos veces las 

placas con tampón TBS-T se bloquearon los sitios libres con leche descremada al 2% en 

tampón TBST y se incubó la placa una hora a 37ºC en cámara húmeda. Posteriormente, se 

aplicaron dos lavados con tampón TBST para luego aplicar las muestras diluidas 

apropiadamente y por duplicado. Se realizaron al menos cuatro diluciones seriadas de cada 

muestra. Las muestras correspondientes a la curva patrón de la SKC-2 fueron aplicadas en 

diluciones seriadas 1:2 (rango 80 - 5 ng ml-1) y por duplicado en tampón TBST-leche 1%. Las 

placas fueron incubadas por una hora a 37ºC. Al cabo de ese tiempo, se aplicaron seis 

lavados con tampón TBST y posteriormente se añadió el conjugado IgG de conejo anti-SKC-

2/peroxidasa a una dilución de 1:5000 en TBST-leche 1% y se incubó por una hora a 37ºC. 

Después de seis lavados sucesivos con tampón TBST se aplicó el sustrato ortofenilendiamida 

al 0.05% y peróxido de hidrógeno al 0,05% diluido en tampón fosfato-citrato (164mM 

Na2HPO4, 92mM ácido cítrico) pH 5,5. La reacción fue detenida por la adición de 50µl de 

solución de H2SO4 2.5 N en cada pozo. Se determinó la absorbancia a 492 nm en un lector de 

placas de ELISA (Titertek Multiskan® PLUS). Para aceptar los resultados del ensayo se 

consideró que el coeficiente de regresión lineal de la recta fuese mayor del 98% y el 

coeficiente de variación de los valores de la curva patrón y de las muestras fuese menor del 

10%. Debido a que el límite de detección de este ELISA es 0,3 ng ml-1 236, las muestras donde 

no se detectó SKC-2 se les atribuyó arbitrariamente el valor de 0,3 ng ml-1. 

Zimografía. Este método fue utilizado para determinar cualitativamente la actividad 

activadora del Plg de la SKC-2 presente en sobrenadantes de cultivo o en muestras del 

proceso de purificación (sección 3.6.1.1 y 3.6.1.2)237. Para ello, las muestras proteicas fueron 

separadas en geles de SDS-PAGE al 10% de acrilamida. Al terminar la electroforesis, el gel 

fue lavado dos veces en 2% de triton X-100 para remover los restos de SDS y posteriormente 

fue lavado tres veces en tampón ST (NaCl, 150 mM; Tris-HCl, 50 mM pH 8,1) para eliminar el 
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triton X-100. El gel fue cubierto con una fina capa de agarosa al 0,9% en tampón ST que 

contenía leche descremada al 2,5% y Plg humano (Sigma) a 0,5 mg ml-1. Después de la 

incubación del gel a 37ºC por 2-3 horas, las bandas de la SKC-2 activa se visualizaron como 

bandas transparentes debido a que la SKC-2 activó al Plg en su paso a plasmina y ésta 

posee actividad proteolítica y degrada las proteínas de leche. 

3.6 Procedimientos para la purificación y caracterización de la SKC-2 recombinante 
3.6.1 Purificación de la SKC-2 recombinante 
El SN de la fermentación de S. lividans recombinante se filtró a través de papel Whatman N°2 

para remover partículas y células. Posteriormente, al SN filtrado se le añadió un décimo de 

volumen de Tris-HCl 1 M pH 8 y a continuación se le agregó lentamente sulfato de amonio 

sólido hasta obtener 45% de saturación. La precipitación se realizó en un baño de hielo con 

agitación lenta y se dejó en reposo toda la noche a 4ºC. Pasado ese tiempo se centrifugó a 2 

700 × g en una centrifuga mLW 70D (Alemania) a 4ºC durante una hora. Al precipitado 

obtenido se le añadió 20 ml de tampón A (Tris-HCl 20 mM pH 6) y se dejó hidratar a 4ºC 

durante la noche. Posteriormente, el material hidratado fue dializado frente a tampón A (1: 1 

000) en una membrana de diálisis de límite de exclusión de 25 kDa, durante 30 horas a 4ºC. 

Se realizaron tres cambios del tampón en un periodo de 30 horas. El producto de la diálisis se 

centrifugó a 8 500 × g por 30 min a 4ºC y se conservó a 4ºC para realizar una cromatografía 

de intercambio aniónico. 

3.6.1.1 Cromatografía de intercambio aniónico 
Cromatografía de intercambio aniónico con elución en gradiente lineal de NaCl. El 

material dializado fue aplicado en una columna empacada con matriz de DEAE Sepharose® 

Fast Flow (Pharmacia, Suecia) (1,45 x 4,82 cm; d.i. x h), previamente equilibrada en tampón A 

(Tris-HCl 20 mM pH 6) a un flujo volumétrico constante de 1 ml min-1 mediante el uso de una 

bomba peristáltica (Pump P-1, Pharmacia). El perfil cromatográfico fue seguido por el registro 

de las absorbancias a 280 nm (detector: single path monitor UV-1) en un procesador de datos 

C-R4A (CROMATOPAC SHIMADZU). Las proteínas no enlazadas al gel se removieron de la 

columna con tampón de equilibrio hasta que la señal de absorbancia llegó a la línea base de 

partida. Las proteínas absorbidas eluyeron del gel al aplicar 10 volúmenes de columna de un 

gradiente lineal de concentraciones crecientes de NaCl (0 a 1 M), el cual fue generado con un 

mezclador (Pharmacia, Suecia) en el tampón de equilibrio a un flujo de 1 ml min-1. Se 

colectaron fracciones de 1,3 ml. La molaridad de NaCl en las fracciones fue estimada 

mediante un refractómetro manual S-10 (Whatman, EE. UU.). La elución del material 
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contaminante se realizó mediante la corrida de 25 ml de una solución de NaCl 2 M. La 

columna se conservó en etanol al 20%. 

Cromatografía de intercambio aniónico con elución a molaridad constante de NaCl. El 

material dializado fue aplicado en una columna empacada con matriz de DEAE Sepharose® 

Fast Flow (1 x 6,8 cm; d.i. x h) previamente equilibrada en tampón A (Tris-HCl 20 mM pH 6) a 

un flujo de 1 ml min-1. Las proteínas no enlazadas al gel se removieron con tampón de 

equilibrio hasta que la señal de absorbancia llegó a la línea base. La elución de las proteínas 

de la columna se realizó en un solo paso por incremento de la fuerza iónica con 80 ml de 

tampón B (20 mM Tris-HCl, 160 mM NaCl, pH 6.0) a una velocidad de flujo de 1 ml min-1. Se 

colectaron fracciones de 5 ml que fueron conservadas a –20ºC. Las fracciones se analizaron 

por SDS-PAGE (sección 3.3.2) y la actividad amidolítica de la SKC-2 fue determinada 

cualitativamente por zimografía (sección 3.5.2). Se unieron aquellas fracciones donde la SKC-

2 de 47 kDa fue activa y mayoritaria. La elución del material contaminante se realizó mediante 

la corrida de 60 ml de una solución de NaCl 2 M y la columna fue conservada en etanol al 

20%. 

3.6.1.2 Cromatografía de interacciones hidrofóbicas 
A la colecta de las fracciones de la cromatografía de intercambio aniónico (con elución por 

paso) se le adicionó sulfato de amonio 2 M hasta igualar la conductividad del tampón 1 (20 

mM Tris-HCl, sulfato de amonio 0,5 M, pH 7). Posteriormente, el pH de la colecta se ajustó a 

7 con NaOH 3 M. En estas condiciones, la SKC-2 fue absorbida por un gel de TSK butilo 

(Tosohaas Technical Center, EE. UU), previamente empacado en columna (1,45 x 4 cm; d.i. x 

h) y equilibrado en tampón 1 a un flujo de 1 ml min-1 a temperatura de laboratorio (∼22ºC). Las 

proteínas no enlazadas al gel fueron removidas de la columna en tampón 1 hasta que la señal 

de absorbancia llegó a la línea base. El perfil cromatográfico fue seguido por el registro de las 

absorbancias a 280 nm (detector: single path monitor UV-1) mediante un procesador de datos 

C-R4A (CROMATOPAC SHIMADZU). Para eluir a la SKC-2 se aplicaron quince volúmenes 

de columna de un gradiente lineal de concentraciones decrecientes de 0,5 a 0 M de sulfato de 

amonio producido por un mezclador (Pharmacia, Suecia) en tampón 2 (20 mM Tris-HCl, pH 

7). Se colectaron fracciones de 1 ml que fueron conservadas a –20ºC. Las fracciones se 

analizaron por SDS-PAGE (sección 3.3.2) y la actividad amidolítica de la SKC-2 fue 

determinada cualitativamente por zimografía (sección 3.5.2). Se unieron las fracciones en que 

se detectó la SKC-2 por ambos ensayos. El material colectado fue esterilizado con un filtro de 

0,22 µm (Millipore) y conservado a -20ºC. La elución del material contaminante de la columna 
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se realizó mediante la aplicación de 20 ml de una solución de isopropanol al 20%, seguido de 

40 ml de agua destilada. La columna fue conservada en etanol al 20%. 

3.6.2 Procedimientos para la caracterización de la SKC-2 purificada 

Método del sustrato cromogénico. La actividad de SKC-2 (UI ml-1) en los eluatos 

cromatográficos fue determinada por el método del sustrato cromogénico S-2251 (H-D-Val-

Leu-Lys-pNA)223. Este método está basado en la diferencia en la absorbancia entre el pNA (p-

nitroaniline dihydrochloride) que se libera por el corte de la plasmina entre Lys-pNA y el 

sustrato original. El incremento en la absorbancia a 405 nm es proporcional a la actividad 

biológica. En pozos de placas de poliestireno (Nunc) se mezclaron 50 µl de Plg humano a 25 

µg ml-1 y 50 µl de cada muestra, incluyendo la curva patrón de la SKC-2 (600 - 200 UI ml-1) y 

se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 50 µl de S-

2251 y pasados diez minutos se detuvo la reacción con 25 µl de una solución de ácido acético 

al 20%. En todas las determinaciones se incluyeron controles negativos, en los cuales la 

muestra fue sustituida por el tampón de elución de los pasos cromatográficos. Las placas se 

leyeron en un lector Multiskan (Titertek, Finlandia) a 405 nm y con los valores de absorbancia 

obtenidos se realizó el ploteo de la recta de regresión contra las unidades internacionales de 

un patrón de Heberkinasa®. El cálculo de la actividad específica de las muestras se realizó 

según la fórmula siguiente: 

 

 Actividad de la SKC-2 (UI ml-1)                 

 Concentración de proteínas (mg ml-1) 

 

Donde la concentración de proteínas fue determinada por el método de Zor y cols226. 

Ensayo in vitro de lisis del coágulo de fibrina. Este método fue utilizado para medir la 

actividad del producto final del proceso de purificación y para ello se contrataron los servicios 

de la División de Control de la Calidad del CIGB. El método se fundamenta en la formación in 

vitro de un coágulo y su posterior lisis provocada por la SKC-2. La potencia de la SKC-2 

purificada se determinó al comparar su capacidad de activar la conversión del Plg en 

plasmina con la  capacidad de un material de referencia calibrado, en unidades 

internacionales, contra el tercer material de referencia internacional de la SKC del NIBSC 

(00/464)238. 

En tubos de cristal de 0,8 mm de diámetro interno, que contenían un coágulo, se adicionaron 

200 µl de las muestras con una potencia de aproximadamente 500 UI ml-1, calculada 

previamente por el método del sustrato cromogénico. Posteriormente se adicionaron 200 µl 

= Actividad específica (UI mg-1) 



Capítulo 3                                                                                                                    Materiales y Métodos 

 62

de tampón fosfato pH 7,2, que contenía albúmina bovina al 3% y 100 µl de una solución de 

trombina humana (20 UI ml-1). Los tubos fueron incubados estáticos en un baño de agua a 

37ºC por 2 min. Se utilizó una pipeta automática para adicionar y mezclar 500 µl de una 

solución de euglobinas humanas al 1% en el fondo del tubo. Se midió el tiempo en segundos 

que transcurrió entre la adición de la solución de euglobinas y la lisis del coágulo en cada 

tubo. El método define la unidad internacional de la SKC-2 utilizando la concentración de 

material de referencia de la SKC-2 (UI ml-1) contra el logaritmo del tiempo de la lisis del 

coágulo239. 

Espectrofotometría UV. La determinación del espectro de absorción de la SKC-2 se realizó 

en un espectrofotómetro UV-visible de la casa comercial Shimadzu (UV-160A) en el rango 

entre 200 y 800 nm. 
Identificación de proteínas mediante secuenciación del extremo amino. La identificación 

de las proteínas mediante la secuenciación de su extremo amino fue realizada como sigue. 

Las proteínas de los eluatos de la cromatografía de intercambio iónico se separaron mediante 

SDS-PAGE y fueron electrotransferidas hacia membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) 

según lo descrito por Ausubel y cols224. Después de la transferencia, las membranas fueron 

teñidas con azul de Coomassie (0,1% en metanol al 50%) durante 5 min y desteñidas con 

metanol al 50% agitando hasta que las bandas de proteínas fueron claramente visibles (5-10 

min). Seguidamente, las membranas desteñidas fueron lavadas dos veces con agua destilada 

durante 5 min y la banda correspondiente a la proteína de interés fue recortada con un bisturí 

nuevo. El fragmento de membrana recortada fue utilizado para secuenciar el extremo amino 

terminal de la proteína mediante el método de degradación de Edman utilizando un 

secuenciador automático 477A-1201 (Applied Biosystems) según lo descrito por Geisow y 

Aitken240. 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
4.1 Obtención de cepas de S. lividans TK24 que portan plasmidios replicativos que 

codifican para el IFNα2b o la SKC-2 

4.1.1 Obtención de plasmidios replicativos que codifican para el IFNα2b en S. lividans  

4.1.1.1. Obtención de plasmidios que codifican para el IFNα2b fusionado al LipA-sp  

Para obtener plasmidios que codifiquen para el IFNα2b fusionado al LipA-sp fue necesario 

primero construir un vector plasmídico que permitiera la clonación de genes heterólogos en el 

marco de lectura cadena abajo de la secuencia señal de la Lipasa A de S. exfoliatus M1119, la 

cual no había sido explorada anteriormente con este fin. Se seleccionó el promotor de 

resistencia a eritromicina ermE* de S. erythraea, debido a que ha sido eficiente en iniciar la 

transcripción de secuencias de origen heterólogo en Streptomyces24,126. 

La estrategia para construir este vector se realizó en varias etapas: 1) aislar el fragmento Not 

I-Hind III, que contiene las señales transcripcionales, traduccionales y de secreción de la 

lipasa A de S. exfoliatus M11, del plasmidio pB93 y subclonarlo en el vector pUC19, 2) 

subclonar dicha región en el plasmidio bifuncional pUWL218, 3) Retirar el promotor lipA del 

plasmidio obtenido en el paso anterior e introducir el promotor ermE* de S. erythraea, 4) 

Regenerar el rbs-lipA parcialmente delecionado en el paso anterior, 5) subclonar el casete 

“ermEp*/lipA-ss” del plasmidio obtenido en el paso 4 en el vector pUC19. Como resultado se 

obtuvo la construcción genética pUCA (Figura 10A), la cual porta un sitio único Not I para la 

clonación del ifnα2b en el marco de lectura cadena abajo de lipA-ss. La secuencia 

nucleotídica que porta las señales traduccionales y de secreción de lipA fue verificada. 

En la Figura 10B se muestran los resultados del análisis de restricción del vector pUCA. La 

enzima Not I tiene sitio de corte único en el nucleótido 134 de lipA-ss y produjo la forma lineal 

de pUCA, consistente en una banda de ∼3,1 kb (Figura 10B, carril 2). La combinación de las 

enzimas EcoR I y Hind III produjo una banda que correspondió al inserto de 0,484 kb, 

contentivo del promotor ermE* y las señales traduccionales y de secreción de lipA, y otra de 

∼2,6 kb que correspondió al resto del vector (Figura 10B, carril 3). En cambio, con la 

combinación de las enzimas EcoR I y BamH I se produjo una banda de 0,28 kb, y otra de 2,8 

kb producto del corte EcoR I y BamH I en los extremos 5´ y 3´ del promotor ermE*, 

respectivamente (Figura 10B, carril 4). Las enzimas Nco I y Pst I, que cortan en el plasmidio 

pUCA en las regiones del adaptador que restituye el rbs-lipA y el sitio múltiple de clonación, 

respectivamente; dieron lugar a dos bandas: una de 0,189 kb contentiva de lipA-ss y otra de 

2,9 kb correspondiente al resto del vector (Figura 10B, carril 5). 
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 A         B 

  
Figura 10. Mapa físico del vector pUCA para la inserción de genes fusionados a la secuencia 
señal de la lipasa A de S. exfoliatus M11 (A) y electroforesis en gel de agarosa al 1,3 % del 
plasmidio pUCA nativo y analizado por restricción (B). El sitio de restricción Not I es útil para introducir 
genes fusionados a la lipA-ss. En (B) se aplicaron las muestras de ADN siguientes: 1, pUCA nativo; 2, pUCA Not I; 
3, pUCA EcoR I/Hind III; 4, pUCA EcoR I/BamH I; 5, pUCA Nco I/Pst I; 6, Lambda Hind III, se indican las tallas. 
Abreviaturas: lipA, lipAp, lipA-ss, amp-r, ermEp*, tsr-r, neo, ter-fd, lacZ y los ori de pIJ101 y pUC19 conservan el 
mismo significado que en las Figuras 5 y 6.  
 
A continuación se construyeron dos vectores plasmídicos que se diferenciaron en la forma de 

fusionar el ifnα2b a la lipA-ss. Una construcción genética codificó para una proteína de fusión 

LipA-sp/IFNα2b espaciada por seis residuos de aminoácidos entre el LipA-sp y el IFNα2b, 

mientras que la otra codificó para una fusión directa entre el LipA-sp y el IFNα2b. En ambas 

construcciones se verificaron las secuencias nucleotídicas correspondientes a las fusiones 

entre la lipA-ss y el ifnα2b. 

La construcción genética que codificó para una proteína de fusión LipA-sp/IFNα2b espaciada 

por seis aminoácidos entre el LipA-sp y el IFNα2b se denominó pA∆XS (Figura 11A). Esta 

construcción se obtuvo teniendo como antecedente lo informado por Palva y cols42. En 

nuestro caso no se incluyeron los primeros aminoácidos del extremo amino de la lipasa A 

(AANPYE) debido a que los dos primeros aminoácidos son dos Ala, los cuales aportarían dos 

nuevos sitios probables de procesamiento de las SPases y aumentaría la probabilidad de que 

se obtuviera el IFNα2b con heterogeneidad en su extremo amino. En su lugar, se utilizó la 

secuencia espaciadora DSSKLM, compuesta por aminoácidos principalmente no hidrofóbicos, 

la cual no posee los tripéptidos APA, APM o APS, sustratos de la peptidasa Tap de S. 

lividans. Otro antecedente valorado para utilizar el espaciador fue que el primer aminoácido 

del IFNα2b es una cisteína. Se ha informado que cuando las cisteínas están localizadas en o 

cerca del extremo amino de las proteínas pueden causar bajos niveles de secreción de las 

proteínas en Streptomyces. En esos casos, la utilización de un péptido espaciador de tres o 

seis aminoácidos fue útil para aumentar los niveles de secreción de las proteínas IL-7, EPO y 

SCF136,137. 
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La construcción genética que codificó para una fusión directa entre el LipA-sp y el IFNα2b se 

denominó pUCIAS (Figura 11B) y se obtuvo teniendo en consideración que el IFNα2b es una 

proteína de uso terapéutico y se necesita que sea idéntica a su forma natural. 

En ambas construcciones se subclonó el terminador de la transcripción del gen 32 del fago T4 

cuesta abajo del gen ifnα2b teniendo en consideración lo reportado por Pulido y cols sobre el 

incremento de cuatro veces en la producción intracelular de IFNα2b atribuido al efecto 

estabilizador del terminador de la transcripción del gene aph sobre la estabilidad del ARNm175. 

En la Figura 11C se observa el resultado de varias digestiones analíticas realizadas a los 

plasmidios pA∆XS y pUCIAS. Con las enzimas EcoR I y Pst I se obtuvieron dos bandas 

derivadas de pA∆XS: una de 0,968 kb, correspondiente al casete de expresión ermEp*/lipA-

ss/ifnα2b, y otra de ∼6,9 kb del resto del vector (Figura 11C, carril 2). La digestión de pA∆XS 

con la enzima Hind III originó dos fragmentos: uno de 0,65 kb, contentivo del ifnα2b fusionado 

a ter-T4, y otro de ∼7,2 kb del resto del vector (Figura 11C, carril 3). La digestión 

comprobatoria con Bgl II, que tiene sitios de corte en las posiciones 193 y 454 del gen ifnα2b, 

originó dos fragmentos: uno de 0,26 kb y otro de ∼7,6 kb, correspondiente al resto del vector 

(Figura 11C, carril 4). 

                         A          B          C 

  
Figura 11. Construcción de los vectores pA∆XS (A) y pUCIAS (B) y electroforesis en gel de 
agarosa al 1,3 % de los plasmidios nativos y analizados por restricción (C).  En (C) se aplicaron las 
muestras de ADN siguientes: 1, pA∆XS nativo; 2, pA∆XS EcoR I/Pst I; 3, pA∆XS Hind III; 4, pA∆XS Bgl II; 5, 
pUCIAS nativo; 6, pUCIAS EcoR I/Pst I; 7, pUCIAS Hind III; 8, pUCIAS Bgl II y 9, Lambda Hind III, se indican las 
tallas. Las abreviaturas: lipA-ss, amp-r, ermEp*, tsr-r, neo, ter-fd, Ptrip, ifn, ter-t4 y lacZ conservan el mismo 
significado que en las Figuras 5-7 y el Anexo 4. 
 
El análisis mediante restricción de pUCIAS con las enzimas EcoR I y Pst I originó dos 

fragmentos: uno de 0,95 kb que contenía el fragmento “ermEp*/lipA-ss/ifnα2b” y otro de ∼6,9 

kb que co-migró con el resto del vector pA∆XS cortado con las mismas enzimas (Figura 11C, 

carril 6). La enzima Hind III linealizó el plasmidio pUCIAS por su único sitio dando lugar a una 

sola banda de 7,8 kb (Figura 11C, carril 7). La digestión comprobatoria de pUCIAS con Bgl II 

originó dos cortes en el gen ifnα2b y dió lugar a dos fragmentos: uno de 0,26 kb, que co-migró 

∆ 
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con la banda de menor tamaño de pA∆XS digerido con la misma enzima, y otra de 7,6 kb, 

correspondiente al resto del vector (Figura 11C, carril 8).  

4.1.1.2 Obtención de un plasmidio que codifica para el IFNα2b fusionado al Vsi-sp  

Con la finalidad de estudiar la secreción del IFNα2b a través del proceso de secreción Sec se 

seleccionaron las secuencias reguladoras del inhibidor de subtilisina de S. venezuelae 

CBS762.70 (vsi), las cuales han sido eficientes en dirigir la expresión secretoria del mTNFα y 

la xiloglucanasa de Jonesia sp. en S. lividans TK248,17. Para ello se obtuvo el vector 

plasmídico pOVsiIFN que codifica para una proteína de fusión Vsi-sp/IFNα2b espaciada por 

los aminoácidos EA entre el Vsi-sp y el IFNα2b (Figura 12A). Los residuos EA son los dos 

primeros residuos de aminoácidos del Vsi y se mantuvieron en la construcción para conservar 

el sitio de corte proteolítico nativo de Vsi y favorecer el procesamiento de la pre-proteína Vsi-

sp/IFNα2b por las SPases. La secuencia nucleotídica correspondiente a la fusión entre la vsi-

ss y el ifnα2b fue verificada. 

En la Figura 12B se puede observar el resultado de un análisis de restricción realizado a 

pOVsiIFN. La digestión con las enzimas BamH I y EcoR I dió lugar a dos bandas: una de 

1,419 kb, correspondiente al casete vsip/vsi-ss/ifnα2b/ter-fd, y otra de ∼7,5 kb (Figura 12B, 

carril 3). La enzima Pst I tiene tres sitios de corte en pOVsiIFN y produjo una banda de 0,76 

kb, correspondiente a la región oriT, otra de 0,988 kb, contentiva del casete de expresión 

vsip/vsi-ss/ifnα2b, y otra de 7,2 kb, correspondiente al resto de vector con la región del ter-fd 

incorporada (Figura 12B, carril 4). La digestión de pOVsiIFN con Bgl II dió lugar a una banda 

de 0,26 kb, producto del corte de la enzima Bgl II en las bases 193 y 454 del gen ifnα2b, y 

otra de ∼8,7 kb, correspondiente al resto del vector digerido con Bgl II (Figura 12B, carril 5). 

 

        A             B 

       
 

Figura 12. Construcción del 
vector pOVsiIFN (A) y 
electroforesis en gel de agarosa 
(1,2 %) del plasmidio nativo y 
analizado por restricción (B). En 
(B) se aplicaron las muestras de ADN 
sguientes: 1, Lambda Hind III (se 
indican las tallas); 2, pOVsiIFN nativo; 
3, pOVsiIFN BamH I/EcoR I; 4, 
pOVsiIFN Pst I; 5, pOVsiIFN Bgl II.  
Abreviaturas: amp-r, tsr-r, ter-fd, ifn, 
vsip, vsi-ss y oriT conservan el mismo 
significado que en las Figuras 7 y 8 y 
el Anexo 5. 
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4.1.1.3 Obtención de un plasmidio que codifica para el IFNα2b fusionado al XlnC-sp  

Con la finalidad de estudiar la secreción del IFNα2b por la vía Tat se seleccionaron las 

secuencias traduccionales y de secreción de la xilanasa C de S. lividans (xlnC). La señal de 

secreción de la xilanasa C media la translocación de proteínas exclusivamente a través de la 

vía Tat22 y ha sido utilizada para evaluar la expresión secretoria de las proteínas humanas IL-

10 y hTNFα en S. lividans TK2423. Para iniciar la transcripción se seleccionó el promotor vsi 

de S. venezuelae CBS762.70, debido a que ha sido eficiente en iniciar la transcripción de 

varias secuencias heterólogas en S. lividans114. 

Para fusionar el gen ifnα2b a la secuencia señal xlnC fue necesario modificar el plasmidio 

pBSVX (Tabla 1, Figura 9) para disponer de un sitio de clonaje adecuado. Por lo que se 

inactivó el sitio EcoR I localizado 364 nucleótidos cadena arriba del sitio de inicio de la 

traducción de la xilanasa C (posición 2964 en pBSVX, Figura 9) y se obtuvo un vector 

plasmídico, denominado pBSVXM, con un sitio único EcoR I localizado 25 nucleótidos cadena 

abajo del ultimo codón de xlnC-ss (Figura 13A). 

 

  A    B 

    
 

 
Al realizarle una digestión comprobatoria a pBSVXM, este fue linealizado por el sitio EcoR I 

(Figura 13B, carril 4), mientras que el vector original al ser cortado con EcoR I dió lugar a dos 

bandas, una de 0,535 kb y otra de ∼2,9 kb (Figura 13B, carril 2). La combinación de las 

enzimas EcoR I – BamH I al digerir a pBSVXM dieron lugar a una banda de 0,556 kb, 

contentiva del casete de expresión vsip/xlnC-ss, y otra de 2,9 kb, correspondiente al resto del 

vector digerido en las mismas condiciones (Figura 13B, carril 5). Para verificar la localización 

del sitio único EcoR I presente en pBSVXM se secuenció el extremo 5´ del vsip y se verificó la 

secuencia nucleotídica correspondiente a las señales traduccionales y de secreción de xlnC-

ss presentes en pBSVXM. 

Figura 13. Mapa físico del 
plasmidio pBSVXM (A) y 
electroforesis en gel de 
agarosa al 1 % del pBSVXM 
nativo y chequeado por 
restricción (B). En (B) se aplicaron 
las muestras de ADN sguientes: 1, 
pBSVX nativo; 2, pBSVX EcoR I; 3, 
pBSVXM nativo; 4, pBSVXM EcoR I; 
5, pBSVXM EcoR I/BamH I; 7, 
Lambda Hind III, se indican las tallas 
Las abreviaturas: vsip, xlnC-ss y amp-
r conservan el mismo significado que 
en la Figura 9. 
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Posteriormente se construyó el plasmidio pOXlnCIFN, que codificó para la proteína de fusión 

XlnC-sp/IFN espaciada por los aminoácidos ATT entre el XlnC-sp y el IFNα2b (Figura 14A). 

Los residuos ATT son los tres primeros aminoácidos de la XlnC y se mantuvieron en la 

construcción con la finalidad de conservar el sitio de corte proteolítico nativo y favorecer el 

procesamiento de la pre-proteína XlnC-sp/IFNα2b por las SPases de S. lividans. La 

secuencia nucleotídica correspondiente a la fusión entre la xlnC-ss y el ifnα2b fue verificada. 

 

  A    B 

  
 

En la Figura 14 se muestran los resultados de un análisis por restricción de pOXlnCIFN. Las 

enzimas BamH I y EcoR I dieron lugar a una banda de 1,486 kb, contentiva del casete 

vsip/xlnC-ss/ifnα2b/ter-fd, y otra de 7,5 kb correspondiente al resto de vector digerido con las 

mismas enzimas (Figura 14B, carril 2). La enzima Pst I dió lugar a cuatro fragmentos: uno de 

0,354 kb, correspondiente a vsip, otro de 0,673 kb, contentivo de la xlnC-ss fusionada al 

ifnα2b, otro de 0,76 kb, correspondiente a la región oriT para la transferencia conjugativa de 

ADN entre especies, y otro de ∼7,3 kb, correspondiente al resto de vector con la región del 

ter-fd incorporada (Figura 14B, carril 3). La digestión de pOXlnCIFN con Bgl II dió lugar a una 

banda de 0,26 kb, producto del corte de la enzima en las posiciones 193 y 454 del ifnα2b, y 

otro de ∼8,8 kb, perteneciente al resto del vector digerido con Bgl II (Figura 14B, carril 4).  

4.1.2 Obtención de plasmidios replicativos que codifican para la SKC-2 en S. lividans  
4.1.2.1. Obtención de un plasmidio que codifica para la SKC-2 fusionada al LipA-sp  
Con la finalidad de obtener una construcción plasmídica que codifique para una proteína de 

fusión LipA-sp/SKC-2, el gen skc-2 se insertó cadena abajo del codón 46 de la lipA-ss portada 

por el vector plasmídico pUCA (epígrafe 4.1.1.1). El plasmidio obtenido se denominó 

pOlipA1SK (Figura 15A) y la secuencia nucleotídica correspondiente a la fusión entre la lipA-

ss y el skc-2 fue verificada. 

Figura 14. Mapa genético del 
plasmidio pOXlnCIFN (A) y 
electroforesis en gel de agarosa 
al 1,2 % del plasmidio nativo y 
analizado por restricción (B). En 
(B) se aplicaron las muestras de ADN 
siguientes: 1, pOXlnCIFN nativo; 2, 
pOXlnCIFN BamH I/EcoR I; 3, 
pOXlnCIFN Pst I; 4, pOXlnCIFN Bgl II; 
5, Lambda Hind III, se indican las tallas. 
Las abreviaturas: vsip, xlnC-ss, ifn, ter-
df, oriT, tsr-r y amp-r conservan el 
mismo significado que en las Figuras 7 
y 9 y el Anexo 5. 
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En la Figura 15D se muestra el resultado obtenido de un análisis por restricción de 

pOlipA1SK.  Con la enzima Hind III, que tiene un sitio de corte en la posición 749 del gen skc-

2 y otro en la región de clonación múltiple del vector, se produjo una banda de 0,550 kb 

correspondiente a la región 3´ del gen skc-2 y otra de ∼8,0 kb, perteneciente al resto de vector 

(Figura 15D, carril 2). La digestión de pOlipA1SK con la enzima EcoR I dió lugar a una banda 

de 1,701 kb, contentiva del casete de expresión-secreción ermEp*/lipA-ss/skc-2, y otra de 

∼6,8 kb, perteneciente al resto del vector digerido con EcoR I (Figura 15D, carril 3). En 

cambio, la enzima BamH I, que tiene dos sitios de corte muy cercanos (25 pb) en la región -10 

del promotor ermE* y en el rbs-lipA, dió lugar a una banda de ∼8,5 kb, correspondiente al 

resto del vector (Figura 15D, carril 4). 

 

  A               B                 C 

    
 
           

                      

 
Figura 15. Construcción de los vectores pOlipA1SK (A), pOVsiSK (B) y pOXlnCSK (C) y 
electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los plasmidios nativos y analizados por restricción 
(D). Abreviaturas: lipA, amp-r, ermEp*, tsr-r, ter-fd, sk, lacZ, oriT, vsip, vsi-ss, xlnC-ss y los ori de pIJ101 y pUC19 
conservan el mismo significado que en las Figuras 5,6,8 y 9 y los Anexo 4 y 5. En D cada carril se identificó con el 
nombre de la molécula aplicada y se indican las tallas de los fragmentos de ADN del fago λ digerido con Hind III. 
 
4.1.2.2 Obtención de un plasmidio que codifica para la SKC-2 fusionada al Vsi-sp  
Con la finalidad de estudiar la translocación de la SKC-2 a través de la vía Sec se 

seleccionaron las secuencias reguladoras y de secreción del vsi, de forma similar al diseño 

1, pOlip1SK nativo;  
2, pOlip1SK Hind III;  
3, pOlip1SK EcoR I;  
4, pOlip1SK BamH I;  
5, pOVsiSK nativo;  
6, pOVsiSK Hind III;  
7, pOVsiSK EcoR I/BamH I;  
8, pOVsiSK BamH I;  
9, Lambda Hind III;  
10, pOXlnCSK nativo;  
11, pOXlnCSK Hind III;  
12, pOXlnCSK Sph I;  
13, pOXlnCSK BamH I. 
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experimental seguido con el IFNα2b. El vector plasmídico construido se denominó pOVsiSK, 

el cual codifica para una proteína de fusión Vsi-sp/SKC-2 espaciada por los aminoácidos EA 

(Figura 15B). En la Figura 15D se muestra el resultado obtenido de un análisis de restricción 

de pOVsiSK mediante la digestión con la enzima Hind III, la cual tiene un sitio de corte en la 

posición 749 del gen skc-2 y otro en el sitio múltiple de clonación del vector. Como resultado 

se produjo una banda de 2,012 kb, correspondiente a la región 5´ del gen skc-2 fusionada a 

las secuencias reguladoras de vsi y a la región oriT, y otra banda de ∼7,2 kb, perteneciente al 

resto de vector (Figura 15D, carril 6). Realizando otro análisis por restricción del plasmidio 

pOVsiSK con las enzimas BamH I y EcoR I se obtuvieron dos bandas, donde la menor de 

ellas, de 1,723 kb, contenía el casete vsip/vsi-ss/skc-2. La otra banda de ∼7,5 kb correspondió 

al resto del vector digerido con las mismas enzimas (Figura 15D, carril 7). En cambio, la 

enzima BamH I, que tiene sitio único en la posición 6818 de pOVsiSK (Figura 15B), linealizó 

al plasmidio permitiendo estimar su tamaño de 9,3 kb (Figura 15D, carril 8).  

4.1.2.3 Obtención de un plasmidio que codifica para la SKC-2 fusionada al XlnC-sp  
Se construyó el vector plasmídico pOXlnCSK mediante la fusión del gen skc-2 cadena abajo 

de la xlnC-ss, la cual codifica para el péptido señal XlnC-sp, que media la translocación de las 

proteínas exclusivamente por la vía Tat en Streptomyces22. El vector pOXlnCSK codifica para 

una proteína de fusión XlnC-sp/SKC-2 espaciada por los aminoácidos ATT (Figura 15C). En 

la Figura 15D se muestra el resultado de un análisis de restricción de pOXlnCSK. La enzima 

Hind III tiene un sitio de corte en la posición 749 del gen skc-2 y otro en la región de clonación 

múltiple del vector. Como resultado se produjo una banda de 2,079 kb, correspondiente a la 

región 5´ del gen skc-2 fusionada al vsip, a xlnC-ss y la región oriT, y otra banda de ∼7,2 kb, 

perteneciente al resto de vector pOXlnCSK (Figura 15D, carril 11). En cambio, cuando el 

plasmidio pOXlnCSK fue digerido con la enzima Sph I, que tiene sitio de corte en la región de 

clonación múltiple del vector y en el primer codón de xlnC-ss, se originaron dos bandas: una 

de 1,166 kb, que contenía la región oriT y el promotor vsi, y otra banda de 8,2 kb, que 

correspondió al resto del vector digerido (Figura 15D, carril 12). La enzima BamH I linealizó a 

pOXlnCSK por el sitio único de corte en la posición 6886 del plasmidio (Figura 15C) y permitió 

verificar su talla de 9,3 kb (Figura 15D, carril 13). 

4.1.3 Obtención de las cepas de S. lividans TK24 recombinantes  

Los vectores plasmídicos pA∆XS, pUCIAS, pOVsiIFN y pOXlnCIFN se introdujeron por 

separado en protoplastos de S. lividans TK24 y se obtuvieron cepas recombinantes que 

codifican para proteínas de fusión con el IFNα2b, cuyas características se presentan en la 

Tabla 2. Se seleccionó a S. lividans TK24 como hospedero heterólogo debido a que, entre los 
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derivados de S. lividans 66, es la cepa que secreta menos cantidad de proteasas al medio 

extracelular118.  

 

Tabla 2. Características genéticas de las cepas recombinantes de S. lividans TK24 obtenidas 

Cepa Fusión génica que 
porta Promotor RBS Terminador de la 

transcripción 
S. lividans TK24 [pA∆XS] lipA-ss/E6/ifnα2b ermEp* lipA ter-T4 

S. lividans TK24 [pUCIAS] lipA-ss/ifnα2b ermEp* lipA ter-T4 

S. lividans TK24 [pOVsiIFN] vsi-ss/ifnα2b vsi vsi ter-fd 

S. lividans TK24 [pOXlnCIFN] xlnC-ss/ifnα2b vsi xlnC ter-fd 

S. lividans TK24 [pOlipA1SK] lipA-ss/skc-2 ermEp* lipA n.u. 

S. lividans TK24 [pOVsiSK] vsi-ss/skc-2 vsi vsi n.u. 

S. lividans TK24 [pOXlnCSK] xlnC-ss/skc-2 vsi xlnC n.u. 
Abreviaturas: ifnα2b, gen del interferón α 2b humano; skc-2, gen de la estreptoquinasa de S. equisimilis 
ATCC9542; lipA, gen de la lipasa A de S. exfoliatus M11; vsi, gen del inhibidor de subtilisina de S. venezuelae 
CBS762.70; xlnC, gen de la xilanasa C de S. lividans; “-ss”: secuencia señal; E6: espaciador que codifica para los 
aminoácidos DSSKLM; ermEp*, promotor de resistencia a eritromicina de S. erythraea; ter-T4, terminador de la 
transcripción del gen 32 del bacteriófago T4; ter-fd, terminador de la transcripción del fago fd; n.u., no utilizado. 
 
Los vectores plasmídicos pOlipA1SK, pOVsiSK y pOXlnCSK se introdujeron por separado en 

protoplastos de S. lividans TK24 y se obtuvieron cepas recombinantes (Tabla 2) que fueron 

posteriormente útiles para evaluar la secreción de la SKC-2 al sobrenadante de cultivo. 

4.2 Evaluación de la secreción del IFNα2b o la SKC-2 por S. lividans 

4.2.1 Expresión secretoria del IFNα2b en S. lividans 

La cantidad de IFNα2b presente en los SN de las cepas de S. lividans TK24 [pA∆XS], S. 

lividans TK24 [pUCIAS], S. lividans TK24 [pOVsiIFN] y S. lividans TK24 [pOXlnCIFN], 

cultivadas en caldo BTSB, fue cuantificada mediante la técnica de ELISA a intervalos de 24 

horas por cuatro días. Los valores máximos de IFNα2b secretado al SN por las cepas de S. 

lividans TK24 [pA∆XS], S. lividans TK24 [pUCIAS] y S. lividans TK24 [pOVsiIFN] fueron 

detectados a las 72 horas de cultivo, etapa que coincidió con el final de la fase exponencial de 

crecimiento de las cepas, la cual se caracteriza por el incremento de la actividad proteolítica 

asociada al metabolismo secundario122 (Figura 16, A-C). La concentración mayor de IFNα2b 

secretado al SN se obtuvo cuando el IFNα2b fue fusionado al péptido señal LipA-sp (582 ± 20 

µg l-1). 
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Figura 16. Cinética de la secreción del IFNα2b en correspondencia con el crecimiento de las 
cepas de S. lividans TK24 [pA∆XS] (A), S. lividans TK24 [pUCIAS] (B), S. lividans TK24 
[pOVsiIFN] (C) y S. lividans TK24 [pOXlnCIFN] (D) cultivadas en BTSB en zaranda por 96 horas. 
La concentración de IFNα2b (IFN) en los sobrenadantes de cultivo se determinó mediante la técnica de ELISA, 
límite de detección: 0,5 µg l-1 231. Los valores de concentración de IFNα2b fueron el promedio de tres estudios 
cinéticos donde cada cepa fue cultivada por duplicado. El crecimiento fue estimado por mediciones del peso seco 
de la biomasa (mg ml-1), los valores de error estándar estuvieron entre 0.1 y 0.2.  
 
Las señales reguladoras del inhibidor de subtilisina de S. venezuelae CBS762.70 han sido 

eficientes en dirigir la secreción de proteínas heterólogas a través del proceso Sec a altos 

niveles en S. lividans como es el caso del mTNFα o la xiloglucanasa de Jonesia sp.8,17. Sin 

embargo, el IFNα2b fue expresado a bajos niveles (236 ± 9 µg l-1) cuando las señales 

reguladoras del Vsi fueron utilizadas para dirigir su expresión. Además, los niveles fueron 

comparables a los obtenidos cuando el IFNα2b fue fusionado directamente al péptido señal 

de la lipasa A de S. exfoliatus M11.  



Capítulo 4                                                                                                                 Resultados y Discusión 

 73

El IFNα2b no fue detectado en las fracciones del SN de S. lividans TK24 [pOXlnCIFN] (Figura 

16D), lo cual indicó que el IFNα2b no se secretó cuando fue fusionado al péptido señal de la 

xilanasa C de S. lividans a niveles mayores que los que detecta el ELISA (0,5 µg l-1)231. Este 

resultado sugiere que esta proteína probablemente no es compatible con el sistema de 

secreción Tat, por donde la debe translocar el péptido señal de la xilanasa C. El IFNα2b 

posee cuatro cisteínas involucradas en la formación de dos puentes disulfuro 

intramoleculares, donde el puente Cys29 - Cys138 es esencial para su actividad biológica y 

necesario para su correcto plegamiento. Es probable que en las condiciones reductoras del 

citoplasma, la formación de los puentes disulfuros del IFNα2b no este favorecida, la molécula 

no se pliegue adecuadamente y no este en un estado competente para la translocación Tat. 

Como consecuencia, la proteína de fusión XlnC-sp/IFNα2b pudiera ser más propensa a la 

degradación por proteasas o peptidasas del hospedero. 

La integridad del IFNα2b secretado al medio de cultivo por las cepas de S. lividans TK24 

[pA∆XS], S. lividans TK24 [pUCIAS] y S. lividans TK24 [pOVsiIFN] fue evaluada a las 48 y 72 

horas de cultivo en caldo BTSB mediante la técnica de Western blotting empleando un 

anticuerpo policlonal anti-IFNα2b. Bandas de aproximadamente 20 kDa fueron detectadas en 

los sobrenadantes de cultivo de S. lividans TK24 [pA∆XS], S. lividans TK24 [pUCIAS] y S. 

lividans TK24 [pOVsiIFN] a las 48 y 72 horas (Figura 17A, carriles 3,4,6,7,8 y 10), lo que 

indicó que dichas cepas secretaron el IFNα2b al SN con una talla adecuada. No se 

detectaron bandas de menor tamaño en las fracciones extracelulares de las cepas 

recombinantes. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Pulido y cols sobre la 

estabilidad del IFNα2b cuando fue expresado intracelularmente en S. lividans175. 

No se detectaron bandas en las fracciones correspondientes al SN o a los extractos celulares 

de S. lividans [pOXlnCIFN], lo cual indicó que la proteína cuando se fusionó al XlnC-sp no se 

expresó a niveles mayores que los que detecta el Western blotting (Figura 17A y B, carriles 5 

y 9). En general, no se detectaron especies precursoras o procesadas del IFNα2b en los 

extractos celulares de las cepas de S. lividans construidas, considerando que la cantidad 

aplicada en cada carril fue equivalente a 1ml de cultivo (Figura 17B, carriles 3-10). Esto indicó 

que la proteína no se acumuló en el citoplasma de las cepas recombinantes a niveles 

mayores que los que detecta el Western blotting y en el caso de S. lividans TK24 [pA∆XS], S. 

lividans TK24 [pUCIAS] y S. lividans TK24 [pOVsiIFN], las pre-proteínas fueron correctamente 

procesadas y el IFNα2b fue eficientemente translocado a través de la membrana celular. 

Estos resultados difieren de los obtenidos por Schein y cols cuando estudiaron la expresión 
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secretoria del IFNα2b fusionado al péptido señal de la α amilasa de B. amyloliquefaciens en 

B. subtilis IH6140. En ese estudio encontraron una proporción superior de moléculas de 

IFNα2b precursoras y procesadas en el citoplasma (entre 30 y 40%) respecto a la cantidad de 

IFNα2b detectado en el medio extracelular durante la fase estacionaria temprana de 

crecimiento, antes de que la actividad de proteasas del hospedero fuera significativa178. 

A               B 

 
Figura 17. Análisis mediante Western blotting de la expresión de IFNα2b por las cepas de S. 
lividans transformadas con los plasmidios pA∆XS, pUCIAS, pOVsiIFN o pOXlnCIFN cultivadas 
en caldo BTSB. (A) Muestras de sobrenadantes de cultivo (SN) y (B) Muestras de extractos 
celulares (Ec). En cada carril se aplicó 25 µL de los SN de cada cepa. En el caso de los Ec fueron precipitadas 
cantidades equivalentes a 1 ml de cultivo con una mezcla de metanol-cloroformo (1:3, v/v). 1, S. lividans 72h; 2, 50 
ng IFNα2b patrón; 3, S. lividans [pA∆XS] 48h; 4, S. lividans [pUCIAS] 48h; 5, S. lividans [pOXlnCIFN] 48h, 6, S. 
lividans [pOVsiIFN] 48h; 7, S. lividans [pA∆XS] 72h; 8, S. lividans [pUCIAS] 72h; 9, S. lividans [pOXlnCIFN] 72h, 
10, S. lividans [pOVsiIFN] 72h. 
 

La actividad biológica del IFNα2b se estimó a partir de su potencia antiviral. A las 72 horas de 

cultivo la potencia antiviral promedio presente en el medio de cultivo de S. lividans TK24 

[pA∆XS] fue mayor que la de S. lividans TK24 [pOVsiIFN] y S. lividans TK24 [pUCIAS], 

mientras que la cepa hospedero S. lividans TK24 no produjo actividad detectable (Tabla 3, 

columna 2). Ello permite concluir que el IFNα2b secretado al medio de cultivo es 

biológicamente activo. 

Aunque la actividad antiviral promedio del cultivo de S. lividans TK24 [pA∆XS] fue 

aparentemente 8 veces mayor que la del de S. lividans TK24 [pUCIAS], la cantidad de 

IFNα2b detectada en el medio de cultivo es todavía subóptima para acometer el escalado 

para la producción con fines industriales de esta biomolécula (Tabla 3, columna 3). 

La actividad antiviral secretada por S. lividans [pA∆XS] a las 72 horas de cultivo es 

comparable con la detectada por Pulido y cols (4 x 106 UI l-1) al expresar el gen ifnα2b 

controlado por el promotor de la aph, el RBS de la lipoproteína de membrana de E. coli y la 

secuencia del terminador transcripcional del gen aph 125. Sin embargo, la ventaja del resultado 

actual es que el producto génico se secretó al medio de cultivo. El vector pA∆XS contiene 

señales de expresión-secreción diferentes, tales como el promotor ermEp*, la lipA-ss, las 

señales traduccionales de lipA y el terminador de la transcripción del fago T4 (Figura 11A). 
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Dadas las diferencias existentes entre las secuencias reguladoras de ambas construcciones, 

vale señalar que la eficiencia de transcripción de los promotores ermEp* y aph ha sido 

comparada en varios estudios y los niveles de expresión dependieron del gen en 

estudio114,126. 

 

Tabla 3. Titulación antiviral y concentración del IFNα2b en el sobrenadante de 
cultivo de S. lividans TK24 [pA∆XS], S. lividans TK24 [pUCIAS] y S. lividans TK24 
[pOVsiIFN] a las 72 horas de crecimiento en caldo BTSB. 

Sobrenadantes de cultivo Potencia Antiviral 
(UI l-1) 

Concentración 
ELISA (µg l-1) 

S. lividans TK24 [pA∆XS] 6,91 ± 2,14 x 107  582 ± 20 

S. lividans TK24 [pUCIAS]  3,48 ± 1,02 x 106  226 ± 13 

S. lividans TK 24 [pOVsiIFN]  3,69 ± 0,52 x 107  236 ± 9 

S. lividans TK24 < 103 < 0,5 

La actividad antiviral inducida por el IFNα2b fue determinada por la inhibición del efecto citopático del virus Mengo 
sobre las células Hep-2, límite de detección: 1000 UI l-1 235. La concentración del IFNα2b fue medida por ELISA, 
límite de detección: 0,5 µg l-1 231. Los valores de actividad antiviral y concentración de IFNα2b fueron el promedio 
de tres estudios cinéticos. 
 
El nivel de expresión del IFNα2b secretado por S. lividans [pA∆XS] fue también comparable 

con el reportado por Schein y cols al estudiar la expresión secretoria de IFNα2b fusionado al 

péptido señal de la α amilasa de B. amyloliquefaciens en B. subtilis IH6140 (0,5 -1 mg l-1 de 

IFNα2b, 1 x 108 UI l-1)42. Sin embargo, el nivel de expresión del IFNα2b producido por S. 

lividans en este trabajo fue mucho menor que el reportado por Shi y cols para la fusión el gen 

ifnα2b nativo a la secuencia señal del factor α-mating de S. cerevisiae bajo el control del 

promotor pAOX-1 en P. pastoris. En aquel estudio, el IFNα2b fue purificado con un 

rendimiento de 298 mg l-1 y fue caracterizado satisfactoriamente241. Teniendo en 

consideración lo antes expuesto, un sistema atractivo de obtención del IFNα2b en S. lividans 

tendría que alcanzar niveles de expresión en el orden de los 400 mg l-1, equivalentes a los 

niveles secretados por P. pastoris, para ser competitivo y elegible para evaluar un proceso de 

purificación y caracterización de la proteína recombinante. De forma similar, el nivel de 

expresión del IFNα2b secretado por S. lividans no es superior al obtenido a partir de E. coli 

(30 mg l-1)174. Sin embargo, tiene la ventaja de que la proteína se obtiene biológicamente 

activa en el medio de cultivo.   

En el futuro pudieran evaluarse otras señales de secreción de proteínas abundantemente 

secretadas por Streptomyces y secuencias espaciadoras para la expresión del IFNα2b. En S. 

lividans, se han informado varios estudios de secreción de proteínas de mamíferos donde la 
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estrategia que fue óptima para su producción fue la fusión a una secuencia señal242. En 

algunos casos, el proceso de secreción afectó positivamente los procesos de transcripción y 

traducción del producto génico17,132. Entre las proteínas producidas a partir de S. lividans se 

encuentran el GM-CSF, la hormona de crecimiento humano y el mTNFα18,136. Por lo antes 

analizado es posible que los niveles de expresión del ifnα2 aumenten cuando éste se fusione 

a una secuencia señal que sea más favorable para su translocación y esto influya 

positivamente en la dinámica de producción del IFNα2b en S. lividans. 

4.2.1.1 Proceso de secreción que utiliza el LipA-sp para mediar la translocación del 

IFNα2b en S. lividans 

De acuerdo al estado del arte actual, el LipA-sp tiene una estructura tripartita característica de 

un péptido señal dependiente del mecanismo Sec (ver Figura 5). Su región H es 

considerablemente hidrofóbica y no posee la secuencia motivo característica de los péptidos 

señales dependientes del mecanismo Tat [(S/T)-R-R-X-F-L-K] localizada en la vecindad entre 

las regiones N y H. 

Con la finalidad de conocer el mecanismo que utiliza el LipA-sp para dirigir la secreción del 

IFNα2b en S. lividans se utilizaron las cepas de S. lividans TK24 mutantes en los genes tatB o 

tatC, por ser las únicas cepas existentes de Streptomyces mutantes en genes de una de las 

dos vías de secreción de proteínas dependiente de péptido señal. S. lividans TK24 ∆tatC fue 

anteriormente utilizado para dilucidar que la tirosinasa de S. antibioticus y la xilanasa C de S. 

lividans son proteínas exclusivamente translocadas por la vía Tat en S. lividans, debido a que 

TatC es un componente esencial para la translocación Tat en Streptomyces21,22. Se 

seleccionó el plasmidio pA∆XS para introducirlo en protoplastos de S. lividans TK24 ∆tatC y 

S. lividans TK24 ∆tatB y posteriormente evaluar la expresión secretoria del IFNα2b por las 

cepas obtenidas. Las características de las cepas construidas se muestran en la Tabla 4.  
 

Tabla 4. Características genéticas de las cepas recombinantes de S. lividans TK24 ∆tatB y S. 
lividans TK24 ∆tatC obtenidas 

Cepa Fusión génica que 
porta Promotor RBS Terminador de la 

transcripción 
S. lividans TK24 ∆tatB [pA∆XS] lipA-ss/E6/ifnα2b ermEp* lipA ter-T4 

S. lividans TK24 ∆tatC [pA∆XS] lipA-ss/E6/ifnα2b ermEp* lipA ter-T4 
Abreviaturas: ifnα2b, gen del interferón α 2b humano; lipA, gen de la lipasa A de S. exfoliatus M11; “-ss”: 
secuencia señal; E6: espaciador que codifica para los aminoácidos DSSKLM; ermEp*, promotor de resistencia a 
eritromicina de S. erythraea; ter-T4, terminador de la transcripción del gen 32 del bacteriófago T4; n.u., no utilizado. 
 

La secreción de IFNα2b al SN de cultivo de S. lividans TK24 ∆tatB [pA∆XS] y S. lividans TK24 

∆tatC [pA∆XS], crecidas en el caldo BTSB a las 72 horas de cultivo, se evaluó mediante la 
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técnica de Western blotting. Se seleccionó las 72 horas de cultivo por ser el tiempo en que se 

detectó mayores niveles de IFNα2b en el medio extracelular de la cepa parental S. lividans 

TK24 [pA∆XS]. La producción secretoria de IFNα2b no se bloqueó en las cepas de S. lividans 

TK24 ∆tatB [pA∆XS] o S. lividans TK24 ∆tatC [pA∆XS] (Figura 18, carriles 3-8 vs 10). Los 

niveles de IFNα2b fueron comparables a los producidos por la cepa parental S. lividans TK24 

[pA∆XS], en la cual los dos mecanismos de secreción dependientes de péptido señal están 

activos. Estos resultados evidencian experimentalmente que el LipA-sp es un péptido señal 

que promueve la translocación de proteínas a través de un mecanismo no dependiente del 

proceso Tat en S. lividans; lo cual, de acuerdo al estado del arte actual, sugiere que el LipA-

sp media la translocación de proteínas a través de la vía Sec en Streptomyces. 

 

 
 
 
4.2.2 Expresión secretoria de la SKC-2 en S. lividans 
La cantidad de la SKC-2 en los sobrenadantes de cultivo de S. lividans TK24 [pOlipA1SK], S. 

lividans TK24 [pOVsiSK] y S. lividans TK24 [pOXlnCSK], cultivadas en caldo BTSB por 72 

horas, fue evaluada mediante la técnica de ELISA. Los niveles máximos de la SKC-2 

secretada por S. lividans TK24 [pOVsiSK] y S. lividans TK24 [pOXlnCSK] fueron detectados a 

las 40 horas de cultivo, cerca del comienzo de la fase estacionaria (Figura 19A y B). Esta 

etapa del crecimiento de S. lividans se caracteriza por una abundante actividad proteolítica 

asociada al metabolismo secundario122. Hasta 4 mg l-1 de SKC-2 fue cuantificada en el SN de 

S. lividans TK24 [pOVsiSK] mediante la técnica de ELISA, mientras que sólo 100-150 µg l-1 de 

la SKC-2 fue detectada en las fracción extracelular de S. lividans TK24 [pOXlnCSK]. Este 

resultado indicó que S. lividans transloca la SKC-2 a través de las vías Sec y Tat. Los 

rendimientos fueron mayores (aproximadamente 27 veces) cuando la SKC-2 se fusionó al 

Vsi-sp -dependiente de la vía Sec-, comparado con la fusión al XlnC-sp -dependiente de la vía 

Figura 18. Detección por Western blotting de la 
expresión secretoria de IFNα2b en S. lividans 
TK24 ∆tatB [pA∆XS] y S. lividans TK24 ∆tatC 
[pA∆XS] cultivadas en 100 ml de caldo BTSB 
por 72h. En cada carril se aplicó la cantidad de 
sobrenadante correspondiente a 0,5 mg de peso seco. 
De cada construcción se ensayaron tres transformantes 
diferentes (T1, T2 y T3). 1, 50 ng IFNα2b patrón; 2, 
marcador de tallas moleculares (Precision Plus 
proteinTM standards, BIO-RAD, 100, 75, 50, 37, 25, 20 y 
15 kDa); 3, S. lividans ∆tatC [pA∆XS] T1; 4, S. lividans 
∆tatC [pA∆XS] T2; 5, S. lividans ∆tatC [pA∆XS] T3; 6, S. 
lividans ∆tatB [pA∆XS] T1; 7, S. lividans ∆tatB [pA∆XS] 
T2; 8, S. lividans ∆tatB [pA∆XS] T3; 9, S. lividans TK 24; 
10, S. lividans TK 24 [pA∆XS]. 
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Tat-. Después de las 40 horas de crecimiento, la cantidad de la SKC-2 disminuyó a niveles no 

detectables (Figura 19A y B). 
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Figura 19. Cinética de secreción de la SKC-2 en correspondencia con el crecimiento de las 
cepas de S. lividans TK24 [pOVsiSK] (A), S. lividans TK24 [pOXlnCSK] (B) o S. lividans TK24 
[pOlipA1SK] (C) cultivadas en BTSB en zaranda por 72 horas. La concentración de SKC-2 en los 
sobrenadantes de cultivo fue determinada mediante la técnica de ELISA, límite de detección: 0,3 µg l-1 236. Los 
valores de concentración de SKC-2 fueron el promedio de tres estudios cinéticos donde cada cepa fue cultivada 
por duplicado. El crecimiento fue estimado por mediciones del peso seco de la biomasa (mg ml-1), los valores de 
error estándar estuvieron entre 0.1 y 0.2. 
 
El proceso Tat en S. lividans TK24 ha sido utilizado para evaluar la producción secretoria de 

las proteínas de origen humano hTNFα, la IL-10 y el IFNα2b. A esta lista de proteínas 

evaluadas se añade la SKC-2; un monómero, sin puentes disulfuro, de peso molecular 

moderado (47 kDA), bajo valor de punto isoeléctrico (4,69) y secretada naturalmente al medio 

extracelular por un género de bacterias grampositivas del cual no se ha informado sobre la 

existencia de un mecanismo de secreción Tat funcional. 

La SKC-2 también se secretó al SN cuando se fusionó al péptido señal de la lipasa A de S. 

exfoliatus M11, pero la cantidad de la SKC-2 detectada por ELISA fue menor que la secretada 

por las cepas de S. lividans TK24 [pOVsiSK] o S. lividans [pOXlnCSK] y sólo se detectó a las 

24 horas de cultivo (Figura 19C). 

La integridad de la SKC-2 en los sobrenadantes de cultivo de S. lividans TK24 [pOlipA1SK], 

S. lividans TK24 [pOVsiSK] y S. lividans TK24 [pOXlnCSK] fue evaluada a las 30 y 40 horas 

de crecimiento en caldo BTSB mediante la técnica de Western blotting empleando el 

anticuerpo monoclonal SK1. Una banda de aproximadamente 47 kDa fue detectada 

claramente en el SN de S. lividans TK24 [pOVsiSK] a las 30 y 40 h. Bandas de menor 

tamaño, aproximadamente 44 y 32 kDa, también se observaron en los SN de S. lividans TK24 

[pOVsiSK] (Figura 20A, carriles 3 y 4). Este patrón de fragmentación de la SKC-2 coincidió 
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con el reportado para la SKC secretada por su hospedero natural218,243. S. equisimilis secreta 

dos formas mayoritarias de la SKC: la SKC madura intacta con una masa molecular de 47 

kDa y un producto de esta de 44 kDa. Este producto carece de 31 o 32 residuos de 

aminoácidos por el extremo carboxilo terminal y conserva la capacidad de activar al Plg218. S. 

equisimilis también secreta un producto de 32 kDa, del cual se ha informado que se une al Plg 

pero no conserva la habilidad de activarlo243. En este sentido, Fay y Bokka informaron que las 

proteínas derivadas de la SKC, que carecían de 51 ó más residuos de aminoácidos por el 

extremo carboxilo, no fueron agentes trombolíticos efectivos203.  

La SKC madura de 47 kDA también ha sido procesada a productos de 44 y 32 kDa cuando 

fue secretada por hospederos heterólogos como: E. coli45,210, S. sanguis218, B. subtilis50, L. 

lactis51 y P. mirabilis244. Jackson y cols informaron que la modificación post-traduccional por el 

extremo carboxilo de la SKC, producida por S. equisimilis y S. sanguis, fue causada por 

actividad tipo quimotripsina218. Este tipo de actividad y varios genes que codifican para serino 

proteasas tipo quimotripsina han sido reportados en S. lividans118,245. 

    A      B 

 
 
Figura 20. Detección por Western blotting de la expresión de la SKC-2 por las cepas de S. 
lividans portadoras de los plasmidios pOVsiSK, pOXlnCSK o pOlipA1SK cultivadas en caldo 
BTSB. (A) Muestras de sobrenadantes de cultivo y (B) Muestras de extractos celulares. En cada 
carril se aplicaron las proteínas totales correspondientes a 100 µL de los sobrenadante de cultivo de cada cepa y 
en el caso de los extractos celulares se aplicaron cantidades equivalentes a 1 ml de cultivo. Todas las muestras 
fueron precipitadas con una mezcla de metanol-cloroformo (1:3, v/v). 1, S. lividans 40h; 2, 60 ng SKC-2 patrón; 3, 
S. lividans [pOVsiSK] 30h; 4, S. lividans [pOVsiSK] 40h; 5, S. lividans [pOXlnCSK] 30h, 6, S. lividans [pOXlnCSK] 
40h; 7, S. lividans [pOlipA1SK] 30h; 8, S. lividans [pOlipA1SK] 40h. 
 
Cuando la SKC-2 fue fusionada al XlnC-sp sólo se detectaron bandas tenues en los carriles 

correspondientes al SN de 30 y 40 h de cultivo de la cepa recombinante (Figura 20A, carriles 

5 y 6). No se detectó la SKC-2 en las muestras correspondientes a las fracciones 

extracelulares de S. lividans TK24 [pOlipA1SK] a las 30 ó 40 horas de cultivo (Figura 20A, 

carriles 7 y 8), lo cual está en correspondencia con las bajas cantidades de la SKC-2 

cuantificada por ELISA.  

La SKC-2 no fue detectada en los extractos celulares de S. lividans TK24 [pOVsiSK] o S. 

lividans TK24 [pOXlnCSK] o S. lividans TK24 [pOlipA1SK], en cantidades equivalentes a 1 ml 
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de cultivo, a las 30 ó 40 horas de cultivo (Figura 20B, carriles 3-8). La ausencia de las pre-

proteínas Vsi-sp/SKC-2 y XlnC-sp/SKC-2 o las respectivas proteínas procesadas de los 

extractos celulares indicó que dichas especies no se acumularon en el interior celular a 

niveles mayores que los que detecta el Western blotting y por ende, fueron eficientemente 

translocadas a través de la membrana celular. 

La actividad biológica de la SKC-2 secretada al SN por S. lividans TK24 [pOVsiSK] y S. 

lividans TK24 [pOlipA1SK] fue determinada cualitativamente cuando las proteínas totales del 

SN fueron separadas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) que posteriormente fue sometido a un revelado por zimografía (3.5.2). La SKC-2 

secretada por S. lividans TK24 [pOVsiSK] y S. lividans TK24 [pOlipA1SK] activó al Plg, el cual 

es un zimógeno que se activa a plasmina y esta tiene propiedades de serino proteasa y 

degrada las proteínas de la leche (Figura 21, carriles 1 y 2). No se detectó actividad en la 

muestra correspondiente al SN de la cepa parental crecida en las mismas condiciones que las 

cepas recombinantes, lo cual evidenció la especificad del ensayo (Figura 21, carril 3).  

 

       
4.3 Purificación de la SKC-2 secretada por S. lividans 

Dado que los niveles de expresión del IFNα2b secretado por las cepas de S. lividans TK24 

construidas fue < 2 mg l-1 y la cantidad de SKC-2 secretada por S. lividans TK24 [pOVsiSK] 

fue > 2 mg l-1 se seleccionó S. lividans TK24 [pOVsiSK] para purificar la SKC-2 a partir del 

medio de cultivo.  

4.3.1 Selección de un medio de cultivo adecuado para la producción secretoria y 
purificación de la SKC-2 

Con la finalidad de seleccionar un medio de cultivo adecuado para la expresión y purificación 

de la SKC-2 se evaluó el desempeño de la cepa en los siguientes medios de cultivo: BTSB –

utilizado en la sección 4.2.2 para evaluar la expresión y secreción de la SKC-2-, medio de la 

caseína y el TSB (sección 3.2.1). La cantidad de la SKC-2 secretada por S. lividans TK24 

Figura 21. Detección por zimografía237 de la actividad 
biológica de la SKC-2 en el sobrenadante de cultivo 
de S. lividans TK24 [pOlipA1SK] y S. lividans TK24 
[pOVsiSK] crecidas en caldo BTSB. En cada carril se 
aplicaron las proteínas totales correspondientes a 100 µL del 
sobrenadante de cultivo de cada cepa, el cual fue precipitado 
con una mezcla de metanol-cloroformo (1:3, v/v). 1, S. lividans 
TK24 [pOlipA1SK] 24 h; 2, S. lividans TK24 [pOVsiSK] 40 h; 3, 
S. lividans TK24 40 h; 4, 1 µg SKC-2 patrón purificada de E. 
coli. 
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[pOVsiSK], cultivado en condiciones similares (inóculo, temperatura y agitación) por 72 horas 

en zaranda, fue determinada mediante la técnica de ELISA. Los valores máximos de SKC-2 

secretada por S. lividans crecido en caldo TSB se detectaron a las 40 horas de cultivo (3,7 ± 

0,04 mg l-1) y fueron comparables a los secretados por la cepa recombinante cultivada en 

caldo BTSB (3,82 ± 0,1 mg l-1) (Figura 22A y B). En cambio, la SKC-2 no se detectó en el SN 

de la cepa recombinante crecida en el medio de la caseína (Figura 22C), el cual fue utilizado 

satisfactoriamente para la expresión y purificación de la calcitoína de salmón a partir del 

medio de cultivo de S. lividans25.   
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Figura 22. Cinética de secreción de la SKC-2 en correspondencia con el crecimiento de S. 
lividans TK24 [pOVsiSK] cultivado en caldo BTSB (A), en TSB (B) y en medio de la caseína (C) 
en zaranda por 72 horas. La concentración de SKC-2 en los sobrenadantes de cultivo fue determinada 
mediante la técnica de ELISA, límite de detección: 0,3 µg l-1 236. Los valores de concentración de SKC-2 fueron el 
promedio de dos estudios cinéticos donde cada cepa fue cultivada por triplicado. El crecimiento fue estimado por 
mediciones del peso seco de la biomasa (mg ml-1), los valores de error estándar estuvieron entre 0.1 y 0.2. 
 

La integridad de la SKC-2 secretada fue analizada por Western blotting, por ser una técnica 

que permite evaluar el patrón y la extensión de la fragmentación de la SKC-2 recombinante. 

Se detectó un patrón similar de fragmentación de la SKC-2 de 47 kDa en las especies 

moleculares de 44 y 32 kDa a las 40 horas de crecimiento de S. lividans TK24 [pOVsiSK] 

cultivado tanto en el caldo BTSB como en el medio TSB (Figura 23, carriles 3-5 versus 6-8). 

El análisis densitométrico mostró que la especie molecular de 47 kDa fue mayoritaria en 

ambos casos (55-60%), en relación con las especies moleculares de 44 y 32 kDa. Estos 

resultados son favorables al compararlos con los informados por Balagurunathan y cols, que 

reportaron que la SKC secretada por E. coli sufrió una extensa degradación proteolítica y la 

especie molecular de 47 kDa representó solamente el 30 - 35% de la estreptoquinasa total 

producida214. 
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Resultados adicionales de este estudio fueron que el caldo BTSB fue significativamente 

pigmentado y que S. lividans secretó cantidades apreciables de pigmentos melanoides al 

medio extracelular cuando fue cultivado en caldo BTSB. De ambos tipos de pigmentos se ha 

descrito que pueden interferir en los procesos cromatográficos18. 

Teniendo en consideración los resultados antes expuestos y que: 

(a) el caldo TSB fue óptimo para la expresión secretoria del mTNFα, la xiloglucanasa de 

Jonesia sp. y el receptor de eritropoietina humano soluble y las tres proteínas fueron 

purificadas y caracterizadas satisfactoriamente8,18,246, 

(b) el medio TSB es más económico (sección 3.2.1) 

se seleccionó al caldo TSB para cultivar a S. lividans TK24 [pOVsiSK] en zaranda y realizar 

estudios de purificación de la SKC-2 a partir del medio de cultivo. 
 

4.3.2 Purificación de la SKC-2 
Teniendo definidas las condiciones de fermentación de S. lividans TK24 [pOVsiSK] para la 

expresión secretoria de la SKC-2, la proteína se purificó a partir del sobrenadante de cultivo 

de la cepa crecida por 40 horas en caldo TSB en zaranda. El esquema establecido para la 

purificación de la SKC-2 incluyó, como primera etapa, una precipitación diferencial de las 

proteínas con sulfato de amonio al 45% de saturación. Para desalinizar el material proteico se 

realizó una diálisis con una membrana de límite de exclusión de 25 kDa; lo cual permitió la 

eliminación del inhibidor de subtilisina de S. lividans -el principal contaminante- y de otras 

proteínas de bajo peso molecular247,248. Seguidamente, se realizó una cromatografía de 

intercambio aniónico en gel de DEAE Sepharose® Fast Flow. Como última etapa del proceso 

se utilizó una cromatografía de interacciones hidrofóbicas en matriz de TSK butilo. Se 

seleccionaron estas dos cromatografías por las experiencias previas informadas acerca de su 

efectividad en la purificación de las estreptoquinasas SKC y SKC-2 nativas y 

recombinantes41,183,249,250. 

Figura 23. Detección mediante Western blotting 
de la expresión de la SKC-2 en el medio de 
cultivo de S. lividans [pOVsiSK] crecido en caldo 
BTSB y TSB por 40 horas. En cada carril fueron 
aplicadas las proteínas totales de 100 µg de 
sobrenadantes de cultivo de S. lividans [pOVsiSK] 
cultivado por triplicado (E1, E2 y E3). 1, 60 ng SKC-2 
patrón; 2, marcador de tallas moleculares Prestained 
SDS-PAGE standards broad range, BIO-RAD, cuyas 
tallas aparecen en la izquierda; 3, BTSB E1; 4, BTSB E2; 
5, BTSB E3, 6, TSB E1, 7, TSB E2; 8, TSB E3.
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Inicialmente, la cromatografía de intercambio aniónico se realizó con elución de las proteínas 

en un gradiente lineal de NaCl a pH 6, según se describió en el epígrafe 3.6.1.1 de Materiales 

y Métodos. Al analizar el perfil proteico de los eluatos por SDS-PAGE se observaron bandas 

de 47 y 44 kDa que migraron conjuntamente a la SKC-2 patrón (Heberkinasa®) (Figura 24A, 

carriles 3-9). Estas bandas comenzaron a eluir a baja fuerza iónica y, en estas condiciones, 

se separaron apreciablemente de las proteínas del hospedero (Figura 24A, carriles 3-6; 

Figura 24C). En cambio, las proteínas no relacionadas del hospedero eluyeron principalmente 

por encima de 200 mM de NaCl (Figura 24A, carriles 7-9; Figura 24C). Para conocer si las 

bandas de 47 y 44 kDa, detectadas en los eluatos, eran especies moleculares de la SKC-2 se 

realizó un ensayo zimográfico. Se observaron bandas traslucidas de degradación de las 

proteínas de la leche en los eluatos 14 al 20, que migraron junto con la banda 

correspondiente a la SKC-2 patrón; lo cual indicó que las bandas de 47 y 44 kDa fueron 

capaces de activar el plasminógeno en su paso a plasmina (Figura 24B, carriles 3-9).  

           A              B    C 

  
Figura 24. Análisis de una cromatografía de intercambio iónico en matriz de DEAE Sepharose® 
Fast Flow con elución en gradiente lineal de NaCl. (A) Electroforesis en gel de 10% SDS-PAGE 
visualizado con azul de Coomassie R-250, (B) Ensayo zimográfico237 y (C) Concentración de 
NaCl (M) en los eluatos. En cada pocillo se aplicó 40 µL de cada eluato. 1, 3 µg de SKC-2 patrón; 2–9: 
fracciones de la 13 a la 20. La estimación de la concentración de NaCl se realizó mediante un refractómetro 
manual S-10 (Whatman) y los datos representan la media de dos purificaciones. 
 
Teniendo en consideración que sólo por debajo de 200 mM de NaCl hubo una separación 

aceptable de la SKC-2 de las proteínas del hospedero se seleccionó una concentración de 

NaCl cercana a la del eluato 16 (162 mM, Figura 24C) para realizar una cromatografía de 

intercambio aniónico con elución por paso. En el eluato 16 hubo mejor separación de la SKC-

2 de las proteínas del hospedero que en los eluatos siguientes (17-20) (Figura 24A) y una 

banda de actividad amidolítica más intensa que en los eluatos anteriores (14-15) (Figura 24B). 

Se seleccionó 160 mM de NaCl para ensayar la cromatografía de intercambio aniónico con 

elución por paso, el cual es un valor cercano a los reportados para la elución de las 

estreptoquinasas SKC-2 y SKC recombinantes de matrices de intercambio aniónico204,215. 

Fracción NaCl (M) 
13 0,109  
14 0,13  
15 0,148  
16 0,162  
17 0,185  
18 0,206  
19 0,224  
20 0,24  
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El análisis por SDS-PAGE de una cromatografía representativa de intercambio aniónico con 

elución a 160 mM de NaCl se muestra en la Figura 25A. Una banda de 47 kDa, que co-migró 

con la SKC-2 patrón, comenzó a eluir apreciablemente a partir de los 30 ml de volumen de 

elución (Figura 25A, carril 11), a diferencia de una especie molecular de 44 kDa que eluyó 

fundamentalmente en las primeras fracciones (Figura 25A, carriles 6-10). Con la finalidad de 

verificar la identidad de las bandas de 47 y 44 kDa se realizó un ensayo zimográfico en el gel 

A, el cual fue previamente desteñido de acuerdo a lo descrito en el epígrafe 3.3.2 de 

Materiales y Métodos. Se analizaron muestras correspondientes al SN inicial, la fracción 

precipitada con 45% de sulfato de amonio y en los eluatos, teniendo como patrón a la SKC-2 

purificada de E. coli. Este ensayo detectó zonas traslucidas de actividad amidolítica en las 

muestras correspondientes al SN y al material precipitado con sulfato de amonio y verificó que 

las especies moleculares de 47 y 44 kDa tuvieron actividad amidolítica (Figura 25B, carriles 2-

3 y 6-10). Este resultado indicó que la especie molecular de 44 kDa es un producto derivado 

de la SKC-2 intacta de 47 kDa; lo cual coincide con lo informado por Jackson y cols sobre la 

naturaleza del producto de 44 kDa secretado por S. equisimilis H46A y S. sanguis218. La 

proteína de 32 kDa no activó al Plg en el ensayo zimográfico (Figura 25B), lo cual también 

coincide con los resultados reportados por Jackson y cols y Avilán y cols, entre otros210,218. 

A 

 
B 

 
Figura 25. Análisis de la cromatografía en matriz de DEAE Sepharose® Fast Flow con elución a 
160 mM de NaCl. (A) Electroforesis en gel de 10% SDS-PAGE visualizado con Zn-imidazol y (B) 
Detección de la actividad de SKC-2 mediante zimografía en el gel A237. 1 y 20, 2 µg de SKC-2 patrón; 
2, 22 µL de sobrenadante de cultivo de S. lividans TK24 [pOVsiSK]; 3, 2 µL de material precipitado con sulfato de 
amonio; 4, 400 µL de material no enlazado a la matriz (precipitado con una mezcla de metanol-cloroformo (1:3, 
v/v)); 5, 400 µL de lavado de la columna (precipitado con una mezcla de metanol-cloroformo (1:3, v/v)); 6-19, 
Fracciones 2-15, en cada pocillo se aplicó 40 µL de las fracciones, (volumen de las fracciones: 5 ml). 
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Posteriormente se colectaron las fracciones 7-11 de la cromatografía de DEAE Sepharose® 

Fast Flow debido a que en esos eluatos la SKC-2 de 47 kDa fue la especie molecular 

mayoritaria (Figura 25A, carriles 11-15). La colecta obtenida fue aplicada en una columna de 

TSK butilo, según se describió en el epígrafe 3.6.1.2 de Materiales y Métodos.  

En el perfil característico de la cromatografía de interacciones hidrofóbicas se puede apreciar 

la elución de los componentes no fijados a la matriz en las condiciones iniciales empleadas y 

en la etapa de lavado con tampón de equilibrio (Figura 26). Los componentes que no se 

fijaron se corresponden probablemente con proteínas del hospedero. 

 

 

  
 

 

 

 

Cerca de los 150 min de la corrida cromatográfica se registró un pico de elución (4) (Figura 

26). El análisis mediante SDS-PAGE de las fracciones comprendidas en ese pico detectó una 

banda homogénea de 47 kDa (Figura 27A, carriles 5-9 y 11-17) y no se observaron otras 

especies moleculares de menor tamaño (Figura 27A). Mediante un análisis zimográfico, 

realizado al gel A, se verificó que la banda de 47 kDa activó al Plg (Figura 27B, carriles 5- 9 y 

11-17). Este ensayo fue más sensible para la detección de la SKC-2 que la tinción con sales 

de zinc e imidazol, ya que se detectó la SKC-2 en el carril 18 solamente por zimografía. 

Figura 26. Perfil de la 
cromatografía de interacciones 
hidrofóbicas para la 
purificación de la SKC-2. 
Columna: TSK butilo (1,45 x 4 cm; D.I. 
x L); volumen de la columna (VC): 6,6 
ml; velocidad de flujo: 1 ml/min; 
volumen de las fracciones: 1ml; 
detección a 280 nm;. 1, aplicación de 
la colecta de DEAE Sefarosa (25 ml); 
2, lavado con tampón de equilibrio (20 
mM Tris-HCl, (NH4)2SO4 0,5 M, pH 7); 
3, elución en gradiente lineal con 15 
VC de 0,5-0 M de (NH4)2SO4; 4, 
segundo pico de elución.  

1 

3 

2 4 
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A 

 
B 

 

 
Figura 27. Análisis de la cromatografía de interacciones hidrofóbicas en matriz de TSK butilo. 
(A) Electroforesis en gel de 10% SDS-PAGE visualizado con Zn-imidazol y (B) Detección de la 
actividad de la SKC-2 mediante zimografía en los geles de A 237. En cada carril se aplicaron las 100 µL 
de cada fracción (F), las cuales fueron precipitados con una mezcla de metanol-cloroformo (1:3, v/v). 1, Colecta de 
DEAE Sepharose® Fast Flow; 2, 400 µL de material no enlazado a la matriz; 3: 400 µL de lavado de la columna; 4, 
F1; 5, F2; 6, F3; 7, F4; 8, F5; 9, F6; 10, SKC patrón (38,5 UI, Sigma); 11, F7; 12, F8; 13, F9; 14, F10; 15, F11; 16, 
F12, 17, F15; 18, F16; 19, F17; 20, SKC patrón (38,5 UI, Sigma). 
 
Posteriormente se realizó un análisis mediante SDS-PAGE de las colectas de cada paso de la 

purificación de la SKC-2 a partir del SN de S. lividans [pOVsiSK] (Figura 28A). En el carril 

correspondiente a la colecta de la cromatografía de TSK butilo se detectó una banda 

homogénea de 47 kDa (Figura 28A, carril 6). El análisis de su pureza, determinado por 

densitometría al gel de poliacrilamida, reveló un 90%. La identidad de la proteína que co-

migró con la SKC natural (Sigma) fue corroborada por un análisis por Western blotting con el 

anticuerpo monoclonal SK-1 (Figura 28B). 
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    A    B 

 
Figura 28. Purificación de la SKC-2 de S. equisimilis ATCC9542 expresada y secretada en el 
sobrenadante de cultivo por S. lividans [pOVsiSK]. (A) Electroforesis en gel de SDS-PAGE al 
10% en condiciones no reductoras teñido con azul de Coomassie R-250. Se aplicaron 20 µg de 
proteínas totales procedentes de cada paso de purificación en el carril correspondiente. 1, marcador de tallas 
moleculares (SDS-PAGE Broad Range Protein Molecular Weight Markers- 225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15 y 10 
kDa); 2, SKC patrón 10 µg (Sigma); 3, sobrenadante de cultivo inicial (SN); 4, proteínas del SN precipitadas con 
sulfato de amonio 5, colecta de DEAE Sepharose® Fast Flow; 6, colecta de TSK butilo. (B) Análisis por 
Western blotting. Se utilizó el anticuerpo monoclonal SK-1. 1, SKC patrón 10 µg (Sigma); 2, marcador de tallas 
moleculares (Prestained SDS-PAGE standards broad range, BIO-RAD, 201, 120, 100, 46, 30 y 22 kDa); 3, SN; 4, 
proteínas del SN precipitadas con sulfato de amonio; 5, colecta de DEAE Sepharose® Fast Flow; 6, colecta de 
TSK butilo.  
 
El análisis cuantitativo de las distintas etapas del proceso de purificación de la SKC-2 reflejó 

que su actividad específica se incrementó de 2 125 UI mg-1, en la etapa cromatográfica de 

intercambio iónico, hasta 35 928 UI mg-1 con la cromatografía de interacciones hidrofóbicas; 

lo cual representó un incremento de aproximadamente 17 veces de la actividad específica de 

la proteína (Tabla 5). Para denotar ese incremento se empleó el término “factor de purificación 

relativo”, ya que se desconoce el valor inicial de la actividad amidolítica de la SKC-2 en el SN 

debido a interferencias del SN de S. lividans TK24 (cepa parental) en el ensayo del sustrato 

cromogénico, que fue el método empleado para cuantificar su actividad (Tabla 5). 

Dado que hubo un incremento de aproximadamente 17 veces en la actividad específica de la 

SKC-2 en la última etapa del proceso cromatográfico se puede considerar que la 

cromatografía de interacciones hidrofóbicas fue efectiva para la purificación de esta proteína, 

a pesar de que se trabajó con cantidades pequeñas a escala de laboratorio. Estos resultados 

fueron satisfactorios al compararlos con los informados por Balagurunathan y cols que 

reportaron que la baja concentración de la SKC secretada por E. coli fue responsable de su 

pobre unión a las matrices de interacciones hidrofóbicas. Por ello, concluyeron que esta 

cromatografía no fue efectiva para la purificación de la SKC a partir de sistemas de expresión 

secretoria en E. coli214.  
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Tabla 5. Purificación de la SKC-2 de S. equisimilis ATCC9542 secretada por S. lividans TK24 
[pOVsiSK] 

Paso de Purificación Volumen 
(ml) 

Proteínas 
(mg ml-1) 

mg 
totales 

Actividad 
Biológica 
(UI ml-1) 

Actividad 
total 
(UI) 

Actividad 
Específica 
(UI mg-1) 

Factor de 
purificación 

relativo 
SN inicial 450 1,02 459 nd nd nd  

Sulfato de Amonio, 
45% 25 9,68 242 nd nd nd  

DEAE Sepharose FF 25  0,168 4,2 357 8 925 2 125 1 
TSK Butilo 13 0,014 0,182 503 6 539 35 928 16,9 

Las proteínas totales fueron cuantificadas por el método de Zor y cols226. La actividad biológica fue cuantificada por 
el método del sustrato cromogénico S-2251223. La actividad específica de la SKC-2 recombinante fue determinada 
por la relación entre la actividad de SKC-2/mg de proteínas totales. Los datos representan la media de tres 
purificaciones. Abreviatura: nd, no determinado. 
 
4.3.3 Análisis físico-químico y biológico de la SKC-2 purificada 
El análisis espectroscópico UV-visible de la SKC-2 purificada a partir del SN de S. lividans 

TK24 [pOVsiSK] mostró un pico característico de absorción a 277 nm, el cual es similar al 

valor reportado por Kuppusamy y cols cuando analizaron las propiedades de una SKC 

purificada a partir de E. coli (Figura 29)251. 

 

 

Con la finalidad de conocer (a) la especificidad del corte de las peptidasas señales de S. 

lividans en la zona de la fusión entre el Vsi-sp y la SKC-2 y (b) la secuencia de la proteína de 

44 kDa derivada de la SKC-2 se secuenció el extremo amino de las proteínas de 47 y 44 kDa. 

La secuencia de los aminoácidos del extremo amino de ambas proteínas coincidieron con las 

que se predijeron a partir de la secuencia nucleotídica del gen skc-2 fusionado a los dos 

primeros codones de la secuencia que codifica para el Vsi maduro (Tabla 6). 

Figura 29. Espectro de 
absorción UV-visible de la SKC-
2 purificada del sobrenadante 
de cultivo de S. lividans TK24 
[pOVsiSK] a una λ entre 200 y 
800 nm. La determinación se realizó 
en un espectrofotómetro UV-visible 
(Shimadzu, UV-160A). 
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Tabla 6. Secuencia aminoacídica predicha de la región de la fusión de preVsi-
SK y secuencias aminoacídicas resultantes de la secuenciación del extremo 
amino de las proteínas de 44 y 47 kDa presentes en el sobrenadante de cultivo 
de S. lividans TK24 [pOVsiSK]. 

Proteína Secuencia de aminoácidos 
PreVsi/SKC-2 

(región de fusión) ... A  Q  A    E   A   I  A  G  P  E  W  L  L ... 

N-terminal 47-kDa SKC-2                       E   A  I  A  G  P  E  W  L  L ... 

N-terminal 44-kDa SKC-2                        E   A  I  A  G  P  E  W  L  L ... 

: Sitio de corte de la peptidasa señal. La secuencia de SKC-2 aparece en itálica. 
 
 

Estos resultados indicaron que el péptido señal Vsi fue correctamente removido por las 

peptidasas señales de S. lividans y el extremo amino de la SKC-2 derivada de S. lividans se 

mantuvo intacto. Estos resultados también indicaron que la proteína de 44 kDa se 

correspondió con un producto procesado por el extremo carboxilo de la SKC-2, lo cual 

coincide con lo reportado anteriormente por Jackson y cols218, Wong y cols50 y Avilán y cols210, 

entre otros sobre la naturaleza del producto de 44 kDa derivado de la SKC. 

La potencia del producto final del proceso de purificación de la SKC-2 de S. lividans fue 

confirmada mediante el ensayo in vitro de lisis del coágulo de fibrina. Se observó la disolución 

del coágulo de fibrina en un tiempo que representó una actividad amidolítica de 486 ± 5,6 UI 

ml-1. La confirmación de la actividad biológica de la SKC-2 derivada de S. lividans constituye 

una evidencia que permite inferir que la molécula secretada posee una estructura 

tridimensional correcta y es adecuada para continuar investigando.  

4.3.4 Potencialidades de S. lividans como hospedero para la obtención de la SKC-2 

Teniendo en consideración que la SKC-2 purificada a partir de S. lividans fue biológicamente 

activa y el análisis físico-químico de esta molécula fue satisfactorio se decidió evaluar, en 

experimentos de demostración, la influencia que tiene la fermentación a escala de banco de 

la cepa recombinante, en condiciones controladas de pH, temperatura, agitación y aireación 

sobre la cantidad de SKC-2 secretada. 

La expresión extracelular de la SKC-2, cuantificada por ELISA, alcanzó hasta 15 mg l-1 

cuando la cepa recombinante fue cultivada en el medio BSTB en un fermentador a escala de 

banco; lo cual representó un incremento de aproximadamente cuatro veces en las cantidades 

de la SKC-2 secretada comparado con los resultados obtenidos en zaranda (Figura 30A). Al 

cultivar la cepa recombinante en condiciones similares en el caldo TSB, las cantidades 

secretadas máximas de la SKC-2 alcanzaron hasta 9,6 mg l-1; lo cual representó un 
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incremento de aproximadamente 2,6 veces en las cantidades de la SKC-2 comparado con los 

niveles obtenidos en zaranda (Figura 30B). 
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Figura 30. Cinética de la secreción de la SKC-2 en correspondencia con el crecimiento de S. 
lividans TK24 cultivado en BTSB (A) o en TSB (B) por 72 horas en un fermentador MBR de 1,5l 
de capacidad efectiva. La concentración de la SKC-2 en los sobrenadantes de cultivo fue medida mediante la 
técnica de ELISA, límite de detección: 0,3 µg l-1 236. Los valores de concentración de SKC-2 fueron el promedio de 
dos estudios cinéticos. El crecimiento fue estimado por mediciones del peso seco de la biomasa (mg ml-1), los 
valores de error estándar oscilaron entre 0.1 y 0.2. 
 
A pesar de que los niveles de expresión secretoria de la SKC-2 se incrementaron al cultivar S. 

lividans TK24 [pOVsiSK] en un fermentador a escala de banco, tanto en el medio de cultivo 

BTSB como en el TSB se apreciaron cantidades significativas de pigmentos de tipo 

melanoidinas, típicos de la última etapa de la reacción de Mallard. La presencia de estos 

pigmentos estuvo relacionada con el tipo de esterilización por resistencia directa del 

fermentador MBR utilizado. Dado que los medios de cultivos pigmentados pueden generar 

dificultades en la purificación de las proteínas a partir del sobrenadante de cultivo, en el futuro 

pudieran explorarse fermentadores con un mecanismo de esterilización por vapor. 

De forma general, el incremento en las cantidades secretadas de la SKC-2 cuando la cepa 

recombinante fue cultivada en un fermentador a escala de banco muestra el potencial que 

tiene la optimización de la fermentación por lote de S. lividans para la obtención soluble de la 

estreptoquinasa SKC-2.  

Al comparar los niveles de expresión de la SKC-2 secretada por S. lividans con los 

rendimientos de las estreptoquinasas obtenidas por vía natural o recombinante, es preciso 

considerar en el análisis la diferencia en la composición aminoacídica entre los productos 

génicos skc y skc-2. Al analizar los cinco aminoácidos en que difiere la SKC-2 de la SKC de 

S. equisimilis H46A (Pro71, Thr210, His244(+), Glu253(-) y Asn303 en el producto génico skc-2 
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cambiados por Ser71, Asn210, Arg244(+), Arg253(+) y Asp303(-) del producto génico skc)38, se 

aprecia que las cargas de las dos moléculas varían en composición y ubicación. La His en la 

SKC-2 aparece en lugar de Arg y la SKC tiene adicionalmente una Arg. La ubicación de las 

cargas negativas (Glu y Asp) también varía y la SKC-2 a diferencia de la SKC, tiene el residuo 

Pro, el cual es un aminoácido apolar. La diferencia en las densidades de carga de las dos 

moléculas pudiera tener un significado para la eficiencia de translocación de la proteína a 

través de la bicapa lipídica de la membrana citoplasmática, la cual está cargada 

negativamente.  

La expresión secretoria de la SKC-2 por vía recombinante ha sido ensayada en P. pastoris56 y 

en E. coli45,54,55. Cuando P. pastoris fue utilizada como hospedero para la expresión 

extracelular de la SKC-2, ésta fue obtenida a altos niveles (1 - 1,2 g l-1), pero fue modificada 

post-traduccionalmente por glicosilación, lo que imposibilitó el uso de esta levadura para la 

obtención recombinante de la SKC-256. En el caso de E. coli, los estudios de la secreción de 

la SKC-2 estuvieron orientados hacia la evaluación fisiológica o la productividad del sistema, 

pero no se purificó y caracterizó la proteína recombinante. En un solo estudio se reportó la 

actividad inicial de la SKC-2 secretada principalmente al periplasma de E. coli (5 000 UI ml-

1)45, pero con este único dato no es posible establecer una comparación confiable con la SKC-

2 secretada por S. lividans, dado que hubo interferencias del SN de S. lividans TK24 (cepa 

parental) en el ensayo del sustrato cromogénico. 

Por la misma razón, no fue posible comparar la cantidad de la SKC-2 secretada por S. 

lividans con la cantidad de la SKC secretada al medio de cultivo por P. pastoris (3 200 UI ml-

1)52 o al periplasma de S. pombe (2 450 IU ml-1)53. Pratap y cols informaron que la SKC fue 

modificada por N-glicosilación cuando fue secretada por P. pastoris52, mientras que Kumar y 

cols reportaron niveles de 24 mg l-1 de la SKC secretada por S. pombe, pero detectaron co-

fraccionamiento de proteínas del hospedero de tamaño similar a la SKC en varios 

procedimientos cromatográficos convencionales, lo cual interfirió en la purificación de la 

proteína53. En este último estudio, los autores reportaron que la desventaja principal de ese 

sistema fue que la SKC no se secretó al medio extracelular53. 

La secreción de la SKC ha sido extensamente estudiada en E. coli. En la mayoría de los 

estudios sólo se reportó la actividad inicial de la SKC secretada (8 – 100 UI ml-1)44, (1 000 – 1 

500 UI ml-1)52, (7 700 UI ml-1)46. Avilán y cols reportaron niveles de 120 mg l-1 de la SKC y 

purificaron la proteína desde el espacio periplasmático de E. coli. Sin embargo, la SKC sufrió 

una extensa degradación y el producto purificado mayoritario fue el derivado de 44 kDa210. 

Este nivel de fragmentación coincidió con el reportado por Balagurunathan y cols, que 
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informaron que la especie molecular de 47 kDa representó solamente el 30 - 35% de la 

estreptoquinasa total producida por E. coli214. 

S. equisimilis H46A secreta menores cantidades de SKC al medio de cultivo (100 – 150 UI ml-

1)44, (400 - 500 UI ml-1)243 que los hospederos heterólogos antes mencionados. Sin embargo, 

S. equisimilis es su hospedero natural y la SKC ha sido purificada del medio de cultivo con un 

alto grado de pureza y una actividad específica de 90 000 - 100 000 UI mg-1 183,252. El proceso 

industrial de obtención de la SKC tiene la desventaja que S. equisimilis secreta moléculas 

antigénicas como la estreptolisina O y la estreptodornasa al medio de cultivo, que dificultan el 

proceso de purificación de la SKC y representan riesgos al personal productor35,36. En Cuba, 

la estreptoquinasa es actualmente producida y comercializada a partir de un sistema de 

expresión intracelular en E. coli (Heberkinasa®). En los últimos años se han reportado 

mejoras del proceso de purificación de la SKC-2  que han permitido su obtención con una 

pureza mayor del 99% y el aumento de su actividad específica desde niveles de 52 40738 

hasta 70 000 UI mg-1207.  

Al comparar el proceso de obtención industrial de la Heberkinasa® con el sistema propuesto 

en este trabajo, el sistema de producción establecido proporciona mayores niveles de 

expresión de la proteína (350 mg l-1 de SKC-2)38. Sin embargo, el proceso de obtención a 

partir de E. coli tiene la desventaja que la proteína se obtiene insoluble y biológicamente 

inactiva en cuerpos de inclusión, lo cual requiere de procesos de ruptura celular, extracción y 

renaturalización in vitro para la solubilización y el replegamiento adecuado de la molécula. 

Estos procesos ocasionan pérdidas significativas en el rendimiento de la proteína. Además, 

se pueden obtener moléculas modificadas, agregados moleculares, poblaciones de moléculas 

con una metionina en el extremo amino, entre otras.  

El sistema de obtención de la SKC-2 propuesto en este trabajo permitió la obtención de la 

proteína biológicamente activa en el medio extracelular, lo cual simplificó el proceso de 

recobrado de la proteína recombinante y no requirió de modificaciones químicas. Este sistema 

se fundamenta en un hospedero no patógeno y tiene potencialidades para la obtención de la 

proteína a mayores niveles mediante la optimización de su fermentación. La obtención de la 

SKC-2 al 90% de pureza con una actividad específica de 35 928 UI mg-1, a escala de 

laboratorio, muestra parámetros del sistema que son mejorables. En el futuro pudieran 

explorarse otras alternativas de procesos de fermentación que ofrezcan rendimientos iniciales 

mayores del sistema y se simplifique la purificación de la proteína, con la consiguiente 

reducción del costo del proceso completo.     
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5 DISCUSIÓN GENERAL 
 

Al considerar la expresión microbiana de proteínas heterólogas, Escherichia coli continúa 

siendo el hospedero más utilizado. Esta posición dominante, sin embargo, nunca ha parado la 

búsqueda de sistemas de expresión de proteínas alternativos y eficientes, especialmente 

cuando se requiere que la proteína de interés sea biológicamente activa. En este caso es 

ventajoso obtener la proteína en el medio de cultivo. Esto permite comenzar el proceso de 

recobrado a partir de un material en el cual la proteína tiene mayor pureza, se minimizan las 

interferencias con el metabolismo intracelular y se favorece la formación correcta de los 

puentes disulfuro. 

En este trabajo se evaluó a S. lividans TK24 como hospedero para la expresión del IFNα2b 

humano y la SKC-2 de S. equisimilis ATCC9542 en el medio extracelular. S. lividans ha sido 

un hospedero valioso para la producción de varias proteínas de importancia biofarmacéutica. 

Entre ellas se encuentran: el factor α de necrosis tumoral murino, la hormona de crecimiento 

humano y el factor estimulante de colonias de macrófagos-granulocitos14,18,57. En esos casos 

se consideró el bajo costo asociado a los procesos de recobrado de las proteínas 

correctamente plegadas desde el medio de cultivo, la inocuidad de este hospedero y un 

conocimiento extenso de la tecnología de fermentación de Streptomyces. 

En este trabajo también se estudió la relevancia de la genética de las vías de secreción Sec y 

Tat de S. lividans TK24 en el proceso de producción y se centró la atención en los aspectos 

fisiológicos del evento productivo. Se seleccionó el proceso de translocación Tat para estudiar 

la producción secretoria de estas dos proteínas, considerando que esta vía puede ser útil 

para la producción de proteínas incompatibles con el mecanismo Sec. 

El péptido señal Vsi –dependiente de la vía Sec- fue eficiente en dirigir la translocación de la 

SKC-2 biológicamente activa al medio extracelular de S. lividans TK24. Hasta 4 mg l-1 de la 

SKC-2 fue cuantificada en el medio de cultivo de S. lividans [pOVsiSK] crecido en zaranda. 

Estas cantidades de SKC-2 secretada permitieron purificar la proteína mediante las técnicas 

cromatográficas de intercambio aniónico e interacciones hidrofóbicas. La SKC-2 se purificó 

con un 90% de pureza y tuvo una actividad específica de 35 928 UI mg-1. La identidad de la 

SKC-2 fue verificada mediante la secuenciación de su extremo amino, el cual fue idéntico al 

esperado por la secuencia nucleotídica. También se determinó el máximo de absorción UV de 

la SKC-2 purificada, que fue estimado en los 277 nm. Dado que la SKC-2 secretada por S. 

lividans TK24 fue purificada a escala de laboratorio al 90% de pureza existen aún 

posibilidades de lograr una purificación de la SKC-2 con mayor pureza y con ello incrementar 

la actividad específica de la proteína. Una alternativa a considerar pudiera ser la transición del 
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proceso cromatográfico de lecho fijo al modo expandido, que es ya un estándar establecido 

en la biotecnología moderna.  

Los niveles de la SKC-2 secretada alcanzaron hasta 15 mg l-1 cuando la cepa recombinante 

fue cultivada en el medio BTSB siguiendo un procedimiento de fermentación por lote no 

optimizado a escala de banco. Queda, por tanto, abierta la posibilidad de continuar 

incrementando las cantidades de la SKC-2 secretada a través de la optimización de la 

fermentación de S. lividans TK24 [pOVsiSK]. Como antecedente se tiene la experiencia 

acumulada en el escalado y optimización de la fermentación de Streptomyces para la 

obtención industrial de proteínas nativas y recombinantes de interés biotecnológico. 

En Cuba existe un proceso establecido para la producción de la Heberkinasa® a partir de E. 

coli. Sin embargo, este proceso de obtención tiene la desventaja que la SKC-2 se obtiene 

insoluble y biológicamente inactiva en cuerpos de inclusión, lo cual requiere de procesos de 

ruptura celular, extracción y renaturalización in vitro para la solubilización y el replegamiento 

adecuado de esta biomolécula. Del material que se recupera del proceso de renaturalización 

se obtienen moléculas modificadas, agregados moleculares, poblaciones de moléculas con 

una metionina en el extremo amino, entre otras. Debido a que ocurren pérdidas considerables 

de las proteínas, estos procesos son reconocidos por la industria biotecnológica como un 

paso limitante en la obtención de proteínas recombinantes en E. coli39,40,214. La expresión 

intracelular en E. coli presenta otra serie de desventajas operacionales. Entre estas se 

encuentran la presencia de polímeros contaminantes a lo largo del proceso de purificación, 

como los lipopolisácaridos de la pared celular, los ácidos nucleicos y las proteínas del 

hospedero. Precisamente, los LPS son moléculas muy inmunogénicas y su presencia aún en 

cantidades trazas representa un gran problema para la producción de proteínas terapéuticas.  

En cambio, la obtención de la SKC-2 biológicamente activa en el medio extracelular de S. 

lividans TK24 [pOVsiSK] permitió purificar la proteína en condiciones no desnaturalizantes. 

Este proceso de purificación de la SKC-2 requirió menor cantidad de etapas al compararlo 

con el sistema de obtención insoluble de la SKC-2 en E. coli41,250. Además, S. lividans TK24 

es un hospedero no patógeno y no posee LPS en su estructura celular, lo que hace su 

empleo aún más atractivo. Una vez más, S. lividans fue útil para la obtención de un producto 

biofarmacéutico en forma bioactiva.  

Al evaluar la expresión secretoria de la SKC-2 y el IFNα2b cuando fueron fusionados al 

péptido señal de la xilanasa C –dependiente de la vía Tat- se determinó que este péptido 

señal no fue eficiente en promover la secreción de la SKC-2 a niveles significativos, y en el 

caso del IFNα2b no se detectó su expresión en S. lividans. En el futuro, al disponer de mayor 
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información sobre análisis de proteínas secretadas por la vía Tat, combinado con un mayor 

conocimiento de la funcionalidad de este proceso se podrá probablemente esclarecer los 

requerimientos para una secreción eficiente de ciertas proteínas a través de esta vía de 

secreción en Streptomyces. De esta forma, la posibilidad de secretar algunas proteínas a 

través de este proceso pueda ser viable; especialmente para aquellas que no puedan 

plegarse en su conformación activa fuera de la célula o que tengan una estructura de 

heterodímeros o que contengan cofactores.  

En este trabajo también se construyó un vector plasmídico denominado pUCA, que porta el 

promotor de resistencia a eritromicina de S. erythraea ermE* y las señales traduccionales y de 

secreción de la lipasa A de S. exfoliatus19,20. Este vector fue utilizado para evaluar la 

expresión secretoria del IFNα2b y la SKC-2 en S. lividans TK24. Ambas proteínas fueron 

translocadas al medio extracelular cuando fueron fusionadas al LipA-sp, pero los niveles 

fueron bajos y en el caso de la SKC-2 sólo se detectó la proteína durante la fase de 

crecimiento exponencial de la cepa recombinante. Posteriormente se demostró que el péptido 

señal de la lipasa A promueve la translocación de proteínas a través de un mecanismo no 

dependiente del proceso Tat; lo cual, de acuerdo al estado del arte actual, sugiere que este 

péptido señal promueve la secreción de proteínas a través de la vía Sec. 

Los niveles del IFNα2b secretado también fueron bajos cuando se fusionó al péptido señal 

Vsi -dependiente de la vía Sec-. De forma general, los niveles de expresión del IFNα2b 

secretado por S. lividans fueron bajos (<1 mg l-1) y es probable que sean varios los factores 

que contribuyan a este fenómeno. Entre ellos se puede encontrar el uso preferencial de 

codones. Al analizar la secuencia nucleotídica del gen ifnα2b, se aprecia un fenómeno de uso 

de codones desfavorable por los hospederos S. lividans y B. subtilis. Este hecho es más 

evidente en el caso de Streptomyces con 69 codones no óptimos, de acuerdo al análisis del 

genoma de S. coelicolor253. En el caso de B. subtilis se encontraron 20 codones raros254. 

Sletta y cols también informaron sobre la expresión de gen nativo (con 13 codones raros) por 

debajo del límite de detección en E. coli y como al aumentar las copias de tARNArg
AGA/AGG, los 

niveles de expresión del IFNα2b aumentaron significativamente255. Otro factor que puede 

contribuir son los dos puentes disulfuro intramoleculares que posee el IFNα2b. A pesar de 

que Streptomyces secreta a altos niveles proteínas nativas que tienen varios puentes 

disulfuro, puede que se secreten moléculas de IFNα2b con puentes disulfuro no nativos y con 

patrones de plegamiento aberrantes y proclives al corte proteolítico. En S. coelicolor se ha 

informado sobre los factores sigma con funciones extra-citoplasmáticas, los cuales responden 
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a estímulos externos y activan genes involucrados en el estrés por puentes disulfuro, la 

homeostasis de la pared celular y el desarrollo del micelio aéreo67.  

No obstante, aún quedan posibilidades por explorar para incrementar los niveles de expresión 

y secreción del IFNα2b en S. lividans. En el futuro pudiera evaluarse la adaptación de 

determinados codones del gen ifnα2b al uso de codones de Streptomyces. También pudieran 

evaluarse otras señales de secreción de proteínas altamente secretadas por Streptomyces y 

secuencias espaciadoras para la expresión del IFNα2b fusionado a los péptidos señales. En 

S. lividans, se han informado varios ejemplos donde la estrategia que fue óptima para la 

expresión secretoria de la proteína de origen eucariota fue su fusión a un péptido señal y en 

algunos casos, a un péptido señal cuya secuencia de aminoácidos fue optimizada mediante 

mutagénesis a la secuencia codificante242.  

En general, no existe un sistema heterólogo que sea óptimo para la expresión y producción 

comercial de todas las proteínas recombinantes. Cada proteína recombinante presenta sus 

propios problemas para la expresión y secreción en un hospedero particular. Un desafío para 

el futuro es indudablemente combinar los vectores de expresión de las proteínas con cepas 

de Streptomyces que sobre-expresen componentes del proceso de secreción para producir 

sistemas de expresión optimizados para cada proteína. Será necesario investigar para cada 

proteína el o los factores que limiten su acumulación en alguno de los tres estados 

funcionales del proceso de secreción de proteínas en Streptomyces. La eficiencia de la 

interacción de las pre-proteínas con SecA puede ser un factor importante para determinar la 

compatibilidad de las proteínas, debido a que SecA es el receptor primario de los sustratos 

liberados a las membranas por las chaperonas. Una caracterización más profunda, que 

permita modular proteínas como las tioldisulfuro óxido reductasas puede contribuir a 

incrementar el rendimiento de las proteínas heterólogas que contengan puentes disulfuro en 

Streptomyces.  
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 

CONCLUSIONES 

 

1. S. lividans TK24 [pOVsiIFN], S. lividans TK24 [pUCIAS] y S. lividans TK24 [pA∆XS] 

secretan interferón alfa 2b biológicamente activo al medio extracelular a niveles < 1 mg l-

1 cuando son cultivadas a escala de laboratorio. 

2. S. lividans TK24 [pOVsiSK] secreta estreptoquinasa SKC-2 biológicamente activa al 

medio extracelular a niveles ≥ 2 mg l-1 en cultivo en zaranda, lo que justifica purificarla 

del sobrenadante de cultivo y verificar sus propiedades. 

3. El péptido señal de la lipasa A de S. exfoliatus M11 promueve la secreción de interferón 

alfa 2b por un mecanismo no dependiente de la vía Tat en S. lividans, lo que, de 

acuerdo al estado del arte actual, representa una fuerte sugerencia de que promueve la 

secreción de proteínas por la vía dependiente del aparato Sec. 

4. La estreptoquinasa SKC-2 purificada del medio de cultivo de S. lividans TK24 [pOVsiSK] 

con un 90% de pureza tiene una actividad específica de 35 928 UI mg-1, un extremo 

amino homogéneo y un máximo de absorción UV característico a 277 nm, elementos 

que apoyan la utilidad de S. lividans para obtener esta biomolécula. 

5. La fermentación a escala de banco de S. lividans TK24 [pOVsiSK] incrementó hasta 

cuatro veces la producción secretoria de la estreptoquinasa SKC-2 comparada con el 

cultivo en zaranda, lo que evidencia la potencialidades de este hospedero para producir 

esta proteína. 
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RECOMENDACIONES 
 

1. Evaluar otras señales reguladoras y de secreción de proteínas nativas secretadas 

abundantemente por Streptomyces para la expresión secretoria del IFNα2b a través de 

los procesos de secreción Sec y Tat en S. lividans TK24. 

2. Optimizar el medio de cultivo y las condiciones de operación de la fermentación por lote 

de S. lividans TK24 [pOVsiSK] a escala de banco para incrementar la expresión secretoria 

de la SKC-2. 

3. Explorar la potencialidad del péptido señal de la lipasa A de S. exfoliatus M11 para dirigir 

la secreción de otras proteínas de interés biotecnológico en S. lividans utilizando el vector 

pUCA. 
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9 ANEXOS 
 

ANEXO 1  
 

Representación esquemática de un péptido señal  
 

 
 
En los péptidos señales se distinguen tres dominios: un dominio amino denominado N, un dominio H 
central y un dominio C carboxilo. El dominio N tiene generalmente una carga neta positiva debido a la 
presencia de varios residuos de aminoácidos K o R. El dominio H constituye el centro hidrofóbico del 
péptido señal y es la parte más importante requerida para la localización e inserción de la pre-proteína 
en la membrana. Frecuentemente, un residuo interruptor de hélices (G o P) se encuentra en el medio 
de la región H, lo cual permite al péptido señal formar una estructura tipo horquilla que se puede 
insertar en la bicapa lipídica. El dominio C incluye el sitio de corte de la peptidasa señal (SPase) y es la 
única región del péptido señal que demanda cierta especificidad de la secuencia primaria de los 
aminoácidos. Los residuos en las posiciones -3 y -1, relativos a la proteína madura, generalmente son 
residuos pequeños y neutros como: A, G y S, con una fuerte preferencia por Ala (Ala-X-Ala).  



 

 

ANEXO 2 
 

Esquema del mecanismo de acción de los IFNα/β 
 

 
 

 
El mecanismo de acción de los interferones α y β se inicia con su unión al dominio extracelular del 
receptor superficial ifnar, constituido por dos subunidades: ifnar-1 y la ifnar-2. Las quinasas Tyk2 y 
JAK1 están asociadas a las subunidades ifnar-1 e ifnar-2, respectivamente. La interacción de los 
interferones α y β con el receptor provoca la fosforilación de estas quinasas y la consecuente 
fosforilación de los dominios intracelulares de ambas subunidades del receptor. Estos residuos 
fosforilados sirven como sitio de reclutamiento de las proteínas transportadoras de señales y 
activadores transcripcionales STAT. Estas proteínas activadas forman homo y heterodímeros y 
componen finalmente un gran complejo activador transcripcional denominado factor génico 3 (ISGF3). 
Este complejo de proteínas está formado fundamentalmente por STAT1α o p91, STAT1β, STAT2 o 
p113 y la p48. El complejo ISFG3 penetra en el núcleo celular y se une con alta afinidad a secuencias 
génicas específicas (AGTTTN3TTTCC), llamadas elementos de respuesta estimulada por interferón 
(ISRE), activando la transcripción génica de numerosas proteínas efectoras. Tomado de Walter160 y 
modificado por el autor. 



 

 

ANEXO 3 
 

Representación esquemática del proceso de fibrinólisis 
 

 

Act ivadores del plasminógeno

Estreptoquinasa (SK)
Uroquinasa(UK)
Activador tisular del plasminógeno(AP-t)
Complejo activador SK-plasminógeno 
acetilado (ASPA).

Inhibidor del activador del plasminógeno - 1

Plasminógeno Plasmina

α  - 2 antiplasminaα

Fibrina Productos de degradación de fibrina

Anexo . Representación esquemática del proceso de fibrinol isis1  
 
 
 
 
 

 
Los activadores del plasminógeno se unen a él en proporción 1:1 y se forma un complejo de alta afinidad. Este 
complejo no es afectado por la α-2-antiplasmina, la cual es un inhibidor de la plasmina y forma un complejo 
irreversible con esta. El complejo activador-plasminógeno hidroliza el resto del plasminógeno circulante y lo 
transforma en plasmina, la cual es la serino proteasa responsable de la degradación de los coágulos de fibrina 
de la sangre. Tomado de Banerjee y Banerjee36 y modificado por el autor. 



 

 

ANEXO 4 
 

Mapa físico del plasmidio pUWL218 
 
 

 

 
 

Abreviaturas: amp-r es un gen que confiere resistencia a ampicillina, tsr-r confiere a resistencia a 
tioestreptona y lacZ es gen codificador del fragmento α de la β-galactosidasa de E. coli. Se simbolizan 
los ori de la construcción. El fragmento ter-fd simboliza el terminador de la transcripción del fago fd. 
Solamente se incluyen los sitios únicos de restricción más significativos. Tomado de Wehmeier222 y 
modificado por el autor. 



 

 

ANEXO 5 
 

Mapa físico del plasmidio pOW15 
 
 
 

 
Abreviaturas: amp-r es un gen que confiere resistencia a ampicillina, tsr confiere a resistencia a 
tioestreptona y lacZ es gen codificador del fragmento α de la β-galactosidasa de E. coli. Se 
simbolizan los ori de la construcción, incluyendo el oriT para la transferencia conjugativa de 
ADN entre especies. El fragmento ter-fd simboliza el terminador de la transcripción del fago fd. 
Solamente se incluyen los sitios únicos de restricción más significativos. Rosabal G., resultados 
no publicados. 
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