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Resumen 

La tuberculosis humana (hTB) y la tuberculosis bovina (bTB) son un 

problema de salud mundial con un importante impacto económico. 

Comparaciones hechas entre los genomas de Mycobacterium tuberculosis y 

M. bovis con la vacuna BCG identificaron la deleción de una región de ADN 

codificante para proteínas secretoras, entre las cuales se encuentra la 

proteína inmunogénica CFP-10. El empleo de antígenos específicos, como 

CFP-10, ha abierto un campo de estudio para el mejoramiento de las 

herramientas de prevención y diagnóstico contra la hTB y bTB. Así mismo, 

el uso de las herramientas biotecnológicas adecuadas para la producción de 

proteínas recombinantes (PR), aumenta la posibilidad de su escalamiento, 

tal es el caso del uso de cepas recombinantes de Escherichia coli con 

promotores termoinducibles que disminuyen el costo de purificación de la 

proteína deseada. La finalidad de éste proyecto fue buscar en cultivo 

sumergido, las condiciones óptimas de inducción y medio de cultivo para la 

producción de una PR que podría ser CFP-10 de M. tuberculosis en E. coli. 

Mediante la comparación de cinéticas de crecimiento, se eligió el medio 

Terrific-Broth frente a Luria-Bertani, para el crecimiento de la cepa 

recombinante de E. coli. Se realizaron cinéticas de crecimiento empleando 

distintas temperaturas de inducción (37, 40 y 42°C) a distintos tiempos de 

inducción (3 y 5 horas). Se observó que las mayores producciones de 

biomasa se alcanzaron induciendo a las 5 horas de cultivo y a una 

temperatura de 37 y 40°C. A partir de un cultivo en matraz convencional 

de 250 mL de medio se pretendió purificar la proteína CFP-10  por 

cromatografía de afinidad. Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE, 

Western Blot y análisis por MALDI-TOF. Los resultados fueron que no se 

encontró la expresión de CFP-10 sugiriendo una mala construcción de la 

cepa, hecho que se corroboró por la secuenciación de la construcción. Sin 

embargo, se analizó la sobreexpresión, aparentemente termoinducida, de 

una proteína de 26 kDa que pudiera ser la proteína represora cI857. 
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1. Introducción  

La tuberculosis humana (hTB), causada principalmente por 

Mycobacterium tuberculosis, es una de las enfermedades más antiguas 

de la humanidad (Smith, 2003., Smith et al., 2009) y es la segunda 

causa mundial de mortalidad causada por un agente infeccioso (WHO, 

2012), presentando más de 8 millones de casos y cobrando alrededor de 

1.5 millones de vidas anualmente en todo el mundo (WHO, 2012). 

Específicamente en México, durante el año 2011, se reportaron 26,000 

casos nuevos de hTB, de los cuales se estima que 2.4% de los casos de 

hTB pulmonar fue causada por cepas multirresistentes (WHO, 2013). La 

hTB es considerada una enfermedad re-emergente debido a la aparición 

de brotes infecciosos a partir del año 2007 asociados al surgimiento de 

cepas de M. tuberculosis resistentes a una amplia variedad de fármacos, 

al incremento en la incidencia de desnutrición, consumo de tabaco y de 

patologías inmunosupresoras como diabetes e infecciones con VIH 

(WHO, 2012, Corbett et al., 2003).  

Paralelamente,  la tuberculosis bovina (bTB) causada por Mycobacterium 

bovis genera importantes pérdidas económicas alrededor del mundo por 

el sacrificio de cabezas de ganado,  la disminución en la productividad 

de los animales infectados y la implementación de programas de control 

epidemiológico (Hope & Villareal-Ramos., 2008, Michel et al., 2010). 

Una proporción desconocida de los casos de hTB es causada por M. 

bovis (Cosivi et al., 1998), clínicamente indistinguibles de los casos 

provocados por M. tuberculosis. La transmisión zoonótica de bTB ocurre 

por el consumo y manejo de productos cárnicos y lácteos sin pasteurizar 

provenientes de animales infectados, y a través de aerosoles en la 

proximidad al ganado infectado (Cosivi et al., 1998, Portillo-Gómez & 

Sosa-Iglesias, 2011).  
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La vacuna conocida como BCG o bacilo Calmette-Guérin es la medida 

preventiva más empleada en el mundo contra la hTB, anualmente se 

administran alrededor de 120 millones dosis (WHO, 2013). En la 

prevención de los casos de tuberculosis meníngea y miliar en niños, ésta 

vacuna ha demostrado tener una eficacia elevada (Trunz et al., 2006). 

Sin embargo, en evaluaciones más generales realizadas en poblaciones 

vacunadas a distintas edades, se ha comprobado que su eficacia 

protectora oscila entre 0 y 80%, atribuido a las variaciones en la cepa 

de las preparaciones de BCG, diferencias nutricionales o genéticas entre 

poblaciones y a la influencia de factores ambientales (Fine, 1995).  

 

Actualmente la tuberculosis no pueden ser diagnosticada 

diferencialmente según si se encuentra en estado activo o en estado de 

latencia (Dinnes et al., 2007). La prueba diagnóstica empleada para 

identificar infección latente de tuberculosis es el test de tuberculina o 

prueba cutánea de PPD (Paterson, 1948). El PPD, al ser un precipitado 

de proteínas obtenidas de cultivos de M. tuberculosis lisadas por calor, 

consta de una amplia gama de antígenos presentes, tanto en 

micobacterias patógenas como en micobacterias ambientales (Aagaard 

et al., 2010, MacIntyre, 2007), razón por la cual no logra diferenciar 

entre individuos sanos previamente vacunados con BCG o que han 

entrado en contacto con micobacterias ambientales, de aquellos con 

tuberculosis en estado de latencia (Brock et al., 2001, Huebner et al., 

1993, Farhat et al., 2006). Por otro lado, el diagnóstico de tuberculosis 

activa se lleva a cabo mediante baciloscopía y cultivo selectivo de 

muestras de tejidos, fluidos o secreciones de órganos de pacientes con 

manifestaciones clínicas y radiológicas. Algunas de las técnicas 

recientemente empleadas para agilizar el diagnóstico consisten en el uso 

de PCR, test inmunológicos basados en la respuesta inmunitaria de base 

celular y búsqueda de anticuerpos específicos (Perkins, 2000., 
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Kulshrestha et al., 2005). Los test serológicos basados en 

inmunodetección han reportado un intervalo de sensibilidad de 16-57% 

y especificidad de 62-100% (Pottumarthy et al., 2000). 

 

Comparaciones hechas entre los genomas de M. tuberculosis y M. bovis 

con la vacuna de BCG identificaron la deleción de una región de ADN de 

9.5 kpb denominada RD1 (Behr et al., 1999). RD1 tiene un papel 

importante en la virulencia, demostrado experimentalmente por la 

pérdida de virulencia de cepas mutadas en genes individuales de RD1. 

Además de la pérdida de virulencia de dichas cepas mutadas, se observó 

la eliminación completa de la secreción de CFP-10 y ESAT-6 en el 

sobrenadante de los cultivos (Guinn et al., 2004). Se ha observado que 

CFP-10 y ESAT-6 forman un complejo 1:1 (Renshaw et al., 2002), el 

cual interactúa con la superficie de los macrófagos in vitro (Renshaw et 

al., 2005) sugiriendo que pueden afectar negativamente diversas 

funciones de las células huésped favoreciendo la residencia de las 

micobacterias en el interior de los macrófagos por largos periodos de 

tiempo (Van der Wel et al., 2007). Cabe señalar que algunos estudios 

han sugerido que la administración del heterodímero podría presentar 

menor capacidad para estimular células T in vitro, respecto a la 

administración individual de las proteínas (Marei et al., 2005). En 

pruebas realizadas en animales de  Argentina, México e Irlanda del 

Norte se encontró que los animales que mostraban reactividad cruzada 

con otras micobacterias ambientales en la prueba de PPD bovino, no la 

mostraban frente a pruebas realizadas con los antígenos ESAT-6 y CFP-

10, o bien se lograban detectar casos falsos negativos (Aagaard et al., 

2010). En humanos se han detectado patrones similares donde la 

utilización de estos antígenos aportaba resultados con un 73% de 

sensibilidad y 93% de especificidad (Van Pinxteren et al., 2000). 
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La búsqueda de nuevas herramientas de diagnóstico y de vacunas 

eficientes contra la hTB y bTB implican un reto importante para la 

disminución de su impacto tanto a nivel de salud como a nivel 

económico. Las perspectivas en cuanto al uso de antígenos específicos, 

como CFP-10, son alcanzables mediante el uso de herramientas 

biotecnológicas, lo cual, nos permite producir proteínas recombinantes 

mediante procesos más productivos, menos costosos y fácilmente 

escalables. 

 

La finalidad de éste proyecto es buscar, en cultivo sumergido, las 

condiciones óptimas de inducción y medio de crecimiento para la 

producción del antígeno CFP-10 de M. tuberculosis en Escherichia coli, 

uno de los huéspedes procariontes más empleado debido a que se 

encuentra muy bien caracterizada, tiene un bajo costo de cultivo, rápido 

y abundante crecimiento, capacidad de acumulación intracelular de 

proteínas heterólogas  mayor al 20% de la proteína total y disponibilidad 

de una amplia gama de vectores de expresión, entre los cuales se 

encuentran los vectores con promotores termoinducibles (Schmidt, 

2004). La termoinducción empleando promotores pL y pR derivados del 

fago lambda, virus dcADN que infecta a E. coli, es mediada por la 

proteína termolábil represora CI857, la cual de manera nativa, lleva a 

cabo la regulación genética entre el ciclo lítico o el ciclo lisogénico en el 

fago lambda (Makrides, 1996). 
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2. Antecedentes 

2.1. Historia de la tuberculosis 

Las pruebas de hTB de mayor antigüedad, consistentes en huesos 

aparentemente deformados como consecuencia de la tuberculosis, 

remontan a más de 4,000 años y fueron encontrados principalmente en 

Egipto y regiones neolíticas (Smith, 2003). Sin embargo, el registro más 

antiguo de tuberculosis, identificado por la sintomatología, corresponde 

a tabletas Asirias y escritos hipocráticos del siglo V y VII a.C. (Smith, 

2003, Iseman, 1994). Se ha supuesto que la tuberculosis fue llevada a 

regiones asiáticas y europeas por la migración de ganaderos indo-

europeos infectados zoonóticamente por el contacto con ganado 

tuberculoso (Stead, 1997). 

 

Durante la segunda revolución industrial, la población europea fue 

víctima de numerosas epidemias de tuberculosis, las cuales se vieron 

disminuidas después de programas de remodelación de centros urbanos, 

el mejoramiento de servicios sanitarios y una posible selección natural 

hacia poblaciones resistentes a la tuberculosis (Lipsitch, 2002). Sin 

embargo, en las expediciones realizadas al nuevo continente durante el 

siglo XIX, las epidemias europeas se diseminaron a poblaciones que no 

habían adquirido la resistencia teniendo importantes consecuencias 

(Grigg, 1958, Stead, 1992).  

 

El alto índice de mortalidad por hTB en el siglo XIX, desencadenó una 

serie de investigaciones sobre los posibles agentes y causas etiológicas 

de la enfermedad. En 1865, Jean-Antoine Villemin, médico francés, 

reportó haber inducido tuberculosis en conejos de laboratorio por medio 

de la inoculación de tejido tuberculoso de un cadáver humano (Smith, 

2003). Por otra parte, Robert Koch reportó que la hTB era causada por 
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una bacteria. A pesar de las observaciones realizadas por Villemin y 

Koch, el médico francés, Herman Pidoux, afirmaba que la incidencia de 

hTB se debía a causas más sociales como la mala alimentación, 

deficiencias sanitarias y explotación laboral (Barnes, 2000). Fue hasta 

inicios del siglo XX cuando los trabajos de Edward Trudeau resolvieron la 

divergencia entre las causas etiológicas de la hTB, demostrando que 

podía inducirse la tuberculosis en conejos a partir de un cultivo 

purificado de M. tuberculosis (Trudeau, 1887). Sin embargo, la 

evolución de la enfermedad dependía de factores ambientales como 

limitación de alimento, presencia de luz,  disponibilidad de espacio y 

aireación (Trudeau, 1887). Los hallazgos de E. Trudeau fueron la base 

del movimiento sanitario que comenzó en Europa como medida para el 

control de la hTB (Smith, 2003). 

 

La vacuna empleada actualmente, fue desarrollada entre 1908 y 1921 

por Calmette y Guérin mediante la realización de 230 pases in vitro de 

una cepa de M. bovis (Calmette & Guérin, 1920). Debido a la falta de 

métodos de conservación de la cepa atenuada en la época de su 

obtención, se realizaron aproximadamente 1000 pases adicionales hasta 

que se liofilizó en 1960 (Calmette & Guérin, 1920). El mantenimiento 

por pases continuos dio origen a cepas hermanas fenotípicamente 

diferentes, colectivamente conocidas como BCG (Behr et al., 1999). 

Dicha diferenciación de la cepa podría explicar la variabilidad observada 

en la eficacia de la vacuna BCG y su reactividad cruzada, observada 

frecuentemente, con la prueba de tuberculina (Trunz et al., 2006, Fine, 

1995, Van Epps, 2006).  

 

La hTB fué controlada a finales del siglo XIX e inicios del siglo XX, 

gracias al mejoramiento de las condiciones sanitarias, el comienzo de la 

era de los antibióticos en 1940 con los descubrimientos de Alexander 
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Fleming y René Dubos (Van Epps, 2006), y al uso de la vacuna BCG 

(Andersen, 2002). 

 

A finales del siglo XX se observó un resurgimiento de hTB en el mundo 

asociada al aumento de poblaciones marginadas, a la incidencia de VIH 

y otras patologías que involucran una deficiencia en la respuesta 

inmune, principalmente de linfocitos T CD4+ (WHO, 2012, Corbett et al., 

2003, Iseman, 1994). Los países más afectados han sido los países en 

vías de desarrollo por la falta de recursos humanos y económicos para la 

implementación de técnicas eficientes de diagnóstico y un seguimiento 

adecuado en la toma de antibióticos, lo cual, a su vez ha derivado en la 

aparición de cepas de M. tuberculosis resistentes a los antibióticos 

convencionales como isoniazida, rifampicina, estreptomicina y etambutol 

(Iseman, 1994). 

 

2.2. Patogenia 

En la actualidad, la mayor parte de las infecciones de hTB inician por la 

vía respiratoria (Smith, 2003, Smith et al., 2009). Sin embargo, en 

etapas avanzadas tiende a diseminarse a otros órganos (Smith, 2003). 

En la primera etapa, 3 a 8 semanas después de la inhalación de M. 

tuberculosis contenida en aerosoles, las bacterias se diseminan por vía 

linfática hasta los nodos linfáticos encontrados en  los pulmones e 

infectan los alveolos pulmonares, formando el complejo primario o foco 

de Ghon (Smith, 2003, Andersen, 2002). Las micobaterias inhiben por 

distintos mecanismos su destrucción en los macrófagos, uno de ellos es 

mediado por la secreción de sustancias como la proteína quinasa G, la 

cual inhibe la maduración del fagosoma (Houben et al., 2006). También, 

se ha reportado que las cepas virulentas de M. tuberculosis tienen la 

capacidad de evitar la apoptosis e inducir la necrosis de las células 

infectadas, mecanismo que en comparación con la apoptosis permite el 
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crecimiento intracelular de M. tuberculosis (Kaku et al., 2007).  Una 

mayor cantidad de macrófagos reclutados, células dendríticas, 

neutrófilos, linfocitos T, linfocitos B, fibroblastos y componentes de la 

matriz extracelular pueden agregarse alrededor de los macrófagos 

alveolares infectados formando granulomas que encapsulan la infección 

en una zona con pH ácido y baja disponibilidad de oxígeno (Cosma et 

al., 2003). Sin embargo, muchas veces no se logra erradicar al 

microorganismo patógeno, generando lo que se conoce como 

tuberculosis latente (Grosset, 2003, Cosma et al., 2003). Generalmente 

en los granulomas de M. tuberculosis  en humano, se observa una 

región central necrótica, también pueden observarse granulomas 

fibróticos y calcificados, los cuales ocasionalmente contienen 

micobacterias vivas. La infección retenida en los granulomas, puede ser 

reactivada en situaciones de inmunosupresión del huésped  o en 

presencia de patologías que comprometen el sistema inmune del 

paciente (Grosset, 2003). En la segunda etapa, de duración aproximada 

de 3 meses, las bacterias circulan a través del torrente sanguíneo a 

regiones extrapulmonares, generando complicaciones como meningitis 

tuberculosa o tuberculosis miliar (Smith, 2003). Durante la tercera 

etapa, duración aproximada de 3 a 7 meses, aunque puede retardarse 

hasta por 2 años,  se lleva a cabo la inflamación de la pleura causando 

dolor agudo en el pecho. La inflamación pleural se adjudica a la 

diseminación hematógena de las micobacterias o a su paso a través del 

espacio subpleural hacia el espacio pleural  en donde liberan antígenos 

que interaccionan con linfocito T CD4+ sensibilizados desencadenando 

una respuesta inflamatoria (Smith, 2003). Las consecuencias principales 

de la hTB pulmonar, además del riesgo de diseminación a regiones 

extrapulmonares, son: daño  y cavitación pulmonar, necrosis y sangrado 

(Smith, 2003., Smith et al., 2009). 
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La patogenia de M. bovis se lleva a cabo de manera muy similar a M. 

tuberculosis (Michel et al., 2010). La bTB, generalmente pulmonar, 

también lleva a la formación de lesiones granulomatosas con grados 

variables de necrosis, calcificación y encapsulación (Michel et al., 2010). 

La falta de políticas e implementación de sistemas adecuados de 

identificación y control de la bTB, sobre todo en países en vías de 

desarrollo, incrementan el riesgo de infección en humanos (Hope & 

Villareal-Ramos., 2008, Michel et al., 2010). 

 

2.3. Mycobacterium tuberculosis 

Las bacterias pertenecientes al complejo de M. tuberculosis son bacilos 

aerobios, gram positivos, no esporulados, intracelulares y con la 

característica de ácido-alcohol resistencia debido a la alta proporción de 

ácidos micólicos presentes en la membrana celular (Ryan & Ray, 2004). 

Entre las micobacterias pertenecientes al complejo existe un 99.9% de 

similaridad a nivel de nucleótido y secuencias idénticas de ARNr 16S, 

pero difieren en el tipo de huéspedes que infectan, fenotipos y 

patogenicidad (Boddinghaus et al., 1990, Sreevatsan et al., 1997).  

 

En el complejo de M. tuberculosis se encuentran bacterias 

exclusivamente humanas, como M. tuberculosis, M. africanum y M. 

canetti, patógenos de roedores, como M. microti, y patógenos de un 

amplio espectro de huéspedes, como M. bovis (Stead et al., 1995). 

Debido a la alta conservación genética entre las distintas especies de 

micobacterias, se han sugerido distintas teorías sobre la evolución que 

pudo haber dado lugar a su especiación (Stead et al., 1995). 

Específicamente, se ha sugerido que M. tuberculosis, el principal agente 

causal de la hTB, evolucionó de M. bovis por medio de una adaptación 

zoonótica (Stead et al., 1995). Sin embargo, la secuenciación del 

genoma completo de M. tuberculosis y M. bovis llevó a la identificación 
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de polimorfismos de nucleótido simple (sSNP) que sugieren la co-

evolución de ambas especies (Boddinghaus et al., 1990, Sreevatsan et 

al., 1997).  

 

2.3.1. Región RD1: ESAT-6 y CFP-10 

El resultado más sobresaliente de los análisis genómicos realizados 

entre la cepa virulenta H37R de M. tuberculosis (H37Rv), la cepa 

virulenta de M. bovis y las cepas BCG (Behr et al., 1999, Gey Van Pittius 

et al., 2001, Mahairas, et al., 1996), fueron: 

o Identificación de 9 regiones de ADN presentes en  M. tuberculosis 

H37Rv y ausentes en M. bovis (Mahairas, et al., 1996). La 

colección de marcos abiertos de lectura (ORFs) ausentes en M. 

bovis abrió un amplio panorama de posibles aplicaciones, entre 

las cuales figuran el desarrollo de vacunas más efectivas y el 

mejoramiento de pruebas diagnósticas basadas en antígenos 

específicos derivados de genes exclusivos de M. tuberculosis 

(Aagaard et al., 2010, Flores-Villalva et al., 2012, Gey Van Pittius 

et al., 2001, Kulshrestha et al., 2005, Parthasarathy et al., 2012, 

Van Pinxteren et al., 2000). 

o Identificación de regiones de ADN presentes en M. tuberculosis y 

M. bovis, pero ausentes en BCG. La región ausente en todas las 

vacunas BCG analizadas y presente, tanto en M. bovis, como en 

M. tuberculosis, se denominó RD1 (RDs, del inglés „region of 

difference‟) (Mahairas, et al., 1996).  

 

La región RD1 (Figura 1) tiene una longitud de 9,505 pb (Mahairas, et 

al., 1996) y se cree que fue la primera mutación genética ocurrida 

durante los pases seriales que dieron origen a la cepa atenuada de la 

vacuna de Calmette y Guérin (Behr et al., 1999, Brosch et al.,  2000). 

RD1 comprende del gen Rv3871 al gen Rv3879c, entre los cuales se 
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encuentran los genes codificantes de la proteína de 6 kDa ESAT-6 (gen 

Rv3875 o esxA) y la proteína homóloga L45 de 10 kDa, CFP-10 (gen 

Rv3874 o esxB) (Andersen et al., 1995, Berthet et al., 1998). Las 

proteínas para las cuales codifican los genes Rv3875, son antígenos 

estimulantes de células T y son expresadas de manera nativa como un 

heterodímero (Van Pinxteren et al., 2000, Sorensen et al., 1995).  

 

En la cepa avirulenta H37R de M. tuberculosis (H37Ra), el locus RD1 se 

encuentra intacto, sin embargo la expresión de las proteínas codifcadas 

por los genes del locus RD1 se encuentra disminuida en comparación al 

perfil de expresión de la cepa de M. tuberculosis H37Rv (Mostowy et al., 

2004). Además, se ha observado que la generación de una cepa H37Rv 

knockout en RD1 (H37Rv:ΔRD1) atenúa su virulencia y disminuye la 

severidad de la necrosis en el sitio de infección (Mostowy et al., 2004, 

Guinn et al., 2004). 

 

 

 

Figura 1. Genes presentes en el locus RD1 y genes adyacentes a RD1 de M. 

tuberculosis. Las flechas indican el sentido de la transcripción. Los bloques blancos 

representan los genes contenidos en RD1, región ausente en las cepas de BCG 

(Ganguly et al., 2008). Los genes Rv3874 y Rv3875 codifican para las proteínas 

inmunogénicas CFP-10 y ESAT-6, respectivamente. El gen Rv3877 codifica para 

proteínas que conforman un sistema intermembranal de secreción de CFP-10 y ESAT-6 

(Gey Van Pittius et al., 2001). Adaptado de: Ganguly et al., 2008. 

 

Región RD1 
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En investigaciones realizadas para observar la participación de las 

proteínas codificadas por los genes contenidos en RD1 se observó que 

ESAT-6 de manera autóloga o en combinación con CFP-10 causa la 

desintegración de la membrana plasmática de la célula huésped. Es 

probable que ESAT-6 y CFP-10 sean secretados en el citoplasma y 

contribuyan a la inducción del daño en la membrana interna 

mitocondrial del hospedero, afectando el transporte de electrones y la 

fosforilación oxidativa, lo cual se traduce en la disminución de 

generación de ATP (Fine, 1995, Kaku et al., 2007, Chen et al., 2006). La 

reducción de ATP intracelular, en conjunto con el daño a la membrana 

mitocondrial podrían ser los factores inductores de la muerte celular por 

necrosis de las células infectadas por H37Rv (Fine, 1995, Kaku et al., 

2007, Chen et al., 2006). 

 

2.3.2. CFP-10 como proteína inmunogénica 

Con el objetivo de identificar proteínas candidatas para el mejoramiento 

de las herramientas de diagnóstico y generación de vacunas, se 

purificaron, a partir de fracciones de cultivos M. tuberculosis y de M. 

bovis, las proteínas antigéncas (Rv3871, Rv3872, Rv3873, CFP-10, 

ESAT-6 y Rv3878) pertenecientes al complejo RD-1 (Weldingh & 

Andersen, 1998). Éstas proteínas fueron expresadas en E. coli  para 

evaluar la producción de anticuerpos y generación de hipersensibilidad 

retardada en cobayos infectados con M. tuberculosis (Weldingh et al., 

1999). De ésta evaluación únicamente ESAT-6 y CFP-10 estimularon 

una respuesta cutánea importante, hecho que las posicionó como 

importantes candidatos para el desarrollo de nuevas herramientas de 

diagnóstico para tuberculosis (Weldingh & Andersen, 1999). 

 

En el año 2010 se publicó un trabajo comparativo de diagnóstico ex vivo 

por ensayo de interferón gammas (IFN-ү) de bTB comparando la 
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eficiencia de detección de la prueba PPD  en ganado contra los antígenos 

ESAT-6 y CFP-10 (Aagaard et al., 2010). Los resultados mostraron que 

el 60% de los casos de diagnóstico negativo con prueba cutánea de PPD 

fueron falsos negativos al realizar el ensayo con los antígenos ESAT-6 y 

CFP-10 (Aagaard et al., 2010). A su vez, en el año 2012, fueron 

publicados resultados de pruebas de diagnóstico cutáneas, realizadas 

con un coctel de ESAT-6 y CFP-10, in vivo en ganado infectado con M. 

bovis y con M. avium, causante de paratuberculosis (Flores-Villalva, 

2012). Dichos experimentos mostraron la capacidad del coctel de ESAT-

6 y CFP-10, para detectar bTB con mayor sensibilidad y especificidad 

que la prueba cutánea tradicional con PPD, al no dar resultados positivos 

en los bovinos paratuberculosos (Flores-Villalva, 2012). Por otro lado, 

diversos estudios realizados, tanto in vitro como in vivo, han 

demostrado que la proteína recombinante CFP-10 es un antígeno 

estimulador de células T que induce respuestas proliferativas en células 

inmunes y la producción de IFN-ү por células mononucleares (Arlenham 

et al., 2012, Brock et al., 2001, Hemmati et al., 2011, Kamath et al., 

2004, Marei et al., 2005, Van Pinxteren et al., 2000., Zhang et al., 

2010). 

 

En estudios realizados para conocer la activación de células T in vitro 

por las proteínas ESAT-6, CFP-10 y el heterodímero ESAT-6/CFP-10, se 

se observó que el complejo ESAT-6/CFP-10 induce una menor 

producción de factor de necrosis tumoral (TNF) e IFN-γ en comparación 

con las células T estimuladas con las proteínas CFP-10 y ESAT-6 

individualmente (Marei et al., 2005). La estabilidad del complejo ESAT-

6/CFP-10, demostrada por la resistencia a la digestión por las catepsinas 

L y S, podría interferir con la presentación a las células CD4+ a través de 

las moléculas de MHC clase II y probablemente también con la 
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presentación cruzada a las células CD8+ a través de las moléculas de 

MHC clase I (Marei et al., 2005). 

 

2.4. Expresión de proteínas heterólogas en Escherichia coli  

A partir del comienzo de la biotecnología moderna en los años 70, se 

desarrollaron diversas técnicas para optimizar la producción de 

proteínas a nivel industrial, hecho que fue posible principalmente al 

descubrimiento del ADN recombinante por Berg, Cohen y Boyer (Demain 

& Vaishnav, 2009). De manera general, estas optimizaciones buscaron 

maximizar la producción de la proteína o del compuesto de interés 

mediante la manipulación de las condiciones de cultivo, la obtención de 

cepas sobreproductoras y la disminución de producción de compuestos 

proteolíticos y subproductos citotóxicos (Schmidt, 2004, Weldingh et al., 

1998). Muchas de las mejoras se lograron gracias a la producción de 

proteínas recombinantes en hospederos que cumplieran con las 

características deseadas para su cultivo (Demain & Vaishnav, 2009). 

 

A pesar de la presencia de múltiples sistemas de expresión, la bacteria 

gram-negativa E. coli sigue siendo el hospedero procarionte preferido 

para la producción de proteínas recombinantes debido a que se 

encuentra muy bien caracterizada genética y fisiológicamente, tiene un 

bajo costo de cultivo, rápido y abundante crecimiento, capacidad de 

acumulación intracelular de proteínas heterólogas mayor al 20% de la 

proteína total y disponibilidad de una amplia gama de mutantes, 

vectores y promotores inducibles fuertes (Schmidt, 2004, Swartz, 

1996).  Sin embargo, la expresión en E. coli se ha enfrentado con 

diversas limitaciones como la citotoxicidad por producción de acetato, no 

realiza modificaciones post-traduccionales, producción de endotoxinas 

pirogénicas difíciles de eliminar y acumulación citosólica de proteína 

recombinante inactiva en agregados densos e insolubles, denominados 
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cuerpos de inclusión, como consecuencia de la falta de sistemas 

eficientes de secreción (Demain & Vaishnav, 2009). E. coli fue el 

sistema celular pionero de la expresión de proteínas terapéuticas al 

expresar exitosamente la somatostatina (Swartz, 1996). La insulina fue 

la primera proteína terapéutica aprobada por la FDA producida en E. coli 

(Swartz, 1996). Además, algunas cepas de laboratorio de E. coli son  

consideradas  como  organismos GRAS: por sus siglas en inglés 

Generally Recognized As Safe (Swarts, 1996).  

 

Para producir una proteína recombinante se requiere clonar la secuencia 

de ADN codificante para el producto deseado en un plásmido que 

contenga como elementos esenciales: origen de replicación, promotor, 

región de clonación múltiple, gen reportero y/o gen de resistencia a 

antibiótico (Shi et al., 2001). La presencia del gen reportero y de los 

genes de resistencia a antibióticos permite la selección de las clonas 

recombinantes. El promotor cumple la función de controlar el momento 

en que los microorganismos comienzan a expresar el gen codificante 

para el producto deseado, por lo cual en producción de proteínas 

recombinantes se busca emplear promotores fuertes y regulables (Shi et 

al, 2001). 

 

La sobreproducción de proteínas heterólogas, principalmente en 

microorganismos no secretores como E. coli, puede desencadenar 

diferentes tipos de respuesta, tales como la respuesta de choque 

térmico, la respuesta restrictiva y la respuesta SOS, que derivan en la 

disminución de la actividad metabólica de las células (Gill et al., 2000, 

Hoffman & Rinas, 2004), disminución de la velocidad específica de 

crecimiento, la degradación ribosomal y alteraciones en el metabolismo 

central de carbono (Dong et al., 1995). Por otra parte, diversos factores 

influyen significativamente en la expresión del gen deseado, uno de los 
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factores más importantes que se ha identificado es la diferencia en los 

patrones de codones entre especies, lo cual se refleja en el nivel 

intracelular de los ARN de transferencia (ARNt) requeridos para expresar 

la proteína recombinante y por lo tanto en el nivel de eficiencia de 

traducción (Figura 2) (Hannig & Makrides, 1998, Kane, 1995, Kurland & 

Gallant, 1996, Sorensen et al., 1989, Terpe, 2006, Zahn, 1996). La baja 

expresión de una proteína heteróloga, debida a éste factor, se puede 

evitar mediante la modificación del codón, o codones, de uso poco 

frecuente con mutaciones silenciosas o la introducción de los genes 

codificantes para los ARNt requeridos en el plásmido (Hannig & 

Makrides, 1998, Kane, 1995, Zahn, 1996). El alto contenido de G/C es 

una causa importante de baja eficiencia de expresión de proteínas de M. 

tuberculosis en E. coli  debida a la variación en el uso de patrones de 

codones entre ambas especies. En respuesta a ésta limitante, se han 

empleado exitosamente sistemas de vectores bicistrónicos, en los 

cuales, un cistrón es generalmente una secuencia rica en A/T mientras 

que el segundo cistrón contiene el gen para la expresión del producto 

deseado (Schoner et al., 1990, Guo et al., 2009). 

 

 

Figura 2. Frecuencia del uso de codones en Escherichia coli. Tomado de: Gene Infinity 

LLC, 2013. 
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2.4.1. Sistemas termoinducibles en E. coli: represor termolábil 

cI857 

Entre las numerosas ventajas de la expresión de proteínas 

recombinantes en E. coli se encuentra la disponibilidad de un amplio 

número de promotores fuertes de inducción, entre los más empleados 

se encuentra la inducción por adición de isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido  (IPTG) o antibióticos como ampicilina o kanamicina 

(Aucoin et al., 2006, Terpe, 2006). En el caso de estos dos sistemas de 

inducción la principal desventaja se encuentra en el costo de las 

sustancias inductoras, el costo de pasos adicionales en la purificación del 

producto y una mayor contaminación de los efluentes derivados de la 

producción (Aucoin et al., 2006). Otros sistemas de inducción se basan 

en la reducción en la administración de algún nutriente o la modificación 

de factores fisicoquímicos como el pH, los cuales, pueden afectar el 

metabolismo del microorganismo productor y la biosíntesis de la 

proteína recombinante (Palomares et al., 2004). Por su parte, los 

sistemas termoinducibles requieren de una sencilla manipulación, 

consistente en el incremento o disminución de temperatura de cultivo, 

modificación que no compromete la esterilidad, además de ser un 

sistema fácilmente escalable (Valdez-Cruz et al., 2010). 

 

Los promotores termoinducibles más empleados son los promotores pL y 

pR derivados del fago lamba (Aucoin et al., 2006). El fago lambda es un 

virus dcADN que infecta a E. coli por la vía lítica o por la vía lisogénica, 

su cromosoma circular está constituido por 48,502 pares de bases que 

codifican para los genes líticos tempranos, los genes líticos tardíos y los 

genes lisogénicos expresados por los promotores pL y pR para los genes 

líticos tardíos y, pRꞌ y pRM para los genes lisogénicos (Ptashne et al., 

1980, Dodd et al., 2005). La proteína que regula el cambio entre el ciclo 

lítico y el ciclo lisogénico en el fago lambda, es la proteína represora cI, 
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la cual está conformada por 236 aminoácidos distribuidos en dos 

dominios (Dodd et al., 2005). Cuando se lleva a cabo el ciclo lisogénico, 

el represor cI inhibe la transcripción de los genes líticos impidiendo que 

la célula huésped sea lisada (Johnson et al., 1979). La proteína cI tiene 

una interacción proteína-proteína a través de sus dominios C-terminales 

con las regiones oR1, oR2, oL1 y oL2 del operador, bloqueando los 

promotores pR y pL, respectivamente (Figura 3) (Dodd et al., 2005, 

Johnson et al., 1979, Meyer et al., 1980, Valdez-Cruz et al., 2010). El 

bloqueo de pR y pL permite la transcripción del gen cI al activarse su 

promotor pRM a través de un mecanismo dependiente de concentración, 

lo cual genera una auto-regulación positiva para el mantenimiento del 

estado lisogénico (Dodd et al., 2001). Cuando la célula huésped activa la 

respuesta SOS, como consecuencia de daño al ADN, se induce la 

expresión de la proteína Rec-A que activa la autoescisión de cI, 

activando la vía lítica del fago lambda (Valdez-Cruz et al., 2010, 

Shearwin et al., 1998).  

 

 

Figura 3. Representación de los promotores pL o pR bajo el control del represor 

termolábil cI857. a) El regulador cI857 forma dímeros que interactúan con tres 

dominios del operador (oL3/oR3, oL2/oR2 y oL1/oR1) reprimiendo la transcripción del 

gen localizado río abajo del promotor. b) La interacción de cI857 es liberada al 

incrementar la temperatura por encima de 37°C, alcanzando la máxima cantidad de 

proteína represora a 42°C, permitiendo la transcripción del gen por la ARN polimerasa. 

Tomado de: Valdez-Cruz et al., 2010.  
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En 1966, fueron identificadas mutantes termosensibles del fago lambda, 

las cuales podían ser inducidas al estado lítico mediante el incremento 

de temperatura (Lieb, 1996). A partir de una de esas mutantes, se 

identificó el represor termolábil cI857 (Valdez-Cruz et al., 2010). La 

diferencia del cI857 con el represor nativo cI es una mutación en el 

aminoácido 66, de alanina por treonina (Valdez-Cruz et al., 2010). El 

represor cI857 es inactivado a una temperatura mayor a 37°C, 

temperatura a la cual sufre cambios conformacionales  que promueven 

su separación gradual de las regiones operadoras permitiendo la 

transcripción de los genes adyacentes al promotor (Valdez-Cruz et al., 

2010, Villalverde et al., 1993). En particular la combinación cI857 y pL, 

o pR, tiene la ventaja de que una sola copia del gen cI857 en el 

cromosoma puede generar una cantidad suficiente de represor como 

para impedir completamente el reconocimiento de pL o pR incluso en 

casos donde el promotor se encuentra en plásmidos de alto número de 

copias (Remaut et al., 1981). Además este sistema puede ser utilizado 

en otras bacterias gram negativas y dependiendo de la proteína 

recombinante, condiciones de cultivo y cepa productora  se pueden 

llegar a obtener rendimientos mayores al 30% respecto a la cantidad 

proteína total celular (Villalverde et al., 1993, Remaut et al., 1981).  

 

En los sistemas termoinducibles la inducción de respuestas celulares a 

estrés y desbalances metabólicos se ven incrementados de manera 

importante como consecuencia al incremento de temperatura, 

generalmente súbito, hasta alcanzar 37°C-42°C con la finalidad de 

asegurar una separación total del represor cI857 (Valdez-Cruz et al., 

2010). Una de las respuestas celulares más importantes, debidas a la 

termoinducción, es la respuesta de choque térmico (HSR), la cual ocurre 

tanto en inducción térmica como en sistemas de inducción química 

(Figura 4) (Valdez-Cruz et al., 2010).  
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Figura 4. Comparación esquematizada de la respuesta molecular durante la inducción 

química y la inducción térmica con sobreexpresión de proteína recombinante (PR). El 

gen codificante para la PR se localiza río abajo del promotor pL, pR o algún promotor 

químicamente inducible. a) La acumulación de PR en un sistema inducido 

químicamente, genera sobreexpresión de proteínas de choque térmico (Hsp) mediada 

por la molécula σ32. b) En un cultivo termoinducido, inicialmente con un incremento 

de 30°C a 34°C, se induce la síntesis de Hsp por la molécula σ32, la cual es regulada 

por retroalimentación negativa por la sobreexpresión de DnaK/J y GroES/L (Hsp). Al 

alcanzar una temperatura de 37°C, el represor cI857 se desprende del promotor pL/pR 

y comienza la transcripción de la PR. Una fracción de la PR es plegada correctamente. 

Sin embargo, otra fracción no alcanza el plegamiento adecuado agregándose en 

cuerpos de inclusión. Los niveles de ARNm de Hsp aumenta después de la 

termoinducción, pero la mayoría de las Hsp disminuyen nuevamente su expresión 

después de un corto periodo de tiempo. Tomado de: Valdéz-Cruz et al., 2011.
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3. Justificación 

La falta de sensibilidad e inespecificidad de la pruebas de detección, el 

tiempo requerido para la confirmación de un diagnóstico de tuberculosis 

por cultivo de muestras y la alta variabilidad en la eficacia protectora de 

la vacuna BCG han impulsado la investigación para el desarrollo de 

métodos de diagnóstico y prevención para la hTB y la bTB. Al ser la 

tuberculosis, un problema de salud mundial, no sólo es necesario 

desarrollar nuevas herramientas, sino emplear sistemas de producción 

eficaces y económicamente viables, como la expresión en E. coli 

empleando un sistema de termoinducción que disminuye los costos, 

principalmente en el proceso de purificación de la proteína recombinante 

deseada. 

 

4. Objetivos 

4.1. Objetivo general 

 Caracterizar cinéticamente una cepa termoinducible recombinante 

de E. coli productora de la proteína inmunogénica CFP-10 de M. 

tuberculosis en cultivo sumergido en matraces agitados. 

 

4.2. Objetivos particulares 

 Seleccionar el medio de cultivo óptimo para el crecimiento de la 

cepa recombinante de E. coli productora de CFP-10 mediante la 

realización de cinéticas de crecimiento en medio Luria-Bertani y 

medio Terrific-Broth. 

 Realizar cinéticas en el medio de crecimiento óptimo variando la 

temperatura de inducción (37, 40 y 42°C) y el tiempo de 

inducción (3 horas y 5 horas a partir del inicio del cultivo). 
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 Purificar por cromatografía de afinidad a la proteína CFP-10 

clonada y expresada en la cepa recombinante de E. coli con marca 

de histidinas. 

 Determinar las condiciones de cultivo e inducción bajo las cuales 

se obtiene una mayor producción de proteína recombinante CFP-

10 en matraces agitados. 

 

5. Hipótesis 

La evaluación de diferentes condiciones de cultivo y de inducción para la 

producción de CFP-10 en Escherichia coli recombinante nos permitirá 

encontrar las condiciones óptimas para alcanzar una productividad que 

justifique el escalamiento de la producción de CFP-10 empleando un 

promotor termoinducible con la finalidad de emplear la proteína en 

vacunas y/o sistemas de diagnóstico para humanos y ganado. 
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6. Estrategia experimental 

 

 

 

 

Selección del medio de 

cultivo. Cinéticas de crecimiento 

en medio Luria-Bertani y Terrific-

Broth  (50 mL), temperatura 

inicial de 30°C, inducción a las 5 

horas elevando la temperatura 

hasta  40°C, agitación constante 

de 250 rpm. 

 Purificación por afinidad 
por níquel 

 SDS-PAGE 
 MALDI-TOF 

 Western Blot 
 

Determinar si hay producción 
de CFP-10. 

Caracterización cinética en 
medio de cultivo óptimo 

Tiempo de inducción: 3 y 5 horas. 
Temperatura antes de inducción: 

30°C. 
Temperatura de inducción: 37, 40 

y 42°C. 
Tiempo de cinética: 25 horas 

Agitación constante: 250 rpm 

Producción y purificación 
de CFP-10.  

Cultivo en 250 mL de medio 
TB, temperatura inicial de 
30°C, inducción a las 5 horas 

elevando la temperatura 
hasta  40°C, agitación 

constante de 250 rpm. 

 

 Cinéticas de crecimiento 
(Absorbancia 600 nm y peso 

seco en tiempo final) 
 Cuantificación de proteína total 

en muestras tomadas en los 
tiempos finales. 

 Electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato 
sódico (SDS-PAGE) de muestras 

de tiempos finales. 
 

Análisis comparativo de producción 

de biomasa, velocidad específica de 

crecimiento y de producción de 

proteína. 

1 2 
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7. Materiales y métodos 

7.1. Cepa de E. coli recombinante pΔBlue_CFP-10  

La cepa pΔBlue_CFP-10 (Figura 5) fue transformada por un estudiante 

de Maestría en Ciencias Bioquímicas en el Departamento de Biología 

Molecular y Biotecnología, Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

Universidad Nacional Autónoma de México. La construcción  se realizó 

insertando el gen codificante para CFP-10 en el plásmido termoinducible 

pΔBlue a partir del plásmido pANY propiedad de Mr. Gene 

(http://www.mrgene.com). La secuencia codificante para la proteína 

CFP-10 proveniente del plásmido pANY  fue optimizada para poder ser 

traducida correctamente considerando codones de uso frecuente en el 

sistema de E. coli, además contiene una secuencia adicional de poli 

histidina en el extremo carbonilo terminal. 

  

 

Figura 5. Representación de la construcción pΔBlue_CFP-10. La flecha roja y barra 

azul indican la región operadora y promotora, respectivamente. El gen codificante para 

la proteína CFP-10 (naranja) seguido del tallo de 6 histidinas (café) interrumpe al gen 

reportero lacZ (rosa). En morado se marca el gen de resistencia a ampicilina, ampR. 
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7.2. Determinación de peso seco y elaboración de una curva 

estándar de Peso seco vs. Densidad óptica. 

A partir de un pre-cultivo de 14 horas de E. coli productora de CFP-10 

en medio TB, se inocularon 5 matraces de 250 mL con 45 mL de medio 

TB y se crecieron a 30°C. Se tomaron los matraces a distintos tiempos y 

se determinó la absorbancia a 600 nm. Posteriormente, el cultivo se 

filtró al vació a través de membranas de 0.42 µm de diámetro de poro 

previamente secadas por 24 horas en estufa a 65°C y pesadas. Se 

dejaron secar durante 24 horas a 65°C. Se graficó Peso seco (g/mL) vs. 

Absorbancia (600 nm) para obtener la curva estándar. 

 

7.3. Cultivos en matraces agitados. Cinéticas de crecimiento 

Se creció la cepa E. coli pΔBlue_CFP-10  en 5 mL de medio TB y medio 

LB, a pH de 7.5 con ampicilina (50 µg/mL) durante 14 horas a 30°C y 

agitación de 200 rpm, hasta alcanzar una densidad óptica (DO) entre 

1.5 y 2.0 a 600 nm.  

A partir del inóculo de 14 horas se inocularon matraces Erlenmeyer de 

250 mL conteniendo 45 mL de medio TB y LB con ampicilina (50 

µg/mL), ajustando el volumen de inóculo para obtener una DO inicial de 

0.2 a 600 nm aproximadamente. Se incubaron a temperatura constante 

de 30°C y velocidad de agitación de 250 rpm. Se realizaron cinéticas de 

crecimiento por triplicado variando la temperatura de inducción a 37, 40 

y 42°C y variando el tiempo de inducción a las 3 y 5 horas de 

crecimiento, dejando el cultivo a la temperatura de inducción hasta el 

final de la cinética. Se siguió la cinética de crecimiento, midiendo DO a 

600nm cada hora durante 8 horas de cultivo y en el tiempo final (25 

horas). La determinación de absorbancia, a partir de las dos horas de 

cultivo se realizó con diluciones 1:2, 1:4, 1:5 y un 1:10, con el fin de 

tener una lectura por debajo de 1.0 unidad de DO. 
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En la primera cinética realizada para comparar el crecimiento en medio 

TB y medio LB se indujo a una temperatura de 40°C a las 5 horas de 

crecimiento. Se tomaron 0.5 mL de muestra para análisis de proteína en 

el tiempo de inducción, una hora después del tiempo de inducción, tres 

horas después del tiempo de inducción y en el tiempo final del cultivo, a 

las 25 horas de haber inoculado. En el resto de las cinéticas se empleó 

el medio de cultivo que mostró mayor crecimiento y se tomaron 0.5 mL 

de muestra en el tiempo final para análisis de proteína. 

 

7.4. Cálculo de las velocidades específicas de crecimiento 

La velocidad específica de crecimiento (µ), fue calculada a partir de los 

datos de biomasa obtenidos en los cultivos de 50 mL de medio TB en 

matraces agitados de 250 mL por 25 horas, graficando el logaritmo 

natural de la biomasa (DO 600 nm) vs el tiempo (h), tomando como 

fase exponencial los datos entre el tiempo 1 y el tiempo 5 de cultivo. El 

valor de la µ corresponde al valor de la pendiente de los datos 

graficados. 

 

7.5. Cuantificación de proteína total por método de Bradford 

A partir de las muestras de los tiempos finales de las cinéticas de 

crecimiento, se cuantificó la cantidad de proteína total empleando el 

reactivo “Protein Assay Dye Reagent Concentrates” (Bio-Rad®) 

siguiendo el protocolo estándar descrito por Bradford, basado en la 

afinidad de las proteínas por el azul de Coomassie (Bradford, 1976). Se 

realizó una curva estándar con disoluciones de albúmina sérica bovina 

(BSA) de 0.22, 0.45 y 0.9 mg/mL. A 20 µL de cada disolución se añadió 

1 mL de reactivo de Bradford previamente diluido con agua destilada 

(1:5). Después de 5 minutos, se leyó la absorbancia a 595 nm.  
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Las muestras obtenidas a partir de los cultivos se lisaron en el sonicador 

Soniprep150 (MSE®) empleando una amplitud de 10 micrones durante 

1 minuto en baño de hielo. A 20 µL de muestra se añadió 1 mL de 

reactivo de Bradford (1:5). Después de 5 minutos, se leyó la 

absorbancia a 595 nm. Los valores de absorbancia obtenidos se 

extrapolaron en la curva estándar. 

 

7.6. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 

sódico (SDS-PAGE) 

Los geles de SDS-PAGE se prepararon al 18% de poliacrilamida (Towbin 

et al., 1979). Se colocaron los geles en la cámara de  electroforesis 

sumergidos en buffer de corrida. Las muestras de 0.5 mL tomadas de 

los cultivos en matraces agitados al tiempo final (25 horas), fueron 

centrifugadas en el equipo Centrifuge 5804 R (Eppendorf®) a 10,000 

rpm, 5 minutos y resuspendidas en 0.5 mL de agua destilada. Se tomó 

el volumen equivalente a 20 µg de proteína total de cada muestra, 

cuantificada por método de Bradford, y se mezcló con buffer de muestra 

2x. Se colocó una muestra por carril y en un carril se colocaron 4 µL de 

marcador de peso molecular.  

Se corrió la electroforesis a 100 mA empleando el equipo PowerPac 200 

(Bio-Rad®). Al finalizar, los geles fueron teñidos con Coomassie coloidal 

(Coomassie blue R-250, Bio-Rad®). 

 

7.7. Western Blot 

Después de realizar electroforesis SDS-PAGE, las proteínas se 

transfirieron a una membrana de PVDF Immobilon™ (Millipore®), 

previamente activada con metanol por 30 segundos. La transferencia de 

realizó a 110V por 60 minutos, empleando el equipo Trans-Blot SD 

Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad®), en donde se colocó un filtro mojado 
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en buffer de transferencia, el gel, la membrana activada y un segundo 

filtro mojado en buffer de transferencia.  

 

Una vez transferidas las proteínas en la membrana, se realizó un 

bloqueo de 1 hora a temperatura ambiente con BSA al 3% (m/v) en 

buffer Tris pH=7.6. Se añadió la solución con el anticuerpo primario 

anti-histidinas (dilución 1:1000) en buffer Tris-BSA 3% y se dejó 

incubar por 1 hora. Posteriormente se realizaron tres lavados sucesivos 

de 5 minutos cada uno con buffer Tris-Tween 0.1%. Se aplicó el 

anticuerpo secundario (anti-mouseIgG, dilución 1:5000) acoplado a 

peroxidasa, en una solución de buffer Tris-BSA 3% y se incubó por 1 

hora. Al término de la incubación se realizaron tres lavados sucesivos de 

5 minutos cada uno con buffer Tris-Tween 0.1%. Se realizó un último 

lavado con buffer Tris, se dejó secar la membrana y se procedió a 

revelar con 3,3‟-diaminobencidina (Sigma-Aldrich®) permitiendo la 

reacción por 10 minutos. 

 

7.8. Purificación de proteína por afinidad con níquel 

Con el objetivo de obtener suficiente cantidad de proteína para purificar 

e identificarla, se realizó un cultivo en un matraz de 2 L con 250 mL de 

medio TB a 30°C hasta el momento de inducción, realizado a las 5 horas 

a 40°C. A las 25 horas de cultivo se llevó a cabo una purificación en 

cromatografía de afinidad a níquel bajo condiciones desnaturalizantes, 

empleando el kit de  “Ni-NTA Superflow” (QIAGEN®) de purificación de 

proteínas marcadas con tallo de histidinas. Se centrifugaron los 250 mL 

de cultivo, el sobrenadante fue desechado y el pellet se resuspendió en 

10 mL de buffer de lisis. Se incubó en baño de hielo por 30 min. 

Posteriormente, se centrifugó a 10,000 x g por 30 min. a 4 °C. El 

sobrenadante se colocó en la columna de cromatografía. Se colocaron 2 
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volúmenes de 5 mL de buffer de lavado y 4 volúmenes de 0.5 mL de 

buffer de elución para eluir la proteína. Se recolectaron fracciones de los 

lavados y de la elución. 

 

7.9. Espectrometría de masas con analizador de tiempo de vuelo 

y desorción mediante láser asistida por matriz (MALDI-TOF). 

Las fracciones recolectadas en la purificación de la proteína marcada con 

tallo de histidinas se corrieron en SDS-PAGE y se cortó el fragmento de 

gel en el cual probablemente se encontraba la proteína inmunogénica a 

CFP-10. El fragmento de gel fue desteñido con una solución de buffer de 

carbonatos (100 mM) y metanol al 50%, deshidratado con acetonitrilo y 

rehidratado con buffer de carbonatos (50 mM). La muestra se digirió con 

LysC 1:1000 (Roche, No. Cat. 11047825001), permitiendo la digestión 

durante 12 horas.  

La muestra digerida se analizó por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time of Flight) en un equipo Bruker del Instituto 

de Química de la UNAM por la Química Eréndira García Rios. 
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8. Resultados y discusión 

8.1. Curva estándar y selección del medio de cultivo 

Para determinar el efecto de la termoinducción en el crecimiento y 

productividad de la cepa recombinante de E. coli pΔBlue_CFP-10 

primero fue necesario comparar  dos medios de cultivos empleados para 

el crecimiento de E. coli  recombinante para encontrar el medio óptimo 

de producción de biomasa, con la finalidad de incrementar la posibilidad 

de obtener, en experimentos posteriores, una cantidad de proteína 

suficiente para los análisis requeridos.  

 

La comparación de absorbancia-peso seco de todas las cinéticas de 

crecimiento realizadas en el trabajo experimental se compararon con los 

datos obtenidos en la curva estándar de Peso seco vs. Absorbancia 

(Figura 6). 

 

Figura 6. Curva estándar de peso seco (g/L) vs. Absorbancia (DO 600 nm) de la cepa 

de E. coli pΔBlue_CFP-10. Se sacrificaron uno a uno, a distintos tiempos de cultivo, 5 

matraces con 50 mL de medio TB inoculados con E. coli pΔBlue_CFP-10, se cuantificó 

la absorbancia a 600 nm y se cuantificó el peso seco de los 50 mL de cultivo.  
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La comparación realizada entre el crecimiento de la cepa en los medios 

complejos LB y TB se muestra en la figura 7, en la cual se observa que 

el crecimiento en medio TB es mayor al crecimiento en medio LB. Se 

alcanza una mayor cantidad de biomasa desde la fase exponencial de la 

cinética, traduciéndose en un mayor valor de µ. Éste resultado 

concuerda con lo reportado en otros estudios de caracterización y 

optimización en la producción de proteínas recombinantes en E. coli 

(Madurawe et al., 2000, Tripathi et al., 2008). La optimización del 

crecimiento en medio TB se debe principalmente a que hay una mayor 

disponibilidad de carbono y nitrógeno proporcionado por una mayor 

cantidad de extracto de levadura y triptona que las que componen al 

medio LB (Sezonov et al., 2007). A su vez, la adición de sales de fosfato 

en el medio TB, amortigua el cambio de pH en el medio de cultivo 

(Madurawe et al., 2000, Tripathi et al., 2008).  
 

 

Figura 7. Comparación de cinéticas de crecimiento en medio LB y en medio TB para 

elección del medio de cultivo óptimo para la cepa de E. coli pΔBlue_CFP-10. Cinéticas 

realizadas a temperatura constante de 30°C, hasta el momento de inducción (5 horas) 

en el que se incrementó la temperatura a 40°C. Tanto el crecimiento como la µ son 

mayores en el cultivo realizado en medio TB. 
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Las muestras tomadas antes y después de la inducción térmica se 

corrieron en SDS-PAGE (Figura 8) para observar si alguna proteína 

incrementaba su concentración después del incremento de temperatura. 

La imagen muestra una banda que aumentó su intensidad a las 25 

horas de cultivo a un peso aproximado de 26 kDa, tanto en las cinéticas 

en medio LB, como en medio TB. La banda observada a la altura de 26 

kDa sugirió la producción de la proteína inmunogénica CFP-10, la cual a 

pesar de tener un peso teórico de 10 kDa se ha reportado que, después 

de purificar, corre a la altura de las proteínas de 26 kDa (Hemmati et 

al., 2011). 

 

 
 

Figura 8. SDS-PAGE de muestras de las cinéticas de crecimiento en medio LB y medio 

TB. Muestras obtenidas antes del tiempo de inducción (LB1, TB1), en el tiempo de 

inducción (LB2, TB2), 3 horas después del tiempo de inducción (LB3, TB3) y en el 

tiempo final (LB4, TB4) de las cinéticas de crecimiento reportadas en la Figura 7. El 

primer carril corresponde al marcador de peso molecular (MPM). Se observa una banda 

de sobreexpresión a la altura aproximada de 26 kDa. 
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8.2. Cinéticas de crecimiento con tres temperaturas de inducción 

y dos diferentes tiempos de inducción 

Con el objetivo de determinar la influencia de la temperatura de 

inducción y del tiempo de inducción de los cultivos de la cepa E. coli 

pΔBlue_CFP-10, se realizaron cinéticas de crecimiento de biomasa en 

matraces agitados de 50 mL, con medio TB, inducidos a diferentes 

temperaturas (37, 40 y 42°C; Figuras 9, 10 y 11) y a diferentes tiempos 

(3 y 5 horas). En la cinética de crecimiento de los cultivos inducidos a 

37 y 40°C se observa que en la inducción a las 5 horas del cultivo, se 

alcanza una mayor producción de biomasa final en comparación con los 

cultivos inducidos a la misma temperatura pero a las 3 horas de cultivo. 

Al incrementar la temperatura de 30°C a 37°C, o 40°C se da lugar a la 

fase estacionaria a una densidad celular menor que si el cultivo se 

continúa a 30°C (Aucoin et al., 2006). En la cinética de crecimiento 

correspondiente a la inducción a 42°C (Figura 11) no se observa una 

diferencia entre los cultivos inducidos a las 3 horas y los inducidos a las 

5 horas.  

 

Se ha reportado que el sistema de HSR permanece inactivo a una 

temperatura de 30°C, pero al elevar de 30 a 34°C comienza la inducción 

de la síntesis de las proteínas de Hsp (Caspeta et al., 2009, Valdez-Cruz 

et al., 2010). Al alcanzar los 37°C se libera el represor cI857 y comienza 

a sintetizarse la proteína recombinante, lo cual se traduce en el 

comienzo de acumulación de proteína recombinante (Valdez-Cruz et al., 

2010., Valdez-Cruz et al., 2011). Al alcanzar una temperatura de 42°C 

la sobreproducción de proteína recombinante causa importantes 

desbalances metabólicos generando una respuesta global a estrés, lo 

cual se traduce en la disminución de µ,  activación de la respuesta SOS 

y disminución de la viabilidad celular (Valdez-Cruz et al., 2010). Al 

incrementar la temperatura a las 3 horas de cultivo, inducimos la 
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respuesta HSR antes de que el cultivo alcance su máximo crecimiento 

en la fase exponencial. Sin embargo, la velocidad específica de 

crecimiento, calculada a partir de las absorbancias entre el tiempo 1 y el 

tiempo 4, es mayor en los cultivos inducidos a las 3 horas. Esto puede 

deberse al incremento paulatino de la temperatura, lo cual, inicialmente 

genera un incremento en el metabolismo celular, para después dar lugar 

a la activación de la HSR anteriormente mencionadas. Si el cambio de 

temperatura fuera más abrupto y homogéneo en el medio esperaríamos 

que la velocidad específica de crecimiento fuera menor en la 

termoinducción a las 3 horas, ya que se ha demostrado que la 

activación de la HSR es dependiente tanto de la temperatura, como de 

la tasa de calentamiento (Caspeta et al., 2009). 

 

 

Figura 9. Cinéticas de crecimiento de la cepa de E. coli pΔBlue_CFP-10 empleando 

una temperatura de inducción de 37°C. Cinéticas realizadas en medio TB, 200 rpm de 

agitación, temperatura inicial de 30°C,  con inducción térmica (→) a las 3 y 5 horas de 

cultivo. El valor de µ es mayor en el cultivo inducido a las 3 horas. 
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de la cepa de E. coli pΔBlue_CFP-10 empleando 

una temperatura de inducción de 40°C. Cinéticas realizadas en medio TB, 200 rpm de 

agitación, temperatura inicial de 30°C,  con inducción térmica (→) a las 3 y 5 horas de 

cultivo. El valor de µ es mayor en el cultivo inducido a las 3 horas. 

 

 

Figura 11. Cinéticas de crecimiento de la cepa de E. coli pΔBlue_CFP-10 empleando 

una temperatura de inducción de 42°C. Cinéticas realizadas en medio TB, 200 rpm de 

agitación, temperatura inicial de 30°C,  con inducción térmica (→) a las 3 y 5 horas de 

cultivo. No hay una diferencia significativa entre los valores de µ. 
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Al comparar los cultivos inducidos a las 3 horas pero a diferentes 

temperaturas (Figura 12)  se observa que la inducción a 42 °C afecta de 

manera notable la producción de biomasa, hecho reportado por distintos 

grupos de trabajo (Aucoin et al., 2006, Valdez-Cruz et al., 2010) 

mientras que la inducción a temperaturas de 37 y 40°C no afecta el 

crecimiento e incluso no hay una diferencia significativa en las cinéticas 

de ambos tipos de cultivos. La comparación entre los cultivos inducidos 

a las 5 horas (Figura 13), muestra la misma tendencia que la 

comparación de los cultivos inducidos a las 3 horas, en ambos casos se 

observa un mayor crecimiento en los cultivos inducidos a 37 y 40°C. 

 

 

Figura 12. Comparación entre cinéticas de crecimiento de cultivos de la cepa de E. 

coli pΔBlue_CFP-10 inducidos a las 3 horas. Cultivos realizados en medio TB, 200 rpm 

de agitación, temperatura inicial de 30°C y termoinducidos a 37, 40 y 42°C.  
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Figura 13. Comparación entre cinéticas de crecimiento cultivos de la cepa de E. coli 

pΔBlue_CFP-10 inducidos a las 5 horas. Cultivos realizados en medio TB, 200 rpm de 

agitación, temperatura inicial de 30°C y termoinducidos a 37, 40 y 42°C.  

 

En la figura 14 se presenta la comparación de las µ. Los cultivos 

inducidos a las 3 horas alcanzan un mayor valor de µ. En los cultivos 

inducidos a 42°C se alcanza el menor valor de µ, afectados por la 

desnaturalización de proteínas y la activación de la HSR (Caspeta et al., 

2009, Valdez-Cruz et al., 2010, Valdez-Cruz et al., 2011). 

 

En el tiempo final (25 horas), se determinó el peso seco de los 50 mL de 

cultivo de todas las cinéticas, los datos se compararon en la figura 16. 

La mayor producción de biomasa se obtuvo en los cultivos inducidos a 

40 °C y la menor producción se obtuvo en los cultivos inducidos a 42 °C. 

El incremento de temperatura a 42 °C, como se mencionó 

anteriormente, afecta el metabolismo celular por desnaturalización 

proteica, la activación de la HSR y activación de la respuesta SOS 
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(Caspeta et al., 2009, Valdez-Cruz et al., 2010, Valdez-Cruz et al., 

2011), lo cual se traduce en una disminución de la viabilidad celular  y 

disminución en la producción de biomasa (Rudolph et al., 2010).  
 

 

Figura 14. Comparación de las velocidades específicas de crecimiento determinadas a 

partir de los cultivos de la cepa de E. coli pΔBlue_CFP-10 con distintas condiciones de  

inducción. Cultivos realizados en medio TB, 200 rpm de agitación, temperatura inicial 

30°C, inducidos a 37, 40 y 42°C, a las 3 (barras negras) y 5 horas (barras grises).  
 

 

Figura 15.  Comparación de la biomasa final de los cultivos de la cepa de E. coli 

pΔBlue_CFP-10 con distintas condiciones de  inducción. Cultivos realizados en medio 

TB, 200 rpm de agitación, temperatura inicial 30°C, inducidos a 37, 40 y 42°C, a las 3 

(barras negras) y 5 horas (barras grises).  
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8.3. Purificación de proteína y análisis por MALDI-TOF 

A partir del cultivo en 250 mL de medio TB se realizó la purificación por 

afinidad con níquel usando el kit “Ni-NTA Superflow” (QIAGEN®). Las 

fracciones recolectadas en la purificación se corrieron en SDS- PAGE 

(Figura 16). En el gel SDS-PAGE se observa el progreso de la 

purificación. Se esperaba observar en los carriles de elución una sola 

banda correspondiente a CFP-10 a la altura de 26 kDa (Hemmati, 2011). 

Sin embargo, en los carriles de elución se observa un bandeo, entre los 

cuales no se encontraba la banda de 26 kDa pero se encontró una 

banda a la altura de 10 kDa, el peso teórico de la proteína de interés 

(Dillon et al., 2000).  

 

 
 

Figura 16. SDS-PAGE de las muestras obtenidas a partir de la purificación por afinidad 

con níquel. Los carriles contienen el marcador de peso molecular (MPM), la muestra del 

cultivo antes de la purificación (Mue), la 1a y 2da fracción de proteína no retenida por 

la columna (Fx1, Fx2), el primer lavado (Lav), la 1a, 2da y 3a elución (El1, El2, El3). El 

fragmento del gel en donde se encontraba la banda señalada (10 kDa, carril El1) fue 

cortado, desteñido y digerido con LysC para ser analizado por MALDI-TOF. 
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Considerando que para la purificación se empleó un cultivo de mayor 

volumen, la banda a la altura de 10 kDa pudo haberse hecho visible por 

estar más concentrada en comparación al SDS-PAGE corrido a partir de 

los cultivos de 50 mL en medio LB y medio TB (Figura 8). Con base en 

ésta teoría, se cortó la banda de 10 kDa del carril de elución 1 (El1) y 

digerimos la proteína con LysC. Se realizó un MALDI-TOF a la muestra 

digerida (Figura 17) y se compararon los valores obtenidos con los 

valores extraídos de la simulación de digestión de CFP-10 por LysC 

realizada con la herramienta PeptideCutter de Expasy, Bioinformatics 

Resource Portal (http://web.expasy.org/peptide_cutter/) (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Simulación de digestión de la proteína CFP-10 de M. tuberculosis H37Rv por 

LysC. (http://www.uniprot.org/uniprot/C5EWV6) 

Posición de 

corte 
Enzima 

Secuencia 

peptídica 

resultante 

Longitud de 

fragmento [aa] 

Masa del 

fragmento [Da] 

5 LysC MAEMK 5 608.769 

26 LysC 
TDAATLAQEAGN

FERISGDLK 
21 2207.382 

64 LysC 

TQIDQVESTAGS

LQGQWRGAAGT

AAQAAVVRFQEA

ANK 

38 3917.267 

66 LysC QK 2 274.32 

100 
Final de 

secuencia 

QELDEISTNIRQA

GVQYSRADEEQ

QQALSSQMGF 

34 3858.122 

 

Entre los valores del MALDI-TOF no se encontraron masas que 

correspondieran a los fragmentos grandes esperados (2207.382, 

3917.267 y 3858.122 Da) o a la masa de la proteína CFP-10 completa, 

con o sin cola de histidinas (10.8 y 11.62 kDa, respectivamente). Lo 
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cual nos indicó que la proteína de interés CFP-10 no correspondía a la 

banda de 10 kDa. Además, las masas de los fragmentos de la tabla 1 

oscilan entre los 600 y 4000 Da, región que en el análisis de MALDI-TOF 

muestra demasiado ruido. Por otro lado, al no encontrar la banda de 26 

kDa en el SDS-PAGE de las fracciones de purificación, excluimos que la 

proteína CFP-10 correspondiera a la banda señalada en la figura 8. 

 

 

Figura 17. MALDI-TOF de muestra digerida con LysC realizado en el Laboratorio de 

Cromatografía del Instituto de Química de la UNAM. La muestra se obtuvo de la banda 

de 10 kDa en el SDS-PAGE (Figura 16). Ninguna de las señales observadas 

corresponde a alguna de las masas de los fragmentos simulados en la tabla 1. 

 

Para confirmar la presencia o ausencia de la proteína CFP-10 en los 

geles SDS-PAGE de la purificación, se corrieron nuevos geles de la 

muestra antes y durante el proceso de purificación. Se realizaron 

Western Blots empleando anticuerpo contra marca de histidinas. Sin 

embargo, no se observó ninguna banda en el momento del revelado. 

a) 
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Los resultados de los Western Blots junto con los resultados de MALDI-

TOF sugieren que probablemente la cepa no se encontraba 

correctamente armada y no expresa CFP-10.  

  

8.4. Secuenciación 

Con el objetivo de rectificar si la construcción de la cepa E. coli 

pΔBlue_CFP-10 fue construida correctamente, se mandó secuenciar al 

Instituto de Biotecnología de la UNAM. La secuenciación mostró que el 

gen esxB no fue insertado en el sentido correcto, lo cual da lugar a la 

expresión de un polipéptido diferente a CFP-10 que podría explicar la 

banda sobreexpresada de 26 kDa (Figura 8). Por otra parte, la banda de 

26 kDa podría deberse a la presencia de cI857, proteína de 237 aa de 

longitud y de peso molecular aproximado de 26 kDa (Protein, NCBI). 

 

8.5. Producción de la proteína inducible de 26 kDa 

Las muestras obtenidas en el tiempo final de las cinéticas de crecimiento 

en 50 mL de medio TB a 30°C e inducidas a distintas temperaturas y 

distintos tiempos, se corrieron en SDS-PAGE (Figura 18a y 18b). 

Posteriormente, los geles fueron escaneados y se realizó un análisis de 

densitometría con el programa ImageJ. En el análisis de densitometría 

se comparó la saturación, equivalente a la concentración, de las bandas 

de 26 kDa, proteína aparentemente sobreexpresada después de la 

termoinducción (Figura 8). En la figura 19 se presentan los resultados 

de la densitometría. Se observa una diferencia significativa entre la 

concentración de la banda de 26 kDa de los cultivos inducidos a 37°C y 

40°C y en los cultivos inducidos a 42°C, independientemente del 

momento de inducción. La diferencia en la producción de biomasa por la 

termoinducción a 42°C también se ve reflejada en la concentración de 

proteína de 26 kDa. La mayor concentración de la proteína de 26 kDa se 

observa en los cultivos inducidos a 37°C a las 3 horas de haber 
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inoculado, a pesar de que la producción de biomasa es menor que en los 

cultivos inducidos a 40°C. 

 

Figura 18a y 18b. SDS-PAGE de muestras de tiempos finales (25 horas) de cultivos 

inducidos a 37, 40 y 42 °C e inducción a las 3 y 5 horas de cultivo, por triplicado. 
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Figura 19. Comparación del porcentaje de proteína de 26kDa obtenido por 

densitometría de SDS-PAGE. Porcentaje obtenido con respecto a la cantidad de 

proteína total en el tiempo final de los cultivos en medio TB inducidos a 37, 40 y 42°C, 

a las 3 horas (barras negras) y 5 horas (barras grises). 

 

9. Conclusiones 

 Al comparar el crecimiento de la cepa E. coli pΔBlue_CFP-10 en 

medio de cultivo Luria-Bertani (1.12±0.03 g/L)  y medio Terrific-

Broth (1.81±0.12 g/L), se obtuvo una mayor producción de 

biomasa en el tiempo final en el medio TB. 

 La cepa empleada para la realización de este trabajo experimental 

no se encuentra construida correctamente, por lo cual no se 

produjo la proteína deseada. Sin embargo, si cuenta con el 

promotor y con el incremento termo-dependiente de la 

concentración de una proteína de peso aproximado de 26 kDa que 

podría ser la proteína  represora cI857, lo cual nos permitió 

realizar la caracterización basándonos en la cantidad de proteína 

expresada. 
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 La temperatura de inducción a 40°C es a la cual se obtiene una 

mayor producción de biomasa y se alcanza una mayor velocidad 

específica de crecimiento. 

 La inducción a las 3 horas o 5 horas del cultivo no influye de 

manera significativa en la producción de biomasa, sin embargo, la 

inducción a las 3 horas de cultivo incrementa la velocidad 

específica de crecimiento en los cultivos inducidos a una 

temperatura de 37 y de 40 °C. 

 La inducción a 42 °C probablemente no optimizaría la producción 

de una proteína heteróloga, debido a que disminuye 

significativamente la producción de biomasa y la concentración de 

la proteína de 26 kDa es menor en comparación a los cultivos 

inducidos a 37 y a 40 °C. 

 El cultivo inducido a 37°C, a las 3 horas de cultivo podrían ser 

condiciones prometedoras para la producción de una proteína 

heteróloga como CFP-10. 

 

10. Perspectivas 

 Realizar una nueva construcción de la cepa E. coli pΔBlue_CFP-10. 

 Identificar si la proteína de 26 kDa corresponde a la proteína 

represora cI857. 

 Realizar la termoinducción por lapsos definidos de tiempo, 

seguidos por un retorno a la temperatura de cultivo inicial, ya que 

se ha sugerido que esto puede favorecer el incremento en la 

producción de biomasa y como consecuencia una producción de 

proteína recombinante mayor (Aucoin et al., 2006., Caspeta et al., 

2009) 
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