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RESUMEN 

 

La exposición de proteínas heterólogas en la superficie de enterobacterias mediante ingeniería 

genética tiene varias aplicaciones biotecnológicas, entre las cuales destaca el desarrollo de vacunas 

que se conocen como de acarreadores bacterianos.  El sistema denominado autodespliegue (del 

inglés autodisplay) indica la expresión de proteínas heterólogas en la superficie bacteriana a través 

del sistema de secreción tipo V (autotransportadores) de las bacterias Gram negativas, en las cuales 

se sustituye el dominio que forma el poro de translocación por la proteína pasajera, lo cual se conoce 

como expresión en cis. En este trabajo se propone un sistema en trans porque la bacteria se acopla 

a biomoléculas que no produce. Para ello, se utilizó el autotransportador ShdA de Salmonella 

entérica. Se construyeron dos proteínas de fusión ShdA-avidina con actividad de unión a biotina; la 

proteína sShdA-avidina (short) contiene 314 aminoácidos del autotransportador, mientras que la 

denominada wShdA-avidina (whole) contiene 476. Los ensayos de Western-blot revelados con anti-

FLAG mostraron que la forma completa de ShdA (wShdA-avidina) se autodespliega mejor que la 

forma corta (sSdha-avidina) en la superficie de E. coli DH5α. Esto se corroboró mediante citometría 

de flujo; si bien no fue del todo eficiente pues sólo en una proporción de la población bacteriana 

expresó la avidina, la proporción fue mayor con wShdA-avidina (64%), en comparación con la sShdA-

avidina (60.1%). Posiblemente la proteína de fusión sShdA-avidina es menos eficiente porque 

contiene una región linker más corta impidiendo un mejor autodespliegue. Aunque los plásmidos 

que codifican para las proteínas sShdA-avidina y wShdA-avidina pueden representar posiblemente 

una carga metabólica para la bacteria, se demostró que la avidina recombinante es funcional, ya 

que E. coli DH5α transformada con cualquiera de las dos formas de ShdA fue capaz de unir en su 

superficie biotina-FITC a una concentración de 2.5 x 10-4 M. Finalmente, mediante 

inmunofluorescencia indirecta se demostró que la proteína de fusión wShdA-avidina es capaz de 

unir OVA-biotinilada. Este estudio puede contribuir al desarrollo de nuevas herramientas para la 

exposición en trans de biomoléculas heterólogas biotiniladas en la superficie de E. coli. 
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ABSTRACT 

The exposure of heterologous proteins on the surface of enterobacteria by genetic engineering has 

several biotechnological applications, among which the development of vaccines that are found as 

bacterial carriers. The system called autodisplay indicates the expression of heterologous proteins 

on the bacterial surface through the type V secretion system (autotransporters) of Gram negative 

bacteria, in which the domain that forms the translocation pore is replaced by the transient protein, 

which is known as in cis expression. This paper proposes a system in trans because the bacterium is 

coupled to biomolecules that it does not produce. For this, the ShdA autotransporter of Salmonella 

enteric is found. Two ShdA avidin fusion proteins with biotin binding activity were constructed; the 

sShdA-avidin protein (brief) contains 314 amino acids of the autotransporter, while the specified 

wShdA-avidin (complete) contains 476. Westernblot assays revealed with anti-FLAG contain that the 

complete form of ShdA (wShdA-avidin) is expressed better than the short form (sSdha-avidin) on 

the surface of E. coli DH5α. This was corroborated by flow cytometry; although it was not entirely 

efficient because only in a proportion of the bacterial population expressed avidin, the proportion 

was higher with wShdA-avidin (64%), compared to sShdA-avidin (60.1%). Possibly the sShdA-avidin 

fusion protein is less efficient because it contains a shorter linker region preventing better self-

deployment. Although the plasmids encoding the sShdA-avidin and wShdA-avidin proteins can 

possibly identify a metabolic load for the bacteria, the recombinant avidin was shown to be 

functional, since E. coli DH5α is transformed with either of two forms of ShdA it was able to bind on 

its surface biotin-FITC at a concentration of 2.5 x 10-4 M. Finally, by indirect immunofluorescent it 

was demonstrated that fusion protein wShdA-avidin is capable of binding biotinylated OVA. This 

study may contribute to the development of new tools for in trans exposure of biotinylated 

heterologous biomolecules on the surface of E. coli. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Autodespliegue en la superficie microbiana. 

La capacidad de producir proteínas recombinantes, con propiedades mejoradas, que incluyen 

mayor afinidad de unión, estabilidad y actividad catalítica, ha tenido un impacto significativo en la 

medicina, la investigación y la biotecnología (Cherf y Cochran, 2015). De hecho, en los últimos veinte 

años la expresión de péptidos o proteínas heterólogas, fusionadas a proteínas de anclaje a la 

membrana celular, ha ganado una atención creciente en la investigación básica y aplicada para la 

expresión de proteínas en la superficie celular bacteriana y de levaduras. Diversos microorganismos 

como bacterias y levaduras, representan excelentes células hospederas para la producción y 

expresión de proteínas recombinantes mostradas en la superficie celular (Cherf y Cochran, 2015; 

van et al., 2011).  

El proceso de presentación de una proteína o péptido heterólogo (con funciones distintas en la 

célula hospedera), en la superficie celular, es conocido como autodespliegue. Este proceso, presenta 

ventajas considerables para muchas aplicaciones biotecnológicas. La molécula que se muestra en la 

superficie celular, es de libre acceso para el sustrato o ligando de unión (Jose y Meyer, 2007). 

A pesar de tener una mejor comprensión de la química de proteínas y el plegamiento de las mismas, 

el diseño de estas, a partir de los principios elementales de ingeniería genética, sigue siendo todo 

un desafío (Jose y Meyer, 2007). 

A través del uso de una amplia variedad de péptidos heterólogos, se han expresado un amplio 

espectro de proteínas transportadoras disponibles. A este respecto, ciertos sistemas de secreción a 

nivel de membrana celular externa de bacterias Gram negativas, involucran la vía de secreción de 

proteínas llamada autotransportadores, los cuales tienen un gran potencial para la expresión, 

exposición de proteínas en la superficie, con diversas aplicaciones biotecnológicas (Wernerus y 

Stahl, 2004).  
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1.1. 1. Sistemas bacterianos productores de proteínas recombinantes. 

 

El primer sistema de expresión de moléculas en superficie fue desarrollado por George P. Smith en 

la década de los ochentas. Este sistema expresó en la superficie de bacteriófagos, pequeños 

péptidos fusionados con la proteína pIII del fago filamentoso. Como consecuencia, estos fagos 

pueden enriquecerse 1000 veces más que un fago normal gracias a la afinidad de un anticuerpo 

dirigido contra los péptidos fusionados a la proteína pIII (Smith, 1985). Desde entonces, se han 

desarrollado diversos sistemas para expresar proteínas heterólogas en la superficie de células 

bacterianas. Sin embargo, el tamaño de la proteína pasajera representó una dificultad que limitó en 

muchas ocasiones la eficiencia del sistema de expresión en la superficie del fago (Li, 2000). Para 

resolver este problema, se diseñó el sistema acarreador y de exposición de moléculas en la 

superficie bacteriana de autodespliegue, el cual consiste en expresar un péptido o proteína 

heteróloga de interés, como una proteína de fusión con varios motivos de anclaje, que normalmente 

son  proteínas de la superficie celular o sus fragmentos (Lee et al., 2003).  

 

1.1.2. Aplicaciones de los sistemas bacterianos productores de proteínas recombinantes. 

 

El autodespliegue de moléculas en la superficie de la célula bacteriana tiene una amplia gama de 

aplicaciones, por ejemplo: producción de anticuerpos mediante la expresión de antígenos de 

superficie para obtener anticuerpos policlonales en animales (Martineau et al., 1991); 

bioadsorbente para la eliminación de productos químicos nocivos y metales pesados (Bae et al., 

2000; Bae et al., 2002; Sousa et al., 1998; Xu y Lee, 1999); desarrollo de biosensores mediante el 

anclaje de proteínas, receptores u otros componentes sensibles a la señal con fines de diagnóstico, 

industriales o ambientales (Dhillon et al., 1999; Shibasaki et al., 2001); detección de cambios de 

aminoácidos individuales en péptidos diana después de mutagénesis aleatoria (Aoki et al., 2002); y 

desarrollo de vacunas vivas con células bacterianas patógenas atenuadas para obtener una 

respuesta protectora humoral de anticuerpos antígeno-específica y/o celular al exponer epítopos 

heterólogos al inmunizar un huésped (Westerlund-Wikstrom et al., 1997) (Fig. 1). 
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Figura 1. Aplicaciones del autodespliegue de moléculas en la superficie celular bacteriana. Modificado de: Lee et al., 

(2003). 

 

1.1.3. Limitaciones de los sistemas bacterianos productores de proteínas recombinantes. 

 

Se han desarrollaron muchos sistemas acarreadores de autodespliegue de proteínas en superficie. 

Como consecuencia, se han observado diferentes efectos fisiológicos sobre las células huésped. Por 

ejemplo, el uso de proteínas que son esenciales para funciones celulares o estructurales, tales como 

proteínas de membrana externa, puede conducir a defectos de crecimiento y desestabilización de 

la integridad de la envoltura celular. Un sistema acarreador debe cumplir cuatro requisitos 

esenciales: 1. Debe tener un péptido señal o señal de transporte eficaz que permita a la proteína de 

fusión recién sintetizada pasar a través de la membrana interna; 2. Debe tener una fuerte estructura 

de anclaje para mantener a las proteínas de fusión sobre la superficie celular sin que éstas se 

desprendan; 3. La célula acarreadora no debe volverse inestable por la inserción o fusión de 

secuencias heterólogas; 4. Debe ser resistente al ataque de las proteasas presentes en el espacio o 

medio periplásmico. Cada tipo de acarreador tiene diferentes características y por lo tanto podría 

ser útil para aplicaciones específicas. Por ejemplo, las fimbrias bacterianas, las proteínas de la capa 

S y algunas proteínas de la membrana externa (tales como en E. coli TraT) son acarreadores eficaces 

para propósitos de inmunoestimulación y por lo tanto son particularmente útiles para desarrollar 

vacunas recombinantes. 
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1.1.4. Proteína transportadora (motivo de anclaje). 

 

La localización en el acarreador para la inserción o fusión de la proteína o péptido que se busca 

autodesplegar es importante porque influye en la eficacia de inmovilización, estabilidad, actividad 

específica y en la modificación post-traduccional de la proteína de fusión (Lee et al., 2003). Por 

ejemplo, en fimbrias de varias cepas de E. coli se examinaron cuatro posiciones en la FimA 

(aminoácidos en las posiciones 25, 45, 80 y 105) como sitios de fusión para insertar epítopos 

neutralizantes de la cadena B de la toxina del cólera. Tres posiciones (aminoácidos en las posiciones 

25, 45 y 80) eran compatibles, pero una de ellas (aminoácidos en la posición 105) no lo era. Sus 

datos demuestran que el epítopo de la toxina del cólera insertado se presentó en una configuración 

antigénica que imitaba la de la toxina y se expuso en la superficie de los huéspedes bacterianos. El 

segmento CTB fue reconocido en el contexto de proteínas FimA quiméricas por dos métodos 

independientes, microscopía de fluorescencia y microscopía de electrónica, en la superficie de los 

huéspedes bacterianos (Stentebjerg-Olesen et al., 1997). 

Debido a que la proteína que se va a autodesplegar debe estar orientada hacia el medio circundante, 

es importante identificar las regiones de la proteína acarreadora que están expuestas fuera de la 

célula. Por ejemplo, la molécula de OmpC de E. coli consta de 16 hebras β antiparalelas 

transmembrana, que producen una estructura de barril β que rodea un canal grande y están 

conectadas por siete bucles internos y ocho bucles externos. En general, las secuencias de 

aminoácidos de los bucles externos son menos conservadas y pueden ser relativamente tolerantes 

a la inserción y eliminación. Este enfoque se utilizó para identificar ocho bucles externos de OmpC 

de E. coli y uno de ellos se utilizó con éxito para lograr el autodespliegue en la superficie celular de 

péptidos de poli-histidina (Xu y Lee, 1999).  
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1.1.5. Proteína diana (proteína pasajera). 

 

Se sabe que las características de las proteínas pasajeras (proteínas de fusión) afectan 

significativamente el proceso de transporte. La estructura plegable de la proteína pasajera (tal como 

la formación de puentes disulfuro) en el lado periplásmico de la membrana externa puede afectar 

su translocación (Jose et al., 1996; Maurer et al., 1997). Además, en la inserción de secuencias de 

aminoácidos que contienen muchos residuos hidrofóbicos se ha demostrado una secreción 

ineficiente en bacterias (Sjolander et al., 1993). Por ejemplo, en S. xylosus, un bacilo Gram positivo 

que se ha utilizado para la expresión superficial de una región de 101 aminoácidos, denominada G 

cys, derivada de la proteína G del virus respiratorio sincitial  humano (VRS); se demostró por ensayos 

de receptores híbridos, que contiene esta región de la proteína G del VRS, la cual no podía dirigirse 

a la pared celular de las células huésped de S. xylosus, dado que esta región de la proteína G del VRS 

contenía una región de cuatro residuos de fenilalanina hidrófoba. La proteína pudo ser 

autodesplegada exitosamente cuando se generaron mediante mutagénesis dos variantes de esta 

región en la proteína VRS G. Una versión denominada Gsub, en la cual los cuatro residuos de 

fenilalanina agrupados fueron sustituidos por residuos de serina y en una segunda variante 

denominada Gdel, en la cual se eliminaron nueve aminoácidos de fenilalanina (Nguyen et al., 1995). 

Por otro lado, cuando se usa esta estrategia de cambio de secuencias de aminoácidos, es posible 

que la alteración de la función biológica de la proteína pasajera sea un nuevo problema. 
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1.1.6. Cepa acarreadora. 

 

La selección de una cepa acarreadora para el autodespliegue de proteínas en la superficie es un 

factor importante. Un buen acarreador debe ser compatible con la proteína que se va a 

autodesplegar y debe ser fácil de cultivar sin provocar lisis celular. Además, la cepa debe tener baja 

actividad de proteasas extracelulares y asociadas a la pared celular (Maurer et al., 1997).  

La bacteria Gram positiva Saccharomyces cerevisiae es un buen candidato para autodesplegar 

proteínas y presenta varias ventajas sobre otras bacterias. En primer lugar, permite su uso en 

alimentos y aplicaciones farmacéuticas. En segundo lugar, sus mecanismos de plegamiento y 

secreción de proteínas son similares a los de las células de los mamíferos, lo que permite el 

autodespliegue de proteínas de mamíferos mejor que un sistema bacteriano. En tercer lugar, las 

proteínas pasajeras se pueden autodesplegar enlazadas a la pared celular a través de un anclaje de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Lee et al., 2003) (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Sistema de autodespliegue en la superficie celular de bacterias Gram positivas. Los círculos verdes representan 

proteínas pasajeras heterólogas. (a) Sistema de autodespliegue en la superficie celular usando la proteína A de 

estafilococos como ejemplo representativo del método de fusión N-terminal (b) Ilustración esquemática del sistema de 

autodespliegue en la superficie celular construido en baterías Gram positivas. Existen varias patentes disponibles para 

usar la proteína A como un motivo de anclaje. Modificado de: Lee et al., (2003). 
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1.1.7. Sistemas de expresión en superficie desarrollados para bacterias Gram negativas. 

 

Las bacterias Gram negativas poseen una compleja estructura de envoltura celular que consta de 

membrana citoplasmática, periplasma y membrana externa. Esto significa que el motivo de anclaje 

superficial, fusionado con la proteína a autodesplegar, debe pasar a través de la membrana 

citoplasmática, el periplasma y la membrana externa. Los mecanismos de direccionamiento y 

anclaje de las proteínas acarreadoras varían entre las diferentes proteínas de superficie, es por eso 

que se han utilizado diferentes enfoques para desarrollar sistemas exitosos de autodespliegue (Lee 

et al., 2003). 

El sistema de autodespliegue de proteínas recombinantes sobre la membrana de las formas L de  E. 

coli y Proteus mirabilis mostró varios motivos de anclaje que han sido usados para el autodespliegue 

de proteínas en otras bacterias Gram negativas (Hoischen et al., 2002). (Fig. 3a). Existen diversas 

estrategias de fusión de genes en bacterias Gram negativas. El enfoque de fusionar la porción N-

terminal es adecuado cuando la proteína transportadora posee una secuencia señal y un dominio 

de anclaje fusionado a su porción C-terminal. El peptidoglicano asociado a lipoproteína es un 

acarreador típico de proteínas de este tipo. La lipoproteína se une a la capa de peptidoglicano con 

su porción C-terminal y a la membrana externa con su cisteína N-terminal modificada por la fracción 

lipídica (Dhillon et al., 1999). En el caso de los miembros de la familia de proteasas de la 

inmunoglobulina A (IgA), estos contienen estructuras de autotransportador C-terminal que 

promueven la translocación de los dominios pasajeros unidos al N-terminal a través de la membrana 

externa (Jose et al., 1996). El dominio C-terminal forma canales de barril-β similares a porinas en la 

membrana externa para facilitar el transporte del dominio pasajero N-terminal. La proteína de 

adhesión de E. coli AIDA-I se usó como un motivo de anclaje para autodesplegar la adrenodoxina 

bovina dimérica (Adx) en la superficie celular. Este sistema puede usarse para la bioconversión de 

esteroides de células completas (Jose et al., 2002). Cuando la subunidad B de la toxina de cólera 

(CtxB) fue autodesplegada utilizando este sistema, el dominio pasajero fue liberado de la superficie 

celular por la acción de proteasas en el espacio enlazador (linker) (Maurer et al., 1997).  Otro caso 

es la proteína VirG de Shigella, que es responsable de la deposición de actina filamentosa, la que ha 

sido utilizada como un motivo de anclaje para autodesplegar PhoA y MalE sobre la superficie de E. 

coli  (Suzuki et al., 1995).  
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Varias proteínas de membrana externa llevan secuencias de direccionamiento en sus extremos N-

terminal. Estas proteínas se pueden usar como proteínas transportadoras para construir sistemas 

de autodespliegue mediante el método de fusión a su C-terminal. El hibrido Lpp-OmpA es un buen 

ejemplo de este tipo. La Lpp es necesaria para la localización en la membrana externa; la OmpA es 

responsable del transporte de proteínas fusionadas al extremo C-terminal a través de la membrana 

externa (Bae et al., 2000; Richins et al., 1997). 

La proteína de nucleasión de hielo (INP) de Pseudomonas syringae es otro motivo de anclaje que ha 

sido usado exitosamente para autodesplegar varias proteínas por fusión al C-terminal, incluida la 

levansucrasa (LevU) de Zymomonas mobilis (Jung et al., 1998a), la carboximetilcelulosa (CMCase) 

de Bacillus subtilis (Jung et al., 1998b), la salmobin de Agkistrodon halys (Jeong et al., 2001) y la 

organofosforushidrolasa (OPH) una enzima bacteriana capaz de degradar un amplio rango de 

agentes neurotóxicos sintetizada por Pseudomonas diminuta y Flavobacteriun sp.  (Cho et al., 2002). 

La INP es una proteína de membrana externa que se encuentra en Erwinia, Pseudomonas y 

Xanthomonas. Sus repeticiones internas la convierten en una región ajustable en cuanto a su 

longitud (Jung et al., 1998a; Jung et al., 1998b). Por lo tanto, es posible mostrar péptidos o proteínas 

usando motivos de INP de diferentes longitudes, lo que aumenta la probabilidad de evitar el 

impedimento estérico potencial entre las proteínas autodesplegadas. Mientras que la mayoría de 

los sistemas de exposición en la superficie celular están limitados por el tamaño de la proteína 

heteróloga a expresar, el sistema basado en INP puede expresar proteínas de hasta 60 kDa (Fig. 3b). 

La enzima extracelular pululanasa de Klebsiella pneumoniae, permanece en la superficie de la célula 

temporalmente por medio del ácido graso unido a su cisteína N-terminal y se libera gradualmente 

en el medio (Kornacker y Pugsley, 1990). La β-lactamasa y la fosfatasa alcalina se han mostrado 

mediante el método de fusión C-terminal usando pululanasa como motivo de anclaje. Sin embargo, 

la pululanasa parece ser inadecuada como proteína transportadora en la mayoría de los casos, a 

menos que se pueda prevenir su liberación de la superficie celular (Lee et al., 2003). 

La fusión sandwich es la estrategia más comúnmente utilizada para la exposición de proteínas en la 

superficie de bacterias Gram negativas. Se han usado tres clases de proteínas como proteínas 

transportadoras: proteínas de membrana externa (PME), proteínas de subunidades de apéndices 

extracelulares y proteínas de capa S. Las PME forman β-barriles transmembranales en la membrana 

externa. Los β-barriles están compuestos por pares antiparalelos de hebras-β conectadas por bucles 
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cortos en el lado periplásmico y por bucles largos en el lado externo. Los bucles externos son 

generalmente menos conservados y, por lo tanto, parecen ser tolerantes a un cierto grado de 

modificación, como sustitución, inserción y eliminación. Estos bucles externos potencialmente se 

pueden utilizar como sitios de fusión para el autodespliegue de proteínas heterólogas. En general, 

se creía que los bucles externos de las PME solo podrían aceptar péptidos heterólogos de 70 

aminoácidos o menos debido a la alteración de la integridad de la membrana de la proteína 

transportadora (Georgiou et al., 1997). Esta limitación también se aplica cuando los apéndices 

superficiales bacterianos se usan como socios de fusión en sandwich. Sin embargo, se ha 

demostrado que la OmpC de E. coli podría usarse como un socio de fusión en sandwich, mostrando 

muchos polipéptidos más largos de 162 aminoácidos, que es el péptido más grande insertado hasta 

la fecha utilizando el método de fusión sandwich (Fig. 3c) (Xu y Lee, 1999). La proteína LamB de E. 

coli, que transporta maltosa y maltodextrina, también se usó como un motivo de anclaje en 

sandwich. Sin embargo, solo se pueden mostrar polipéptidos cortos de hasta 88 aminoácidos 

(Martineau et al., 1991). Algunas proteínas transportadoras pueden mostrar péptidos extraños en 

más de un sitio de fusión: E. coli TraT es una proteína transportadora de este tipo. Los péptidos 

pasajeros podrían fusionarse no solo en el medio de TraT (Taylor et al., 1990), sino también en el 

extremo C-terminal. Cuando se expusó el veneno de serpiente rhodostomina, una distintegrina, en 

la superficie de E. coli usando TraT, E. coli recombinante se adhirió e internalizó en células de 

hámster BHK-21 (Chang et al., 1999). La proteína OmpC también se puede utilizar como un motivo 

de anclaje, aceptando las proteínas pasajeras tanto por fusión sandwich (Xu y Lee, 1999) o por fusión 

C-terminal. 
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Figura 3. Sistemas de autodespliegue en la superficie celular en bacterias Gram negativas. Los círculos verdes 

representan proteínas pasajeras heterólogas. (a) Sistemas de autodespliegue en superficie desarrollados en bacterias 

Gram negativas. (b) Sistema de autodespliegue en la superficie celular que utiliza proteína de nucleación de hielo (INP), 

que es un ejemplo representativo del método de fusión N-terminal. El INP es el portador más estable y útil para expresar 

proteínas extrañas de hasta 60 kDa. (c) Sistema de autodespliegue en la superficie celular que utiliza la proteína C de la 

membrana externa de E. coli, que es un ejemplo representativo del método de fusión en sándwich. En este sistema, 

podrían insertarse péptidos de poli-histidina (poli-His) de hasta 162 aminoácidos en el séptimo bucle externo (L7) de OmpC 

y podrían autodesplegarse de manera eficiente en la superficie celular de E. coli. Modificado de: Lee et al., (2003). 

 

Las proteínas de subunidades de E. coli como flagelo y fimbrias (o pili), se pueden usar para 

autodesplegar proteínas heterólogas. Algunos de los sitios expuestos de las proteínas de las 

subunidades principales son prescindibles y son relativamente tolerantes a aceptar secuencias 

heterólogas. Las subunidades quiméricas que llevan polipéptidos extraños todavía se pueden 

ensamblar en apéndices poliméricos, siempre que cada una de ellas lleve un segmento de péptido 

extraño (Stentebjerg-Olesen et al., 1997; Westerlund-Wikstrom et al., 1997).  

 
Se encontró que la proteína de la capa S de la bacteria Gram negativa C. crescentus contiene un 

dominio N-terminal que puede unirse a la membrana externa, y un extremo C-terminal que 

transmite una señal de secreción (Bingle et al., 1997b). Esta proteína de la capa S se utilizó para 

mostrar un péptido de 12 aminoácidos de Pseudomonas aeruginosa K pilina en C. crescentus (Bingle 

et al., 1997a). 
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1.2. Mecanismos de secreción en bacterias Gram negativas. 

 

Los patógenos bacterianos han desarrollado diferentes sistemas de secreción (SS) de moléculas de 

virulencia de naturaleza proteica a través de sus membranas celulares (Green y Mecsas, 2016). 

Debido a que estas proteínas secretadas actúan como factores de virulencia, que generan productos 

tóxicos para las células huésped y que pueden facilitar la adhesión a estas células, los patógenos 

bacterianos pueden invadir a otros microorganismos evadiendo el sistema inmune del huésped, 

produciendo daño tisular, diseminarse dentro de las células huésped para sobrevivir y multiplicarse 

(Henderson y Nataro, 2001a). Es por ello, que los sistemas de secreción juegan un papel importante 

en la comunicación bacteriana. Hasta el día de hoy, se han descrito 8 tipos de sistemas de secreción 

(SST1, SST2, SST3, SST4, SST5, SST6, SST7 y SST9) los cuales tienen diferentes funciones tales como 

el transporte de proteasas, lipasas, adhesinas, proteínas de unión a hemo y amidasas. Además de 

funciones específicas como la síntesis de proteínas en las células huésped, adaptación al medio 

ambiente, secreción de efectores para establecer un nicho infeccioso, transferencia, absorción y 

liberación de ADN, translocación de proteínas efectoras o ADN y secreción de autotransportadores. 

Todas estas funciones pueden contribuir a la virulencia y la patogénesis (Pena et al., 2019). 

El sistema de secreción tipo I (SST1) está ampliamente distribuido en bacterias Gram negativas como 

P. aeruginosa, Salmonella enterica, Neisseria meningitidis y E. coli (Thomas et al., 2014). El SST1 el 

cual tiene tres elementos estructurales (la proteína transportadora ABC, una proteína de fusión de 

membrana y un factor de membrana externa), pueden transferir sustratos a través de ambas 

membranas bacterianas en bacterias Gram negativas en un proceso de un solo paso (Green y 

Mecsas, 2016). El SST1 usa proteínas como sustratos, por ejemplo, proteasas y lipasas de diferentes 

tamaños y con diferentes funciones; estas proteínas tienen una señal de secreción no escindida en 

el extremo C-terminal que es reconocida por la proteína transportadora ABC para formar el 

complejo de translocación (Delepelaire, 2004; Kanonenberg et al., 2013). Hasta ahora se han 

descrito dos sistemas que regulan la expresión y secreción de sustratos a través del SST1, el sistema 

Has de S. marcescens y P. aeruginosa, y las hemolisinas de Vibrio cholerae, N. meningitidis y, en 

particular, de la E. coli uropatogénica (Thomas et al., 2014).  

El sistema de secreción tipo II (SST2), se conserva en la mayoría de las bacterias Gram negativas, es 

responsable de la secreción de proteínas plegadas del periplasma. Estas proteínas se transportan 
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primero a través de la membrana interna mediante las vía de translocación secretora general Sec, y 

por la vía de translocación de doble arinina Tat, luego se secretan del periplasma al medio 

extracelular por el SST2 (Green y Mecsas, 2016). El SST2 es una estructura compleja compuesta por 

15 proteínas, denominadas proteínas de la vía de secreción general (Gsp) en E. coli, Eps en V. cholera 

y Xcp en P. aeruginosa, tiene una amplia gama de sustratos con diversas funciones, aunque todos 

comparten una característica, una señal N-terminal que les permite pasar al periplasma a través de 

los mecanismos de secreción Sec o Tat (Green y Mecsas, 2016; Nivaskumar y Francetic, 2014). La 

función principal del SST2 es adquirir nutrientes. Es responsable de la secreción de numerosas 

exoproteínas, la mayoría de las cuales son enzimas hidrolíticas y otras proteínas como toxinas, 

adhesinas y citocromos que desempeñan diversas funciones en la respiración, la formación de 

biopelículas y la motilidad. El SST2 ha estado en varias cepas ambientales y también en patógenos 

humanos como V. cholera, P. aeruginosa, Aeromonas sp. y Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 

(Nivaskumar y Francetic, 2014). 

El sistema de secreción de tipo III (SST3) o inyectosoma, es un aparato con doble membrana 

incrustada que se encuentra en múltiples bacterias patógenas Gram negativas como Salmonella 

spp., Yersinia spp., E. coli enteropatógena y enterohemorrágica, Shigella spp. y Pseudomonas spp. 

(Deng et al., 2017; Gaytan et al., 2016). Esta maquinaria compleja promueve la transferencia de 

proteínas de virulencia llamadas efectores desde el citoplasma bacteriano a la célula eucariota en 

un solo paso (Galan y Waksman, 2018). El SST3 está compuesto por aproximadamente 25 proteínas 

ensambladas en tres estructuras principales: el cuerpo basal, un conjunto de anillos que abarcan las 

dos membranas de la bacteria; un componente hueco en forma de aguja a través del cual se 

transportan los efectores semi-desplegados (estas dos primeras estructuras se denominan 

colectivamente "complejo de agujas"); y el translocón, compuesto por una proteína hidrófila que 

sirve como andamio para formar un poro de translocación, constituido por dos proteínas 

hidrófobas, que se inserta en la membrana de la célula huésped y a través de la cual se translocan 

directamente los efectores. Cada patógeno entrega un conjunto único de efectores, que subvierte 

las rutas específicas de señalización de la célula huésped para permitir la colonización bacteriana 

(Deng et al., 2017; Izore et al., 2011; Notti y Stebbins, 2016). El aparato de exportación asociado con 

el cuerpo basal está formado por cinco proteínas de membrana interna de polietileno que son 

esenciales para la secreción de sustrato. Este complejo de proteínas, junto con una plataforma de 

clasificación citoplasmática y el complejo ATPasa, son responsables del reclutamiento y la 
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clasificación del sustrato, y de energizar el proceso de secreción que permite la disociación del 

efector chaperona y el despliegue de proteínas para la entrada inicial en el canal central SST3 que 

sirve como la vía de secreción. Estos componentes están altamente conservados entre los diferentes 

sistemas SST3 con el flagelo, que está evolutivamente relacionado con el inyectosoma (Abby y 

Rocha, 2012; Galan y Waksman, 2018). Se han descrito varios efectores del SST3 como ExoS, ExoT, 

ExoU y ExoY en P. aeruginosa; Tir y EspE en E. coli e YopE, YopH, YopM, YopJ / P, YopO / YpkA y YopT 

en Yersinia sp. (Cornelis y Van, 2000). 

La familia del sistema de secreción tipo IV se encuentra en bacterias Gram negativas y Gram 

positivas, así como en Archaea. El SST4 es el sistema de secreción más cosmopolita y difiere de otros 

SS, ya que es capaz de transferir ADN además de proteínas (Cascales y Christie, 2003). Más 

específicamente, el SST4 es capaz de realizar la secreción dependiente del contacto de moléculas 

efectoras en células eucariotas, la transferencia conjugativa de elementos móviles de ADN y 

también el intercambio de ADN sin ningún contacto con el exterior de la célula (Green y Mecsas, 

2016; Grohmann et al., 2018). El SST4 se puede dividir en función de su funcionalidad en dos 

subfamilias: sistemas de conjugación y translocadores efectores. Los sistemas de conjugación son 

responsables de la transferencia de genes de resistencia a antibióticos y determinantes de virulencia 

entre bacterias. Los translocadores efectores introducen factores de virulencia en la célula huésped 

(Christie, 2016). Sin embargo, en bacterias Gram negativas, el SST4 se ha dividido en dos subfamilias 

diferentes: IVA y IVB. Los aparatos de conjugación de E. coli y el sistema VirB/D de Agrobacterium 

tumefaciens son los modelos utilizados para estudiar la estructura del tipo IVA del SST4 (Grohmann 

et al., 2018). El aparato VirB/D consta de 12 proteínas que forman una estructura compleja que 

abarca la envoltura que facilita la función de translocación. Dos de estas proteínas, VirB2 y VirB5, 

forman el pilus, mientras que otras tres proteínas actúan como ATPasas, y VirB1 es una 

transglicosilasa lítica (Costa et al., 2015; Green y Mecsas, 2016). El sistema de Legionella 

pneumophila Dot/Icm (defectuoso para el tráfico de orgánelos/multiplicación intracelular) es el 

modelo utilizado para estudiar la subfamilia IVB del SST4 (Grohmann et al., 2018; Nagai y Kubori, 

2011). 

El sistema de secreción tipo V es único porque sus sustratos se transportan a través de la membrana 

externa. Los sustratos usan la maquinaria de translocación Sec para pasar a través de la membrana 

interna al espacio periplásmico. Se han identificado varios tipos diferentes de SST5: 
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autotransportadores (SST5a), translocadores de pasajeros de dos socios (SST5b), 

autotransportadores triméricos (SST5c), autotransportadores híbridos (SST5d) y 

autotransportadores invertidos (SST5e) (Henderson et al., 2004; Leo et al., 2012; Rojas-Lopez et al., 

2017). En general, el SST5 transporta proteínas a través de la membrana externa (ME) que contiene 

lipopolisacáridos, a través de su propio dominio de translocación C-terminal que se inserta en la ME 

como un β-barril para completar la secreción del dominio del pasajero N-terminal a través del poro 

del β-barril. Varias chaperonas periplásmicas también participan en el transporte a través de la ME, 

específicamente la maquinaria de ensamblaje β-barril (complejo BAM) y el módulo de translocación 

y ensamblaje (complejo TAM) facilitan la secreción de proteínas (Rojas-Lopez et al., 2017). Se ha 

descrito un SST5 en patógenos humanos como Bordetella pertussis y Haemophilus influenzae, que 

tienen SS de dos socios y E. coli uropatógena, que tiene sistemas de chaperonas de acompañamiento 

(Costa et al., 2015; Green y Mecsas, 2016). YadA de Yersinia enterocolitica y SadA de Salmonella son 

T5SS tipo c. Intimina de E. coli enteropatógena e invasina de Yersinia spp. son de tipo Ve SS  (Leo et 

al., 2012). Un autotransportador (SST5a) (Wilhelm et al., 2007a) y tres SST5b: sistema LepA /LepB 

(Kida et al., 2008), el sistema CupB (Ruer et al., 2008) y el sistema PdtA/PdtB (Faure et al., 2014), 

han sido reportados en P. aeruginosa. En B. cenocepacia, se han encontrado cuatro SST5 (Holden et 

al., 2009), dos con dominios de pertactina y dos con autotransportadores de hemaglutinina; este 

último tipo también está presente en S. maltophilia (Ryan et al., 2009). 

El sistema de secreción tipo VI está ampliamente representado en bacterias Gram negativas 

(Coulthurst, 2013; Gallique et al., 2017b). El SST6 es un dispositivo de secreción integrado dentro de 

la membrana y transfiere sustratos, que son efectores tóxicos a las células eucariotas (Pukatzki et 

al., 2007) y procariotas (Russell et al., 2014). Desempeña un papel crucial en la patogénesis y la 

competencia entre bacterias (Costa et al., 2015; Gallique et al., 2017a; Ho et al., 2014; Zoued et al., 

2014). El origen del SST6 está relacionado con bacteriófagos (Leiman et al., 2009). El SST6 es un 

aparato enorme y consta de 13 componentes centrales organizados en un complejo 

transmembrana, una estructura similar a una placa base en la cara citoplasmática de la membrana 

interna y un tubo interno revestido, que es el módulo de entrega efector que se expulsa a la célula 

diana. El complejo tubo-vaina se ensambla a partir de la placa base en el citoplasma y el tubo hueco 

se construye a partir de hexámeros de la proteína corregulada con hemolisina (Hcp). La vaina se 

contrae y empuja el tubo con los efectores asociados hacia las células objetivo, utilizando un 
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mecanismo de perforación similar al utilizado por las colas contráctiles de los fagos (Cianfanelli et 

al., 2016; Galan y Waksman, 2018; Green y Mecsas, 2016). 

El sistema de secreción tipo VII se ha descrito en algunas bacterias Gram positivas como 

Staphylococcus aureus y en especies de Mycobacterium y Corynebacterium. Este SS se reportó por 

primera vez en 2003 en Mycobacterium tuberculosis y se llamó ESX-1 (Stanley et al., 2003), que es 

un importante factor de virulencia en M. tuberculosis. Hasta la fecha, se han identificado cinco SST7 

en Mycobacterium sp. pero los mecanismos de transporte a través de la membrana micobacteriana 

son casi desconocidos (Ates et al., 2016; Costa et al., 2015; Green y Mecsas, 2016). La mayoría de 

los sustratos del SST7 pertenecen al clan EscAB que incluye seis familias de proteínas: Esx, PE, PPE, 

LXG, DUF2563 y DUF2580. ESAT-6 es una proteína de M. tuberculosis que pertenece a la familia Esx 

y que es secretada con EsxB (CFP-10) (Ates et al., 2016). 

El sistema de secreción tipo IX (SST9) o sistema de secreción Por (SSPor), es el sistema descubierto 

más recientemente (Lasica et al., 2017). Su función es transportar moléculas a través de la 

membrana externa. Sus sustratos deben incluir una señal Sec, que permite la transferencia de 

proteínas a través de la membrana interna con la ayuda del sistema Sec. El SST9 se ha descrito en 

casi todos los miembros del filo Bacteroidetes, pero se ha estudiado principalmente en patógenos 

orales como Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia. En P. gigivalis, el sistema SST9 consta 

de 16 proteínas con actividad estructural y funcional, y otras dos proteínas involucradas en la 

regulación del proceso de transporte (Lasica et al., 2017; Sato et al., 2010). 

 

1.2.1. El mecanismo de secreción “autotransportador” 

Para lograr sus objetivos fisiológicos, la mayoría de las bacterias Gram negativas deben secretar 

varias proteínas diferentes dentro o más allá de la membrana externa. Existen diferentes vías de 

secreción que transportan proteínas a través de la envoltura celular al medio extracelular. Entre 

estos, los autotransportadores monoméricos clásicos son la vía más ampliamente aplicada para 

exportar proteínas heterólogas con fines biotecnológicos y biomédicos (Jose y Meyer, 2007; Nicolay 

et al., 2015). Las bacterias Gram negativas utilizan de forma ubicua los autotransportadores clásicos 

para exportar los factores de colonización y virulencia a la superficie celular o al entorno. Se 

expresan como proteínas monoméricas que pasan la membrana interna y externa en dos pasos 
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consecutivos facilitados por el translocón Sec y el complejo BAM, respectivamente (van et al., 

2018a). Los autotransportadores se descubrieron como factores que contribuyen a la virulencia de 

los patógenos Gram negativos al actuar como adhesinas, citotoxinas y proteasas que hidrolizan los 

componentes del sistema inmune del huésped (Henderson y Nataro, 2001b). Se clasifican como Tipo 

Va de la vía de secreción Tipo V, que es un grupo de sistemas de secreción bastantes simples y 

relacionados que median el paso de la membrana interna y externa de las bacterias Gram negativas 

en dos pasos consecutivos. Otras ramas de Tipo V son los dos sistemas de secreción asociados (Tipo 

Vb), los autotransportadores triméricos (Tipo Vc), los autotransportadores de tipo patatin (Tipo Vd) 

y los autotransportadores de tipo inverso o tipo Intimin (Tipo Ve) (Grijpstra et al., 2013; Leo et al., 

2012). 

Los autotransportadores incluyen múltiples dominios y subdominios involucrados en la secreción 

sobre la superficie celular (Dautin y Bernstein, 2007; Drobnak et al., 2015; Henderson et al., 1998). 

Los principales dominios involucrados son el dominio péptido señal amino terminal (N-terminal) y 

el dominio translocador carboxilo terminal (C-terminal) denominado dominio β (β-barril), que 

facilitan la orientación y el paso por la membrana interna y externa, respectivamente. Entre los dos 

dominios de orientación está el dominio secretado, la proteína madura "localizada en superficie" 

denominada α o dominio pasajero, que lleva la función biológica (Fig. 4a). Aunque la mayoría de los 

dominios pasajeros se escinden proteolíticamente de su dominio translocador después de alcanzar 

la superficie celular, permanecen unidos a esa superficie a través de interacciones no covalentes o 

se liberan en el medio extracelular. Excepciones conocidas son las esterasas/hidrolasas lipolíticas, 

que no se escinden de sus dominios translocadores (Celik et al., 2012; van den Berg, 2010). 

Las primeras estructuras obtenidas por cristalografía de los dominios pasajeros mostraron un tallo 

β-helicoidal rígido del cual sobresalen los dominios laterales funcionales (Emsley et al., 1996; Otto 

et al., 2005) (Fig. 4b). Sin embargo, no todos los dominios pasajeros son β-helicoidales, como se 

muestra para la esterasa EstA (van den Berg, 2010) y como se ha predicho para otros dominios 

pasajeros (Celik et al., 2012; Rojas-Lopez et al., 2017). Por el contrario, todas las predicciones y 

estructuras del dominio translocador muestran un β-barril de 12 cadenas con el poro ocupado por 

un segmento linker (enlazador) que conecta al dominio pasajero con el β barril (Barnard et al., 2007; 

Oomen et al., 2004; Tajima et al., 2010; Zhai et al., 2011). Este linker adopta un pliegue α-helicoidal 
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en la luz del barril y bloquea el poro cuando se libera al dominio pasajero (Fig. 5) (Roussel-Jazede et 

al., 2011). 

 

 

 

Figura 4. Dominios y estructuras autotransportadoras. (a) Descripción esquemática de los dominios de los 
autotransportadores monoméricos clásicos usando el HP de E. coli como ejemplo. El tamaño de los dominios indicados es 
proporcional a su longitud real. La nomenclatura de los dominios autotransportadores puede diferir entre 
autotransportadores y estudios. (b) Ejemplos de estructuras por cristalografía del dominio autotransportador. De 
izquierda a derecha: el dominio pasajero de pertactina, el dominio pasajero de Hbp (1WXR), el enlazador y el β barril de 
EspP (3SLO, que muestra la unidad antes de la escisión proteolítica) y EstA (3KVN). EstA incluye un pasajero que no se 
libera proteolíticamente de su β-barril y no se pliega en una estructura de tallo β-helicoidal. Modificado de: van Ulsen 
(2018). 
 
 

Los autotransportadores han sido aprovechados para la exploración de los sistemas de secreción de 

polipéptidos heterólogos debido a su versatilidad y aparente simplicidad (Jose y Meyer, 2007). De 



 
 
 
 

22 
 

hecho, la inserción genética de tales secuencias entre el péptido señal y el dominio translocador a 

menudo resultó en la secreción exitosa de proteínas recombinantes. Además, la mutación del sitio 

de escisión proteolítica que separa al dominio pasajero del dominio translocador dio lugar a la 

exposición o visualización de los dominios pasajeros autotransportadores en la superficie de la 

célula (Jong et al., 2014). Además, ayudó a desarrollar el autotransporte como una herramienta 

biotecnológica versátil que se puede usar para muchos propósitos, incluida la visualización de 

bibliotecas de péptidos, vacunas o la localización de actividades enzimáticas en la superficie celular 

(Jong et al., 2010; Jose y Meyer, 2007; Nicolay et al., 2015). 

 

 

 

Figura 5. Mecanismo de secreción de las proteínas autotransportadoras. (a) Estructura del precursor de la poliproteína. 

(b) Transporte del dominio pasajero recombinante. Mediante el uso de un péptido señal típico, una proteína precursora 

llega a los compartimentos externos, tales como la membrana eterna y el periplasma. Una vez en el periplasma, el dominio 

C-terminal del precursor se pliega en una estructura similar a la de una porina, el llamado β-barril permanece dentro de 

la membrana externa y el dominio pasajero se transmite a la superficie de la célula. PS: péptido señal; MI: membrana 

interna; PP: periplasma; ME: membrana externa. Modificado de: Jose y Meyer (2007). 

 

Los autotransportadores se expresan como polipéptidos únicos que atraviesan la membrana interna 

de la célula Gram negativa a través del translocón Sec, que es el objetivo del péptido señal N-

terminal. Este paso es un primer cuello de botella en el proceso de secreción con implicaciones para 
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los pasos posteriores (Braselmann et al., 2016; Jong et al., 2010; Szabady et al., 2005). En el 

periplasma, el dominio translocador se pliega en un β-barril de 12 cadenas y se inserta en la 

membrana externa para soportar el transporte del dominio pasajero a la superficie de la célula. La 

conformación β-barril es el pliegue general para las PME. La inserción del dominio translocador a la 

membrana externa, así como la secreción del dominio pasajero, requieren del complejo BAM 

(máquinaria de ensamblaje del β-barril) (Wu et al., 2005). De hecho, las vías para la secreción y el 

ensamblaje del autotransportador de proteínas de membrana externa se superponen, y comparten 

muchos factores involucrados en el autotransporte y la biogénesis de PME. En el periplasma, los 

autotransportadores interactúan con las chaperonas periplásmicas SurA, Skp y DegP. SurA y Skp se 

unen al autotransportador naciente antes y durante las interacciones con el complejo BAM, aunque 

ambos factores no son esenciales para la secreción del autotransportador (Ruiz-Perez et al., 2009a).  

Los estudios detallados del plegamiento de la PME FhuA utilizando microscopía de fuerza atómica 

demostraron que tanto Skp como SurA previenen el plegado y la agregación del β-barril de FhuA, 

mientras que SurA también promueve su correcto plegamiento (Thoma et al., 2015). La interacción 

de los autotransportadores nacientes con las dos chaperonas se demostró en experimentos de 

entrecruzamiento utilizando mutantes de los autotransportadores EspP y Hbp que permanecieron 

pegados en la membrana externa muy cerca del complejo BAM (Ieva y Bernstein, 2009; Ieva et al., 

2011; Pavlova et al., 2013; Peterson et al., 2010; Sauri et al., 2009; Soprova et al., 2010). Estos 

estudios indicaron que tanto el dominio pasajero como el translocador interactúan con las 

chaperonas en el contexto del complejo BAM. 

La proteasa periplásmica DegP es parte de la respuesta al estrés de la envoltura celular σE que se 

induce cuando se acumulan PME nacientes (Raivio, 2005). DegP combina una función chaperona 

para el plegado de las PME y una actividad de proteasa para degradar las PME que no se ensamblan 

en la membrana externa (Spiess et al., 1999). De acuerdo con esta función de vigilancia, los 

autotransportadores mutantes estancados que se acumulan dentro del complejo BAM también se 

degradan por DegP (Jong et al., 2007; Junker et al., 2009; Peterson et al., 2017; Ruiz-Perez et al., 

2009b) . En general, las chaperonas mantienen a los autotransportadores en un estado competente 

de secreción y parecen actuar como un sistema de control de calidad cuando se dificulta la 

secreción. 
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La PME BamA es la subunidad principal del complejo de BAM y consiste en un β-barril de 16 cadenas 

con una puerta lateral formada por las cadenas β cortas y flexibles (Iadanza et al., 2016; Noinaj et 

al., 2014; Noinaj et al., 2013). El β-barril también parece comprimir la bicapa lipídica de la membrana 

externa, lo que podría ayudar a disminuir la barrera energética para que las superficies hidrófobas 

se inserten en los lípidos de la membrana externa (Noinaj et al., 2013). El N-terminal del β-barril de 

la proteína BamA tiene cinco dominios POTRA que se extienden hacia el espacio periplásmico (Kim 

et al., 2007). Actúan como dominios receptores para complejos de chaperonas de sustrato y 

ensamblan las cuatro lipoproteínas accesorias (BamB-E) que también forman parte del complejo de 

BAM (Bakelar et al., 2016). Juntos, BamB-E forman una estructura dinámica similar a un anillo 

debajo del β-barril de BamA, de la cual la subunidad BamC también puede estar parcialmente 

expuesta superficialmente en conformaciones específicas del complejo BAM (Webb et al., 2012a). 

Varias observaciones indican que el ensamblaje del dominio translocador autotransportador en la 

membrana externa y la translocación del dominio pasajero a la superficie celular ocurren 

simultáneamente coordinados por el complejo BAM (Fig. 6). 
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Figura 6. Modelo para la secreción del dominio pasajero autotransportador a través de la membrana externa. Panel 

superior izquierdo: la estructura del complejo BAM obtenida por crio-EM. Se indican las características de BamA que 

parecen importantes para su función. La subunidad BamE no es visible en esta vista. Panel superior derecho: 

representación esquemática de un primer paso, con las hebras del dominio β-barril ensambladas en la puerta lateral de 

BamA. Panel inferior izquierdo: el plegado continuo del β-barril coloca un segmento de iniciación del dominio pasajero 

en la superficie de la celda mientras que el β-barril aún no está completamente plegado. Panel inferior derecho: la 

presencia de este segmento comienza a doblar más al pasajero en la superficie de la celda en un movimiento similar a un 

trinquete. En este paso, el β-barril permanece en contacto con BamA, impidiendo su plegado completo y muy 

probablemente formando un canal híbrido con BamA que permite el paso de segmentos pasajeros, incluidas las 

estructuras que son más grandes que el tamaño con el que puede contar el β-barril completamente plegado. ME: 

membrana externa. Modificado de: van Ulsen (2018). 
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1.2.2. Aplicaciones del sistema de secreción autotransportador. 

 

Las bacterias Gram negativas, como E. coli, se utilizan ampliamente en los procesos de producción 

biotecnológica. La secreción de proteínas recombinantes en su medio extracelular ofrece varias 

ventajas. Lo primero y más importante es la facilidad de purificación de las proteínas secretadas, ya 

que la recolección de medios, ya sea por filtración o centrifugación, resulta en un importante 

enriquecimiento de las proteínas de interés, dados los bajos niveles de secreción de proteínas 

endógenas en E. coli. Además, el plegamiento, la solubilidad, la actividad y la estabilidad de las 

proteínas generalmente se benefician de las estrategias de producción extracelular. En particular, 

las proteínas propensas a la agregación y la degradación se benefician de una transferencia rápida 

desde el citoplasma abarrotado al medio extracelular. Para aplicaciones tales como el desarrollo de 

vacunas, la biocatálisis con células integrales, el desarrollo de biosensores y el cribado de bibliotecas 

combinatorias, se prefiere la exposición de proteínas recombinantes en la superficie celular a su 

liberación en el medio de cultivo (van et al., 2018b). Históricamente, los autotransportadores 

clásicos de Tipo-Va han sido portadores de proteínas recombinantes, debido a su relativa 

simplicidad en comparación con los sistemas de secreción de múltiples componentes (Jong et al., 

2010; Jose y Meyer, 2007), aunque también los autotransportadores inversos (Tipo Ve) se han 

utilizado (Salema et al., 2013; Wentzel et al., 2001). Los autotransportadores también pueden ser 

fácilmente modificados para pasar de liberación extracelular de una proteína híbrida a exponer esa 

proteína en la superficie celular simplemente mutando el sitio de escisión proteolítica que separa el 

dominio pasajero del dominio translocador (Fig. 7) (Jong et al., 2012). Alternativamente, un sitio de 

reconocimiento para la proteasa de membrana externa OmpT fue introducido para controlar la 

liberación o retención de la expresión en cepas silvestres o knock-out de OmpT (Fleetwood et al., 

2014).  

Otra ventaja de usar autotransportadores para la secreción o exposición de proteínas 

recombinantes radica en su compatibilidad con diferentes especies hospedadoras, aparte de sus 

hospedadores naturales (Tozakidis et al., 2015). Históricamente, esto se atribuyó a la presunta 

naturaleza autónoma del mecanismo de secreción que se refleja en la designación 

"autotransportador" (Henderson et al., 1998). Sin embargo, la participación del complejo BAM en 

la secreción de autotransportadores puede explicar las diferencias en la eficacia observada con el 

uso de autotransportadores entre especies de este tipo (Jong et al., 2018; Marin et al., 2010; 
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Tozakidis et al., 2015). Se sabe que su componente principal BamA, reconoce un motivo de 

secuencia en la última hebra β de proteínas β-barril para facilitar su inserción en la membrana 

externa (Robert et al., 2006; Webb et al., 2012b). Las variaciones específicas de la secuencia en este 

motivo podrían explicar algunos de los problemas de incompatibilidad observados, aunque los β-

barriles no relacionados tienden a ser manejados por el complejo BAM (Walther et al., 2010). En 

cualquier caso, las implicaciones intrincadas y sutiles de la expresión no endógena no pueden 

excluirse si BamA y el β-barril autotransportador contribuyen a la translocación de dominios 

pasajeros. Para estar seguros, se recomienda el uso de un autotransportador homólogo o al menos 

filogenéticamente no demasiado lejano (Jong et al., 2018). En E. coli, la mayoría de las aplicaciones 

involucran la exposición de proteínas recombinantes en lugar de su secreción, y los 

autotransportadores endógenos AIDA-I, Ag43, Pet y Hbp se han utilizado como transportadores 

(Jose y Meyer, 2007; Nicolay et al., 2015). Se han explorado dos estrategias de fusión (van et al., 

2014) a) reemplazo del dominio pasajero por la secuencia heteróloga que por lo tanto está 

directamente relacionada con el dominio del translocador; b) inserción de la secuencia en el 

dominio pasajero, preferiblemente reemplazando los dominios laterales que sobresalen del tallo β-

helicoidal (Fig. 3). Cabe señalar que recientemente se demostró que la exposición de las fusiones 

directas al dominio translocador se mejoraron notablemente al modificar el conector entre el β-

barril y el compañero de fusión (Quehl et al., 2017). Sin embargo, la segunda estrategia puede 

beneficiarse de la estabilidad del pasajero β-helicoidal que permanece intacto y puede ayudar a 

plegar la proteína recombinante fusionada (Jong et al., 2012; Sevastsyanovich et al., 2012). Además, 

el tallo rígido del pasajero orienta el polipéptido insertado y lo coloca a una distancia de la superficie 

celular (Fig. 7), lo que puede ser ventajoso en aplicaciones donde la accesibilidad es crítica. La 

conservación de la estructura del pasajero también permite la visualización simultánea de múltiples 

inserciones en los dominios laterales disponibles (Fig. 7). Otra forma de lograr la exposición 

superficial de diferentes proteínas en una bacteria es mediante la expresión conjunta de 

construcciones compatibles en una cepa (Quehl et al., 2016; Yoo et al., 2015). Este enfoque se ha 

utilizado recientemente para expresar simultáneamente una lipasa unida a su plegasa en dos 

construcciones expuestas por separado (Kranen et al., 2014; Wilhelm et al., 2007b). La coinserción 

en la membrana externa de la lipasa y la plegasa permitió la activación eficiente de la lipasa, lo que 

indica la posibilidad de utilizar células bacterianas como biocatalizadores de células completas.  
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Figura 7. Autotransportadores como portadores para la secreción o exposición de secuencias de proteínas heterólogas. 

Los autotransportadores se utilizan para la exportación de proteínas heterólogas con fines biotecnológicos y biomédicos. 

Panel superior: la mutación del sitio de escisión autoproteolítica (X) en el enlazador da como resultado la exposición del 

pasajero en la superficie celular (izquierda). Inserción de secuencias de proteínas heterólogas dentro del pasajero (ins), 

preferiblemente reemplazando los dominios laterales (sd; gris) que sobresalen del tallo β-helicoidal (centro), o 

reemplazando la secuencia completa del pasajero por una proteína de interés (reemplazo) ; derecho. Panel inferior 

izquierdo: la expresión de autotransportadores que llevan inserciones puede resultar en la secreción o exposición de la 

proteína heteróloga. Panel inferior derecho: el uso de cepas hiper-vesiculantes permite la purificación de vesículas de 

membrana externa (VME) que muestran secuencias de proteínas heterólogas. Modificado de: van Ulsen (2018). 
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Más recientemente, se demostró que la combinación de membranas de células que muestran la 

lipasa o la plegasa ofrecía un mejor control de los niveles de actividad (Chang et al., 2017). 

Por otra parte, en los sistemas de expresión in cis, la optimización de la producción y translocación 

de proteínas heterólogas, mediante el sistema de autotransportador; el acortamiento de la unidad 

translocadora y el incremento del tamaño de la secuencia señal de corte, han sido explotados para 

lograr este fin  (Jiang et al., 2011; Oliver et al., 2003). 

 

Utilizando la tecnología del autodespliegue, se logró expresar por medio de un dominio 

autotransportador llamado AIDA-I (adhesina involucrada en la adherencia difusa) estreptavidina en 

la membrana externa de E. coli UT5600 como una proteína de fusión recombinante (Park et al., 

2011). Sin embargo, este es el primer informe de la expresión y exposición de un análogo de la 

avidina por un autotransportador en E. coli que mantiene sus propiedades biológicas.  

 

1.2.3. El autotransportador ShdA de Salmonella enterica. 

 

El gen shdA se encuentra en una isla genética de 25 kb en la región intergénica xseA-yfgK  en el 

centisoma 54 (isla CS54) del cromosoma de Salmonella serotipo Typhimurium (Kingsley et al., 2002). 

El dominio de translocación de ShdA está compuesto por un dominio β-barril transmembrana 

integrado a la membrana externa y a una región linker que conecta el β-barril con el dominio 

pasajero. 

ShdA se ha caracterizado como una proteína de membrana externa que pertenece a la familia de 

autotransportadores caracterizada por un dominio pasajero que consta de dos regiones: una región 

de no repetición N-terminal y una región de repetición que comprende dos tipos de repeticiones de 

aminoácidos directos imperfectos (llamadas A y B). La región A se repite tres veces (A1 a A3), 

mientras que la región B se repite 9 veces (B1 a B9) (Fig. 8) (Kingsley et al., 2004). 
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Figura 8. Regiones y dominios encontrados en ShdA. ShdASTm presenta un dominio pasajero que se puede dividir en dos 

regiones: una región no repetitiva N-terminal y una región repetida constituida por dos tipos de repeticiones de 

aminoácidos directos imperfectos (denominadas A y B). La región A se repite tres veces (A1 a A3), mientras que la región 

B se repite 9 veces (B1 a B9). Los dominios y regiones de ShdASTy se dedujeron de la comparación con ShdASTm. 

Modificado de: Urrutia (2014). 

 

Salmonella enterica es un patógeno invasivo, facultativo e intracelular de animales y el hombre con 

la capacidad de colonizar varios nichos en diversos organismos hospedadores. La patogenia de las 

infecciones por S. enterica requiere adhesión a varias superficies de la célula huésped, y se pueden 

encontrar una gran cantidad de estructuras adhesivas. Dependiendo del serotipo de S. enterica, se 

identifican agrupaciones de genes para más de 10 adhesinas fimbriales diferentes, con fimbrias tipo 

I como Fim, Lpf (fimbrias polares largas), Tafi (fimbrias agregativas delgadas) o pili tipo IV de serotipo 

Typhi. Además, se han identificado adhesinas autotransportadoras como ShdA, MisL y SadA y las 

adhesinas repetitivas grandes de tipo I SiiE y BapA. Aunque las funciones de muchas de las diversas 

adhesinas no se conocen bien, estudios muestran las propiedades estructurales y funcionales 

específicas de las adhesinas de Salmonella y cómo actúan en conjunto con otros determinantes de 

virulencia (Dorsey et al., 2005; Wagner y Hensel, 2011). 

Los autotransportadores, como familia grande y diversa de proteínas de membrana externa, 

contribuyen a la patogenicidad de las bacterias Gram negativas (Wang et al., 2018). En este 

contexto, el autotransportador ShdA de Salmonella typhimurium es una proteína que reconoce y se 

une específicamente a la fibronectina, una glicoproteína producida de manera abundante por las 

células intestinales epiteliales, durante el daño inflamatorio inducido por la colonización bacteriana 

(Kingsley et al., 2002). De esta manera, ShdA contribuye a la adherencia e invasión de las células 

productoras de fibronectina. Además, ShdA está involucrado en la colonización del ciego y las placas 
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de Peyer del íleon de ratones (Urrutia et al., 2014) y en menor grado, los ganglios linfáticos 

mesentéricos y el bazo, de ratón (Kingsley et al., 2003). Las mutantes en ShdA (ΔshdA) de S. 

typhimurium, muestran una colonización y persistencia reducida en el intestino del ratón (Kingsley 

et al., 2003). Sin embargo, esta misma deleción resulta más virulenta en cerdos, sin afectar la 

persistencia bacteriana en este último hospedero (Boyen et al., 2006). 

 

1.2.4. ShdA como dominio translocador en la expresión de péptidos heterólogos. 

 

Está reportado que más de 15 autotransportadores han sido usados para la translocación de 

péptidos heterólogos, como dominios pasajeros y con fines de vacuna (Nicolay et al., 2015).  El 

epítopo Nef del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Maurer et al., 1997), se expresó en la 

superficie celular de la adhesina bacteriana FimH, de Salmonella enterica serovar typhimurium, 

mediante el autotransportador gp43 (Kjaergaard et al., 2002). Un epitope de la ureasa A de H. pylori, 

se expresó en la superficie celular de una cepa atenuada de Salmonella, mediante el 

autotransportador AIDA-I (Rizos et al., 2003), al igual que péptidos derivados de la proteína de la 

cápside de Enterovirus 71 (responsable de la enfermedad de manos-pies-boca), los cuales han sido 

expresados en la superficie bacteriana de una cepa atenuada de Bordetella, mediante el 

autotransportador BrkA (Xin et al., 2010).  

De manera importante, la región linker de ShdA es indispensable para la translocación del dominio 

pasajero a la superficie bacteriana. El acortamiento o mutagénesis sitio-dirigida en la región linker 

representa un impedimento para el autodespliegue de péptidos heterólogos. A este respecto, se 

requieren 16 aminoácidos del dominio α del autotransportador ShdA, para que se pueda translocar 

a la superficie bacteriana, péptidos heterólogos (Osorio-León, 2004).  

Por su parte, el autotransportador ShdA de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261, ha 

sido empleado para expresar en la superficie bacteriana, un epitopo de 30 aminoácidos (Ag30), 

derivado de la glicoproteína de 43 kDa (aminoácidos 210-239), de las larvas musculares de 

Trichinella spiralis. En este estudio se indujo una protección parcial (62.8%) contra la infección. La 

proteína de fusión provocó anticuerpos en ratones BALB/c que fueron capaces de reconocer el 

epítopo nativo en la superficie de las larvas del músculo T. spiralis. Este estudio demostró la utilidad 
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de Salmonella como portadora de epítopos de nematodos, proporcionando un sistema de 

exposición en superficie gracias al autotransportador ShdA para la aplicación de un candidato a 

vacuna contra parásitos intestinales (Pompa-Mera et al., 2011).  

Con la finalidad de incrementar la inmunogenicidad y el nivel de protección conferida por la cepa 

candidato a vacuna Salmonella pAg30 (Pompa-Mera et al., 2011), se fusionaron tres copias del 

adyuvante molecular P28-C3d y una secuencia de corte (SCOT), al epitopo Ag30, generando la cepa 

pAg30-C3d-P283-SCOT. La inmunización intranasal de ratones BALB/c con Salmonella enterica 

serovar Typhimurium SL3261 atenuada, cepa pAg30-C3d-P283-SCOT, resultó en una reducción del 

92.8% de la carga parasitaria, a nivel intestinal, en comparación con el grupo inmunizado con la cepa 

pAg30. De manera importante, la inmunización con la cepa pAg30-C3d-P283-SCOT, resultó en un 

perfil de citocinas Th1/Th2, con predominancia de la respuesta Th2, caracterizada por la presencia 

de IgG1, producción de IgA intestinal y secreción de IL-5 (Pompa-Mera et al., 2014). 

 

1.2.5. Sistemas de autoexpresión in trans. 

 

En su mayoría, los enfoques para la expresión de péptidos heterólogos en superficie bacteriana, 

mediante los autotransportadores, como unidades de translocación, se caracterizan por ser 

sistemas in cis, es decir, el acarreador bacteriano produce la proteína heteróloga. Más aún, los 

sistemas in cis están imposibilitados para la expresión de proteínas con modificaciones 

postraduccionales, tales como glicoproteínas. Recientemente, han emergido los sistemas de 

autoexpresión in trans, en los cuales la proteína heteróloga es purificada por separado y fusionada 

a la proteína de anclaje a la membrana celular (Kalyanasundram et al., 2015).  

La producción de proteínas recombinantes complejas o con requerimientos adicionales, en 

términos de modificaciones postraduccionales, con frecuencia se logra en líneas celulares de 

mamíferos. Sin embargo, el proceso para este fin, se ve obstaculizado por el bajo rendimiento y 

nivel de expresión, que muchas veces suele ser inestable conforme pasa el tiempo. (Kwaks y Otte, 

2006). Si bien, el empleo de los sistemas de expresión en E. coli suelen ser muy versátiles; también 

pueden resultar en problemas relacionados con la sobreexpresión de proteínas recombinantes. En 

estos casos, las proteínas recombinantes se acumulan como agregados insolubles en cuerpos de 
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inclusión. Para superar estos problemas, la expresión de proteínas in trans emergió como una 

alternativa, especialmente y ante la necesidad de contar con biomoléculas complejas o con 

modificaciones postraduccionales, expresadas y purificadas de una célula huésped, antes de 

fusionarlas al motivo de anclaje superficial de bacterias (Mustafa et al., 2018; Mustafa et al., 2019).  

Existen ejemplos de sistemas de expresión in trans que han sido reportados. La glicoproteína TRP-

2-cA se produjo en células de ovario de hámster chino (CHO) y posteriormente se unió al dominio 

de anclaje de la pared celular lactocócica de L. lactis. Este estudio demuestra que los antígenos 

glicosilados se pueden producir en un sistema celular de mamífero y luego se pueden anclar a una 

superficie celular bacteriana, por fusión con un motivo de anclaje de la pared celular 

(Kalyanasundram et al., 2015). Otro caso es ejemplificado por la producción de ACERL como proteína 

de fusión, la cual pudo ser unida al dominio de anclaje de L. plantarum, lo cual permitió la expresión 

eficiente en la superficie bacteriana, con una unión estable (Mustafa et al., 2018). Asimismo, la 

exposición in trans de antígenos de tuberculosis (TB) en la pared celular, a través del dominio de 

unión LysM, ha permitido el empleo de probióticos como Lactobacillus plantarum con fines de 

vacuna, sin la necesidad de modificación genética del vector (Mustafa et al., 2019).   

Hasta el momento, ShdA se ha usado para la exposición in cis de proteínas de fusión en la superficie 

bacteriana; pero su uso para la tecnología de exposición de péptidos heterólogos in trans, aún no 

ha sido explorado.  
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1.3. Principios y aplicaciones del sistema de unión avidina-biotina. 

 

1.3.1. Características de la interacción avidina-biotina. 

 

La interacción avidina-biotina es una de las interacciones no covalentes más fuertes en la naturaleza. 

Por lo tanto, la avidina y sus análogos (estreptavidina, neutravidina, bradavidina II) se han utilizado 

ampliamente como sondas y matrices de afinidad para una amplia variedad de aplicaciones en 

ensayos bioquímicos, diagnóstico, purificación por afinidad y administración de fármacos. 

Recientemente, ha habido un creciente interés en explorar esta interacción no covalente en 

sistemas de administración de fármacos a nano escala para agentes farmacéuticos, que incluyen 

moléculas pequeñas, proteínas, vacunas, anticuerpos monoclonales y ácidos nucleicos. 

Particularmente, la facilidad de fabricación sin perder las propiedades químicas y biológicas de las 

moléculas acopladas hace que el sistema de avidina-biotina sea una plataforma versátil para la 

nanotecnología. Además, las nano partículas basadas en avidina se han investigado como sistemas 

de diagnóstico para varios tumores y antígenos de superficie (Jain y Cheng, 2017a).  

La avidina es una glicoproteína tetramérica básica compuesta por cuatro subunidades idénticas, 

cada una se une a la biotina con alta especificidad y afinidad (Kd = 1.3 x 10-15 M a pH 5.0). La avidina 

se deriva originalmente de los huevos de aves, reptiles y anfibios. Se han estudiado varias avidinas 

modificadas genéticamente y químicamente y sus análogos para mejorar las características 

funcionales y estructurales de las avidinas (Laitinen et al., 2006). La interacción avidina-biotina se 

considera una de las interacciones no covalentes más específicas y estables. La mayor ventaja de 

este sistema es su interacción de alta afinidad, que es estable frente a la manipulación, las enzimas 

proteolíticas, la temperatura, el pH, los reactivos orgánicos agresivos y otros reactivos de 

desnaturalización (Elia, 2008; Rybak et al., 2004) . Por lo tanto, la interacción avidina-biotina sirve 

como una gran herramienta en las aplicaciones biomédicas y nanotecnológicas. Por otro lado, los 

conjugados basados en biotina son fáciles de sintetizar y tienen menos impacto en la actividad de 

las biomoléculas (Jain y Cheng, 2017b).  

En comparación con otras interacciones covalentes y no covalentes, el sistema avidina-biotina 

ofrece enormes ventajas, como la amplificación de señales débiles, el funcionamiento eficiente y la 

estabilidad. Por lo tanto, la avidina ha sido una modalidad muy versátil en el campo de la 
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biotecnología, especialmente en los ensayos bioquímicos y de la purificación por afinidad durante 

varias décadas. También se han realizado enormes esfuerzos para utilizar las propiedades 

inherentes de la avidina en los medicamentos de biotecnología, y algunos de ellos se han evaluado 

en estudios clínicos (Jain y Cheng, 2017b).  

 

1.3.2. Estructura y propiedades físico químicas de la avidina. 

 

La avidina es una glicoproteína tetramérica básica (pI ~ 10) (peso molecular 66–69 kDa) (Yao et al., 

1998). Cada una de las cuatro subunidades contiene 128 aminoácidos y se une a la biotina con alta 

especificidad y afinidad (Kd ~ 10−15 M) (Livnah et al., 1993; Rosano et al., 1999). Cada subunidad está 

compuesta por ocho cadenas β antiparalelas que forman un β barril, cuyo extremo ancho se une a 

la biotina (Pazy et al., 2003).  

La interacción avidina-biotina es aproximadamente de 103 a 106 veces más alta que la interacción 

anticuerpo-antígeno. Sin embargo, la avidina puede tener un alto grado de unión inespecífica in vivo 

debido a su pI básico y su glicosilación. Se han realizado esfuerzos para estudiar las propiedades 

estructurales de la avidina mediante el análisis con rayos X de su estructura 3D para mejorar su 

estabilidad y propiedades funcionales. Se han generado con éxito varios análogos de avidina 

quiméricos con mejor estabilidad térmica y resistencia a las enzimas proteolíticas (Maatta et al., 

2011; Taskinen et al., 2014). Por otro lado, la fuerte interacción entre la avidina y la biotina puede 

suponer una limitación en la liberación de las biomoléculas marcadas de la biotina o la avidina. La 

reversibilidad de la interacción avidina-biotina se puede lograr mediante la adición de una solución 

de biotina altamente concentrada. También se han desarrollado análogos de biotina que tienen una 

afinidad ligeramente baja hacia la avidina en comparación con la biotina. Por ejemplo, la 

destiobiotina puede ser fácilmente liberada desde la adición de una solución de biotina concentrada 

en forma moderada (Hirsch et al., 2002). Otro método consiste en insertar un enlazador escindible, 

como un enlazador que responde a estímulos, entre las biomoléculas y la biotina o avidina. Cabe 

destacar que la modificación química de las biomoléculas puede comprometer su actividad (Chivers 

et al., 2010). 
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1.3.3. Estructura y propiedades físico químicas de la biotina. 

 

La biotina es una vitamina, también conocida como vitamina H, vitamina B7 o coenzima R. La biotina 

está compuesta por un anillo de tetrahidrotiofeno fusionado con un anillo ureido 

(tetrahidroimidizona). Juega un papel clave en la señalización celular y actúa como un promotor de 

crecimiento celular. El receptor de biotina (transportador multivitamínico dependiente de sodio y 

transportador de biotina de alta afinidad) se expresa ampliamente en casi todas las células vivas. 

Además, su expresión en células cancerosas en división es más alta que en las células normales, lo 

que hace de la biotina un potencial grupo para el tratamiento del cáncer (Chen et al., 2010). Por lo 

tanto, se ha realizado un gran esfuerzo para desarrollar plataformas basadas en biotina para la 

detección y diagnóstico de tumores (Ren et al., 2015). Los grupos funcionales de la biotina se han 

modificado químicamente para sintetizar análogos de la biotina, como la iminobiotina, la etilbiotina, 

la destiobiotina, la biotina-carbamato y la biotina carbonato para diversas aplicaciones (Yamamoto 

et al., 2015). La modificación química de la biotina puede afectar su afinidad hacia la avidina. Por 

ejemplo, la iminobiotina muestra valores de Kd dependientes del pH. Su Kd es 3.5 × 10−11 M a pH 

básico pero mayor a 10−3 M a pH ácido de 3 a 4. (Fudem-Goldin y Orr, 1990). Aparte de la biotina, la 

etiqueta strep (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys) es un péptido que muestra alta afinidad (Kd 2.7 × 

10−4 M) a la estreptavidina (Schmidt y Skerra, 1994). Se ha utilizado en una variedad de aplicaciones 

de nanotecnología y biotecnología (Baumann et al., 2016; Liu et al., 2016). Las proteínas 

recombinantes de interés pueden fusionarse fácilmente con la etiqueta strep para la purificación de 

proteínas y otras aplicaciones. 

 

1.3.4. Aplicaciones de la interacción avidina-biotina en sistemas de liberación a nano escala. 

 

Los ácidos nucleicos, incluidos el DNA plasmídico, siRNA, miRNA, aptámeros y oligonucleótidos, se 

han explorado ampliamente como agentes terapéuticos para una amplia variedad de 

enfermedades, y algunos de ellos se han aplicado clínicamente. Su carga negativa y baja estabilidad 

son los dos obstáculos principales que impiden que los ácidos nucleicos alcancen su potencial pleno 

como terapéuticos. Aunque los vectores virales son generalmente efectivos para la administración 

de ácidos nucleicos, las preocupaciones de seguridad asociadas con el virus hacen que los sistemas 
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no virales sean mejores candidatos para aplicaciones terapéuticas. Numerosas plataformas no 

virales, especialmente los sistemas de administración a nano escala que incluyen liposomas, nano-

complejos peptídicos, nano partículas basadas en polímeros y nano-partículas inorgánicas, se han 

desarrollado para la administración de ácidos nucleicos durante las últimas dos décadas (Jain y 

Cheng, 2017b). 

La liberación de proteínas y péptidos ha generado un interés considerable en las últimas dos 

décadas sobre la base de sus aplicaciones potencialmente importantes en la terapia dirigida. Los 

péptidos terapéuticos, las enzimas y las proteínas recombinantes se encuentran entre los productos 

que generan mayores ingresos entre todos los productos farmacéuticos ofrecidos en el mundo 

(Mitragotri et al., 2014). Sin embargo, los medicamentos macromoleculares enfrentan desafíos 

sustanciales en el suministro, incluida una permeabilidad lenta o baja a través de membranas 

biológicas y una baja biodistribución específica hacia su blanco (Albarran et al., 2011). El mayor 

obstáculo para el suministro de péptidos y proteínas es su encapsulación. Se debe prestar especial 

atención a las propiedades químicas y físicas de los productos biológicos antes de contemplar el 

nano transportador. Debido a que las proteínas son propensas a la distorsión estructural que puede 

conducir a la pérdida de la actividad biológica, se necesita un cuidado especial en la modificación de 

la proteína para minimizar la pérdida de la actividad de estas moléculas (Putney y Burke, 1998).  

Debido a la modificación mínima requerida para la biotinilación de una proteína, se han empleado 

las avidinas como portadores para la administración de péptidos, como los péptidos que penetran 

las células (CPP) (Saalik et al., 2004; Saalik et al., 2009) y el péptido TAT (Howl y Jones, 2015). Los 

cuatro sitios de unión a biotina en avidina pueden explotarse para el suministro de diferentes 

secuencias peptídicas para roles específicos, como dirigirse a un ligando. La internalización de una 

proteína por una célula diana implica superar una serie de barreras. Se han desarrollado proteínas 

de fusión que incluyen avidina o estreptavidina para mejorar la absorción de pequeñas moléculas 

sintéticas mediadas por receptores. La presencia de la estreptavidina en estas proteínas de fusión 

desencadena la internalización y, por lo tanto supera las barreras de administración (Martin y 

Peterson, 2003). 

En los últimos años, el desarrollo de vacunas ha generado mucho interés. Se han realizado esfuerzos 

rigurosos para reducir el tiempo entre el descubrimiento de las vacunas candidatas y su desarrollo 

clínico. El mayor desafío consiste en la producción de antígenos en una cantidad apropiada para 
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inducir una respuesta inmune óptima en el cuerpo (Kaufmann et al., 2014). La avidina también 

proporciona la ventaja de variar y ajustar las proteínas quiméricas de la superficie en bacterias para 

inducir una respuesta inmunogénica más alta hacia la vacuna. Además, la biotinilación de las 

proteínas de la superficie bacteriana no tiene efecto sobre las características fenotípicas de las 

bacterias o las propiedades exógenas de la proteína, lo que hace de la avidina una opción muy 

apropiada para el desarrollo de vacunas. Además de todas las otras ventajas, la avidina monovalente 

desglicosilada reduce sustancialmente las posibilidades de que las vacunas se agreguen (Liao et al., 

2015).  

El uso de avidina en vectores recombinantes ha aumentado la posibilidad de administrar varias 

clases de antígenos biotinilados. Los vectores que se dirigen a las células dendríticas utilizando un 

anticuerpo de cadena única (scFv) fusionado con un núcleo de estreptavidina es un ejemplo de este 

enfoque. Este núcleo de estreptavidina y el antígeno biotinilado posteriormente forman un 

complejo y suministran los antígenos a las células dendríticas blanco (Wang et al., 2009). 

La tecnología de avidina y biotina ha hecho posible que un anticuerpo monoclonal lleve una carga 

útil a los sitios de destino vitales. Las proteínas de fusión o acoplamiento de avidina no solo facilitan 

la formulación del portador, sino que ayudan a aumentar la captación en un sitio objetivo. La avidina 

proporciona una mayor ventaja para el suministro de fármacos cuando se acopla a anticuerpos 

monoclonales. Estas proteínas de fusión de avidina han mostrado una excelente especificidad a su 

sitio blanco (Jain y Cheng, 2017b). Los anticuerpos también se usan ampliamente en la 

radioinmunoterapia, que requiere una molécula interactiva altamente específica para la unión del 

efector a la molécula de pre blanco (Sakahara y Saga, 1999).  

La nanotecnología ha proporcionado muchas formas de administrar medicamentos 

quimioterapéuticos de manera eficiente al sitio de acción. El suministro eficiente de moléculas 

pequeñas requiere una alta especificidad para el sitio blanco que solo se puede lograr mediante la 

unión de ligandos específicos (Barve et al., 2016). La avidina proporciona un excelente puente para 

los ligandos relevantes para el diagnóstico que se dirigen a receptores específicos (Steinbach et al., 

2016). 

El sistema de avidina-biotina también se ha utilizado ampliamente como una estrategia de 

focalización previa (Martensson et al., 2007; Urbanska et al., 2012). Además, se ha informado que 

la avidina y la biotina apuntan y se acumulan, respectivamente, en los tumores (Hama et al., 2007). 
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Estas propiedades hacen que sean una excelente opción para una estrategia de formulación dirigida 

a tumores. La alta acumulación de avidina en el hígado después del tratamiento, así como las 

propiedades mencionadas anteriormente, se ha explotado para atacar el carcinoma hepático. 

Recientemente, se diseñaron nano partículas de quitosano modificadas con biotina y avidina en las 

que se utilizaron las manosas y N-acetil glucosaminas de la glicosilación de la avidina para dirigirlas 

al hígado. La avidina permitió la adición de múltiples ligandos en la superficie para lograr una 

focalización altamente específica. Además, que la avidina unida a la biotina en la superficie de nano 

partículas fue responsable de la mayor acumulación de nano partículas en el hígado y, por lo tanto, 

aumentaba la actividad anticancerígena (Bu et al., 2013). 

 

1.3.5. Aplicaciones de los sistemas de avidina-biotina a nano escala en diagnóstico y 

biotecnología. 

 

La interacción de avidina con biotina proporciona una excelente plataforma para el desarrollo de 

varios sistemas de ensayo. Aunque los sistemas de ensayo basados en anticuerpos son altamente 

específicos, la conjugación química con colorantes fluorescentes o compuestos 

quimioluminiscentes puede tener algunos impactos en la especificidad del anticuerpo. Los puntos 

cuánticos han demostrado ser una herramienta altamente eficiente en comparación con los 

tradicionales ensayos basados en anticuerpos con colorantes fluorescentes. Los puntos cuánticos 

proporcionan varias ventajas, tales como alta intensidad de señal, alta estabilidad y alto rendimiento 

cuántico para la detección de proteínas con una amplificación de señal mejorada (Zhu et al., 2014). 

La interacción no covalente entre biotina y estreptavidina sirve como la mejor herramienta para la 

modificación de la superficie de los puntos cuánticos y permite el desarrollo de un sistema de ensayo 

selectivo sin comprometer su especificidad de unión al blanco. En un desarrollo similar, se diseñó 

una plataforma de inmunoensayo basada en puntos cuánticos conjugados con estreptavidina, que 

se utilizan para unirse a un anticuerpo biotinilado y se pueden detectar usando espectrometría de 

masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) para la cuantificación de proteínas marcadas. 

Este sistema permite la cuantificación de proteínas en muestras con concentraciones tan bajas 

como 50 ng/ml (Montoro Bustos et al., 2015). Se ha demostrado que el sistema avidina-biotina es 

el mejor método para hacer funcionar los conjugados de enzimas con puntos cuánticos 

luminiscentes en comparación con los enfoques tradicionales (Iyer et al., 2014). 
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La tecnología de imágenes ha evolucionado ampliamente en los últimos años. Su mayor aplicación 

es el diagnóstico y la detección de marcadores biológicos para enfermedades específicas, como el 

cáncer. Varios anticuerpos radio marcados se están estudiando ampliamente y se están realizando 

ensayos clínicos para la obtención de imágenes y el diagnóstico de cáncer (Barbet et al., 2012; Galli 

et al., 2015). En general, la avidina se usa para eliminar los anticuerpos biotinilados circulantes en la 

circulación sistémica, pero para la estrategia previa a la eliminación, la estreptavidina o la 

neutravidina se usan ampliamente. Curiosamente, se ha encontrado que la estreptavidina marcada 

por fluorescencia o radio marcada mostró una mayor captación en los tumores en comparación con 

los tejidos normales que la del anticuerpo radio marcado solo (Liu et al., 2012; Petronzelli et al., 

2005). 

Para fines de diagnóstico, la expresión de un antígeno específico en un tipo de célula particular 

puede aprovecharse y posteriormente detectarse con técnicas favorables. Del mismo modo, los 

tipos de antígenos o marcadores presentes en las células cancerosas revelan los grados de 

malignidad, invasión, neovascularización y metástasis. Los anticuerpos marcados con fluorescencia 

para estos marcadores específicos de células se utilizan para la detección eficiente mediante 

imágenes u otras herramientas de diagnóstico. Debido a que la avidina es muy estable a la 

modificación química, sirve como un buen candidato para fines de conjugación. La avidina activada 

con maleimida se utilizó para modificar un MAb que es específico para la proteína delta del cáncer 

embrionario (Dlk-1). Se diseñó una proteína bioluminiscente fluorescente (FBP) mediante la 

conjugación de la luciferasa cipridina biotinilada (CLu) con un derivado de indocianina fluorescente. 

Posteriormente, el FBP se acopló al MAb específico de Dlk-1 para identificar el antígeno de cáncer 

embrionario Dlk-1 a través de la interacción avidina-biotina (Wu et al., 2009). 

Los injertos se consideran el método más común utilizado para la reparación clínica de defectos de 

la piel (Henderson et al., 2012). Sin embargo, hay problemas como la contracción de los injertos, el 

rechazo debido a la inmunidad y la disfunción del injerto. La ingeniería tisular es una alternativa 

prometedora para superar las deficiencias de las técnicas de injerto. Esta estrategia alternativa 

implica la fabricación de un andamio que imita la matriz extracelular natural (MEC) de la célula diana 

(MacNeil, 2007). La avidina se inmoviliza en las superficies de los biomateriales y las membranas 

celulares se conjugan con biotina. La extraordinaria afinidad de estas dos moléculas media la unión 

eficiente de las células a los biomateriales. La adhesión celular natural se produce por la formación 
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de enlaces mediados por integrina entre la integrina en la membrana celular y las proteínas de 

adhesión en la matriz (Hynes, 1992). Se demostró que el sistema de unión avidina-biotina es 

superior al sistema de proteínas integrina-suero con respecto a la fuerza de adhesión celular (Kuo y 

Lauffenburger, 1993). Recientemente, se utilizó el sistema de unión avidina-biotina (ABBS) para 

fabricar la matriz de nanofibras PCL/Pluronic para aplicaciones de cuidado de la piel (2015).  

Los biomateriales de seda con moléculas bioactivas unidas se utilizan ampliamente para la 

administración de fármacos y la ingeniería de tejidos. El acoplamiento covalente tiene un impacto 

negativo muy grande en la bioactividad de las biomoléculas debido a la reactividad del grupo amino. 

Por lo tanto, se recomiendan métodos de acoplamiento no covalentes como la avidina-biotina. La 

versatilidad y simplicidad del sistema de avidina-biotina permitió que la fibroína de seda (proteína 

fibrosa producida por algunos artrópodos) en micro esferas se combinara con neutravidina. La 

fibroína de seda retuvo sus características de rigidez y resistencia después de la reacción. Se observó 

que más de cuatro moléculas de neutravidina se unían a una molécula de seda. Las micro esferas 

de seda acopladas a neutravidina se acoplaron con anticuerpo anti-CD3 biotinilado y 

posteriormente todo el sistema fue capaz de unirse específicamente a la línea Jurkat de células 

linfocíticas T CD3 positivas (Wang y Kaplan, 2011). El ABBS se utilizó en un andamio de vidrio de 

fosfato de calcio para la adhesión del tejido óseo. El andamio inmovilizado con avidina mostró una 

unión celular sustancialmente mayor. El ABBS tiene una gran ventaja sobre otros andamios, ya que 

no inhibe la proliferación celular. El andamio funcional con ABBS puede mejorar la adhesión de 

células similares a osteoblastos. Se concluyó que el andamio ABBS ayuda en la proliferación después 

de la unión eficaz de las células similares a los osteoblastos (Kim et al., 2015). 

Como una de las interacciones no covalentes más fuertes en la naturaleza, la interacción avidina-

biotina, ha evolucionado hasta convertirse en una plataforma muy versátil para una gran variedad 

de aplicaciones en biotecnología y nanotecnología. Se están desarrollando nuevos análisis de 

avidina con mejores propiedades físicas y químicas para fines específicos. Este sistema se encuentra 

en su principio fundamental, el sistema de avidina y biotina es tan fuerte y aplicable. El uso extensivo 

de este sistema en una amplia variedad de campos, como la administración de medicamentos, la 

selección de antígenos, el diagnóstico y la ingeniería de tejidos es la prueba de sus ventajas sin 

paralelo (Dundas et al., 2013). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

La expresión de proteínas o péptidos heterólogos en la superficie bacteriana, ha sido reportada por 

diversos grupos de investigación en todo el mundo. Una de las estrategias para la exposición de 

proteínas o péptidos heterólogos, en la superficie bacteriana, han sido los autotransportadores, los 

cuales han servido de unidades de translocación. A este respecto, los autotransportadores se 

componen de múltiples dominios y subdominios, involucrados en la translocación, exposición en la 

superficie bacteriana y en algunos casos, la secreción de proteínas autólogas. De manera general, 

un autotransportador tiene en el extremo amino terminal, un péptido señal (que dirige el tráfico de 

la proteína hacia el periplasma); un dominio translocador localizado hacia el extremo carboxilo 

terminal o dominio β, el cual funciona como dominio de anclaje a la membrana externa. De manera 

importante, entre los dos dominios amino y carboxilo, se localiza una región conocida como dominio 

α o pasajero y que corresponde a la proteína por exponer o secretar. Estudios realizados por nuestro 

grupo de investigación, han demostrado que la deleción de aminoácidos en la región linker de ShdA 

representa un impedimento para el autodespliegue de péptidos heterólogos. Se observó que se 

requieren 16 aminoácidos del dominio α del autotransportador, para una translocación exitosa de 

péptidos heterólogos a la superficie bacteriana, permitiendo así la fusión con el autotransportador 

de péptidos de mayor tamaño que se deseen autodesplegar.  Diversos estudios han documentado 

el uso potencial de los autotransportadores para la exposición de antígenos o péptidos heterólogos, 

para diferentes fines, ya sea de vacuna o biotecnológicos. Para ello y mediante tecnología del DNA 

recombinante, el dominio pasajero nativo, es sustituido por la secuencia que codifica para el péptido 

o proteína heteróloga. De esta manera, el uso de los autotransportadores para la exposición de 

antígenos o péptidos heterólogos ha sido exitoso. Sin embargo y aún con las ventajas que ofrecen a 

las bacterias que los utilizan como sistemas de expresión in cis, los autotransportadores están 

limitados al no poder expresar proteínas con modificaciones postraduccionales tales como las 

glicoproteínas, además de que puede haber problemas de sobreexpresión de proteínas 

recombinantes acumulándose como cuerpos de inclusión. A este respecto, una alternativa ante la 

necesidad de contar con biomoléculas complejas con modificaciones postraduccionales localizadas 

sobre la superficie bacteriana, podría ser el uso de un sistema de expresión in trans, en el cual la 

proteína heteróloga que se desea desplegar sobre la membrana externa bacteriana es sintetizada y 

purificada de forma independiente y posteriormente es unida a un péptido recombinante de anclaje 
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el cual ha sido fusionado a la molécula autotransportadora y translocado sobre la superficie de la 

membrana externa bacteriana. Hasta el momento, ShdA ha sido empleado en la exposición in cis de 

proteínas con propiedades antigénicas e inmunogénicas, en la superficie bacteriana de Salmonella 

con fines de vacuna. Sin embargo, su uso en la tecnología de exposición in trans de péptidos 

heterólogos; aún no ha sido explorado. Si bien, el papel de ShdA como motivo de anclaje a la 

membrana externa de la bacteria es crucial, para la exposición in trans resulta indispensable otro 

componente, una molécula recombinante acopladora, que lleve a cabo la unión estable de la 

proteína que se desea desplegar sobre la superficie de la membrana externa bacteriana. Por otra 

parte, se sabe que la interacción avidina-biotina es una de las interacciones no covalentes, 

específicas, fuertes y estables, que se hayan documentado. La conservación de las propiedades 

químicas y biológicas de las moléculas acopladas, hace que el sistema de avidina-biotina sea una 

plataforma atractiva para una amplia variedad de campos, como la administración de 

medicamentos, la selección de antígenos, el diagnóstico y la ingeniería de tejidos, dada su 

versatilidad en muchas áreas. La mayor ventaja del sistema avidina-biotina, es su interacción de alta 

afinidad y estabilidad frente a la acción de las enzimas proteolíticas, la temperatura, el pH, los 

reactivos orgánicos agresivos y otros agentes desnaturalizantes. Ya que, como una de las 

interacciones no covalentes más fuertes en la naturaleza, ha evolucionado hasta convertirse en una 

plataforma muy versátil sin paralelo. De manera colectiva, estos datos sugieren que el sistema 

avidina-biotina podría ser empleado como un sistema que permitiría la unión in trans a la superficie 

de E. coli, sin alterar las propiedades biológicas de la proteína heteróloga. Sin embargo, la expresión 

de una avidina recombinante con actividad de unión a biotina, en la superficie bacteriana de E. coli, 

a través de formas acotadas del autotransportador ShdA, aún no ha sido explorado. De aquí, el 

interés de producir un sistema de expresión procariótico en E. coli, basado en el uso de formas 

acotadas del autotransportador ShdA, fusionado a una avidina recombinante como un dominio 

pasajero, para la exposición in trans de péptidos producidos de manera externa.  
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3. JUSTIFICACIÓN. 

 

El aprovechamiento biotecnológico de los sistemas de secreción natural de bacterias Gram 

negativas, ofrece diversas aplicaciones biotecnológicas, entre las que destacan, la exposición de 

proteínas heterólogas en la superficie bacteriana de cepas modificadas genéticamente, el desarrollo 

de vacunas vivas, entre otros. En este contexto, uno de los sistemas de secreción, los 

autotransportadores (sistema de secreción tipo V), resulta especialmente atractivo, debido a su 

simplicidad para la expresión de proteínas heterólogas en la superficie bacteriana, proceso conocido 

como autodespliegue (del inglés autodisplay), el cual se basa en la sustitución del dominio pasajero 

nativo, por una proteína heteróloga modificada mediante ingeniería genética. Por otra parte, la 

secreción de proteínas recombinantes autodesplegadas y posteriormente liberadas hacia el medio 

extracelular, ofrecen diversas ventajas que facilitan su purificación y su enriquecimiento. En este 

contexto, los autotransportadores también pueden ser fácilmente modificados in cis, a través de la 

inserción de mutaciones en el sitio de escisión proteolítica que separa el dominio pasajero del 

dominio translocador. De esta manera, es posible la liberación extracelular de la proteína heteróloga 

para diferentes fines. Aunque la gran mayoría de los estudios para el autodespliegue de proteínas 

heterólogas, han empleado esta tecnología para diferentes finalidades, están basados en el diseño 

y desarrollo de sistemas de expresión tipo in cis; estos poseen ciertas limitaciones que impiden la 

expresión de proteínas con modificaciones postraduccionales. A este respecto, está documentado 

que el autodespliegue ineficiente puede estar influenciado por estructuras terciarias complejas e 

hidrofobicidad de la proteína. Además, puede existir toxicidad debida a la formación de cuerpos de 

inclusión con la proteína recombinante, generando problemas relacionados con el incremento de la 

carga metabólica para las bacterias transformadas y pobre adaptación.  Una alternativa para 

resolver los problemas mencionados con anterioridad y otros asociados con la producción 

inadecuada o el plegamiento inadecuado de las proteínas recombinantes que se muestran en la 

superficie bacteriana, es el sistema de exposición en la superficie in trans, en el cual la proteína de 

interés se purifica de manera preliminar de una fuente separada y luego se une a la superficie 

bacteriana. A este respecto, el desarrollo de un sistema in trans para el autodespliegue de la avidina 

en la superficie de E. coli usando el autotransportador ShdA, permitiría un puente entre las 

moléculas biotiniladas a un sustrato en las superficies celulares. De esta manera, este sistema podría 

representar una alternativa en ensayos bioquímicos, en pruebas diagnósticas, y en sistemas de 
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liberación de fármacos basados en la interacción de avidina-biotina, aprovechando sus 

características en términos de afinidad y especificidad. El uso del autotransportador ShdA para 

expresar in trans proteínas heterólogas en la superficie de E. coli, abre la interesante posibilidad de 

recubrir superficies bacterianas con diferentes péptidos o proteínas modificadas 

postraduccionalmente para diferentes fines, sin comprometer la carga metabólica de este 

acarreador bacteriano. 
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4. HIPÓTESIS. 

 

La expresión de una avidina monomérica recombinante con capacidad de unión in trans de 

moléculas biotiniladas, en la superficie bacteriana de E. coli DH5α, mediante el uso de dos variantes 

del autotransportador ShdA: short ShdA y whole ShdA; permite el desarrollo de un sistema 

acarreador bacteriano como una herramienta para una amplia gama de aplicaciones biológicas. 
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5.1. OBJETIVO GENERAL. 

 
 

Evaluar la habilidad de dos cepas de Escherichia coli DH5α transformadas con dos variantes del 

autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA) de expresar en su superficie una forma 

recombinante de avidina monomérica, con capacidad de unión in trans, a biotina o moléculas 

biotiniladas. 

 

 

 

5.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES. 

 

1. Demostrar la expresión de los plásmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina que codifican para 

las dos variantes del autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA), fusionado a la 

forma recombinante de avidina monomérica. 

 

2.  Confirmar el autodespliegue sobre la superficie de E. coli DH5α de las proteínas de fusión 

constituidas por la avidina monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del 

autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA). 

 

3. Evaluar la capacidad de unión a biotina de las proteínas de fusión constituidas por la avidina 

monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del autotransportador ShdA (short 

ShdA y whole ShdA), sobre la superficie de E. coli DH5α.  

 

4. Evaluar la capacidad de unión a proteínas biotiniladas de las proteínas de fusión constituidas 

por la avidina monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del 

autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA), sobre la superficie de E. coli DH5α. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

De manera general, el diseño experimental se resume en la figura 9. Tres etapas comprendieron el 

desarrollo del presente estudio; I) Ingeniería genética (tecnología de DNA recombinante); II) 

Caracterización y análisis de la expresión de proteínas; III) Actividad de unión a biotina. 

Figura 9. Diseño experimental del presente estudio. Se muestran las tres etapas del diseño del estudio: I) Ingeniería 

genética, II) Ensayos de expresión y III) Análisis de la actividad de unión a biotina. 

 

 

6.1. Tecnología del DNA recombinante 

 

El desarrollo de un sistema capaz de unir moléculas biotiniladas, basado en un acarreador 

bacteriano, requiere de llevar a cabo la tecnología del DNA recombinante. Para ello, Escherichia coli 

DH5α se usó como cepa huésped para la construcción de plásmidos y como cepa de expresión de 

proteínas recombinantes. La tabla 1 resume las características de la cepa bacteriana empleada en 

el presente trabajo. Todas las cepas bacterianas recombinantes fueron manejadas de acuerdo con 

las regulaciones nacionales de bioseguridad para organismos genéticamente modificados que 
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fueron publicadas y actualizadas en DOF 06-03-2009. Las extracciones, preparaciones y 

manipulaciones de DNA plasmídico y genómico, así como las reacciones en cadena de la polimerasa 

(PCR) se llevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones y los protocolos del Manual de Laboratorio 

de Clonación Molecular (Sambrook y Rusell, 2001) y de acuerdo a las instrucciones de los estuches 

comerciales empleados. Todas las enzimas de restricción y de ligación fueron de la marca New 

England Biolabs NEB®. La purificación de productos de PCR a partir de geles de agarosa se llevó a 

cabo con el estuche comercial QIAquick Gel Extraction Kit – Qiagen®. El análisis de todos los 

productos de PCR, así como fragmentos para llevar a cabo las subsecuentes reacciones, se realizaron 

en un fotodocumentador ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad. 

 

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en el presente trabajo. 

Cepa Genotipo Referencia 

 
Escherichia coli DH5α 

supE44 Δlac169 φ80lacZΔM15 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-

1 relA1 

 
Invitrogen ® 

Salmonella entérica serovar 
Typhimurium SL3261 

AroA::Tn10 Hoiseth y Stocker, 1981 

 

Los vectores pAH3545 (3545 pb) (donado por el Dr. Manuel L. Penichet, UCLA, USA), pENP (3415 

pb) (Pompa-Mera et al., 2011) y pJEAY (3727 pb), fueron usados para expresar avidina recombinante 

de Gallus gallus en los vectores pENP-avidina (3794 pb) y pJEAY-avidina (4094 pb). La expresión de 

las proteínas recombinantes de todos los plásmidos derivados contenía el promotor inducible nirB 

de la nitrato reductasa, el cual es inducible en condiciones de anaerobiosis o microaereofílicas 

(Chatfield et al., 1992; Huang et al., 2000). Todos los plásmidos (con la excepción del plásmido 

pAH3545) codifican para el péptido bandera FLAG, que fue incluido para la detección de la proteína 

de fusión, empleando un anticuerpo monoclonal dirigido hacia este marcador (Pompa-Mera et al., 

2011). Así mismo, este sistema de expresión cuenta con el marcador de selección de resistencia a 

ampicilina. Por su parte el plásmido pAH3545 codifica para una forma recombinante de la avidina 

de Gallus gallus. 

Las características particulares de cada uno de los plásmidos se resumen en la tabla 2.  
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Tabla 2. Características particulares de cada uno de los plásmidos utilizados. 

Plásmido Tamaño* 
(pb) 

Proteína de fusión 
codificada 

(NH2----COOH) 

Tamaño* 
(kDa) 

Localización de 
la proteína de 

fusión localizada 

Referencia 

 
pAH3545 

 
3545 

 
AVIDINA 

 
0.01 kDa  

 
NA 

Donación del Dr. 
ML Penichet, 
UCLA, USA.  

 
pENPᶲ 

 
3415 

 
LTB-FLAG-sShdA 

 
39 kDa 

Membrana 
externa 

Pompa-Mera et 
al., 2011. 

 
pENP-Avidina 

 
3794 

 
LTB-AVIDINA-FLAG-sShdA 

 
52.2 kDa 

Membrana 
externa 

Pardavé-
Alejandre et al., 

2018 

 
pJEAYᶲᶲ 

 
3727 

 
LTB-FLAG-wShdA 

 
56.2 kDa 

Membrana 
externa 

Pardavé-
Alejandre et al., 

2018 

 
pJEAY-
Avidina 

 
4094 

 
LTB-AVIDINA-FLAG-

wShdA 

 
70.1 kDa 

Membrana 
externa 

Pardavé-
Alejandre et al., 

2018 

*Tamaño aproximado. NA = no aplica.  
ᶲ Control negativo con bandera molecular FLAG y sShdA.  
ᶲᶲ Control negativo con bandera molecular FLAG y wShdA. 

  

6.1.1. Construcción de los plásmidos pENP-avidina, pJEAY, pJEAY-avidina.  

La secuencia que codifica para los 123 aminoácidos de la avidina de Gallus gallus (aminoácidos 25-

146, NCBI Reference Sequence: NM_205320.1), se obtuvo mediante PCR,  a partir del plásmido 

pAH3545 (donado por el Dr. Manuel L. Penichet, UCLA, EUA), con base en lo reportado por (Gope 

et al., 1987). Para ello, se emplearon los oligonucleótidos avi-1 y avi-2 (tabla 3), los cuales contienen 

los adaptadores o sitios de restricción XhoI y HindIII, para la subclonación sitio-dirigida en el 

plásmido pENP. Tanto el amplicón (correspondiente a la secuencia codificante de avidina) y el 

plásmido pENP se cortaron con las enzimas XhoI y HindIII, se purificaron con el kit comercial 

QIAquick Gel Extraction (Qiagen®, CA) y se ligaron empleando el kit de ligación Rapid DNA Ligation 

Kit (Fermentas®), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El producto de ligación (pENP-

avidina) se utilizó para transformar células competentes E. coli DH5α. De esta manera, se obtuvo el 

plásmido codificante para la variante del dominio o versión corta (sShdA con 314 aminoácidos).  

Por otra parte, para la construcción del plásmido pJEAY-avidina, codificante para la variante con el 

dominio completo α-β (wShdA con 476 aminoácidos) fusionado a avidina, se obtuvo mediante la 

sustitución de la secuencia ∆ShdA (codificante de la versión corta sShdA), por la secuencia ShdA 

(previamente amplificada a partir de DNA genómico de Salmonella). A este respecto, se construyó 

el plásmido pJEAY, el cual posee la secuencia ShdA, obtenida mediante PCR, usando los 
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oligonucleótidos shdA-1 y shdA-2 (tabla 3), diseñados con base en el número de acceso de secuencia 

del GenBank AF140550.2 y usando como templado DNA genómico de Salmonella entérica serovar 

typhimurium SL3261; de acuerdo a lo descrito por (Osorio-León, 2004). Para la insersión de la 

secuencia shdA (codificante de wShdA), se emplearon los sitios NheI y BamHI. Para la generación 

del plásmido pJEAY-avidina, una estrategia similar usada en la construcción del plásmido pENP-

avidina, fue usada. Todos los productos de ligación se reservaron para la transformación en células 

competentes de E. coli DH5α. En la figura 10, se muestra la estrategia general de la construcción de 

los plásmidos de este trabajo.  

 

6.1.2. Secuenciación nucleotídica automatizada. 

 El DNA de todos los plásmidos se verificó mediante secuenciación nucleotídica automatizada de 

una hebra (sentido) usando el primer pNirl. Se usó un kit de secuenciación Big Dye Terminator 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), usando 20 ng de DNA templado se añadieron en cada reacción 

y el programa de termociclado que incluyó 25 ciclos de desnaturalización a 95 ° C durante 30 s, 

alineamiento a 50 ° C durante 15 s y extensión a 60°C durante 4 min. Las muestras se analizaron en 

un analizador genético ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). 
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Figura 10. Representación esquemática de las proteínas de fusión codificadas por los plásmidos pENP-

avidina y pJEAY-avidina.  a) Proteínas de fusión, b) Secuencia nucleotídica y de aminoácidos de la avidina 

clonada en este estudio y c) Estrategia para la construcción de los plásmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina 

(Pardavé-Alejandre, et al. 2018). 

  

 
 

 

 

 

 



 
 
 
 

58 
 

Tabla 3. Lista de oligonucleótidos utilizados en la construcción y secuenciación de los plásmidos pENP-

avidina; pJEAY y pJEAY-avidina. 

 

Nombre Secuencia Sitio de 
restricción 

shdA-1 5’ CTAGCTAGCTGGCAATACGCTTTATGTCGATGGC 3’ NheI 

shdA-2 5’ GCTAAGGGATCCAGTTATAGCGCAGATTGAGGCTAC 3´ BamHI 

avi-1 5’ CCCAAGCTTGGGGCGCGCAAATGCAGCCTGACCGGCAAATGGACC 3’ HindIII 

avi-2 5’ CCGCTCGAGCGGCAGGCGAGTGAAGATGTTGATGCC 3’ XhoI 

pNirl 5´-TTCAGGTAAATTTGATACATCAAA-3´ NA 

 
 
6.1.3. Preparación de bacterias competentes de Escherichia coli DH5α.  

 

Se partió de un cultivo bacteriano de 250 mL de Escherichia coli DH5α en medio líquido Luria-Bertani 

(LB), en fase logarítmica de crecimiento (D.O.= 0.7; 5 h aproximadamente). Se procedió a centrifugar 

a 6000 rpm y se cosechó el paquete bacteriano. El paquete celular se resuspendió en 2 mL de 

solución de agua desionizada-glicerol 20% y se prepararon alícuotas de 100 μL en viales y se ultra-

congelaron a -70°C hasta su uso. Para el choque térmico, este se realizó de acuerdo a las 

especificaciones y los protocolos del Manual de Laboratorio de Clonación Molecular (Sambrook et 

al., 2001). Inmediato al choque térmico, las bacterias se depositaron en 2 mL de medio SOC (0.5 % 

de extracto de levadura, 2% de triptona, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl 10 mM, MgSO4 20 mM, 

glucosa 20 mM) y se incubaron 1 h a 37ºC en un agitador orbital (Orbit Lab-line Environ-Shaker®) a 

200 rpm. Las bacterias transformadas se sembraron en placas de BHI agar con 100 μg/mL de 

ampicilina (BHI-ampicilina), se incubaron a 37°C. Se aislaron colonias de cada una de las cepas 

recombinantes y se purificaron los plásmidos por lisis alcalina (Sambrook et al., 2001). La 

confirmación de clonas positivas para cada una de las construcciones se verificó mediante PCR. Las 

clonas recombinantes que resultaron positivas se crio-preservaron en medio líquido BHI con 15% 

de glicerol, a -70°C para su posterior caracterización. 
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6.2. Caracterización y análisis de la expresión de proteínas 
 

 
6.2.1. Cultivo, curvas de crecimiento, condiciones de inducción con fines de expresión.  
 
Las cepas de Escherichia coli DH5α transformadas con los diferentes plásmidos (pENP, pENP-avidina, 

pJEAY y pJEAY-avidina) se cultivaron a 37°C en medio sólido de LB-ampicilina. Una vez que se 

aislaron colonias de cada una de las cepas, se procedió a inocularlas en medio líquido LB-ampicilina. 

Los cultivos se incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm en un agitador orbital (Orbit Lab-line 

Environ-Shaker®) hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm (D.O600 nm) aproximada de 1. 

Posteriormente, un volumen de 100 μL del cultivo de cada uno de ellos se transfirió a tubos con 30 

mL de medio líquido LB-ampicilina (DIFCO® Laboratories, Detroit, MI) hasta que se alcanzó OD600 nm 

= 1.0. Para realizar las curvas de crecimiento se tomó 1 mL de cada uno de los cultivos de las cepas 

inducidas, cada 60 minutos hasta completar las 12 h de cultivo. En cada toma se procedió a medir 

la D.O600 nm en un espectrofotómetro (Biometrix). Se incluyó como control, la cepa de Escherichia 

coli DH5α, sin transformar. 

 

Para la inducción del promotor nirB con fines de expresión, las cepas de Escherichia coli DH5α 

transformadas con los diferentes plásmidos se cultivaron en 30 mL de medio líquido LB-ampicilina 

y se incubaron a 33°C en agitación a 200 rpm en un agitador orbital, usando un sistema anaeróbico 

GasPak (Becton-Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD, EUA) para favorecer un 

ambiente anaeróbico. Las bacterias se cosecharon a las 20 h de incubación.  

 

 
6.2.2. Extracción de proteínas totales y de proteínas membrana externa de las cepas 

recombinantes de Escherichia coli DH5α.  
 

 
Las cepas recombinantes de Escherichia coli DH5α transformadas con los diferentes plásmidos se 

cultivaron en condiciones inductoras a 33°C con agitación de 200 rpm durante 20 h. Para la 

extracción de proteínas totales, se recuperó una alícuota de 1 mL (1X106 bacterias) de cada una de 

las cepas y se cosechó el botón bacteriano mediante centrifugación en una microcentrífuga a 6000 

rpm a temperatura ambiente. Las bacterias se lavaron tres veces con solución salina isotónica (SSI) 

estéril y después de descartar el sobrenadante el botón se resuspendió con 50 µL de agua 

inyectable. Para la obtención de proteínas de membrana externa, se recuperó una alícuota de 3 mL 
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de cada una de las cepas bacterianas, se cosechó el botón bacteriano mediante centrifugación a 

6000 rpm a temperatura ambiente. Las bacterias se lavaron tres veces con solución salina isotónica 

(SSI) estéril y después de descartar el sobrenadante, se lavaron con 1 mL de buffer de Na2PO4 10 

mM pH 7.2. Se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos a 4° C. Se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendieron en 0.5 mL de amortiguador de Na2PO4 10 mM pH 7.2 con inhibidor de proteasas. 

Cada uno de los extractos se pasaron a través un equipo Polytron Homogenizer (Thomas Scientific®) 

para lisar a las bacterias. Las bacterias lisadas fueron centrifugadas a 11,500 rpm durante 2 minutos 

a temperatura ambiente. Se recuperó el sobrenadante conteniendo la fracción de membrana 

externa y se centrifugó a 11,500 rpm durante 30 minutos a 4° C. Se recuperó el botón y se 

resuspendió en 0.5 mL de amortiguador de Na2PO4 10 mM pH 7.2. Se le adicionaron 2 µL de Sarcosil 

al 0.5 % y se incubó a 37° C en agitación a 200 rpm durante 30 minutos. Se centrifugó a 11,500 rpm 

durante 30 minutos a 4° C y el botón conteniendo la fracción de membrana externa fue 

resuspendido en 50 µL de amortiguador Tris-EDTA pH 8.0. Finalmente, a la suspensión de bacterias 

para extracción de proteínas totales y a la suspensión de fracciones membranales se les adicionó 50 

μL de amortiguador de muestra (SDS 25%, glicerol 25%, Tris-base 200mM, azul de bromofenol 

0.025%) para proteínas y 5 μL de β-mercaptoetanol. Las muestras se desnaturalizaron por ebullición 

durante 10 minutos en baño María. Posteriormente, se dejaron enfriar, se pasaron por jeringa 

Hamilton a fin de homogenizar y se cuantificó la concentración de proteínas totales y de proteínas 

de membrana externa por el método de Bradford, usando el estuche comercial Bio-Rad Protein 

Assay ™ (BioRad®). 

 

 
6.2.3. SDS-PAGE y Western-blot.  

 
 
Las muestras de proteínas totales y proteínas de membrana externa derivadas de cada una de las 

distintas cepas recombinantes de Escherichia coli DH5α, se ajustaron a una concentración de 30 

μg/mL. Posteriormente, las proteínas se separaron mediante electroforesis vertical en dos geles de 

poliacrilamida al 12 % (en condiciones desnaturalizantes) de acuerdo al método de Laemmli 

(Laemmli UK., 1970), usando una cámara de electroforesis vertical BioRad® (modelo Mini-Protean 

3 Cell). Se utilizó amortiguador de corrimiento Tris-glicina (Tris base 25mM, glicina 250 mM, SDS 

0.01%, pH 8.3) y las condiciones del corrimiento fueron a 45 mA por dos h. Para visualizar las 

proteínas separadas, un gel se fijó por 3 h con solución acetona-metanol-agua (proporción 45:10:45) 
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y se tiñó con colorante azul de Coomassie (Bio-Rad®) por 30 minutos y posteriormente se decoloró 

con solución ácido acético-metanol agua (30:10:60). Finalmente, el gel de poliacrilamida se secó en 

medio de una membrana (Gel drying Promega®) en un soporte de acrílico.  

 

Para detectar de manera específica las proteínas de fusión de interés (previamente separadas por 

el gel de poliacrilamida), las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa cargada 

positivamente (Hybond-C Extra (300mm x 3m, Amersham Bioscience, GE technologies®), usando 

amortiguador de transferencia (Tris base glicina, pH 8.3) en una cámara vertical de transferencia 

(BioRad® Mini Trans-Blot Cell 2005) a 140 V por 1 h, a 4°C. Posteriormente, la membrana fue 

bloqueada con PBS-leche descremada al 5% toda la noche y se lavó tres veces con 10 mL de 

amortiguador salino de fosfatos (PBS 1x) (pH 7.4, 137 mM NaCl), 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2mM 

KH2PO4) y se incubó durante toda la noche con el anticuerpo monoclonal de ratón anti-FLAG (Sigma-

Aldrich®) en dilución 1:1500 en PBS 1x. Se realizaron tres lavados con solución PBS 1x y 

posteriormente se incubó con un anticuerpo secundario anti-ratón IgG de cabra conjugado a 

peroxidasa de rábano (H + L)-HRP conjugate (Zymed® Laboratories) en dilución 1:3000 en PBS 1x. 

Las membranas se lavaron tres veces con PBS 1x. Para detectar la expresión de la bandera FLAG 

fusionada a las proteínas de interés en extractos totales y extractos membranales, la reacción se 

reveló con una mezcla de 50 mL de PBS 1x (pH 7.4), 30 mg de 4-cloro-1-naftol disuelto en 10 mL de 

metanol y adicionando como sustrato 100 μL de peróxido de hidrógeno; durante 10-30 segundos. 

Al final la reacción se detuvo con agua destilada. Todos los lavados se llevaron a cabo a temperatura 

ambiente por 10 minutos en un agitador orbital. 

 

 
6.2.4. Microscopía de inmunofluorescencia confocal y análisis de citometría de flujo de las cepas 

de Escherichia coli DH5α.  
  
 
Se cultivaron cada una de las Escherichia coli DH5α en condiciones de inducción. Se recuperó una 

alícuota de 1 mL (1X106 bacterias) de cada cepa y se cosechó el botón bacteriano mediante 

centrifugación a 6000 rpm a temperatura ambiente. Las bacterias se lavaron tres veces con solución 

salina isotónica (SSI) estéril y después de descartar el sobrenadante, se fijaron durante toda la noche 

con paraformaldehído al 4 %. Se lavaron tres veces con PBS 1x y se bloquearon incubando 1 h a 

temperatura ambiente, con PBS suplementado con albumina sérica bovina al 3 % (BSA; Sigma-
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Aldrich). Entonces, las bacterias fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal hecho en ratón 

anti-FLAG (Sigma-Aldrich®) en dilución 1:50 en PBS-BSA durante toda la noche a 25° C en agitación. 

Las bacterias fueron lavadas tres veces con PBS 1x e incubadas con un anticuerpo hecho en cabra 

anti-ratón IgG (H + L)-FITC (Zymed®) en dilución 1:100 en PBS-BSA durante 2 h a 25° C con agitación 

en oscuridad. Las bacterias se lavaron tres veces con PBS 1x y fueron suspendidas en 50 µL de PBS 

1x. De cada suspensión bacteriana se tomaron 5 µL, se realizó un frotis sobre cubreobjetos 

recubiertos con poly-L-lisina, los cuales fueron colocados sobre porta objetos y examinados con un 

microscopio confocal invertido Nikon Ti Eclipse. Por otra parte, la expresión de la bandera FLAG 

fusionada a las proteínas de interés se analizó por citometría de flujo. Las bacterias fueron marcadas 

con anti-FLAG (Sigma-Aldrich®) en dilución 1:100 y posteriormente con anti-ratón IgG (H + L)-FITC 

(Zymed®) en dilución 1:250 y analizadas con un equipo de citometría de flujo Beckman Coulter 

FacScalibur usando el software FLOWJO v.7.5 (Tree Star, Inc., Ashland, OR).  

 

 
6.3.  Capacidad de unión a biotina. 

 
 
6.3.1. Evaluación de la capacidad de unión a biotina de las proteínas de fusión ShdA-avidina.  

 
 

La capacidad de las proteínas de fusión sShdA-avidina y wShdA-avidina de unir biotina se evaluó 

usando biotina-4-fluoresceina. Después de la inducción, cada una de las cepas de E. coli DH5α 

transformadas fue cosechada, lavada tres veces con solución salina isotónica (SSI) estéril y fue 

ajustada a 1 x 108 UFC e incubada a 37° C con 50 µL de biotina-4-fluoresceína (Sigma-Aldrich) a 

diferentes concentraciones 3.12 x 10-5, 6.25 x 10-5, 1.25 x 10-4, 2.5 x 10-4, 5 x 10-4 M. Cada suspensión 

de bacterias fue analizada por citometría de flujo e inmunofluorescencia indirecta (IFI). 

 

La capacidad de las proteínas de fusión sShdA-avidina y wShdA-avidina de unir moléculas 

biotiniladas como OVA-biotinilada (bio-OVA) a la proteína de fusión ShdA-avidina autoexpuesta 

sobre la superficie bacteriana fue evaluada por IFI. La OVA (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, USA) 

fue biotinilada usando un kit de biotinilación ImmunoProbe (Sigma-Aldrich) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Después de la inducción, cada una de las cepas de Escherichia coli DH5α 

fue cosechada, lavada tres veces con solución salina isotónica (SSI) estéril, ajustada a 1 x 108 UFC e 
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incubada con 50 µL de bio-OVA en concentraciones 1 x 10-4, 1 x 10-3 y 1 x 10-2 M. Posteriormente, la 

suspensión de bacterias fue lavada dos veces con PBS 1x y los botones fueron resuspendidos en 500 

µL de PBS 1x. Fueron incubadas a 37° C con agitación con el anticuerpo primario anti-ovoalbumina 

en dilución 1:1000. Después de tres lavados con PBS 1x, fueron incubadas con el anticuerpo 

secundario anti-mouse IgG (H+L) conjugado a FITC (Zymed®), diluido a 1:1500. Finalmente, la 

suspensión de cada una de las cepas de bacterias, fue resuspendida en 50 µL de PBS 1x y 5 µL de la 

suspensión de bacterias fue colocada sobre porta objetos y observada utilizando un microscopio de 

fluorescencia (BX-40; Olympus). 
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7. RESULTADOS 

 

7.1. Construcción de los plásmidos que codifican para las proteínas de fusión sShdA-avidina y 

wShdA-avidina. 

 

En la figura 11 se muestran los plásmidos construidos en este trabajo y cuya expresión se 

encuentra bajo el promotor nirB. Los tamaños moleculares estimados fueron: pENP (3,415 pb), 

pENP-avidina (3,794 pb), pJEAY (3,727 pb) y pJEAY-avidina (4,094 pb).  

 

 

 
 

 

 

 

 
Figura 11. Análisis electroforético en geles de agarosa al 1.0 % de los plásmidos pENP-avidina y pJEAY-

avidina. a) Representación esquemática de los plásmidos pENP-avidina (3,794 pb) y pJEAY-avidina (4,094 

pb) que codifican para las proteínas de fusión sShdA-avidina y wShdA-avidina respectivamente. b) Análisis 

electroforético de los plásmidos sin digerir, en geles de agarosa al 1.0 % M) Marcador de 1 Kb (Plus DNA 

Invitrogen®), plásmidos: 1) pENP, 2) pENP-avidina, 3) pJEAY, 4) pJEAY-avidina.  
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7.2. Expresión de ShdA-avidina bajo el control del promotor nirB. 

 

Dos proteínas de fusión ShdA-avidina fueron construidas, una versión corta: LTB-avidina-FLAG-

ΔShdA (sShdA-avidina) y una versión larga: LTB-avidina-FLAG-ShdA (wShdA-avidina). Todas las 

proteínas de fusión se encuentran bajo el control del promotor inducible nirB. De esta manera, un 

modelo hipotético de translocación para sShdA-avidina y wShdA-avidina es mostrado en la figura 

12a. La producción de las proteínas de fusión codificadas por los plásmidos pENP-avidina y pJEAY-

avidina, fue demostrada mediante SDS-PAGE (figura 12b) y Western-blot (figura 12c), con lisados de 

extractos totales y extractos de membrana externa, después de inducir a los cultivos bacterianos. 

Las cepas de E. coli transformadas con los plásmidos pENP, pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-avidina 

expresaron con éxito, las proteínas de fusión que contienen a la avidina recombinante tanto en 

extractos totales, como en extractos de membrana externa (figuras 12b y 12c).  

Es importante mencionar que las bandas esperadas correspondientes a las proteínas de fusión 

sShdA-avidina y wShdA-avidina con pesos moleculares de 52.2 y 70.1 kDa fueron observadas (figura 

12b carriles 5 y 9 respectivamente). En la cepa de E. coli DH5α transformada con los plásmidos pENP 

y pJEAY, las bandas de las proteínas con pesos moleculares de 39 y 56.2 kDa fueron observadas 

respectivamente (figura 12b, carriles 3 y 7). Un extracto de proteínas totales de E. coli no 

transformada fue incluido como control negativo (figura 12b, carril 1). Además, se detectaron las 

proteínas de fusión sShdA-avidina y wShdA-avidina en fracciones de membrana externa de cepas 

inducidas de E. coli que contenían los plásmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina (figura 12b, carriles 6 

y 10, respectivamente). Se detectó una expresión similar de proteínas de fusión sShdA-avidina y 

wShdA-avidina en fracciones de membrana externa de E. coli transformadas con los plásmidos 

pENP-avidina y pJEAY-avidina, respectivamente. 

Así, el peso molecular de la avidina recombinante fue consistente con el diseño de ingeniería 

genética.   
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Figura 12. Expresión de las proteínas de fusión que contienen avidina monomérica recombinante en lisados 

de células completas y en fracción de membrana externa de E. coli DH5α. a) Modelo hipotético de 

translocación para sShdA-avidina (Δα-βshdA-avidina) y wShdA-avidina (α-βshdA-avidina) en la superficie de E. 

coli DH5α.  b) Análisis por SDS-PAGE. c) Análisis por Western-blot de las proteínas de fusión LTB-FLAG-sShdA 

(carriles 3 y 4), LTB-Avidina-FLAG-sShdA (carriles 5 y 6), LTB-FLAG-wShdA (carriles 7 y 8) y LTB-Avidina-FLAG-

wShdA (carriles 9 y 10). Un lisado de células completas y la fracción de membrana externa derivadas de cepas 

de E. coli DH5α no transformadas fueron incluidas como control negativo (carriles 1 y 2 respectivamente). 

Carriles 1, 3, 5, 7 y 9, proteínas totales; Carriles 2, 4, 6, 8 y 10, fracción de membrana externa. Todas las 

proteínas de fusión fueron rastreadas con un anticuerpo monoclonal anti-FLAG. 
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7.3. Efecto del plásmido sobre la cinética de crecimiento de E. coli DH5α. 

 

 

Generalmente, la introducción de un plásmido en un huésped bacteriano como (E. coli), conlleva a 

ciertos beneficios para el acarreador bacteriano. Por otra parte, la expresión de las proteínas 

recombinantes, codificadas por el plásmido dependen en buena parte de la persistencia continua 

del plásmido y a su vez, la persistencia del plásmido puede tener un impacto significativo en la 

cinética de crecimiento del acarreador bacteriano. Con base en esta premisa, se evaluó el efecto de 

la persistencia de los plásmidos pENP, pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-avidina, sobre la cinética de 

crecimiento de E. coli. En la figura 13, se muestra cómo la persistencia de los plásmidos impacta en 

la cinética de crecimiento de E. coli, ya que la cepa de E. coli DH5α carente de plásmido posee una 

velocidad de crecimiento mayor respecto de las cepas transformadas con pENP, pENP-avidina y 

pJEAY-avidina que muestran cinéticas muy semejantes. Incluso este efecto fue mucho más evidente 

con la cepa pJEAY. De esta manera, estos resultados demuestran que la persistencia y replicación 

de un plásmido impacta en la adaptación o fitness al introducirse una carga metabólica adicional en 

E. coli.  (figura 13).  

 

 
 

Figura 13. Cinética de crecimiento de E. coli DH5α transformada con los diferentes plásmidos. 
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7.4.  Exposición de las proteínas de fusión ShdA-avidina sobre la superficie celular de E. coli DH5α. 

 

 

Con el objetivo de confirmar el autodespliegue de las proteínas de fusión constituidas por la avidina 

monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del autotransportador ShdA (short ShdA y 

whole ShdA) sobre la superficie de E. coli DH5α, se confirmó su presencia mediante microscopia de 

inmunofluorescencia confocal y citometría de flujo empleando un anticuerpo monoclonal dirigido a 

la bandera molecular FLAG (figura 14). Las cepas de E. coli DH5α: pENP (LTB-FLAG-sShdA) (figura 14b); 

pENP-avidina (LTB-AVIDINA-FLAG-sShdA) (figura 14c); pJEAY (LTB-FLAG-wShdA) (figura 14d) y pJEAY-avidina 

(LTB-AVIDINA-FLAG-wShdA) (figura 14e); mostraron fluorescencia en su superficie, sugiriendo el 

autodespliegue de las proteínas de fusión LTB-FLAG-sShdA, LTB-Avidina-FLAG-sShdA, LTB-FLAG-

wShdA y LTB-Avidina-FLAG-wShdA respectivamente. En cambio, en la cepa control E. coli DH5α (sin 

transformar) no se observó fluorescencia en su superficie (figura 14a). Por otra parte, los 

histogramas obtenidos a partir de ensayos de citometría de flujo mostrados en la figura 14f, también 

de las proteínas de fusión constituidas por la avidina monomérica recombinante fusionada a las dos 

variantes del autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA) sobre la superficie de E. coli DH5α 

confirmaron el autodespliegue de la avidina recombinante sobre la superficie celular de E. coli. A 

este respecto, 87.1 % de células de la cepa pENP (LTB-FLAG-sShdA) mostraron haber unido a FLAG-

FITC ya que se observó un desplazamiento de la unidad de luz relativa de 2-log con respecto a la 

cepa control de E. coli DH5α no transformada. Por su parte, las cepas pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-

avidina, mostraron porcentajes de células capaces de unir a FLAG-FITC menores del 60.1 %, 62 % y 

64 %, respectivamente. Por lo tanto, se observó que las proteínas de fusión LTB-Avidina-FLAG-sShdA 

y LTB-Avidina-FLAG-wShdA se autodesplegaron en la superficie celular de E. coli, a través de las dos 

versiones del autotransportador ShdA (sShdA y wShdA).  

 

 

7.5. Capacidad de unión de ShdA-avidina a moléculas biotiniladas en la superficie de E. coli DH5α. 

 

 

Una vez demostrado el autodespliegue de las proteínas de fusión LTB-Avidina-FLAG-sShdA y LTB-

Avidina-FLAG-wShdA sobre la superficie celular de E. coli, se procedió a determinar mediante 

citometría de flujo, la concentración de biotina necesaria para unirse a la avidina recombinante, 

incubando diluciones seriadas de biotina-4-fluoresceína con células de E. coli DH5α (fase logarítmica 
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tardía). En la tabla 4, se observa que la unión de biotina-4-fluoresceína a la avidina recombinante 

autodesplegada por las diferentes cepas transformadas de E. coli DH5α, es concentración 

dependiente. A una concentración de biotina-4-fluoresceína de 3.12 x 10-5 M, se observó que el 

porcentaje de células que autodesplegaron la avidina recombinante y unieron biotina-4-

fluoresceína fue del 58.5% para la cepa pENP-avidina y del 20.1% para la cepa pJEAY-avidina. Por 

otra parte, a una concentración de 5 x 10-4 M, el porcentaje de células que unieron biotina-4-

fluoresceína fue del 80.5% en el caso de la cepa pENP-avidina y 83.2% para la cepa pJEAY-avidina. 

Sin embargo, a diferencia de la concentración menor de 3.12 x 10-5 M, se observó que cuando se 

incuba E. coli con biotina-4-fluoresceína a una concentración mayor de 5 x 10-4 M, el porcentaje de 

células que la unieron incrementó en el caso de las cepas con los plásmidos pENP y pJEAY hasta un 

72.9% y 44.6%, respectivamente, siendo que no expresaban la avidina recombinante. Con la 

concentración 5 x 10-4 M de biotina-4-fluoresceína, si bien se observó el mayor porcentaje de células 

que la unieron por parte de las cepas pENP-avidina 80.5 % y pJEAY-avidina 83.2%, también en la 

cepa control (E. coli DH5α sin transformar) se observó un porcentaje del 53 % de células que la 

unieron. De esta manera y con base en los porcentajes de células capaces de unir biotina-4-

fluoresceína, 76.9 % en la cepa pENP-avidina, 45.7 % en la cepa pJEAY-avidina y 19.7 % en la cepa 

control de E. coli DH5α no transformada, observados en los histogramas obtenidos por citometría 

de flujo (figura 15) donde se observó un desplazamiento de la unidad de luz relativa de la curva de 

2-log, se consideró que la concentración de 2.5 x 10-4 M de biotina-4-fluoresceína fue la que permitió 

evaluar la capacidad de unión a biotina.  

 

Tabla 4. Porcentaje de células bacterianas que unieron biotina-4-fluoreceína a diferentes concentraciones 

sobre la superficie celular de E. coli DH5α transformada con los diferentes plásmidos. 

 

[biotina-4-

fluoresceína] 

E. coli DH5α  pENP 

 (LTB-FLAG-sShdA) 

pENP-avidina 

(LTB-Avidina-FLAG-

sShdA) 

pJEAY  

(LTB-FLAG-wShdA) 

pJEAY-avidina 

(LTB-Avidina-FLAG-

wShdA) 

3.12 x 10-5 M 7.0 % 55.7 % 58.5 % 15.6 % 20.1 % 

6.25 x 10-5 M 8.2 % 58.0 % 55.4 % 14.3 % 24.2 % 

1.25 x 10-4 M 11.9 % 65.7 % 72.2 % 26.2 % 36.3 % 

2.5 x 10-4 M 19.7 % 72.2 % 76.9 % 25.2 % 45.7 % 

5 x 10-4 M 53.0 % 72.9 % 80.5 % 44.6 % 83.2 % 
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Figura 14. Exposición de la avidina monomérica recombinante sobre la superficie celular de las cepas de E. coli revelada por microscopia inmunofluorescencia 

confocal. a) Se observó E. coli DH5α (en campo claro), b) pENP c) pENP-avidina, d) pJEAY y e) pJEAY-avidina. Micrografías observadas a 100x de magnificación. 

Las imágenes fluorescentes mostradas en el inferior de cada micrografía corresponden a las flechas indicadas en b-e. Cada barra de escala representa 5 µm. Se 

muestra una figura representativa de tres experimentos independientes. f) Histogramas que muestran la expresión de las proteínas de fusión en la superficie de 

E. coli DH5a transformada con diferentes plásmidos. Las células se marcaron con un anticuerpo monoclonal anti-FLAG y anticuerpo anti-IgG conjugado con FITC.  
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Figura 15. Determinación de la concentración de biotina-4-fluoresceína unida a avidina monomérica recombinante presentada por E. coli DH5α. Las cepas de 

E. coli DH5α se cultivaron en condiciones inductoras y se incubaron con diferentes concentraciones de biotina-4-fluoresceína (3.12 x 10-5 M, 6.25 x 10-5 M, 1.25 

x 10-4 M, 2.5 x 10-4 M y 5 x 10-4 M).
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Si bien, ambas formas de ShdA (sShdA-avidina y wShdA-avidina) mostraron habilidad de unión a 

biotina, de una manera concentración dependiente; se consideró la concentración de 2.5 x 10-4 M 

de biotina-4-fluoresceína, como la que permitió evaluar la capacidad de unión a biotina debido al 

comportamiento observado en los histogramas obtenidos por citometría de flujo (figura 16a) donde 

se observó un desplazamiento de la unidad de luz relativa de la curva de 2-log en la cepas de E. coli 

DH5α transformadas con pENP-avidina y pJEAY-avidina con respecto a la cepa control de E. coli 

DH5α no transformada. Esta fue la única concentración donde se observó este comportamiento. En 

consecuencia, con esta misma concentración se evaluó qué forma de ShdA unía mejor a la biotina-

4-fluoresceína. A este respecto, a través de un gráfico de frecuencia relativa (figura 16b) fue posible 

observar la densidad de las poblaciones (cepas de E.coli DH5α transformadas con sShdA y wShdA) 

capaces de unir biotina-4-fluoresceína siendo mayor en la cepas de E. coli que expresaban sShdA, 

con un porcentaje del 68.8 % en la cepa pENP  y del  74 % en la cepa pENP-avidina  en comparación 

con el 21.8 % en la cepa pJEAY y el 42.5 % en la cepa pJEAY-avidina, respectivamente. De manera 

colectiva, estos datos sugieren que la capacidad de unión a biotina parece ser mejor en la cepa que 

expresa la variante corta sShdA (pENP-avidina), en comparación con la variante completa wShdA 

(pJEAY-avidina), aunque se observó que la cepa transformada con variante corta sShdA (pENP) 

también unió biotina-4-fluoresceína (68.8 %) de forma inespecífica siendo que este plásmido no 

codificaba para la avidina monomérica recombinante en contraste con la cepa transformada con  la 

variante completa wShdA (pJEAY) con un 21.8 % siendo que este plásmido tampoco codificaba para 

la proteína recombinante (Tabla 5).  

 

Además de la biotina-4-fluoresceína que permitió evaluar la capacidad de la avidina recombinante 

fusionada a la variante corta sShdA y la variante completa wShdA, otra molécula evaluada fue la 

ovoalbúmina biotinilada (OVA-biotinilada). Bacterias transformadas con los plásmidos pJEAY y 

pJEAY-avidina (variante completa wShdA) mostraron capacidad de unirse a biotina-4-fluoresceína 

en una concentración de 2.5 x 10-4 M (figura 17a) y OVA-biotinilada en una concentración de 1 x 10-

4 M (figura 17b), además se observó que la cepa de E. coli DH5α sin transformar tiene una capacidad 

basal para unir biotina, como también se pudo evidenciar mediante citometría de flujo (figura 15). 

Por su parte, la cepa de E. coli pJEAY-avidina además de unir OVA-biotinilada formó agregados 

bacterianos posteriores a la unión de OVA-biotinilada (figura 17b). 
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Tabla 5. Porcentaje de células bacterianas que unieron biotina-4-fluoreceína a una concentración de 2.5 x 

10-4 M sobre la superficie celular de E. coli DH5α transformada con los diferentes plásmidos. 

 

 

[biotina-4-

fluoresceína] 

E. coli DH5α  pENP  

(LTB-FLAG-sShdA) 

pENP-avidina 

(LTB-Avidina-FLAG-

sShdA) 

pJEAY  

(LTB-FLAG-wShdA) 

pJEAY-avidina 

(LTB-Avidina-FLAG-

wShdA) 

2.5 x 10-4 M 16 % 68.8 % 74 % 21.8 % 42.5 % 
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Figura 16. Capacidad de unión a biotina de avidina monomérica recombinante en la superficie de E. coli DH5a transformada con diferentes plásmidos.  

a) Histogramas correspondientes a biotina-4-fluoresceína unida a avidina recombinante en la superficie de cepas de E. coli. b) Diagramas de puntos 

representativos de la dispersión lateral y la intensidad de fluorescencia media de los análisis de citometría de flujo de pENP, pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-

avidina de E. coli después del tratamiento con 2.5 x 10-4 M de biotina-4-fluoresceína; el porcentaje de células fluorescentes se presenta. Se usó una cepa de E. 

coli DH5a no transformada como control.



 
 
 
 

76 
 

 

 

Figura 17. Determinación de la unión de moléculas biotiniladas a la avidina recombinante presentada en la superficie de E. coli DH5a mediante un ensayo 

de inmunofluorescencia indirecta (IFA). a) IFA de cepas de E. coli (wShdA) incubadas con 2.5 x 10-4 M biotina-4-fluoresceína. b) IFA de cepas de E. coli (wShdA) 

incubadas con 1 x 10-4 M OVA-biotinilada y reveladas con anticuerpo anti-OVA y conjugado FITC-anti IgG. Micrografías observadas a 100 x de aumento. Cada 

barra de escala representa 5 µm. 
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8. DISCUSIÓN 

 

 

Los autotransportadores son proteínas que constituyen el sistema tipo V de secreción de las 

bacterias Gram negativas y los utilizan de forma ubicua para exportar factores de virulencia y 

colonizar otras células y/o sensar su entorno. Se expresan como proteínas monoméricas que pasan 

la membrana interna y externa en dos pasos consecutivos facilitados por el translocón Sec y el 

complejo BAM, respectivamente (van et al., 2018b). Han sido ampliamente usados para 

autodesplegar proteínas o péptidos heterólogos funcionales sobre la superficie de bacterias. Este 

método es simple y tiene varias ventajas por encima de la producción de proteínas recombinantes 

en otros compartimentos bacterianos. Sin embargo, el autodespliegue tiene varias limitaciones 

entre las cuales se encuentran las diferencias en el plegamiento de la proteína recombinante con 

respecto la proteína nativa. Por otra parte, los sistemas autotransportadores de bacterias Gram 

negativas no resultan adecuados cuando la glicosilación y las modificaciones postraduccionales son 

importantes para la función de la proteína recombinante o dominio pasajero. 

 

En el presente estudio, desarrollamos un sistema de expresión y de visualización en superficie “in 

trans” utilizando el autotransportador ShdA para el autodespliegue de avidina monomérica 

recombinante en la superficie celular de la bacteria E. coli DH5α. La fusión de avidina recombinante 

al autotransportador ShdA, se realizó con la finalidad de exponer hacia el medio extracelular, la 

avidina recombinante con capacidad de unir externamente moléculas biotiniladas, producidas o 

purificadas de manera separada. De esta manera, la unión de biotina-4-fluoresceína y OVA-

biotinilada en la superficie de E. coli DH5α, nos permitió retomar el concepto de expresión “in trans” 

como un sistema alternativo para unir moléculas con modificaciones postraduccionales.  

 

La avidina se une a la biotina con alta especificidad y afinidad (Kd = 1.3 X 10−15 M a pH 5.0) y se 

conoce como la interacción no covalente más fuerte en la naturaleza (Chivers et al., 2011) y sus 

propiedades han sido utilizadas como una herramienta biológica para una amplia gama de 

aplicaciones. El enfoque que nosotros presentamos aquí representa un sistema que une moléculas 

biotiniladas, con propiedades bioquímicas diversas, en la superficie bacteriana de E. coli. Lo anterior 

es importante, dado que sugiere tener potencial para el desarrollo de pruebas diagnósticas de 

aglutinación rápida o desarrollo de vacunas. Además, este sistema podría representar una 
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alternativa viable, para que, en caso de requerirse, sustituya a la clonación y la expresión de 

proteínas recombinantes que precisen de modificaciones postraduccionales para mantener sus 

características de proteína nativa (Liao et al., 2015). 

 

El uso del autotransportador ShdA implica considerar que la región linker es indispensable para la 

translocación del dominio pasajero a la superficie bacteriana (Jong et al., 2018). De manera 

importante, está documentado que el acortamiento o mutagénesis sitio-dirigida en esta región, 

representa un impedimento para el autodespliegue de péptidos heterólogos y a este respecto, se 

requieren 16 aminoácidos del dominio α del autotransportador ShdA, para translocar a la superficie 

bacteriana, péptidos heterólogos (Osorio-León, 2004). En consecuencia, en el presente trabajo se 

construyeron dos versiones de la proteína de fusión ShdA-avidina: una corta sShdA-avidina (pENP-

avidina) de 3,794 pb; y una completa wShdA-avidina (pJEAY-avidina) de 4,094 pb (Figura 11a). La 

versión corta de sShdA-avidina, contiene un dominio α truncado a diferencia de la versión completa 

wShdA-avidina.  

 

Una vez que se transformó a E. coli con las diferentes construcciones, se procedió a demostrar la 

expresión de los plásmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina que codifican para las dos variantes del 

autotransportador ShdA: short ShdA (sShdA) y whole ShdA (wShdA), fusionado a la forma 

recombinante de avidina monomérica. Si bien varios estudios han demostrado que las formas 

incompletas y truncas del motivo de anclaje son mejores que el dominio completo para el 

autodespliegue de proteínas de superficie, debido a las limitaciones de tamaño y el plegado 

incorrecto que podrían presentar las moléculas que se desean autodesplegar (Han y Lee, 2015); los 

resultados de este estudio mediante el ensayo de Western-blot (Figura 12c), mostraron que ambas 

formas de la proteína de fusión sShdA-avidina y wShdA-avidina permitieron la expresión de la 

avidina monomérica recombinante como dominio pasajero, tanto en extractos totales, así como en 

la fracción de la membrana externa de la bacteria.  A este respecto, los autotransportadores como 

parte de la familia de las proteínas de la membrana externa en bacterias Gram negativas, se 

encuentran residiendo en la membrana externa (Meuskens et al., 2019). Por lo tanto, resultó 

indispensable detectar en este compartimento, la presencia de las dos variantes recombinantes de 

la proteína de fusión ShdA-avidina, confirmando así que el dominio β-barril de ShdA residía en la 
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membrana externa de E. coli permitiendo el autodespliegue del dominio pasajero hacia la superficie 

bacteriana. 

 

Al igual que en otros sistemas de expresión empleados por nuestro grupo de investigación (Pompa-

Mera et al., 2014; Pompa-Mera et al., 2011; Ruiz-Perez et al., 2002), para asegurar la translocación 

de la proteína de fusión hacia el periplasma y hacia la membrana externa de la bacteria, se consideró 

emplear la secuencia señal de tráfico de la subunidad B de la toxina termolábil (LTB) de E. coli. ETEC, 

la cual es una secuencia Sec-dependiente (Choi y Lee, 2004), del mismo modo, se decidió el uso del 

promotor nirB en los plásmidos de expresión construidos, el cual es un promotor inducible en 

condiciones microaerofílicas y en anaerobiosis in vitro. De esta manera, la expresión inducible de 

las proteínas de fusión a través de un sistema de bajo número de copias puede evitar la expresión 

constitutiva de una proteína heteróloga con la finalidad de regular la expresión inducible de las 

proteínas de fusión cuya síntesis representa una carga metabólica adicional para la bacteria 

transformada, resultando muchas veces en un producto tóxico o en un cuerpo de inclusión   

(Chatfield et al., 1992). Por lo tanto, se procedió a evaluar el efecto de cada plásmido sobre la 

cinética de crecimiento de las diferentes cepas de E. coli en condiciones inductoras (Figura 13). Con 

respecto a las cepas transformadas con pENP, pENP-avidina y pJEAY-avidina, estas muestran 

cinéticas de crecimiento muy semejantes en la fase log y a partir de las 6 h es evidente que el 

plásmido pENP-avidina tiene un impacto en la velocidad de crecimiento a diferencia de las cepas 

pENP y pJEAY-avidina. Aunque todas fueron muy semejantes entre sí, es notable el efecto que tiene 

pENP-avidina y pJEAY sobre el crecimiento de la bacteria, a pesar de que el promotor del plásmido 

es de origen procarionte. Esta observación sugiere que el crecimiento bacteriano se afecta a medida 

que el plásmido codifica para una proteína de fusión de mayor tamaño y que permanece anclada a 

la membrana externa. Pero en el caso particular de pENP y pJEAY-avidina el crecimiento bacteriano 

no se vio disminuido y cuya cinética de crecimiento fue similar a la de la cepa control E. coli DH5α. 

Ninguna de las cepas analizadas mostró efectos tóxicos atribuibles a la replicación o expresión de 

alguno de los plásmidos. Los resultados de la cinética de crecimiento de las cepas de E. coli en el 

presente estudio, demuestran que la persistencia y replicación de los plásmidos impactan en la 

adaptación al introducirse una carga metabólica adicional.  De hecho, la cepa transformada con el 

plásmido pJEAY, tiene una cinética de crecimiento más lenta, a diferencia de la cepa pJEAY-avidina. 

Los aspectos relacionados con la cinética de crecimiento son cruciales, ya que pueden también 
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reflejar la velocidad de crecimiento in vivo afectando la cantidad de péptido heterólogo (Galen et 

al., 2010). La persistencia y replicación de un plásmido implica costos para la adaptación o fitness 

en términos del metabolismo del acarreador bacteriano, es decir, se introduce una carga metabólica 

adicional, por tal motivo, con el paso del tiempo los plásmidos no persistirán y se perderán (Carroll 

y Wong, 2018).  

 

Diversos estudios realizados por nuestro grupo de investigación, han demostrado que el dominio β-

barril completo del autotransportador ShdA, resulta eficiente para translocar y expresar en la 

superficie diversos dominios pasajeros (Pompa-Mera et al., 2014; Pompa-Mera et al., 2011; Ruiz-

Perez et al., 2002). De manera importante, diversos autotransportadores como AIDA-I (adhesin-

involved-in-diffuse-adherence), han mostrado que requieren del papel esencial de la región linker 

(localizada entre los dominios α y β para la translocación y exportación del dominio pasajero 

(Maurer et al., 1999). Un ejemplo similar ocurre en el caso de la región linker de ShdA, en donde 16 

aminoácidos del dominio α del autotransportador ShdA, resultan indispensables para translocar a 

la superficie bacteriana, péptidos heterólogos (Osorio-León, 2004). La idea de emplear una versión 

corta del autotransportador de ShdA (sShdA), surge a partir de la necesidad de translocar proteínas 

pasajeras de mayor tamaño. Con base en esta premisa, en el presente estudio se construyeron dos 

versiones de la proteína de fusión ShdA-avidina, una corta (sShdA-avidina) y una completa (wShdA-

avidina) y su autodespliegue sobre la superficie de E. coli DH5α se confirmó mediante microscopia 

de inmunofluorescencia confocal y citometría de flujo. Los resultados mostraron que el dominio 

pasajero de la proteína de fusión se expresó más eficientemente en la superficie de E. coli pJEAY-

avidina (64%), en comparación con la cepa pENP-avidina (60.1%) (Figura 14f), lo que sugiere que la 

forma corta del autotransportador ShdA (sShdA) contribuya de manera menos eficiente al 

autodespliegue de moléculas de menor tamaño, al contar con una región linker más corta. 

Asimismo, los porcentajes de positividad a FLAG-FITC mostrados por las cepas pJEAY y pJEAY-

avidina, si bien fueron muy similares (62% y 64%), también sugieren que la forma completa de ShdA 

(wShdA) contribuye mucho mejor al autodespliegue de moléculas de mayor tamaño, como la avidina 

monomérica recombinante de 124 aminoácidos. Lo anterior, también se ve reflejado por las 

diferencias en la positividad a FLAG-FITC que hay entre las cepas pENP-avidina (60.1%) versus su 

contraparte pJEAY-avidina (64%). De esta manera, se confirmó, que el sistema mediado por el 

autotransportador ShdA permitió la translocación y expresión de avidina monomérica 
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recombinante. La funcionalidad del autotransportador ShdA se demostró en E. coli DH5α de forma 

colectiva a través de ensayos de Western blot, microscopia confocal y citometría de flujo. 

 

Una vez demostrado que el sistema con el autotransportador ShdA, permitió la translocación del 

domino pasajero de la proteína de fusión conteniendo a la avidina monomérica recombinante, en 

la superficie de E. coli, lo siguiente fue evaluar su capacidad para unir moléculas biotiniladas. En este 

contexto, nuestros resultados obtenidos a través de ensayos de citometría de flujo, demuestran que 

el 45.7 % de las bacterias transformadas con el plásmido pJEAY-avidina (versión wShdA), 

permitieron la unión en modo “in trans” de biotina-4-fluoresceína a una concentración de 2.5 x 10-

4 M, en contraste con el 76.9 % las bacterias transformadas con el plásmido pENP-avidina (versión 

sShdA), pero donde fue visible que el 72.2 % de bacterias control transformadas con el plásmido 

pENP (versión sShdA), permitieron la unión inespecífica en modo “in trans” de biotina-4-

fluoresceína a una concentración de 2.5 x 10-4 M, a pesar de que el plásmido no codificaba para 

expresión de la avidina monomérica recombinante. No así, en las bacterias control transformadas 

con el plásmido pJEAY (versión wShdA) donde se observó que sólo el 25.2 % fueron capaces de unir 

inespecíficamente en modo “in trans” biotina-4-fluoresceína a una concentración de 2.5 x 10-4 M, 

siendo que este plásmido tampoco codificaba para la expresión de la avidina monomérica 

recombinante (Figura 15). Si bien el uso de concentraciones mayores o del orden de 5 x 10-4 M de 

biotina-4-fluoresceína incrementan el porcentaje de actividad de unión a biotina en las cepas pENP-

avidina (80.5%) y pJEAY-avidina (83.2%), también muestran unión inespecífica de biotina-4-

fluoresceína en las cepas control (pENP 72.9 % y pJEAY 44.6%). Se sabe que la avidina monomérica 

recombinante de solo 124 aminoácidos tiene una afinidad menor que la avidina tetramérica; no 

obstante, ambas versiones de la proteína de fusión ShdA-avidina se unieron a la biotina a una 

concentración de 2.5 x 10-4 M, demostrando que la avidina monomérica recombinante mantuvo su 

afinidad por la biotina. Asimismo, la unión inespecífica de biotina-4-fluoresceína observada a una 

concentración de 5 x 10-4 M se puede atribuir también al punto de saturación alcanzado, que se 

produce con altas concentraciones de biotina-4-fluoresceína, aunque esto también se observó a 

bajas concentraciones de 3.12 x 10-5 M, particularmente con E. coli pENP (55.7 %). Se sabe que la 

holocarboxilasa sintetasa (HCS) de humanos y la biotina proteína ligasa (BirA) de E. coli son proteínas 

ligasas de biotina que catalizan la unión de biotina dependiente de ATP a apocarboxilasas. La unión 

de biotina ocurre en un residuo de lisina altamente conservado dentro de una secuencia de 
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consenso (Ala/Val-Met-Lys-Met) que se encuentra en las carboxilasas en la mayoría de los 

organismos. Numerosos estudios han indicado que la HCS y la BirA, así como biotina proteína ligasas 

de otros organismos, pueden unir biotina a apocarboxilasas de diferentes organismos, lo que indica 

que el mecanismo de unión de biotina está bien conservado y que podría estar contribuyendo a la 

unión de biotina de manera inespecífica. (Healy et al., 2010).  

 

Para evaluar la capacidad de la proteína de fusión constituida por la avidina monomérica 

recombinante fusionada al autotransportador ShdA, de unir proteínas biotiniladas sobre la 

superficie de E. coli DH5α, la ovoalbúmina (OVA) fue empleada en los ensayos de unión a la avidina 

recombinante. Bacterias transformadas con el plásmido pJEAY-avidina (variante wShdA) mostraron 

capacidad de unirse a OVA-biotinilada en una concentración de 1 x 10-4 M (figura 17b). Sin embargo, 

es importante mencionar que la unión de OVA-biotinilada evidenció la presencia de agregados 

bacterianos de E. coli pJEAY y pJEAY-avidina, lo que sugiere la formación de redes debido a la unión 

multimérica en la superficie bacteriana. A este respecto, el marcaje de proteínas con biotina es un 

medio de detección muy eficaz, ya que la conjugación de biotina con proteínas permite la 

asimilación de un marcador muy específico que generalmente no perturba la función de la proteína 

o molécula diana (Wilchek y Bayer, 1990). Aunque a la fecha la función biológica de la OVA se 

desconoce, se ha descrito su uso como una proteína transportadora capaz de conjugarse con 

péptidos sintéticos para su uso como inmunógeno, debido a que posee los siguientes residuos de 

aminoácidos para conjugarse: 10 de tirosina, 6 de cisteína, 14 de ácido aspártico, 33 de ácido 

glutámico y 20 de lisina, siendo estos últimos residuos de lisina imprescindibles para conjugarla con 

la biotina (Harlow y Lane, 1988). La OVA es una glicoproteína fosforilada de 44.3 kDa de masa 

molecular, está constituida por 385 aminoácidos. Pertenece a la familia de los inhibidores de la 

serina proteasa (serpinas). Su estructura tridimensional consta de tres laminas β, nueve hélices α y 

un bucle central reactivo. Revela la presencia de 6 residuos de cisteína, entre los cuales se forman 

cuatro puentes disulfuro. Contiene una cadena de carbohidratos y puede presentar hasta dos 

residuos de fosfoserina, un puente disulfuro y cuatro grupos sulfidrilo, por lo tanto, hay numerosos 

sitios para fosforilación y glicosilación, que son modificaciones postraduccionales muy comunes en 

las proteínas. La mitad de los residuos de aminoácidos de la OVA son hidrofóbicos y un tercio 

presenta residuos cargados, la mayoría ácidos, confiriéndole a la proteína un pI de 4.5 (Li-Chan y 

Nakai, 1989). A este respecto, está documentado que el uso de avidina tiene como única desventaja 
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su tendencia a unir inespecíficamente componentes biológicos distintos a la biotina a pH fisiológico 

como resultado de su alto pI de 10.5 y su contenido de carbohidratos (Takakura et al., 2012). 

Además, la fuerte carga positiva en la proteína avidina provoca interacciones iónicas, con moléculas 

cargadas negativamente, especialmente en superficies celulares (Hermanson G., 2013). Esto puede 

explicar la formación de agregados bacterianos debido a la unión inespecífica de la avidina 

recombinante con las superficies bacterianas cercanas. Sin embargo, la avidina monomérica 

recombinante producida en E. coli carece de cadenas laterales de carbohidratos y la ausencia de 

glicosilación debería disminuir la unión inespecífica que exhibe la avidina hacia muchos 

componentes biológicos evitando los problemas reportados en varias aplicaciones que utilizan la 

tecnología avidina-biotina (Hytonen et al., 2004). 

 

Por otra parte, la formación de agregados bacterianos también podría explicarse a través de la 

capacidad que poseen las lectinas (adesinas) bacterianas de E. coli de unir azúcares específicamente. 

Las lectinas bacterianas son capaces de unirse de manera no covalente a carbohidratos y de esta 

forma aglutinar y/o precipitar polisacáridos, glicoproteínas, células y glucoconjugados (Nilsson, 

2007). Entre sus múltiples funciones biológicas, las lectinas bacterianas facilitan la unión de las 

bacterias a las células huésped durante la infección. Estás se unen a los receptores de glucanos a 

través del dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Hooper y Gordon, 2001). La mayoría 

de las bacterias poseen múltiples lectinas con diversas especificidades de carbohidratos. Algunas 

lectinas se unen a residuos de azúcar terminales a través de su CRD, mientras que otras se unen a 

secuencias internas de cadenas de oligosacáridos lineales o ramificadas (Nizet et al., 2017). Las 

lectinas bacterianas se presentan comúnmente en forma fimbrias (pelos) o pili (hilos), que 

interactúan con las glucoproteínas y los receptores de glucolípidos en las células huésped. Las mejor 

caracterizadas son las fimbrias de tipo 1 específicas de manosa, las fimbrias P específicas de 

galabiosa y las fimbrias F-17 de unión a N-acetilglucosamina producidas por diferentes cepas de E. 

coli. Las bacterias fimbriadas expresan de 100 a 400 de estos apéndices, que normalmente tienen 

un diámetro de 5-7 nm y pueden extenderse cientos de nanómetros de longitud. Por tanto, los pili 

se extienden mucho más allá del glucocáliz bacteriano formado a partir de lipopolisacáridos y 

polisacáridos capsulares. El dominio de reconocimiento de carbohidratos de las fimbrias se 

encuentra en la subunidad menor que generalmente se encuentra en la punta de las fimbrias. 

Algunas de las otras lectinas bacterianas son proteínas de membrana monoméricas u oligoméricas. 
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La unión es generalmente de baja afinidad, pero debido a que las lectinas y los receptores a menudo 

se agrupan en el plano de la membrana, la avidez resultante puede ser grande (Sharon N. y Lis H., 

2004). A este respecto, se sabe que Entamoeba histolytica es capaz de unirse a los carbohidratos de 

OVA a través de su actividad de lectina superficial la cual facilitó su fagocitosis (Heron et al., 2011). 

La OVA madura tiene un 3.2 % de carbohidratos en peso (Nisbet et al., 1981). Tiene un único sitio 

de N-glicosilación en asparagina 292, con una mezcla heterogénea de glicanos neutros unidos, en 

su mayoría del tipo de manosa ramificada sin modificar o de variedad hibrida parcialmente 

modificada (Man 5 GlcNAc 2, Man 5 GlcNAc 3, Man 5 GlcNAc 4 y Man 6 GlcNAc 2) que representan más 

del 60% del total (Thaysen-Andersen et al., 2009). Se observó, que la desglicosilación química y 

enzimática de OVA redujo sustancialmente su capacidad para estimular fagocitosis en E. histolytica. 

La OVA desnaturalizada con calor estimuló fagocitosis en E. histolytica e inhibió la unión de la OVA-

biotinilada, al menos, así como OVA nativa, lo que indica que el efecto no está relacionado con la 

estructura terciaria de OVA y apoya aún más la especificidad del efecto inhibidor de la 

desglicosilación. La especificidad está indicada además por la capacidad de la OVA desnaturalizada 

y nativa sin marcar para competir por la unión, mientras que la OVA desglicosilada no compitió. 

Dados estos datos, la conclusión fue que E. histolytica tiene una actividad de lectina que reconoce 

modificaciones de carbohidratos en la OVA a través de su lectina N-acetilgalactosamina (GalNAc), la 

cual fue inhibida por la desglicosilación de OVA. Esta evidencia abre la posibilidad de probar este 

mecanismo de acción en nuestro sistema de autodespliegue para evitar la formación de agregados 

bacterianos de E. coli derivados de la posible actividad de lectina presente en sus fimbrias y pili, 

siendo esto, una alternativa viable que nos permita evaluar la capacidad de unión de la OVA-

biotinilada a la proteína de fusión constituida por la avidina monomérica recombinante fusionada 

al autotransportador ShdA. 

 

Para lograr la unión en la superficie bacteriana mediante la interacción avidina-biotina, la actividad 

de la avidina recombinante debe ser preservada. A este respecto, varios sistemas para la expresión 

heteróloga de estreptavidinas recombinantes en E. coli han sido publicadas (Demonte et al., 2014), 

pero su expresión recombinante soluble es difícil, por lo tanto algunos estudios se han centrado en  

su expresión en la superficie bacteriana de E. coli. Por ejemplo, la producción de una estreptavidina 

funcional en la superficie bacteriana de E. coli UT5600, utilizando el autotransportador AIDA-I fue 

reportada, aunque quedó por demostrar su potencial de unión a moléculas biotiniladas en la 



 
 
 
 

86 
 

superficie (Park et al., 2011). Así mismo, varios estudios diseñados para aislar la avidina 

recombinante han reportado dificultades técnicas diferentes, tales como la acumulación 

intracelular de la proteína heteróloga, la formación de cuerpos de inclusión y toxicidad parcial (Wu 

y Wong, 2006). Además, la purificación adicional o los pasos de renaturalización son requeridos 

cuando la secreción de avidina bioactiva dentro del medio es deseable. 

 

La proteína de fusión ShdA-avidina en sus versiones sShdA y wShdA fue capaz de translocar avidina 

a pesar de contener ocho cadenas β antiparalelas y bucles de interconexión. La exposición en la 

superficie de una avidina tetramérica no es posible con el autodespliegue; sin embargo, una avidina 

funcional monomérica fue suficiente para unir moléculas biotiniladas. El mecanismo de secreción 

de los autotransportadores normalmente permite cierto dominio del pasajero plegado y la 

presencia de enlaces disulfuro. Aunque en este estudio no se predijo el plegamiento adecuado de 

la avidina translocada a la superficie bacteriana como una proteína de fusión con ShdA, confirmamos 

que efectivamente se mostraba en la superficie de E. coli DH5a y era capaz de unirse a la biotina.  

 

Hasta nuestro conocimiento, el presente estudio representa la primera demostración de la 

expresión y autodespliegue de avidina monomérica recombinante por un autotransportador (ShdA), 

en la superficie E. coli, que mantiene sus propiedades intrínsecas de unión a biotina conjugada a 

moléculas expresadas “in trans”.  
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9. CONCLUSIONES 

 

 

 

1. Las variantes sShdA-avidina y wShdA-avidina de la proteína de fusión ShdA-avidina 

permitieron la expresión de la avidina monomérica recombinante en la fracción de 

membrana externa de E. coli, confirmando así que el dominio β-barril de ShdA residía en la 

membrana externa de la bacteria permitiendo el autodespliegue del dominio pasajero hacia 

la superficie bacteriana. 

 

2. Los plásmidos que codifican para las proteínas sShdA y wShdA fusionados a la avidina 

recombinante tienen impacto en el crecimiento bacteriano a medida que el plásmido 

codifica para una proteína de fusión de mayor tamaño y que permanece anclada a la 

membrana externa demostrando que la persistencia y replicación de los plásmidos 

impactan en la adaptación al introducirse una carga metabólica adicional. 

 

3. La versión completa del autotransportador ShdA (wShdA) contribuye mucho mejor a la 

translocación de moléculas de mayor tamaño, en contraste con la versión corta de ShdA 

(sShdA) que cuenta con una región linker más corta. El dominio pasajero de la proteína de 

fusión se translocó más eficientemente en la superficie de E. coli transformada con el 

plásmido pJEAY-avidina, indicando que el sistema mediado por el autotransportador ShdA 

permite la translocación de avidina monomérica recombinante.  

 

4. La capacidad de unión “in trans” de la proteína de fusión wShdA-avidina no se ve 

comprometida y por lo tanto demostró unirse a moléculas biotiniladas como biotina-4-

fluoresceína a una concentración de 2.5 x 10-4 M. Siendo una limitante del sistema de 

autodespliegue que a esta misma concentración existe mayor unión inespecífica de la 

proteína de fusión sShdA-avidina y a concentraciones mayores de 5 x 10-4 M de biotina-4-

fluoresceína existe una mayor unión inespecífica en ambas versiones de la proteína de 

fusión ShdA-avidina. 
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5. La capacidad de unión “in trans” de la proteína de fusión wShdA-avidina se ve 

comprometida al unirse a OVA-biotinilada en una concentración de 1 x 10-4 M. Sin embargo, 

la unión a OVA-biotinilada evidenció la presencia de agregados bacterianos de E. coli pJEAY 

y pJEAY-avidina a esa misma concentración, lo que sugiere la formación de redes debido a 

la unión multimérica en la superficie bacteriana la cual interfiere con la evaluación de la 

capacidad de unión a proteínas biotiniladas más complejas con modificaciones 

postraduccionales. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

 

1. Si bien se demostró que la proteína de fusión ShdA-avidina se transloca a la superficie 

bacteriana de E. coli DH5α, se requieren estudios adicionales para determinar la cantidad 

aproximada de proteína de fusión que se está translocando y autodesplegando a la 

superficie bacteriana. 

 

2. Se deben probar mecanismos de acción en nuestro sistema de unión “in trans” como la 

previa desglicosilación de glicoproteínas biotiniladas a unir, para comprobar que la 

formación de agregados bacterianos se debe a la posible actividad de lectina presente en 

las fimbrias y pilli de E. coli lo que permitiría evaluar la capacidad de unión “in trans” de 

estas moléculas a la proteína de fusión ShdA-avidina. 

 

 

3. Se requieren de estudios adicionales que permitan evaluar la capacidad de unión de la 

proteína de fusión ShdA-avidina a moléculas más complejas con modificaciones 

postraduccionales, tales como glicoproteínas que aun siendo biotiniladas conserven sus 

propiedades antigénicas, bioquímicas y actividad biológica después de unirse “in trans”. 

 

 

4. En nuestro grupo de trabajo existe la posibilidad de evaluar nuestro sistema de unión “in 

trans” a través de la proteína de fusión ShdA-avidina utilizando glicoproteínas como 

antígenos, tal es el caso de la Ag30 de Trichinella spiralis la cual es una glicoproteína 

inmunogénica que ha sido utilizada previamente como candidato a vacuna protegiendo 

parcialmente contra la infección en un modelo murino. 
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