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RESUMEN 

La tuberculosis es un problema de salud pública ya que es una de las principales causas de 

muerte asociada a un agente infeccioso, solo por debajo de la enfermedad COVID-19. La 

investigación relacionada con el desarrollo de vacunas y herramientas diagnósticas a partir de 

proteínas recombinantes es una prioridad para mejorar la prevención de esta enfermedad. 

Pichia pastoris (P. pastoris) (sin. Komagataella phaffii) es uno de los sistemas de expresión 

eucarióticos más utilizados para la producción de glicoproteínas heterólogas, pudiendo realizar 

tanto N- como O-manosilación de una forma similar a Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Este 

proyecto de doctorado consistió en la expresión de una versión recombinante O-manosilada de 

la glicolipoproteína PstS-1 de 38 kDa de Mtb en P. pastoris con características similares en 

estructura primaria a la proteína secretada nativa y su comparación con la misma proteína 

recombinante expresada en Escherichia coli, la cual carece de modificaciones 

postraduccionales (MPt) como glicosilaciones y presenta una etiqueta de His-Tag. PstS-1 

recombinante (rPstS-1) expresada en P. pastoris se produjo bajo el control del promotor pAOX1 

sin la señal de lipidación nativa o alguna etiqueta. La producción de rPstS-1 en matraces 

agitados con bafles (MAB) y biorreactores controlados fue de ~46 mg/L para ambos métodos. 

La proteína recombinante se recuperó del sobrenadante y se purificó en tres pasos, logrando 

una pureza por criterios de electroforesis del 98%. Se caracterizó la estructura primaria y su 

patrón de O-manosilación por espectrometría de masas mediante un análisis independiente de 

los péptidos purificados, resultado de una proteólisis con tripsina. Además, con la intención de 

determinar la similitud de la proteína recombinante producida en P. pastoris y la nativa se realizó 

un análisis de reactividad cruzada utilizando anticuerpos séricos de pacientes con tuberculosis 

activa resultando en un mayor reconocimiento de la glicoproteína recombinante expresada en 

P. pastoris, en comparación con la expresada en E. coli, indicando indirectamente la similitud 

entre la rPstS-1 producida en la levadura y la proteína nativa de Mtb. En general, tanto el análisis 

de la estructura secundaria por dicroísmo circular y el ensayo de reactividad cruzada, fueron 

significativamente diferentes entre la proteína producida en E. coli y la producida en P. pastoris. 

El uso de esta levadura para la producción de rPstS-1 demuestra que podría ser sistema de 

expresión útil para producir otros antígenos de Mtb glicosilados. La rPstS-1 podría utilizarse 

como herramienta para estudiar el papel de esta molécula durante la infección por Mtb, y para 

desarrollar y mejorar vacunas o sistemas de detección basados en la proteína recombinante 

para el serodiagnóstico. 
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SUMMARY 

Tuberculosis is still a public health problem since it is one of the main causes of death associated 

with an infectious agent, second only to the COVID-19 disease. Research related to the 

development of vaccines and diagnostic tools from recombinant proteins continues to be a 

priority to improve the prevention of this disease. Pichia pastoris (P. pastoris) (syn. Komagataella 

phaffii) is one of the most used eukaryotic expression systems to produce heterologous 

glycoproteins, being able to perform both N- and O-mannosylation like Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb). This doctoral project consisted of the expression of a recombinant O-

mannosylated version of the 38 kDa glycolipoprotein PstS-1 of Mtb in P. pastoris with 

characteristics similar in primary structure to the native secreted protein and its comparison with 

the same expressed recombinant protein in Escherichia coli, which lacks post-translational 

modifications (MPt) such as glycosylations and presents a His-Tag tag. Recombinant PstS-1 

(rPstS-1) expressed in P. pastoris was produced under the control of the pAOX1 promoter 

without the native lipidation signal or any tag. The production of rPstS-1 in baffled shake flasks 

(MAB) and controlled bioreactors was ~46 mg/L for both methods. The recombinant protein was 

recovered from the supernatant and purified in three steps, achieving a purity of 98% by 

electrophoresis criteria. The primary structure and its O-mannosylation pattern was 

characterized by mass spectrometry through an independent analysis of the purified peptides, 

the result of proteolysis with trypsin. Furthermore, with the intention of determining the similarity 

of the recombinant protein produced in P. pastoris and the native one, a cross-reactivity analysis 

was carried out using serum antibodies from patients with active tuberculosis, resulting in greater 

recognition of the recombinant glycoprotein expressed in P. pastoris, compared to the expressed 

in E. coli, indirectly indicating the similarity between rPstS-1 produced in yeast and the native 

Mtb protein. In general, both the secondary structure analysis by circular dichroism and the 

cross-reactivity assay were significantly different between the protein produced in E. coli and 

that produced in P. pastoris. The use of this yeast to produce rPstS-1 demonstrates that could 

be a useful expression system for producing of other glycosylated Mtb antigens. Also, rPstS-1 

could be used as a tool to study the role of this molecule during Mtb infection, and to develop 

and improve vaccines or detection systems based on the recombinant protein for serodiagnosis. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Tuberculosis 

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad transmisible causada por el bacilo Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb) y se mantiene como un serio problema de salud y una de las principales 

causas de muerte a nivel mundial (Fig. 1). Antes de la pandemia del coronavirus, SARS-CoV-

2, la Tb era la principal causa de muerte provocada por un solo agente infeccioso, clasificada 

por encima del VIH/SIDA (Fig.1) (World Health Organization, 2022). 

 

Figura 1. Principales causas de muerte a nivel mundial en 2019. Figura obtenida del “Global 

Tuberculosis Report 2022” (World Health Organization, 2022). En gris se muestran las muertes por 

tuberculosis entre personas VIH positivas que están oficialmente clasificadas como muertes causadas 

por el VIH/SIDA en la Clasificación Internacional de Enfermedades. a Este es el último año en el que se 

dispone de estimaciones para todas las causas. https://www.who.int/data/gho/data/themes/mortality-

and-global-health-estimates/ghe-leading-causes-of-death. b Las muertes por tuberculosis entre personas 

VIH positivas se clasifican oficialmente como muertes causadas por el VIH/SIDA en la Clasificación 

Internacional de Enfermedades. 

Se estima que un cuarto de la población mundial es sospechoso de haber sido infectada con 

Mtb en una forma clínicamente latente. Como se menciona en el último “Reporte global de 

Tuberculosis” publicado en 2022, aproximadamente 10.6 millones de personas (95% IU: 9,9–

11 millones) enfermaron de Tb en 2021, un aumento del 4.5% con respecto a los 10.1 millones 
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(95% IU: 9,5–10,7 millones) en 2020. La tasa de incidencia de Tb (nuevos casos por 100,000 

habitantes por año) aumentó un 3.6% entre 2020 y 2021, revirtiendo las caídas de alrededor del 

2% por año durante la mayor parte de las 2 décadas anteriores. También se estima que la carga 

de Tb resistente a los medicamentos (Tb-DR) aumentó entre 2020 y 2021, con 450 000 (95 % 

UI: 399 000–501 000) nuevos casos de Tb resistente a la rifampicina (Tb-RR) en 2021 (World 

Health Organization, 2022). En este mismo reporte, se menciona que la posible causa de este 

fenómeno obedece a factores como un aumento en el número de diagnósticos realizados 

debido a que sintomatología de los pacientes con COVID-19 está relacionada con el afectación 

de las vías aéreas inferiores; y por otro lado, se menciona que el aislamiento derivado de esta 

pandemia pudo haber tenido implicaciones en el contagio de personas que compartían espacios 

domésticos con pacientes con Tb activa (World Health Organization, 2022). 

 

Figura 2. Tasa estimada de incidencia de Tb por país en el año 2021. Figura obtenida del “Global 

Tuberculosis Report 2022” (World Health Organization, 2022). 

A nivel mundial, el número anual estimado de muertes por Tb disminuyó entre 2005 y 2019, 

pero las estimaciones para 2020 y 2021 sugieren que esta tendencia se ha revertido. En el año 

2021 se estimaron 1.4 millones de muertes por Tb (personas VIH negativas) y sumado a esto, 

187,000 muertes por Tb entre personas VIH positivas, por un total combinado de 1.6 millones 

de personas fallecidas; esto representa el nivel de muertes por Tb que se observaron en el año 

2017 (World Health Organization, 2022), sugiriendo que la tendencia observaba en los años 

anteriores se vio invertida. En caso de México, la Tb en estos últimos años continúa siendo 

considerado un problema de salud pública. En el año 2021, la Organización Mundial de la Salud 
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(OMS) clasificó a México entre los países con tasas de morbilidad intermedia de entre 10-49 

casos por cada 100,000 habitantes (Fig. 2) (World Health Organization, 2022). Es por esta 

razón, que tanto en México como en varios países a nivel mundial es indispensable continuar 

con los esfuerzos para disminuir el número de pacientes que desarrollan Tb. Estos datos 

continúan reflejando una necesidad de comprender la patogenia de Mtb, así como el desarrollo 

de métodos diagnósticos más efectivos, así como alternativas terapéuticas para el tratamiento 

y prevención de la Tb. 
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ANTECEDENTES 

1. Mycobacterium tuberculosis e inmunidad 

Las interacciones del bacilo con el hospedero han sido extensamente estudiadas, con un 

enfoque importante en los factores de virulencia, como los antígenos (Bekmurzayeva et al., 

2013; López-Vidal et al., 2004; Polanco et al., 2015; Pukazhvanthen et al., 2014; Serra-Vidal et 

al., 2014; Tiwari et al., 2014; Y. B. Young et al., 2004). El desarrollo de la tuberculosis depende 

de varios factores del huésped que afectan las respuestas inmunes para eliminar o contener al 

bacilo, incluyendo, malnutrición y coinfección con VIH (Kirschner et al., 2010; Lin et al., 2010). 

De esta forma, los individuos sanos e inmunológicamente competentes son capaces de 

combatir la infección montando respuestas inmunes efectivas (Huynh et al., 2011). 

Las interacciones de Mtb con el hospedero y su patogenia es compleja ya que esta depende de 

una sería de respuestas coordinadas entre la inmunidad innata y adaptativa. La protección 

inmunitaria hacia Mtb requiere de una interacción entre las respuestas de inmunidad innata y 

las respuestas de inmunidad celular dependientes de Th1, las cuales son responsables de la 

inmunidad mediada por células y las respuestas protectoras dependientes de fagocitos, las 

cuales cooperativamente contribuyen con la eliminación de Mtb (Zuñiga et al., 2012). La ruta de 

entrada de Mtb es por vía del tracto respiratorio. Seguido por la inhalación, se transloca al tracto 

respiratorio inferior, donde interacciona con los macrófagos alveolares que son el tipo celular 

que dominantemente infecta mediante la internalización de la bacteria por fagocitosis (Pai et al., 

2016; M. Woo et al., 2018). Si esta primera línea de defensa no logra eliminar la bacteria, el Mtb 

invade el tejido intersticial del pulmón, ya sea porque las bacterias infectan directamente el 

epitelio alveolar o porque los macrófagos alveolares infectados migran al parénquima pulmonar. 

Posteriormente, las células dendríticas, o los monocitos inflamatorios, transportan a Mtb a los 

ganglios linfáticos pulmonares para la presentación a los linfocitos T (Marino et al., 2004). Este 

evento conduce al reclutamiento de células inmunes, incluidas los linfocitos T y B, en el 

parénquima pulmonar para formar un granuloma. Las bacterias se replican dentro del 

granuloma en crecimiento. Si la carga bacteriana se vuelve demasiado grande, el granuloma 

no podrá contener la infección (Lin et al., 2014; Pai et al., 2016) y las bacterias eventualmente 

se diseminarán a otros órganos, incluido el cerebro. En esta fase, las bacterias pueden ingresar 

al torrente sanguíneo o volver a ingresar al tracto respiratorio para ser liberadas; el hospedero 
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infectado ahora es infeccioso, sintomático y se dice que tiene la enfermedad de tuberculosis 

activa (Fig. 3) (Pai et al., 2016). 

 

Figura 3. Infección de Mycobacterium tuberculosis. Proceso de infección latente mediante la activación 

de los macrófagos alveolares y formación del granuloma (A) e infección activa mediante la reactivación 

a partir de la falta de contención en los fagosomas (B). Imagen tomada y modificada de Pai et al., 2016. 

Aunque la enfermedad de Tb puede verse como un proceso continuo desde la infección por Mtb 

hasta la enfermedad infecciosa activa, los pacientes se clasifican en infección de tuberculosis 

latente o enfermedad de tuberculosis activa. La exposición a Mtb puede resultar en la 

eliminación del patógeno, ya sea debido a respuestas inmunes innatas o adquiridas de las 

células T. Las personas que han eliminado la infección a través de respuestas inmunes innatas 

o respuestas inmunes adquiridas pueden tener resultados negativos en la prueba cutánea de 

tuberculina (TST) o en el ensayo de liberación de interferón-γ (IGRA) (Pai et al., 2016). Algunas 

personas eliminarán el patógeno, pero conservarán una fuerte respuesta de células T de 

memoria y darán positivo en la TST o IGRA. Si el patógeno no se elimina, las bacterias persisten 

en un estado inactivo o latente que puede detectarse como resultados positivos de TST o IGR. 
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Es posible que los pacientes con tuberculosis subclínica no presenten síntomas, pero es común 

que tengan resultados positivos en cultivo. Los pacientes con enfermedad de tuberculosis activa 

experimentan síntomas como tos, fiebre y pérdida de peso, y el diagnóstico generalmente puede 

confirmarse con frotis de esputo, cultivo y pruebas moleculares (Pai et al., 2016). En general 

Mtb, posee un gran número de moléculas que tienen la capacidad de alterar la regulación de 

las respuestas inmunes innatas y adaptativas (Chai et al., 2020). 

2. Antígenos de Mtb y el efecto de sus glicosilaciones en el estudio de la patogenia 

de Tb 

La producción de antígenos de Mtb es importante por varios aspectos relacionados con la 

investigación. En general, son fundamentales para el estudio de la interacción de los antígenos 

y sus efectos in vivo e in vitro (Ihssen et al., 2010; Mustafa, 2002; Shi et al., 2010; Uma Devi et 

al., 2001; Zhu et al., 1997), en el diseño de vacunas más efectivas contra Mtb (Olsen et al., 

2001; Ottenhoff et al., 2012), así como en el desarrollo de herramientas para el diagnóstico de 

Tb (Bekmurzayeva et al., 2013; Flores et al., 2011; Kunnath-Velayudhan et al., 2010; Tiwari et 

al., 2014; Y. B. Young et al., 2004). De hecho, el uso de antígenos recombinantes para la 

detección de la Tb latente y activa provee un diagnóstico simple y preciso (Khurshid et al., 2017) 

comparado con otras pruebas diagnósticas usadas hoy en día, como la prueba cutánea de 

derivado proteico purificado (PPD, purified protein derivative) o QuantiFERON® que es una 

prueba sanguínea basada en la reacción del sistema inmune de una persona ante la presencia 

de Mtb por ensayo de la liberación de interferón- (IGRA) (Dorman et al., 2014; Mazurek et al., 

2005; Mori et al., 2004; World Health Organization, 2011). Por estas razones, es importante la 

posibilidad de producir antígenos de Mtb con conformaciones y estructuras similares a los 

antígenos nativos para que puedan ser usados para el desarrollo de herramientas diagnósticas 

y vacunas (García-Ruiz et al., 2022). 

Se ha encontrado en sobrenadantes de cultivo de Mtb una variedad antígenos de proteínas 

secretadas. Algunas de estas, como Rv2164c, Rv3491, Rv0175, Rv0934, Rv1887, Rv1096, 

Rv2068c, Rv2744c, Rv2799, Rv3835, y Rv1860, entre otras, presentan MPt basadas en la 

adición de residuos de manosa y/o acetilaciones (González-Zamorano et al., 2009; Nandakumar 

et al., 2013; Ragas et al., 2007; Smith et al., 2014). Estas modificaciones postraducionales 

tienen un papel en la virulencia, colonización e invasión de las células del hospedero (Flores et 
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al., 2011; Liu et al., 2013; Ragas et al., 2007; Villeneuve et al., 2003). Sin embargo, la 

importancia de la O-manosilación de las glicoproteínas en la infección y las respuestas inmunes 

del hospedero están pobremente entendidas. Anteriormente, se ha encontrado que la 

glicoliporpoteína de 19 kDa con O-glicosilaciones está involucrada en la activación de diferentes 

respuestas de la inmunidad innata (K. A. Wilkinson et al., 2009). También se ha descrito que 

las manosas de la superficie de Mtb contribuyen con los procesos de sobrevivencia dentro de 

los macrófagos, por ejemplo, inhibiendo la fusión de los fagolisosomas y las vacuolas 

antimicrobianas lisosomales (Kang et al., 2005; Rajaram et al., 2011). Los epitopes manosídicos 

de otras variantes de micobacterias (no Mtb) podrían no influir en las respuestas inmunes del 

hospedero (Appelmelk et al., 2008), lo que sugiere una manosilación específica de especie/cepa 

o mecanismos patogénicos únicos basados en manosas de Mtb. Se ha hipotetizado que los 

epítopes con manosas con enlaces  1-2 reconocen a cepas de Mtb virulenta generando una 

alta avidez a ligandos para receptores del hospedero para promover infecciones latentes de Tb 

(Torrelles et al., 2010). 

Muchos de los estudios del efecto de proteínas de Mtb se han realizaron con proteína purificada 

o recombinante que puede no reflejar completamente el papel de la molécula en el contexto de 

la infección natural. En particular, muchas de estas proteínas recombinantes han sido 

expresadas en E. coli la cual no puede reproducir patrones similares o nativos de modificación 

postraduccional de Mtb (Chaouki Benabdesselem et al., 2006; Piubelli et al., 2013). Como un 

ejemplo de la importancia de estas MPt, se encuentran los estudios realizados con la proteína 

rica en alaninas y prolinas (APA), la cual es una proteína secretada inmundominante de Mtb. 

Se ha demostrado que los patrones de O-manosilación determinan la actividad inmunogénica 

de APA (Horn et al., 1999; Nandakumar et al., 2013; Romain et al., 1999). La proteína nativa 

induce una potente respuesta tardía de hipersensibilidad y estimula la activación de linfocitos T 

en ensayos in vitro e in vivo, en contraste con la proteína APA recombinante no glicosilada 

producida en E. coli (Horn et al., 1999; Romain et al., 1999). Además, los anticuerpos humanos 

derivados de pacientes con Tb reaccionaron fuertemente con la forma de APA O-glicosilada, 

mientras que la proteína no glicosilada carece de la capacidad de reconocimiento de estos 

anticuerpos. Además, se ha sugerido que las propiedades protectoras de la vacuna 

antituberculosa están relacionadas con el patrón de O-manosilación generado por el bacilo de 

Calmette-Guérin de M. bovis (Horn et al., 1999; Priti Kumar et al., 2003; Liu et al., 2013; Romain 

et al., 1999). Otras proteínas O-manosiladas también son potentes antígenos de Mtb, como 
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PstS-1, LpqH y LprG (González-Zamorano et al., 2009; Målen et al., 2007; van Els et al., 2014), 

en las que se ha sugerido que sus estructuras de glucano interactúan con los receptores del 

huésped, como DC-SIGN en células dendríticas humanas (Tallieux et al., 2003), receptores tipo 

Toll (Sanchez et al., 2009) y receptores de manosa (Esparza et al., 2015). 

3. PstS-1 y su papel en desarrollo de respuestas inmunes adaptativas a innatas 

Las proteínas de membrana de Mtb se han considerado durante mucho tiempo inmunógenos y 

no se han estudiado sistemáticamente. Las proteínas de membrana son aquellas que 

interactúan con o componentes de membranas biológicas e incluyen proteínas de membrana 

integrales que están ancladas permanentemente o son componentes de la membrana, así como 

proteínas de membrana periféricas, que solo están unidas temporalmente a la bicapa lipídica o 

a otras proteínas integrales. Ciertas proteínas de membrana desempeñan funciones celulares 

como por ejemplo, las proteínas receptoras de membrana transmiten señales entre los entornos 

interno y externo, las proteínas de transporte mueven moléculas e iones a través de la 

membrana y las moléculas de adhesión celular, como las proteínas implicadas en la respuesta 

inmunitaria, permiten células para identificarse e interactuar entre sí (H. Li et al., 2019; Nigou, 

2003). Dentro de estas proteínas de membrana se destaca la proteína de unión a fosfato de 38 

kDa, PstS-1. 

PstS-1 (también conocida como Rv0934, Phos1 o proteína de unión a fosfato 1 [PBP-1]) es una 

glicoproteína producida y secretada por Mtb. Esta proteína, de 38 kDa, está conformada por 

374 aminoácidos incluyendo un péptido señal que es eliminado proteolíticamente para generar 

una proteína madura de 351 aminoácidos, la cual es exportada a la membrana superficial 

externa de Mtb (Ase Bengard Andersen et al., 1989; Harboe et al., 1992; Vordermeier et al., 

1995). En la actualidad no se ha determinado la estructura secundaria de la proteína nativa. Sin 

embargo, Vyas y colaboradores determinaron la estructura tridimensional de la PstS-1 madura 

recombinante expresada en E. coli mediante el método difracción de rayos X (Vyas et al., 2003). 

El uso de esta proteína sin MPt, puede presentar diferencias con la estructura de la proteína 

nativa que, como se mencionó, está glicosilada. En su análisis encontraron que la estructura de 

esta PstS-1 recombinante se compone de dos dominios globulares similares que están 

atravesados por una hendidura profunda donde se une al fosfato inorgánico (Fig. 4). La partición 

de la cadena polipeptídica crea un par de hebras antiparalelas ubicadas en la base de la 

hendidura que conectan los dos lados mediante hélices alfa. La estructura de PstS-1 se 
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determinó con un fosfato inorgánico (Pi) unido que se copurificó con la proteína. El Pi unido está 

completamente secuestrado en la hendidura entre los dos dominios (Fig. 4). Aunque la 

estructura terciaria general de la molécula PstS-1 se parece a la de otros veinte receptores de 

ligando primario ABC bacterianos que varían en tamaño (25–60 kDa) y carecen de una similitud 

de secuencia significativa (Quiocho et al., 1996; Vyas et al., 2003), se encontró que esta 

proteína está más estrechamente alineada con la estructura PBP de E. coli (PDB: 6CVL) 

(Luecke et al., 1990; Vyas et al., 2003).  

 

Figura 4. Estructura de PstS-1 recombinante producida en E. coli determinada mediante cristalogarfía y 

difracción de rayos X por Vyas y colaboradores (Vyas et al., 2003). PDB: 1PC3. 

Se ha descrito que pertenece al sistema de transporte de fosfato tipo ABC (Andersen et al., 

1990; Espitia et al., 1992) y se determinó que su expresión en la pared celular aumenta en 

ausencia de fosfato en el medio pudiendo mejorar el consumo de fosfato por parte del bacilo 

(Espitia et al., 1992). Aunque se sabe que la proteína nativa está O-manosilada (González-

Zamorano et al., 2009; Villeneuve et al., 2003), los sitios exactos de su O-glicosilación siguen 

sin estar claros. Utilizando una herramienta predictiva para analizar varias glicoproteínas de 

Mtb, se ha propuesto que la proteína PstS-1 tiene tres sitios de O-glicosilación, muy 

probablemente en las treoninas 20, 21 y 28 en el extremo N (Herrmann et al., 2000). Además, 

se realizó un análisis in silico de las posibles MPt de PstS-1 encontrado que los residuos de 

serina y treonina de la región N-terminal tienen una mayor posibilidad de ser modificados 
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(García-Ruiz et al., 2022). Sin embargo, a la fecha no se ha determinado de forma experimental 

el patrón de glicosilación de la proteína nativa o alguna versión recombinante producida en un 

sistema eucarionte. 

Inmunológicamente, se sabe que la proteína PstS-1 induce una respuesta inmune adaptativa y 

está asociada con la forma activa de Tb (Bothamley et al., 1992; Silva et al., 2003). La 

reactividad serológica de este Ag tiene una fuerte asociación con la infección latente o reciente 

exposición a Mtb y es por esto que el Ag de 38-kDa se ha incluido en algunos ensayos 

serodiagnósticos de tuberculosis activa (Bothamley et al., 1992; Silva et al., 2003). Además, se 

ha considerado como un antígeno fundamental para el estudio de la antigenicidad de otras 

proteínas de membrana de Mtb (H. Li et al., 2019). PstS-1 fue caracterizado como el antígeno 

especie específico más inmunodominante de las proteínas secretadas por Mtb. Esta se 

encuentra presente en los derivados proteicos purificados (PPD) usados para la prueba de 

hipersensibilidad de tipo tardía (DTH) para la tuberculosis. Por si sola puede inducir una prueba 

de DTH que es comparable a la de PPD (Ase Bengard Andersen et al., 1989; P. Andersen, 

1994; Harboe et al., 1992; Vordermeier et al., 1995). En el 2021, Watson y colaboradores 

realizaron un estudio enfocado en la importancia del reconocimiento de anticuerpos por PstS-1 

como posible terapia profiláctica para Tb (Watson et al., 2021). Encontraron que un paciente 

con tuberculosis activa presentaba un alto reconocimiento hacia PstS-1, incluso por encima de 

otros antígenos de la microbacteria. A través de su aislamiento y caracterización se generó un 

anticuerpo (Ab) monoclonal que se utilizó como tratamiento profiláctico en ratones Balb/c 

infectados con Mtb. Se encontró que el uso de este Ab anti-PstS1 reducía la carga pulmonar 

bacteriana en un 50%. Este estudio demostró como las respuestas inhibidoras de los linfocitos 

B anti-PstS1 surgen durante la tuberculosis activa (Watson et al., 2021). 

Además, se ha demostrado que PstS-1 tiene la capacidad de inducir respuestas inmunes 

innatas mediante la activación de TLR2 y TLR4 y celulares como una fuerte respuesta de 

linfocitos T citotóxicos CD8+ y respuestas Th1 (Fonseca et al., 2001; Jung et al., 2006). En el 

estudio realizado por Fonseca y colaboradores demostraron que la proteína de 38-kDa 

recombinante producida en E. coli (carente de MPt) induce una elevada producción de IFN- y 

una menor producción de IL-4 en células de bazo de ratón. En este estudio analizaron también 

el efecto de tres péptidos sintéticos provenientes de la proteína 38-kDa (P1, aminoácidos [aa] 

97 al 108; P3, aa 166 al 175; y P4, aa 309 al 318) en la producción de IFN-, encontrando que 
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el péptido P4, cercano al C-terminal, induce la producción de IFN- en linfocitos T a un mismo 

nivel que la proteína 38-kDa recombinante (Fonseca et al., 2001). En otro estudio, se purificó a 

PstS-1 de filtrados de cultivo de Mtb H37Rv y se examinó el papel de la señalización de las 

MAPKs y la subsecuente producción de citocinas pro-inflamatorias en monocitos primarios de 

humano. Se encontró que Rv0934 induce la activación de la cinasa reguladora de la señal 

extracelular 1/2 (ERK1/2) y p38 y la subsecuente producción de TNF- e IL-6 a través de TLR2 

y TLR4 (Jung et al., 2006) (Fig. 5). Sánchez y colaboradores demostraron que Rv0934 puede 

inducir apoptosis dependiente de caspasas en macrófagos involucrando a TNF-a y FasL y la 

sobre regulación de los receptores TNFR1, TNFR2, Fas y TLR2 (Sanchez et al., 2009). A pesar 

del extenso estudio que analiza el efecto de Rv0934 y sus péptidos sobre la activación de la 

inmunidad celular, aún no se conoce que segmentos de la proteína de 38-kDa activan la 

respuesta inmune innata relacionada con los receptores TLR2 y TLR4 en macrófagos, los 

cuales tienen un papel fundamental en la respuesta antimicrobiana contra la infección por Mtb. 

 

Figura 5. Respuesta asociada al reconocimiento de PstS-1 por el TLR4 y TLR2 en monocitos. PstS-1 

de Mtb puede ser reconocido en monocitos por los receptores TLR4 y TLR2. Como resultado del 

reconocimiento se desencadena una señalización intracelular a través de MyD88 y la MAP cinasa ERK 

la cual induce la traslocación al núcleo de NF-B y la subsecuente producción de citocinas pro-

inflamatorias. Figura basada en los resultados obtenidos por Jung et al., 2006. 
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4 Pichia pastoris como sistema de expresión para la producción de proteínas 

recombinantes O-manosiladas 

La levadura metilotrófica Pichia pastoris (Komagataella phaffii) puede utilizar el metanol como 

fuente de carbono para su crecimiento y actualmente es conocida como un sistema hospedero 

para la expresión de proteínas recombinantes. A continuación, se enlistan algunas de las 

ventajas de P. pastoris para la expresión de diferentes proteínas recombinantes (Byrne, 2015): 

• Sistema de expresión eucarionte. 

• Es un sistema relativamente económico en comparación con sistemas como las células 

de mamífero. 

• Tiempos de expresión relativamente rápido comparado con sistemas de células de 

mamífero. 

• Procesamiento postraduccional. 

• Secreción de proteínas recombinantes al medio de cultivo. 

Mediante el uso de biorreactores industriales, se pueden producir proteínas de interés a gran 

escala a partir de pequeños volúmenes de cultivo. Recientemente, los estudios han demostrado 

que el sistema de expresión de P. pastoris es único en la producción de proteínas de membrana 

(Byrne, 2015). Además, debido a una producción limitada de proteínas secretoras endógenas, 

la purificación de proteínas recombinantes es menos compleja (Tachioka et al., 2016).  

4.1. Pichia pastoris y su capacidad de producir glicoproteínas recombinantes 

Como se mencionó, P. pastoris es capaz de realizar MPt como la O- y N- glicosilación y la 

formación de enlaces disulfuro. Se sabe que las glicosilaciones permiten el plegamiento 

correcto, solubilidad y una adecuada actividad biológica de glicoproteínas terapéuticas (G. P. L. 

Cereghino et al., 2002). La N-glicosilación se caracteriza por unir carbohidratos en los 

nitrógenos de las cadenas laterales de la asparagina (Asn); la O-glicosilación se da mediante la 

unión de carbohidratos en el oxígeno del grupo hidroxilo de la serina, treonina y tirosina. 

Intracelularmente, estás MPt se llevan a cabo en el retículo endoplásmico y aparato de Golgi 

de la levadura a través de una serie de manosiltransferasas (Fig. 6). Se sabe que en levaduras 

como P. pastoris, la N-glicosilación está asociada a estructuras hipermanosiladas de glicanos y 

en humanos a estructuras complejas e híbridas de glicanos (Vervecken et al., 2004). La O-
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glicosilación en los residuos de serina o treonina se da mediante enlaces glucosídicos. Una 

diferencia importante entre ambos tipos de glicosilación es que la cantidad de residuos de 

manosa en la O-glicosilación es menor que las estructuras hipermanosiladas de la N-

glicosilación que, en P. pastoris forman estructuras de manosa que pueden contener hasta 40 

residuos de manosa (Braakman et al., 2013; Bretthauer et al., 1999; Gentzsch et al., 1997; 

Lussier et al., 1997; Vervecken et al., 2004).  

En levaduras como S. cerevisiae, la O-manosilación también es una modificación 

postraduccional importante, desempeñando funciones en la composición de las paredes 

celulares, diferenciación celular, formación del septo y viabilidad de la levadura durante la fisión, 

transporte de vesículas y virulencia (Garfoot et al., 2018; Lengeler et al., 2008; Proszynski et al., 

2004; Willer et al., 2003). A diferencia de S. cerevisiae, P. pastoris no hiperglicosila proteínas 

terapéuticas y no contiene manosas unidas a α-1,3 terminales potencialmente inmunogénicas 

(De Wachter et al., 2018) (Fig. 6). Se cree que los enlaces glicano α-1,3 en glicoproteínas 

producidas a partir de S. cerevisiae son los principales responsables de la naturaleza 

hiperantigénica de estas proteínas (Bretthauer et al., 1999; Gentzsch et al., 1997; Häusler et al., 

1992; Romero et al., 1999; Yamada et al., 1994). Debido a sus características atractivas para 

la producción de proteínas heterólogas (baja incidencia de hiperglicosilación), P. pastoris es un 

organismo interesante para la producción de glicoproteínas terapéuticas. 

Cabe mencionar que las vías de O-manosilación entre organismos como las levaduras y los 

actinomicetos como Mtb se encuentran conservadas evolutivamente (Gentzsch et al., 1997). La 

O-manosilación en los actinomicetos se da mediante la adición de manosas a los residuos de 

serina o treonina con enlaces α-1,2 en las proteínas que residen en las membranas bacterianas 

(Ahmad et al., 2014; Akasaka-Manya et al., 2011; Dobos et al., 1996; Duman et al., 1998). De 

manera similar, en P. pastoris, las O-manosilaciones son cadenas lineales de cuatro a cinco 

residuos de manosa unidos mediante enlaces α-1,2 (Duman et al., 1998; Trimble et al., 2004). 

Por lo tanto, la levadura metilotrófica P. pastoris se prefiere a S. cerevisiae como un sistema 

heterólogo para producir glicoantígenos a partir de Mtb, porque sus cadenas de manosa son 

más cortas (VanderVen et al., 2005) siendo similares a las modificaciones realizadas por Mtb. 

Esto se demostró durante la producción del antígeno rCFP32 en P. pastoris, que, en 

comparación con el rCFP32 producido en E. coli fue inmunorreactiva, según lo evaluado por la 

producción de anticuerpos in vitro y los títulos séricos de pacientes con Tb (Benabdesselem et 
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al., 2007; Benabdesselem et al., 2006). Además, el uso de un sistema heterólogo basado en la 

levadura P. pastoris metilotrófica da como resultado una alta productividad de proteínas 

recombinantes en condiciones libres de endotoxinas y ADN viral (G. P. L. Cereghino et al., 2002; 

Damasceno et al., 2012; Gellissen et al., 2005). P. pastoris se considera un organismo seguro, 

en el que se han producido varios productos biofarmacéuticos humanos (Walsh, 2014). 

 

Figura 6. O-glicosilación de tipo silvestre en S. cerevisiae y P. pastoris. En el retículo endoplásmico 

(ER), los residuos de serina (S) y treonina (T) pueden ser reconocidos por Pmt1/2p que agrega residuos 

de -manosa. En el Golgi, Ktr1p/Ktr3p cataliza la transferencia de una segunda -1,2-manosa, después 

de lo cual Mnt1p/Kre2p puede agregar una tercera -1,2-manosa. Además, Mnn4p/Mnn6p o Pno1p 

añaden residuos de fosfomanosa en S. cerevisiae o -manosas en P. pastoris. Las diferencias en la 

estructura de O- glicosilación pueden depender de la cepa de levadura (como se muestra en esta figura) 

pero también de su condición de crecimiento. Tenga en cuenta que todas las enzimas son en realidad 

proteínas transmembranales. La figura fue tomada de De Wachter et al., 2018. 
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4.2. Proteínas recombinantes de Mtb expresadas en Pichia pastoris como candidatos 

para el desarrollo de vacunas y/o el análisis de la modulación de la respuesta inmune  

El uso de proteínas recombinantes como herramientas de diagnóstico, análisis y terapia es un 

mercado en crecimiento dentro de la industria de la biotecnología médica humana. P. pastoris 

ha sido utilizada como sistema de expresión de diversas moléculas biológicas recombinantes 

(Karbalaei et al., 2020). En el caso del estudio de tuberculosis, se ha encontrado que las 

proteínas expresadas en P. pastoris pueden presentar patrones de glicosilación similares a las 

nativas, como es el caso de la proteína APA (Wang et al., 2018), la cual se a encontrado que 

induce la producción de citocinas en macrófagos (García-González et al., 2021)  e 

inmunoreactividad a sueros de paciente con Tb. Incluso, existen algunas proteínas 

recombinantes expresadas en P. pastoris que podrían ser candidatos importantes para el 

desarrollo de vacunas contra Mtb (Baghani et al., 2017; Benabdessalem et al., 2019; Chaouki 

Benabdesselem et al., 2006; Farsiani et al., 2016; Kebriaei et al., 2016; Mosavat et al., 2016; 

Soleimanpour et al., 2015). En la Tabla 1 se enlistan algunas de las proteínas de Mtb producidas 

en P. pastoris. 

Tabla 1. Proteínas recombinantes basadas en antígenos de Mtb expresadas en P. pastoris  

Nombre del constructo Hallazgos encontrados Referencias 

Apa Patrones de glicosilación similares a 

la proteína nativa 

(Wang et al., 2018) 

HBHA Inmunogenicidad mediante la 

producción de altos niveles de IgG e 

interferón gamma. 

(Teng et al., 2018) 

CFP10‑Fcγ2a Candidato a vacuna (Baghani et al., 2017) 

CFP32 Inmunorreactividad, candidato a 

vacuna 

 (Chaouki Benabdesselem et 

al., 2006) 

ESAT6‑CFP10‑Fcγ2a Candidato a vacuna (Farsiani et al., 2016) 

ESAT6‑Fcγ2a Candidato a vacuna (Kebriaei et al., 2016) 

CFP10‑HspX‑Fcγ2a Candidato a vacuna (Mosavat et al., 2016) 

ESAT6‑HspX‑Fcγ2a Candidato a vacuna (Soleimanpour et al., 2015) 

MarP Induce la producción de citocinas en 

macrófagos 

(García-González et al., 

2021) 
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Además de los hallazgos relacionados con el aumento de la inmunorreactividad de proteínas 

producidas en P. pastoris. Se ha demostrado que algunos antígenos manosilados por P. 

pastoris tienen una mejor presentación de antígenos y propiedades de activación de células T 

en comparación con sus homólogos no glicosilados. Es posible que la inmunogenicidad de las 

glicoproteínas manosiladas está relacionado con ciertos receptores de unión a manosa 

presentes en células presentadoras de antígenos (Luong et al., 2007). 

De esta forma, la intención de este estudio es producir el glicoantígeno PstS-1 con 

características postraduccionales similares a las del antígeno nativo producido por Mtb en P. 

pastoris. Además, esto permitirá evitar el uso y manipulación de una cepa de Mtb que requiera 

largos periodos de cultivo y obtener un glicoantígeno recombinante sin etiquetas, PstS-1, O-

manosilado. Este trabajo describe la producción en matraces agitados orbitalmente y en 

biorreactores, de una forma recombinante del glicoantígeno O-manosilado PstS-1 (la cual 

presenta una identidad de secuencia del 98.8% con la secuencia nativa), su purificación y 

caracterización, sus modificaciones de O-manosilación, y su reactividad inmunológica a sueros 

de pacientes con Tb. La producción de esta glicoproteína ayudará en el estudio de su actividad 

inmunológica y será útil como herramienta de diagnóstico y/o como vacuna contra la Tb. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

A pesar de los esfuerzos realizados por la Organización Mundial de la Salud en su estrategia 

para el fin de la tuberculosis (Tb), en el 2022 se reportó que esta enfermedad, con una tasa de 

mortalidad del 50% sin tratamiento (Lönnroth et al., 2009), fue la segunda causa de muerte por 

agente infeccioso solo por debajo de la enfermedad de COVID-19, indicando que esta 

enfermedad se encuentra lejos de ser erradicada (World Health Organization, 2022). Uno de 

los principales métodos de prevención de la TB está basada en la vacuna BCG, la cual tiene 

una pobre eficacia (Pawan Kumar, 2021). Es por esta razón, que continúa la búsqueda de 

posibles candidatos vacunales o herramientas diagnósticas que mejoren el tratamiento de esta 

enfermedad. 

PstS-1 es uno de los principales antígenos especie específico inmunodominante de todas las 

proteínas antígénicas secretadas de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Bothamley et al., 1992; 

Harboe et al., 1992; Silva et al., 2003). Esta se encuentra presente en los derivados proteicos 

purificados (PPD) y se sabe que la forma nativa de este antígeno presenta O-glicosilaciones 

(González-Zamorano et al., 2009). Sin embargo, hasta el día de hoy no se la logrado determinar 

el patrón de O-glicanos. Así como se ha observado con otros antígenos glicosilados de Mtb, 

como APA (Horn et al., 1999; Romain et al., 1999), la adición de manosas podría tener un papel 

importante en el desarrollo de las respuestas de la inmunidad innata y adaptativa. En el 2021 

Watson y colaboradores realizaron un estudio enfocado en la importancia del reconocimiento 

de anticuerpos de PstS-1 como posible terapia profiláctica para Tb (Watson et al., 2021). Un 

tratamiento profiláctico con anticuerpos específicos hacia PstS-1 en ratones Balb/c infectados 

con Mtb reduce la carga pulmonar bacteriana en un 50%. Este estudio demostró que las 

respuestas inhibidoras de los linfocitos B anti-PstS1 surgen durante la tuberculosis activa 

(Watson et al., 2021) lo cual enfatiza la importancia de PstS-1 como un antígeno clave para la 

activación de la respuesta humoral por parte de Mtb. 

En general, el uso de proteínas recombinantes es una herramienta eficaz para el desarrollo de 

vacunas, tratamientos y sistemas de detección diagnósticos (Flores et al., 2011; Ottenhoff et al., 

2012). Sin embargo, las características estructurales, presencia de etiquetas para la purificación 

y MPt pueden ser un determinante que puede interferir con el estudio de la respuesta 

inmunogénica e inmunorreactividades de las proteínas en evaluación (Fonda et al., 2002; Horn 

et al., 1999). Las proteínas recombinantes de Mtb expresadas en E. coli (el principal sistema de 
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expresión de proteínas recombinantes) han sido comúnmente usadas en diferentes ensayos, 

aunque la discusión sobre las diferencias de las características fisicoquímicas y estructurales 

es escasa. Cabe resaltar que usualmente las proteínas recombinantes producidas en E. coli, 

carecen de MPt, como glicosilaciones, que podrían ser importantes en su función y estructura, 

haciéndolas disímiles a las proteínas secretadas por Mtb (Horn et al., 1999; Romain et al., 1999). 

La levadura metilotrófica, P. pastoris, se ha usado como sistema de expresión para proteínas 

recombinantes debido a ventajas como el procesamiento postraduccional, secreción de las 

proteínas recombinantes, sistema de expresión económico, tiempos de expresión relativamente 

cortos, entre otras (Byrne, 2015). En el caso de la producción de antígenos recombinantes de 

Mtb, P. pastoris tiene la capacidad de realizar la O-manosilación de sus proteínas de forma 

similar en la que lo hace las actinobacterias como es el caso de Mtb, uniendo manosas mediante 

enlaces  1-2 (Ahmad et al., 2014; Duman et al., 1998). 

Todo lo anterior enmarca la necesidad de obtener antígenos de Mtb, cuya producción endógena 

es compleja, riesgosa por la manipulación de cepas patógenas, con procesos que pueden tomar 

meses, y por tanto costosa. De aquí que alrededor del mundo se buscan nuevas formas para 

producir antígenos con características similares a los nativos. Su producción permitirá realizar 

estudios precisos del papel de los antígenos secretados de Mtb, así como obtener un mejor 

análisis de la respuesta inmune innata y adaptativa debido a la posible similitud con la proteína 

nativa. Además, se podrá estudiar su reconocimiento por Ab de pacientes con la enfermedad 

para el diseño de vacunas o herramientas diagnósticas. Por lo que en este trabajo nos 

evocamos al estudio de la producción y purificación del antígeno recombinante O-manosilado, 

rPstS-1, en P. pastoris, enfatizando que este presentará características similares al antígeno 

nativo. 
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HIPÓTESIS 

El glicoantígeno inmunodominante de Mycobacterium tuberculosis, PstS-1, al ser producido de 

forma recombinante en Pichia pastoris, se produce con características bioquímicas y 

postraduccionales que aumentan su reconocimiento por anticuerpos de suero de pacientes con 

tuberculosis activa comparado con la proteína recombinante no glicosilada. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Caracterizar el bioproceso de la glicoproteína recombinante rPstS-1 producida en Pichia 

pastoris, determinando las propiedades bioquímicas, postraduccionales e inmunogénicas de la 

molécula a través del reconocimiento por anticuerpos de pacientes con tuberculosis activa. 

Objetivos específicos 

• Caracterizar la cinética crecimiento y los parámetros estequiométricos de una clona de 

Pichia pastoris productora del glicoantígeno recombinante rPstS-1 en matraz agitado y 

biorreactor. 

• Desarrollar y caracterizar el proceso de producción y purificación de las rPstS-1. 

• Evaluar la caracterización bioquímica, conformacional y composición de las rPstS-1 

mediante SDS-PAGE, dicroísmo circular y espectrometría de masas.  

• Analizar y caracterizar las modificaciones postraduccionales como O-glicosilaciones de 

la glicoproteína completa y los péptidos resultantes de la proteólisis de rPstS-1. 

• Estudiar la serorreactividad de rPstS-1 en pacientes con tuberculosis activa. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos y cepas 

Para los componentes de los medios de cultivo la peptona, extracto de levadura y agar se 

compraron de Difco™ (Becton–Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.), el metanol, dextrosa y 

sales de JT Baker (Phillipsburg, NJ, EE. UU.), y el sorbitol y Triton X-100 se obtuvieron de Merck 

(Billerica, MA, EE. UU.). Para los reactivos de biología molecular, la Zeocin™, ligasa T4 y los 

reactivos de PCR se compraron de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.), las 

enzimas de restricción PstI y KpnI se compraron de Jena Bioscience GmbH (Jena, Alemania) y 

el kit de purificación del plásmido Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit se compró a Zymo Research 

(Irvine, CA, EE. UU.). Los reactivos de pPICZB-PstS1 de proteínas, SDS-PAGE y Western 

Blot se adquirieron de Merck, y el sustrato quimioluminiscente Super Signal® West Pico se 

adquirió de ThermoFisher Scientific. Los reactivos de grado HPLC acetonitrilo y ácido 

trifluoroacético se adquirieron de JT Baker (Phillipsburg, NJ, EE. UU.). Los pasos de 

propagación y subclonación de plásmidos se llevaron a cabo en E. coli químicamente 

competente One Shot™ TOP 10 adquirida de ThermoFisher Scientific y cultivada en medio 

Luria-Bertani (Merck). La expresión de rPstS-1 se realizó en Pichia pastoris X-33 utilizando el 

vector pPICZαB (ThermoFisher Scientific). La PstS-1 también se expresó en Escherichia coli 

BL21(DE3) con una cola de 6 histidinas (González-Zamorano et al., 2009). 

Construcción del vector pPICZαB‑PstS1 y transformación de Pichia pastoris X-33 

La secuencia del gen que codifica PstS1 (Rv0934) se obtuvo de GenBank ID No. 885724. Esta 

secuencia de nucleótidos se modificó para crear el uso preferencial de codones para P. pastoris 

(Bai et al., 2011; De Schutter et al., 2009). Para evitar la N-glicosilación, las asparaginas de los 

residuos 57 y 247 se sustituyeron por glutaminas (Halliwell et al., 2001). La secuencia 

optimizada fue sintetizada químicamente y clonada en el plásmido pUC57 por Gen-Script 

(Piscataway, NJ, EE. UU.). El fragmento sintético codificante se ligó en el vector pPICZB 

utilizando la T4 ADN ligasa. El fragmento se colocó río abajo del promotor AOX1 (alcohol 

oxidasa 1). Se incorporó un codón de paro (TAA) en el extremo 3' de la secuencia. El plásmido 

recombinante pPICZαB-PstS1 se propagó en E. coli químicamente competente One Shot™ 

TOP 10 usando 25 μg/mL de Zeocin™. El plásmido pPICZαB-PstS1 se linealizó y se usó para 

transformar P. pastoris X-33 por electroporación (BTX; Genetronics, San Diego, CA, EE. UU.). 
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Las células transformadas se seleccionaron usando agar YPD (extracto de levadura 10 g/L, 

dextrosa 20 g/L, peptona 20 g/L, sorbitol 1 M y agar 20 g/L) suplementado con Zeocin™ a 30 

ºC. A continuación, los clonas positivas se almacenaron en crioviales de 1.0 mL a -80 °C en 

glicerol al 20%. Las clonas de mayor producción fueron seleccionadas. 

Métodos analíticos 

El crecimiento de Pichia pastoris se determinó midiendo la densidad óptica (D.O.) a 600 nm 

(Spectronic Genesys 20, Thermo Fisher Scientific). La biomasa se evaluó midiendo el peso 

seco; se filtraron 5 mL de cultivo a través de una membrana de tamaño de poro de 0.45 μm 

(Merck-Millipore, Billerica, MA, EE. UU.) y se lavaron una vez con un volumen de agua destilada. 

La biomasa obtenida se secó durante 24 h en una estufa a 65 °C, luego se colocó durante 1 h 

en un desecador y se pesó. El sobrenadante se utilizó para medir el consumo de glicerol 

mediante un método colorimétrico (Kuhn et al., 2015). 

Producción en matraz agitado y biorreactor de rPstS-1 en Pichia pastoris 

Los matraces agitados con bafles (MAB, 250 mL, matraz Duran® Erlenmeyer, cuello estrecho, 

vidrio de borosilicato, Mainz, Alemania) con 50 mL de medio BMGY (extracto de levadura 10 

g/L, peptona 20 g/L, glicerol 10 mL/L y fosfato de potasio 100 mM, pH inicial de 6.0) se 

inocularon con 200 μL de cultivo de crioviales de la clona seleccionada. Después de agotado el 

glicerol, las células se cosecharon por centrifugación a 6,300 × g durante 15 min y el precipitado 

resultante se resuspendió en 50 mL de BMMY (extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, 

metanol 10 mL/L y fosfato de potasio 100 mM, pH 6.0). Todos los cultivos se incubaron a 30 °C 

en un agitador orbital a 250 rpm (New Brunswick Scientific C251, Eppendorf Inc., Enfield, CT, 

EE. UU.). 

Los biorreactores con 1.0 L de medio BMGY (Applikon Biotechnology, Países Bajos), se 

inocularon con cultivos de MAB a una D.O. inicial de 0.5 UA. El inóculo fue incubado a 30 °C y 

250 rpm durante 24 h. Los cultivos en biorreactor se realizaron a 29 °C, sin control de pH y la 

tensión de oxígeno disuelto (DOT) se fijó al 35% (respecto a la saturación del aire) y se controló 

en cascada, variando la velocidad de agitación (entre 200 y 1000 rpm), se mantuvo un flujo de 

aire de 1.0 L/min (1 vvm) utilizando una estrategia de control proporcional-integral-derivada 

(PID) (Trujillo-Roldan et al., 2001). Los valores DOT, temperatura, agitación y pH fueron 
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adquiridos y controlados por el software ADI-1010 y BioXpert® (Applikon Biotechnology). El 

consumo de glicerol (1%, 12.6 g/L) se infirió cuando se alcanzó el 95% del DOT, momento en 

el que se inició la fase de inducción mediante la adición de metanol (7.9 g/L). Cada vez que el 

DOT superó el 80%, se realizó la alimentación de metanol. Las muestras se recolectaron cada 

6 h (1.0 mL), los sobrenadantes se obtuvieron por centrifugación a 8,000 x g y se congelaron 

para su posterior análisis. Todos los cultivos se cultivaron como tres réplicas independientes y 

los resultados se expresan como media ± desviación estándar. 

Producción de rPstS-1 de E. coli en biorreactores 

La E. coli (cepa DE3) utilizada para producir rPstS-1 se cultivó en un biorreactor (1.0 L de medio 

de cultivo Luria-Bertani, Applikon Biotechnology). Los cultivos del biorreactor se realizaron a 37 

°C, sin control de pH, y el DOT se fijó al 35% (respecto a la saturación del aire) y se controló en 

cascada cambiando la velocidad de agitación (entre 200 y 1000 rpm), manteniendo un flujo de 

aire de 1.0 L/min (1 vvm) utilizando una estrategia de control proporcional integral derivada (PID) 

(Trujillo-Roldan et al., 2001). Después de 4 h de crecimiento (D.O. 600 cerca de 1.5 U.A.) se 

inició la fase de inducción mediante la adición de 0.1 mM de isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

(IPTG). Después de 4 h de inducción (D.O. 600 de 5.9 U.A.), la biomasa se recuperó por 

centrifugación. La suspensión celular se sonicó en búfer de lisis que contenía Triton X-100 al 

0.5 % (v/v) y las muestras se centrifugaron (10,000 x g durante 10 min). La PstS-1 recombinante 

se produjo en cuerpos de inclusión, que se solubilizaron utilizando un búfer de desnaturalización 

(NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, GuHCl 6 M, pH 8). 

Cuantificación de proteína total, SDS-PAGE y Western blot 

La concentración de proteínas solubles totales en los sobrenadantes se determinó mediante un 

ensayo de proteínas de Bradford (Bio-Rad Inc, Hercules, CA, EE. UU.) siguiendo las 

recomendaciones del proveedor. Las curvas de calibración se prepararon utilizando albúmina 

de suero bovino. Las muestras y los estándares se prepararon por triplicado y las absorbancias 

se midieron a 595 nm utilizando un lector de placas (Stat Fax 4200, Awareness Technology, 

Palm City, FL, EE. UU.). La proteína total de 500 μL o 1 mL de sobrenadante se precipitó con 1 

volumen de ácido tricloroacético (30%) en acetona fría. La precipitación se llevó a cabo durante 

la noche a -20 °C y luego se centrifugó a 14,000 × g durante 25 min. Los sedimentos se lavaron 

con acetona (80%), se secaron a 60 °C durante 5 min y luego se suspendieron en 20 μL de 
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agua Milli-Q. Las muestras precipitadas se separaron mediante electroforesis en geles SDS-

PAGE al 12%. Las proteínas se visualizaron mediante tinción con Coomassie Brilliant Blue R-

250, los geles teñidos se tomaron imágenes usando el software Image-LabTM y el Gel DocTM 

EZ System (Bio-Rad Inc, EE. UU.). Se usó un marcador de peso molecular de proteína preteñida 

PageRuler™ (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). 

Para identificar la rPstS-1 producida se realizó inmunodetección de las proteínas separadas 

mediante SDS-PAGE y luego se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno 

(PVDF) Immobilon-P™. Las membranas transferidas se bloquearon con leche desnatada (5%) 

en solución amortiguador de fosfato salino (PBS) que contenía Tween-20 (0.05%). Después de 

tres lavados con PBS-Tween-20, las membranas se incubaron con un Ab policlonal anti-

Mycobacterium tuberculosis-PstS-1 (ArtNr: OACA02044. Aviva System Biology Co., San Diego, 

CA, EE. UU.; diluido a 1/2000) durante 1 h a temperatura ambiente. Después de la incubación, 

las membranas se lavaron dos veces con PBS-Tween-20 y se incubaron con anticuerpos anti-

inmunoglobulina G de ratón conjugados con peroxidasa diluidos 1/2000, a temperatura 

ambiente durante 30 min. Las membranas se lavaron de nuevo dos veces con PBS-Tween-20 

y las bandas inmunorreactivas se revelaron mediante quimioluminiscencia (Thermo Scientific, 

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate). Las bandas se visualizaron utilizando 

un escáner C-digital (LICOR, NE, EE. UU.). 

Para un estudio comparativo de la capacidad de los antígenos para ser reconocidos por un Ab, 

se realizaron experimentos de Western blot (Chaouki Benabdesselem et al., 2006) utilizando 

tres cantidades diferentes de rPstS-1 producida en P. pastoris o E. coli (2.0, 1.0 y 0.5 μg). La 

membrana se incubó con un Ab policlonal de conejo anti-Mycobacterium tuberculosis-PstS-1 

(ArtNr: OACA02044. Aviva System Biology Co. USA; diluido 1/2000) durante 1 h a temperatura 

ambiente, o con una muestra de suero humano (diluido 1 /300 en TBS) de un paciente con Tb 

activa confirmada clínicamente, e incubados durante la noche a 4 °C. Los anticuerpos unidos 

se detectaron usando una IgG-Fc antihumana de cabra conjugada con HRP (Bethyl 

Laboratories, Inc., Montgomery, TX, EE.) a temperatura ambiente. Las proteínas rPstS-1 

purificadas de P. pastoris y E. coli se cuantificaron mediante un ensayo de proteínas de Bradford 

(Bio-Rad, Richmond, CA, EE. UU.) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Las bandas 

inmunorreactivas se detectaron mediante quimioluminiscencia (Thermo Scientific, 

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate) y la visualización de bandas se realizó 
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con un escáner C-digital (LICOR, NE, EE. UU.). El análisis densitométrico se realizó utilizando 

Image Lab™ Software 6.0.1 (Bio-Rad). 

Purificación de rPstS-1 

Después de 73 h de cultivo de P. pastoris recombinante en presencia de metanol en el 

biorreactor, se clarificó la biomasa mediante filtración tangencial en un sistema Sartojet 

Sartorius (Sartorius Stedim, Gotinga, Alemania), utilizando una membrana Sartocon® con corte 

de 100 kDa. A continuación, se utilizó una membrana Sartocon® con un corte de 10 kDa para 

concentrar el filtrado anterior. La fracción retenida (10-100 kDa) se concentró por liofilización 

hasta el 90% del volumen inicial y luego se pasó por un filtro de polipropileno de 0.2 μm (Minisart 

Sryinge filter, Sartorius). La rPstS-1 se purificó mediante cromatografía líquida de alta resolución 

de fase inversa (RPHPLC, Shimadzu, Kyoto, Japón). Las muestras se separaron con una 

columna PROTO300 Semi-Prep C4 (10 μm, 250 × 10 mm) y una columna XBridge Protein BEH 

C4 (300 Å, 3,5 mm, 4,6 mm × 150 mm). La composición de los disolventes fue: amortiguador A 

contenía agua Milli Q con ácido trifluoroacético al 0.1 % y el amortiguador B contenía acetonitrilo 

con ácido trifluoroacético al 0.1 %. La proteína recombinante se eluyó con un gradiente de 

acetonitrilo. La separación comenzó con una solución de tampón B al 20 % durante 5 min, luego 

se aplicó un gradiente de tampón B del 20% al 60% durante los siguientes 20 min. La elución 

se controló midiendo las absorbancias a 220 y 280 nm. La pureza se evaluó a partir del 

cromatograma obtenido de cada corrida analizando el área representativa de cada pico. 

La purificación de rPstS-1 de E. coli etiquetada con cola de histidinas se llevó a cabo mediante 

cromatografía de afinidad con Ni-NTA Agarosa (Qiagen, Venlo, Países Bajos) usando un 

sistema cromatográfico FPLC (Econo System, Bio-Rad Richmond, CA, EE. UU.). La rPstS-1 se 

eluyó con NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, urea 8 M, imidazol 250 mM, pH 5,9. A continuación, 

la rPstS-1 se purificó mediante cromatografía líquida de alta resolución de fase inversa (RP-

HPLC, Shimadzu, Kyoto, Japón), utilizando una columna PROTO300 Semi-Prep C4 (10 μm, 

250 × 10 mm) y el XBridge Protein BEH C4. columna (300 Å, 3.5 mm, 4.6 mm X 150 mm). La 

proteína recombinante se eluyó con un gradiente de 0% a 60% de acetonitrilo, utilizando 

amortiguador A (agua Milli Q que contenía 0.1% de ácido trifluoroacético) y amortiguador B 

(acetonitrilo con 0.1% de ácido trifluoroacético). La elución se controló midiendo las 

absorbancias a 220 y 280 nm. 
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Espectroscopía de dicroísmo circular 

La estructura secundaria de ambas formas de rPstS-1 (de P. pastoris y E. coli) se determinó 

mediante espectroscopía de dicroísmo circular (CD) en la región de UV lejano usando un 

espectropolarímetro Jasco J-715 (Jasco Inc., MD. EE. UU.). Los espectros de CD se obtuvieron 

de muestras disueltas en Tris 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 12 mM a pH 8, con concentraciones 

de proteína de 125 y 250 μg/mL. Los espectros se registraron de 190 a 260 nm a una velocidad 

de exploración de 20 nm/min y un tiempo de respuesta de 1 s, representando cada espectro la 

suma de cuatro acumulaciones. Todos los espectros se adquirieron a 25 °C en una celda de 1 

mm. Los datos de CD se analizaron utilizando la herramienta CAPITO CD Analysis & Plotting 

(http://capito.nmr.leibniz-fli.de/index.php) para proporcionar estimaciones del contenido de la 

estructura secundaria (Wiedemann et al., 2013). La elipticidad media de los residuos ([Θ] en 

grad.cm2.dmol−1) se calculó de acuerdo con la ecuación (Kelly et al., 2000): [Θ] = MRWΘ/10d.c 

donde MRW es el peso medio del residuo, Θ es la elipticidad observada (miligrados), d es el 

paso óptico (cm) y c es la concentración (mg/mL). 

Análisis de espectrometría de masas 

La masa molecular de rPstS-1 de P. pastoris se determinó por MALDI-TOF, utilizando un 

instrumento Bruker Microflex. Se realizó una solución de rPstS-1 y ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico (10 mg/ml) (1:1 v/v) y se colocaron sobre placas de acero inoxidable. Las 

muestras se analizaron en modo de detección de iones positivos y lineal. La identificación de la 

secuencia de la rPstS-1 de P. pastoris purificada por RP-HPLC se llevó a cabo como se describe 

(Gamboa-Suasnavart et al., 2011). Brevemente, 50 μg de rPstS-1 se redujeron con DTT 10 mM 

en NH4HCO3 100 mM durante 5 min a temperatura ambiente y luego se alquilaron con 

yodoacetamida 54 mM en NH4HCO3 100 mM a temperatura ambiente durante 15 min en 

oscuridad. Después, la proteína se digirió con tripsina (recombinante, grado de proteómica, 

Roche, Cat. No. 03708985001) bajo las condiciones descritas por el proveedor (Roche, 2010). 

Por otro lado, una segunda muestra tratada (reducida y alquilada) que contenía 50 μg de 

proteína purificada fue digerida con la enzima proteolítica Lys-C (Roche, Suiza) como describe 

el proveedor (Roche, 2021). Los análisis de espectrometría de masas de los péptidos digeridos 

se realizaron con 1 μL de la reacción enzimática mezclada con 5 μL de acetonitrilo (ACN) al 

30%, agua al 70%, ácido trifluoroacético (TFA) al 0.1 % saturado con ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico. Después de esto, se analizó 1 μL de esta solución en un analizador de tiempo 
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de vuelo de ionización por desorción láser asistido por matriz (MALDI-TOF, Bruker Microflex). 

Los espectros se registraron en el modo lineal positivo para el rango de masas de 1,000 a 

13,000 Da. 

La identificación de la secuencia de los péptidos trípticos se realizó mediante un MALDI-TOF-

TOF 4800 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Los péptidos digeridos se 

reconstituyeron en una solución de H2O:ACN:TFA (50:50:0.1) a concentraciones nanomolares. 

Para cristalizar los péptidos se mezcló 0.5 μL de la muestra con 1.0 μL de la matriz ácido α-

ciano-4-hidroxicinámico así como con 1.0 μL de las matrices ácido 3,5-dimetoxi-4-

hidroxicinámico y α- ácido ciano-4-hidroxicinámico. Ambas preparaciones se realizaron en 

concentraciones micromolares y se depositaron en placas de acero inoxidable a temperatura 

ambiente hasta su completa evaporación y formación simultánea de cristales. Para ionizar las 

muestras se utilizaron pulsos de láser utilizando una fuente de nitrógeno y una longitud de onda 

de 355 nm. Las señales detectadas fueron almacenadas y analizadas con el programa 

ProteinPilot 1.4 acoplado al sistema. 

Se analizaron por espectrometría de masas los péptidos purificados por RP-HPLC obtenidos 

de la tripsinización de las proteínas recombinantes de rPstS-1 producidas en E. coli y P. pastoris 

como se describe a continuación. Las proteínas purificadas (1.5 mg) se sometieron a digestión 

tríptica (recombinante, grado de proteómica, Roche, Cat. No. 03708985001) como se describe 

por el proveedor (Roche, 2010) y se concentraron por ultrafiltración con tubos/filtro Amicon con 

corte de 3 kDa. Se agregó la enzima en una relación 1:100 del peso de la proteína obtenida. La 

proteína se incubó con la enzima a 37 °C durante 16 h. Una vez realizada la digestión, se 

purificaron los péptidos obtenidos de la tripsinización mediante RP-HPLC (Shimadzu, Kyoto, 

Japón), utilizando una columna XBridge Protein BEH C4 (300 Å, 3.5 mm, 4.6 mm X 150 mm). 

Los péptidos se eluyeron con un gradiente de 0% a 60% de acetonitrilo, utilizando amortiguador 

A (agua Milli Q que contenía 0.1% de ácido trifluoroacético) y amortiguador B (acetonitrilo con 

0.1% de ácido trifluoroacético). La elución se controló midiendo las absorbancias a 220 y 280 

nm. Se recolectaron las fracciones pertenecientes a cada uno de los picos de elución. Los 

análisis de espectrometría de masas de las fracciones recolectadas se realizaron con 1 μL de 

las fracciones mezclada con 5 μL de acetonitrilo (Acn) al 30%, agua al 70%, ácido 

trifluoroacético (TFA) al 0.1% saturado con ácido α-ciano-4-hidroxicinámico. Después de esto, 
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se analizó 1 μL de esta solución en un analizador de tiempo de vuelo de ionización por desorción 

láser asistido por matriz (MALDI-TOF, Bruker Microflex). 

Ensayos de serorreactividad por ELISA 

Se recubrió una microplaca de 96 pozos (Nunc-ImmunoPlate, Maxisorp Surface, Thermo 

Fisher) con 100 μL/pozo de la proteína recombinante (5 μg/mL) en amortiguador de fosfato 

salino (PBS) y se incubó durante la noche a 4 °C, luego se lavó tres veces durante 1 min cada 

una con PBS, se bloquearon con 150 μL de BSA (0.25 %) en PBS durante 1.5 h a 37 °C y luego 

se lavaron cinco veces con PBS. A continuación, se añadieron al pozo correspondiente 100 μL 

de cada suero, diluidos en solución de bloqueo (en dos diluciones: 1:100 y 1:500), se incubó 

durante 1.5 h a 37 °C y luego se lavó tres veces con 250 μL de Tween 20 (0,05%) en PBS. A 

continuación, los pozos se incubaron con 100 μL de Ab secundario IgG2 antihumano de ratón 

(1:500 PBS/Tween 0,05 %) acoplado a fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific), durante 

1.5 h a 37 °C en la oscuridad y se lavaron cuatro veces. con 250 μL de Tween 20 (0,05%) en 

PBS. Para medir la actividad de la fosfatasa alcalina se utilizaron como sustrato tabletas de 

fosfato de p-nitrofenilo SIGMAFAST™ (Merck, Billerica, MA, EE. UU.). Se añadió el sustrato 

diluido (75 μL) a cada pozo seguido de incubación durante 30 min en oscuridad a temperatura 

ambiente. Después del periodo de incubación, se midió la absorbancia a 405 nm en un lector 

de placas (Synergy|HTX, Biotek, Winooski, VT, EE. UU.). Cada análisis de suero se realizó por 

duplicado. Los sueros de pacientes con Tb (n = 30) fueron seleccionados al azar del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER, Ciudad de México, México). La Tb pulmonar 

activa en todos los pacientes fue confirmada por frotis de esputo clínicamente positivo, 

microscopía, cultivo en medio Middlebrook 7H10 e identificación por métodos moleculares y 

resistencia a rifampicina mediante la prueba GeneXpert. Los sueros fueron recolectados antes 

de iniciar el tratamiento antibiótico, luego de la confirmación de la fase aguda de la enfermedad. 

Adicionalmente, los sueros de sujetos con pruebas de PPD positivas (n = 5) y negativas (n = 5) 

fueron seleccionados de un tamizaje para evaluar infecciones micobacterianas en personas del 

Estado de México, México. Estos sujetos no presentaron ninguna evidencia clínica de 

tuberculosis activa. 
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Análisis estadísticos 

Todos los datos de los parámetros cinéticos se representan como la media de triplicados ± 

desviación estándar. La significancia estadística entre grupos en el ensayo de reactividad de 

anticuerpos se determinó utilizando la media de 30 sueros de pacientes con Tb activa en 

comparación con PBS como control y grupos de PPD positivo y negativo (n = 5, cada uno). Se 

utilizó la prueba de Dunn para todas las comparaciones por pares y comparaciones contra un 

grupo de control (PBS) después de ANOVA basado en rangos, basado en el tratamiento de 

tamaños de grupo desiguales. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas 

si la P < 0,05. 
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RESULTADOS 

Construcción de plásmido para la producción de rPstS-1 de Mtb en P. pastoris 

El trabajo realizado con el diseño del plásmido y transformación para la expresión de rPstS-1 

de Mtb en P. pastoris se llevó a cabo por la Dra. Valdez Cruz y del M. en C. Daniel Juárez. La 

secuencia del gen que codifica para la proteína nativa PstS-1 de Mtb (Rv0934) se obtuvo de 

GeneBank number: P9WGU1. Las modificaciones se implementaron utilizando el software 

Gene Designer 2.0. Se eliminaron el péptido señal y de lipidación (secuencia codificante para 

los residuos 1 a 21 de los 23 residuos del péptido señal). Los posibles sitios consenso de N-

glicosilación (Asn-Xaa-Ser/Thr) también fueron eliminados para evitar N-glicosilaciones las 

cuales están asociadas a estructuras hipermanosiladas de glicanos  (van Kooyk et al., 2008). 

Se decidió mutar los codones para los aminoácidos Asn 57 y Asn 247 (N) por Gln (Q). A partir 

de las secuencias obtenidas del GenBank se realizó una optimización de codones de la 

secuencia codificante para P. pastoris (Bai et al., 2011; De Schutter et al., 2009). El primer 

aminoácido de la proteína recombinantes es una alanina, de esta forma se evita que el grupo 

tiol de la cisteína pueda interaccionar con la membrana celular. El análisis de identidad por 

superposición de los 353 residuos de la proteína recombinante comparada con la nativa 

presenta una identidad del 99.4%. 

Para el diseño del plásmido la secuencia codificante se clonó río debajo de la secuencia del 

factor de acoplamiento α en el vector pPICZαB. Se conservó el marco de lectura abierto y bajo 

el control del promotor de la alcohol oxidasa 1 de P. pastoris, La rPstS-1 se expresó sin etiquetas 

ya que estas podrían alterar las propiedades biológicas o fisicoquímicas (Fonda et al., 2002; 

Halliwell et al., 2001; Sainsbury et al., 2016; J. Wu et al., 1999). El plásmido construido se verificó 

por PCR (Fig. 8A) y secuenciación (dato no mostrado). En la Figura 7 se muestra el diagrama 

del plásmido pPICZB-PstS1 usado para la transformación de la cepa de X33 de P. pastoris. 

Mediante la herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005) 

se analizaron las características fisicoquímicas de la secuencia de aminoácidos perteneciente 

la proteína recombinante rPstS-1. Se determinó un peso molecular teórico de 36,059.36 Da,  

punto isoeléctrico teórico de 4.82 y coeficiente de extinción molar de aproximadamente 1.023 

M-1 cm-1, a 280 nm medido en agua.  
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Figura 7. Diagrama del plásmido pPICZB-PstS1 utilizando el programa SnapGene®. Se observa la 

región de la secuencia promotora de AOX1 (flecha blanca superior), la secuencia de secreción 

perteneciente al factor de acoplamiento α (flecha morada) y la secuencia del gen codificante de PstS-1. 

El casete de restricción para bleomicina (zeocina) se observa en la flecha verde. 

Transformación de P. pastoris X-33 con plásmido pPICZB-PstS1 

Una vez realizada la transformación de las células por electroporación se obtuvieron y se 

seleccionaron 55 clonas positivas de P. pastoris X-33 con pPICZB-PstS1 (X33::pPIC-PstS1). 

Adicionalmente, se transformó P. pastoris X-33 con el vector pPICZαB vacío (X33::pPICZαB) 

como control (Fig. 8B). 

A   B 

  

Figura 8. Transformantes de P. pastoris X-33 con plásmidos pPICZB-PstS1 y pPICZB. A. PCR tiempo 

final del plásmido pPICZB-PstS1 para verificar la correcta ligación de la secuencia nucleotídica de la 

proteína PstS-1 al plásmido pPICZB esperando obtener una banda de 1,414 pb. B. Las levaduras se 
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transformaron por electroporación con los plásmidos pPICZB-PstS1 y pPICZB. Como control se 

ocupó la cepa X-33 sin transformar (S/T). Se utilizó YPDS+Zeocina (100 g/mL).  

Selección de clona X33::pPIC-PstS1 productora de rPstS-1. 

Tras el análisis de aumento de antibiótico se seleccionaron 8 clonas, de las cuales se generaron 

bancos maestros y se comparó tanto su crecimiento (Tabla 2) como la productividad mediante 

SDS-PAGE (Figura 9). El crecimiento de las clonas seleccionadas se realizó en matraces 

agitados con bafles (MAB) de 250 mL con volumen de 50 mL de medio BMGY durante 36 h y, 

tras el agotamiento del glicerol, se cambió el medio a BMMY. La fase de producción de la rPstS-

1 en el medio BMMY fue durante 60 h y la inducción se realizó adicionando 1% de metanol cada 

12 h.  Después se determinó la producción de las proteínas recombinantes y los pesos secos 

finales del crecimiento con el medio BMMY. En la Tabla 2 se muestran las D.O. (600 nm) y el 

peso seco de las clonas comparando el peso inicial al colocar medio BMMY con el final después 

de las 60 h. Se observó que las clonas con mayor D.O. después de 60 h en medio BMMY fueron 

la clona 1, 2 y 7, las cuales alcanzaron D.O. mayores de 17.3. Las clonas 2, 4, 7 y 8 obtuvieron 

pesos secos por arriba de de 5.9 g/L (Tabla 2). 

Tabla 2. Análisis de crecimiento y productividad final de rPstS-1 en 

las clonas seleccionadas de X33::pPIC-PstS1 

 
Clona 

D.O.* PSC* Banda ~38 kDa 

 (U.A. 600 nm) (g/L) (%) 

X33::pPIC-PstS1 

1 17.8** 5.8 11.9 

2 17.3** 5.9** 16.2** 

3 15.2 5.7 13.3 

4 14.55 5.9* 10.5 

5 13.4 4.5 6 

6 15.55 5.4 6.4 

7 19.05** 6.8** 17.8** 

8 15.5 6.1** 15.6** 

X-33  13.75 5.1  

D.O., densidad óptica; PSC, peso seco celular; U.A., unidades de absorbancia. 
* El análisis se realizó con muestras del tiempo final de cultivo a las 60 h en medio 
BMMY. 
** Las primeras tres clonas con mayor crecimiento (D.O. y PSC) o % de banda de 

~38 kDa. 
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Además, se realizó electroforesis en gel de poliacrilamida a las muestras de proteínas del 

sobrenadante utilizando el mismo volumen de muestra (1 mL de sobrenadante sin células). En 

las clonas productoras de rPstS-1 se observó la presencia de una banda de aproximadamente 

~38 kDa la cual no se observa en el control (Fig. 9). Haciendo un análisis densitométrico de la 

banda de ~38 kDa de todos los carriles, se llegó a la conclusión que las clonas 2, 7 y 8 

presentaban un mayor porcentaje de expresión, 16.2%, 17.8% y 15.6% respectivamente. De 

acuerdo con los resultados la clona 7 presentó las mejores características de producción de la 

proteína rPstS-1. 

 

 

Figura 9. Electroforesis de proteínas del sobrenadante de las diferentes clonas de X33::pPIC-PstS1 

productoras de rPstS-1 y análisis densitométrico de la banda de ~38 kDa. SDS-PAGE al 15% teñido con 

azul de Coomasie. Las clonas seleccionadas fueron inducidas con medio BMMY (1% de metanol) y se 

precipitó 1 mL de proteína usando el mismo volumen del sobrenadante de cada clona. La flecha señala 

la banda de ~38 kDa que podría corresponder con rPstS-1. M, marcador de peso; C- (control negativo), 

clona X33::pPICZαB. El porcentaje corresponde al total de las bandas presentes en cada carril. 
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Identificación de rPstS-1 producida en P. pastoris por espectrometría de masas 

Una vez seleccionada la clona de P. pastoris X33::pPIC-PstS1 para la producción de rPstS-1 

se realizó el análisis de la banda de ~38 kDa del gel de SDS-PAGE . Está banda fue analizada 

por espectrometría de masas en el INMEGEN con el Dr. Sergio Román. Para la identificación 

se realizó una digestión proteolítica a la proteína de la banda con tripsina. La identificación de 

los péptidos producto de la digestión se realizó con MALDI TOF/TOF 4800 MS/MS y se utilizó 

el programa ProteinPilot™ para la identificación de los péptidos. Como se muestra en la Tabla 

3 se pudieron identificar 7 péptidos pertenecientes a la proteína Rv0934 de Mtb. Se encontró 

que 5 de los péptidos tenían una confianza del 99%. Otros dos péptidos obtuvieron porcentajes 

de confianza del 93 y 83% debido a posibles modificaciones de oxidación y metilación, 

respectivamente. Este resultado nos da la certeza que se produjo la proteína recombinante 

rPstS-1 de Mtb. 

Tabla 3. Identificación de péptidos de rPstS-1 por MALDI TOF/TOF MS/MS 

Secuencia peptídica Número UniProt % confianza* Modificación PM PMT 

VLAAMYQGTIK 

P9WGU1 
(PSTS1_MYCTU) 

99 --- 1193.6266 1193.6372 

TWDDPQIAALNPGVNLPGTAVVPLHR 99 --- 2750.5609 2750.5056 

SDGSGDTFLFTQYLSK 99 --- 1764.8046 1764.8126 

DAATAQTLQAFLHWAITDGNK 99 --- 2271.1964 2271.1624 

ASFLDQVHFQPLPPAVVK 99 --- 1992.1214 1992.1023 

GLMNIALAISAQQVNYNLPGVSEHLK 93 Oxidación(M)@3 2781.222 2795.5166 

GLGEAQLGNSSGNFLLPDAQSIQAAA 
AGFASK 

83 Metil(E)@4 3091.384 3103.5947 

El programa ProteinPilot™ utiliza la base de datos UniProt para el análisis de los péptidos mediante un 

algoritmo. PM, peso molecular; PMT, peso molecular teórico. * El porcentaje de confianza de los péptidos 

se basa en el número de coincidencias entre los datos y fragmentos ionizados teóricos. 

Caracterización cinética de crecimiento de X33::pPIC-PstS1 y clonas control en 

medio BMGY y BMMY y perfil de proteínas en matraces agitados con bafles. 

Se realizó la caracterización y comparación del crecimiento y perfil de proteínas mediante SDS-

PAGE entre la clona productora de rPstS-1 y las cepas control con el vector vacío y sin 

transformar en medio BMGY y BMMY. En experimentos iniciales se determinó el crecimiento 

mediante D.O. en matraces agitados con bafles en medio BMGY y BMMY. El crecimiento de 

las cepas en medio BMGY se comenzó con 0.065 D.O. y se observó que tanto la clona 
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productora como las cepas control alcanzaron la fase estacionaria a las 18 h de cultivo (Fig. 

10A). La clona 7 alcanzó una D.O. máxima de 29.35 UA (±1.13) a las 18 horas de cultivo, la 

cepa con el vector vacío 28.9 UA (±1.80) a las 21 h de cultivo y la cepa sin transformar, X-33, 

alcanzó una D.O. máxima de 29.00 UA (±0.28) a las 24 h de cultivo (Fig. 10A). En cuanto a la 

velocidad específica de crecimiento () la cepa productora de rPstS-1, con el vector vacío y sin 

transformar tuvieron valores de 0.451, 0.440 y 0.421 h-1 respectivamente (Fig. 10B). Estos 

resultados indican que tanto las D.O. y velocidades de crecimiento en medio BMGY no 

presentaron diferencias significativas. 

Una vez realizados los cultivos en medio BMGY se recuperó la biomasa y se cambió a medio 

BMMY para realizar un análisis de crecimiento del cultivo en condiciones de inducción de la 

producción de rPstS-1. Los resultados de la cinética en BMMY se muestran en la Figura 11. El 

crecimiento se comenzó a una D.O. de aproximadamente de ~1.1 UA para todas las cepas. 

Como se puede observar en la Figura 11A, la fase estacionaria comenzó después de 18 h de 

crecimiento para las tres colonias. Una vez terminado el crecimiento en medio BMMY a las 68 

h, se determinó la máxima D.O. Para la clona 7 X33::pPICZαB-PstS1 la máxima D.O. fue de 

33.3 UA, X33::pPICZαB alcanzó 31.4 UA y la clona X-33 sin transformar tuvo una D.O. de 32.3 

UA (Fig. 11A). La  para las colonias fueron las siguientes: 0.4215 h-1 (0.007) para 

X33::pPICZαB-PstS1; 0.4158 h-1 (0.013) para X33::pPICZαB; y 0.4435 h-1 (0.036) para X-33 

(Fig. 11B). Lo cual sugiere que no hay diferencias significativas en el crecimiento en medio 

BMMY de las tres cepas. 

Por otra parte, el análisis del peso seco al final de los cultivos se observó que la clona 

X33::pPICZαB-PstS1 tuvo un valor de 12.57 g/L (0.01), la clona X33::pPICZBα fue de 14.09 

g/L  (0.02) y X-33 sin transformar tuvo un peso seco de 13.89 g/L (1.36) (Fig. 12). Estos 

resultados indican que no hubo diferencias significativas en los valores de crecimiento obtenidos 

de D.O. y velocidades de crecimiento tanto para el crecimiento en medio BMGY y BMMY entre 

las tres clonas. 
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Figura 10. Cinética de crecimiento de clonas X33::pPIC-PstS1, X33::pPICZBα y X33 s/t en medio 

BMGY. Las levaduras crecieron en matraces agitados con bafles de 250 mL con 50 mL de volumen de 

medio en condiciones de 30° C y 150 r.pm. durante 27 h. A. Gráficas de la cinética de crecimiento 

tomando muestra cada 3 h y obteniendo la D.O. (600 nm); a la derecha se muestra la gráfica en escala 

logarítmica. B. Gráficas y fórmula de la pendiente en la fase logarítmica de crecimiento para el análisis 

y cálculo de la velocidad específica de crecimiento de cada una de las clonas. Los experimentos se 

realizaron por triplicado. 
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Figura 11. Cinética de crecimiento de X33::pPIC-PstS1, X33::pPICZBα y X33 s/t en medio BMMY. Las 

levaduras crecieron en matraces agitados con bafles de 250 mL con 50 mL de volumen de medio en 

condiciones de 30° C y 150 r.pm. durante 68 h. A. Gráficas de la cinética de crecimiento tomando 

muestra cada 6 h y obteniendo la D.O. (600 nm); a la izquierda se muestra la gráfica en escala 

logarítmica. B. Gráficas y fórmula de la pendiente en la fase logarítmica de crecimiento para el análisis 

y cálculo de la velocidad específica de crecimiento de cada clona. Los experimentos se realizaron por 

triplicado. 
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Figura 12. Gráfica de cinética de peso seco de las diferentes cepas de P. pastoris, clona productora de 

rPstS-1 y las clonas control en medio BMMY. Las cinéticas se realizaron por triplicado y se calculó de 

desviación estándar. PSC, peso seco celular. S/T, sin transformar. 

Para realizar un análisis comparativo del perfil de proteínas de sobrenadante de las cepas en 

medio BMMY de forma cinética se utilizó muestra a diferentes tiempos de cultivo y se separaron 

por SDS-PAGE. Para el análisis se tomó 1 mL de sobrenadante sin biomasa de cada uno de 

los diferentes tiempos, la proteína se precipitó y se utilizó el mismo volumen de carga de cada 

una de las muestras procesadas. Como se puede observar en el gel de la cinética de la clona 

productora X33::pPIC-PstS1 de la Figura 13, la expresión de rPstS-1 se da principalmente a 

partir de las 24 h. En las cinéticas con X33::pPICZBα y X33 s/t no se observó un cambio 

significativo en el patrón de las bandas, solo en el aumento acumulativo de las proteínas en los 

geles teñidos como se observa en la Figura 13. 

De los resultados obtenidos podemos concluir que la clona 7 X33::pPIC-PstS1 aumenta la 

producción de la proteína recombinante en la fase estacionaria de crecimiento. Además, se 

puede observar que el aumento del peso seco celular se mantiene hasta la hora 68 a pesar de 

que el aumento de la D.O. se mantiene en las últimas horas del cultivo. 
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X33::pPICZBα            X33 s/t 

     

Figura 13. Proteína total del sobrenadante en las cinéticas de las diferentes cepas de P. pastoris X-33. 

X33::pPIC-PstS1, X33::pPICZBα y X33 s/t. Se tomaron muestras a diferentes tiempos en la cinética con 

el medio BMMY y se precipitó la proteína del medio de cultivo para separar las proteínas por SDS-PAGE 

al 15% de acrilamida. M, marcador de peso; C-, control negativo (muestra de hora 48 en crecimiento con 

medio BMGY). 

A través de un análisis por densitometría del carril de la muestra a la hora 66 de la clona 7 

X33::pPIC-PstS1 en BMMY se realizó un cálculo aproximado de la producción de rPstS-1. La 

concentración de la proteína total en sobrenadante es de 0.375 g/L. Mediante el análisis por 

densitometría del gel de acrilamida de la clona productora de rPstS-1 se determinó que la banda 

de ~38 kDa representa aproximadamente el 8.8% del total de las bandas. 
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Caracterización del cultivo de X33::pPIC-PstS1 para la producción de rPstS-1 en 

matraz agitado con bafles y biorreactor 

Se realizó la caracterización del crecimiento y análisis estequiométrico de la cepa de P. pastoris 

X-33 productora de rPstS-1 en dos métodos diferentes de cultivo (matraces y biorreactor) y a 

dos escalas diferentes de cultivo (50 mL y 1 L). El crecimiento en 50 mL se realizó en matraces 

con bafles de 250 mL. Las condiciones de temperatura y agitación se ajustaron a 30 °C y 250 

rpm respectivamente y en medio BMGY. El monitoreo del glicerol permitió determinar el 

consumo completo de glicerol a las 32 h de cultivo. Después de esto, se realizó cambio de 

medio recuperando todas las células y se colocaron en 50 mL de BMMY (metanol al 1% ,10 

mL/L). Se adicionó metanol al cultivo cada 12 h hasta 73 h después. En medio BMGY, la 

biomasa máxima alcanzada fue de 26.6 ± 0.4 A.U. (8.8 ± 0.2 g/L), con una tasa de crecimiento 

específica previa a la inducción de 0.323 ± 0.025/h (Fig. 14A, Tabla 4). Durante la fase de cultivo 

con BMMY, utilizado también para inducir la expresión de rPstS-1, la biomasa máxima 

alcanzada fue de 32.7 ± 0.8 A.U. (10.8 ± 0.3 g/L) (Fig. 14A, Tabla 4), con una tasa de crecimiento 

específica postinducción de 0.003 ± 0.001/h (Tabla 4). Se observó un aumento aproximado del 

23% del nivel de biomasa acumulada después de la inducción. Además, la tasa específica de 

consumo de glicerol (qs) fue de 0.021 ± 0.004 gGlic/gPSC h y un rendimiento de biomasa por 

glicerol consumido de 0.69 ± 0.01 gPSC/gGlic. El rendimiento de biomasa a metanol fue de 0.051 

± 0.004 gPSC/gMet. 

Más adelante ser realizó la caracterización en cultivos de biorreactor. Para ello se utilizó un 

perfil de alimentación típico para una fuente de carbono; este comenzó con un cultivo en lote 

de glicerol (BMGY), y cuando se observó un aumento en la tensión de oxígeno disuelto (DOT) 

(como resultado del agotamiento de la fuente de carbono) se inició la fase de cultivo alimentado 

en lote de metanol. Esta estrategia se siguió para evitar que el metanol se acumulara en niveles 

elevados, lo que podría provocar la acumulación de formaldehído en niveles tóxicos (Hazeu et 

al., 1983; Swartz et al., 1981). Usando glicerol como fuente de carbono, se obtuvo una biomasa 

máxima de 10.4 ± 0.9/gL (Fig. 14B, Tabla 4). Se observó un agotamiento del glicerol después 

de 24 h de cultivo. Después del consumo del glicerol, se realizó la alimentación de metanol (10 

mL/L) cada 12 h para inducir la expresión de rPstS-1 (Fig. 14B). Se obtuvo una biomasa máxima 

de 15.5 ± 0.9 g/L al final del cultivo, logrando un nivel de biomasa alrededor de un 49% más alto 

después de la adición de metanol (Tabla 4). 
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Figura 14. Crecimiento cinético de la cepa recombinante P. pastoris productora de rPstS-1 en dos 

métodos diferentes de cultivo y a dos escalas diferentes. Se muestra el crecimiento en matraz agitado 

con bafles (A) y en biorreactor (B). Las mediciones se presentan como densidad óptica (superior), dcw 

(en medio) y consumo de fuente de carbono (inferior). Se muestra la fase de glicerol y la alimentación 

de metanol (el comienzo de alimentación/inducción se muestra a partir de la línea discontinua). D.O., 

densidad óptica; PSC, peso seco celular; U.A., unidades de absorbancia. 
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Tabla 4. Parámetros estequiométricos y cinéticos del crecimiento 

del cultivo de P. pastoris y la producción de rPstS-1 en matraz 

agitado con bafles de 0.25 L y en biorreactores de 1 L. 

Parámetro MAB Biorreactor 

Max D.O. 600 nm glicerol (U.A.) 26.5 ± 0.4 31.5 ± 2.2b 

Max D.O. 600 nm metanol (U.A.) 32.7 ± 0.8 47.0 ± 2.6a 

Max biomasa glicerol (g/L) 8.8 ± 0.2 g/L 10.4 ± 0.9b 

Max biomasa metanol (g/L) 10.8 ± 0.3 g/L 15.5 ± 0.9a 

μ glicerol (/h) 0.323 ± 0.025 0.286 ± 0.033 

μ metanol (/h) 0.003 ± 0.001 0.006 ± 0.001b 

Yx/s (gPSC/gGlic) 0.69 ± 0.01 0.81 ± 0.03b 

Yx/s (gPSC/gMet) 0.051 ± 0.004 0.092 ± 0.004a 

qs (gGlic/gPSC h) 0.021 ± 0.004 0.034 ± 0.013 

Proteína total de sobrenadante (mg/L) 127 ± 15 185 ± 9a 

YPTS/PSC (mg PTS/g PSC) 11.75 ± 1.13 11.92 ± 0.59 

rPstS-1 (mg/L) 46 ± 5 46 ± 4 

qrPstS-1 (mg/L h) 0.639 ± 0.070 0.633 ± 0.054 

qp(rPstS-1) (mgrPstS-1/gPSC h) 0.059 ± 0.002 0.040 ± 0.004a 

YrPstS-1/x (mgrPstS-1/gPSC) 3.3 ± 0.01 4.0 ± 0.02a 

Se muestran el promedio y la desviación estándar de al menos tres réplicas 
biológicas. 

MAB, matraz agitado con bafles; D.O., densidad óptica; U.A., unidades de 
absorbancia; μ, velocidad específica de crecimiento; PTS, proteína total de 
sobrenadante; PSC, peso seco celular; Yx/s, rendimiento total del peso seco 
celular por glicerol; Yx/s, rendimiento total del peso seco celular por metanol; 
YPTS/PSC, rendimiento de PTS por PSC; qs, velocidad específica de consumo de 
glicerol por PSC; qPstS-1, productividad volumétrica de rPstS-1; qp(rPstS-1), 
productividad específica de rPstS-1; YrPstS-1/x, rendimiento de rPstS-1 por PSC. 
La μ se calculó en las primeras 8 h de cultivo. 

El valor de p se calculó usando la prueba de t comparando los resultados de 
matraz agitado contra biorreactor 

a p < 0.005; b p < 0.05 

Determinación de la producción de rPstS-1 en X33::pPIC-PstS1 

El análisis de la producción de rPstS-1 producida en P. pastoris se realizó en MAB y biorreactor. 

Después de 73 h de cultivo en MAB en medio BMMY (metanol 1% cada 12 horas), el contenido 

de proteína del sobrenadante fue de 127 ± 15 mg/L. Un análisis densitométrico de las bandas 

pertenecientes a las proteínas secretadas (Fig. 15A) mostró que la proteína rPstS-1 (~38 kDa) 

representa ~ 36% (46 ± 5 mg/L, Tabla 4) de la proteína secretada. Después de la inducción, la 
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proteína recombinante fue mayoritaria, mientras que las proteínas endógenas se encontraron 

poco representadas (Fig. 15A). 

    A. 

 

B.            C. 

     

Figura 15. Análisis de proteínas totales del sobrenadante del cultivo. A. SDS-PAGE 12 % de proteína 

obtenida de cultivos en matraces agitados con bafles. B. SDS-PAGE 12 % de proteína obtenida de 

sobrenadantes del biorreactor. C. Inmunodetección de rPstS-1 a partir de sobrenadantes del biorreactor 

con el Ab policlonal anti-PstS1. Las flechas negras indican la banda correspondiente a rPstS-1. El tiempo 

posterior a la inducción de cada muestra tomada se indica en la parte superior de cada carril. M, 

marcador de peso molecular; C-, control negativo (muestra de sobrenadante de un cultivo de P. pastoris 

X-33 de tipo silvestre). El SDS-PAGE y el Western blot en biorreactor se realizaron con colaboración del 

M. en C. Juárez-López. 

Después de 72 h de inducción con metanol en los cultivos del biorreactor, el contenido de 

proteína total del sobrenadante fue de 185 ± 9 mg/L (Tabla 4). El nivel de rPstS-1 secretada en 

el sobrenadante fue de 46 ± 4 mg/l (Fig. 15B, Tabla 4). Durante la fase de inducción con metanol 
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en biorreactores se tomaron muestras cada 12 h. Para confirmar la identidad de rPstS-1, el 

sobrenadante se analizó mediante un ensayo de Western blot utilizando un Ab policlonal anti-

pstS1 (Fig. 15C). Se confirmó la identidad de la rPstS-1 sin aparente degradación, ni se detectó 

antes de la inducción con metanol (Fig. 15C). La detección de la proteína recombinante se 

puede observar desde las primeras 3 h de inducción y su aumento de forma dependiente al 

tiempo (Fig. 15C). 

Purificación de rPstS-1 producida en X33::pPIC-PstS1 

El proceso de purificación se diseñó considerando tanto el peso molecular de la proteína y su 

hidrofobicidad. El diagrama de purificación con las operaciones unitarias del proceso 

“downstream” se presenta en la Figura 16 y se describe más adelante. 

 

Figura 16. Diagrama del proceso “downstream” para la purificación de rPstS-1 producida en P. 

pastoris de un cultivo en biorreactor. kDa, kilodalton; RP-HPLC, fase reversa en HPLC; UUf, 

unidad de ultrafiltración. 

Para este proceso de purificación se utilizó una estrategia diferente con el propósito de 

ahorrarse un paso y tratar de mejorar el rendimiento final. Esta operación unitaria consistió en 

realizar tanto la clarificación como la eliminación de todas las proteínas mayores de 100 kDa en 
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un solo paso mediante el uso de una membrana de ultrafiltración tangencial de celulosa 

estabilizada con corte molecular de 100 kDa (Fig. 16 y Fig. 17). Para reducir la actividad de las 

proteasas en el proceso de purificación se agregó PMSF a una concentración final de 0.1 mM. 

 

Figura 17. Diagrama del procesamiento de cultivo de P. pastoris por filtración tangencial para la 

purificación de rPstS-1. El cultivo se procesó por ultrafiltración tangencial para la clarificación (100 kDa). 

La adición de agua tuvo el propósito de reducir la cantidad de proteína restante del concentrado. 

Después de adicionar PMSF al filtrado se continuó con la concentración utilizando una membrana de 10 

kDa. Se especifican los volúmenes obtenidos de cada uno de los pasos de la filtración tangencial. En la 

parte inferior izquierda se presenta el gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomasie para la 

determinación de las proteínas presentes en el concentrado. La presión transmembranal se mantuvo 

constante a ~1.2 bar. PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

El siguiente paso de purificación consistió en la concentración del filtrado obtenido del paso 

anterior que contenía todas proteínas menores a 100 kDa con un corte molecular de 10 kDa 

(Fig. 17). Además de la concentración, este paso también permitió la eliminación de las 

proteínas con un tamaño molecular menor a los 10 kDa como se puede observar en el gel de 

poliacrilamida de la Figura 17. Al final de la filtración tangencial el volumen del concentrado fue 

5 veces menor, es decir se obtuvieron ~0.2 L por cada litro procesado. Las dos filtraciones 

tangenciales dieron recuperaciones del 41% y 29%, respectivamente (Tabla 5). La presión 



Tesis de Doctorado | Ciencias Bioquímicas 

53 

transmembranal en ambos pasos de filtración se mantuvo constante aproximadamente a 1.2 

bar. Los dos pasos anteriores a la cromatografía fue el concentrado por liofilización del volumen 

final reduciendo aproximadamente 5 veces el volumen inicial y la subsecuente filtración por 

membrana de PVDF de 0.22 m. Al finalizar se obtuvieron ~0.04 L por cada litro procesado de 

cultivo con una concentración aproximada de ~1.22 mg/L con una recuperación total de proteína 

de 49.0 ± 3.4 mg/L (Tabla 5). 

Tabla 5. Resumen de purificación de rPstS-1 producida en P. pastoris. 

Paso de purificación 
Recuperación de 

proteína total (mg/L)a 

rPstS-1 

(mg/L)a 

Recuperación 

(%) 

Pureza      

(%) 

Proteína total de sobrenadante 185 ± 9 46 ± 4 100 25 ± 3 

Ultrafiltración (>100 kDa) 80 ± 2.9 18.9 ± 5.0 41.0 ± 14.9 23.5 ± 5.4 

Diafiltración (100-10 kDa) 49.0 ± 3.4 13.2 ± 4.2 28.6 ± 7.1 26.5 ± 6.7 

Cromatografía de fase reversa 4.3 ± 0.2 4.2 ± 0.2 9.1 ± 1.1 97.7 ± 0.6 

a La proteína total de sobrenadante se calculó mediante el método de Bradford. La proteína rPstS-1 se calculó 
mediante densitometría en gel después de cada etapa de purificación, y cada paso de purificación de proteínas se 
calculó por litro de volumen de cultivo celular inicial. 

Una vez el sobrenadante ultrafiltrado y concentrado se determinó el porcentaje de 

concentración de acetonitrilo al que eluye la rPstS-1 en RP-HPLC. La muestra que contenía las 

proteínas entre 100 y 10 kDa se separaron por SDS-PAGE (Figura 18A y 18B) y la banda 

correspondiente a la rPstS-1 se cortó y se procesó mediante un gradiente lineal en RP-HPLC, 

determinando que la proteína recombinante eluía a una concentración de 46% de Acn + TFA 

(Figura 18D). Al final se confirmó su identidad por ensayo Western blot (Fig. 18C). 

Una vez conocida la concentración de Acn+TFA a la que eluye rPstS-1 se comenzó la corrida 

con una concentración de 30% de Acn+TFA para evitar que proteínas con menor hidrofobicidad 

interaccionen con la resina C4 y de esta forma resolver las siguientes fracciones (Fig. 19). Para 

obtener una mejor definición de la fracción correspondiente a la proteína de interés se realizó 

un gradiente lento que iba del 30 al 50% de Acn+TFA en 10 minutos. De esta forma se logró 

definir 4 fracciones de las cuales, la mayoritaria (tiempo de retención de 19.9 min), pertenecía 

a rPstS-1 como se puede observar en el cromatograma (Fig. 19). De esta forma por cada ciclo 

cromatográfico que recuperaban aproximadamente 0.6 mg de proteína rPstS-1. 

     A.            B.      C. 
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    D. 

 
Figura 18. Purificación de rPstS-1 por ultrafiltración y análisis de banda separada por SDS-PAGE en 

RP-HPLC. A. Gel de poliacrilamida al 12% con proteínas de sobrenadante de 100 a 10 kDa obtenidas 

por ultrafiltración tangencial; se muestra la banda cortada correspondiente a rPstS-1 producida en P. 

pastoris. B.  Electroforesis de las muestras en gel de poliacrilamida al 12% y teñido con azul de 

Coomasie. C. Western blot usando anticuerpo anti-PstS-1 para inmunodetección de la proteína 

recombinante. D. Cromatograma de la proteína eliuda procesada por cromatografía de RP-HPLC 

correspondiente a la banda de ~38 kDa; se realizó un gradiente lineal de 0 al 60% de Acn+TFA en 60 

minutos. C-, proteínas de sobrenadante de medio BMGY de CLONA 7 X33::pPIC-PstS1; M, marcador; 

C+, proteínas ultrapurificadas entre 100-10 kDa de sobrenadante de medio BMMY de clona 7 X33::pPIC-

PstS1 (tiempo final); Banda, proteína de banda cortada de ~38 kDa del gel. 

Luego del paso de RP-HPLC se realizó un análisis por RP-HPLC para comprobar el porcentaje 

de pureza de la proteína purificada. La recuperación total de rPstS-1 fue de 4 mg por cada litro 

de cultivo procesado. Además, mediante el análisis cromatográfico se pudo comprobar que se 
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Figura 19. Cromatografía semipreparativa de RP-HPLC para la purificación de rPstS-1 producida en P. 

pastoris. Se presenta el cromatograma correspondiente al ciclo cromatográfico, así como las condiciones 

utilizadas. Se procesaron 7.35 mg de la muestra por RP-HPLC a un flujo de 2.5 mL/min con una columna 

semipreparativa PROTO300 Semi-Prep C4 column (10 μm, 250 × 10 mm). Fase móvil A: agua + 0.1% 

TFA; fase móvil B: acetonitrilo + 0.1% TFA. La fracción correspondiente a rPstS-1 se señala con un 

asterisco. 

alcanzó una pureza del 98% (Tabla 5) como se puede observar en cromatograma de la Figura 

20. El último paso del procesamiento “downstream” de la proteína consistió en la diafiltración y 

concentrado de la fracción eluida correspondiente a rPstS-1. El volumen que contenía la 

proteína obtenida de la purificación se concentró 5 veces en tubos ultrafiltración para centrífuga 

con corte de 3 kDa. Una vez concentrado, se realizó intercambio del amortiguador por goteo 

utilizando el amortiguador para la lisis con tripsina o para los ensayos de análisis estructural y 

ensayos de reactividad. 
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Figura 20. Análisis de pureza final de rPstS-1 producida en P. pastoris por cromatografía analítica de 

RP-HPLC. Se presenta el cromatograma correspondiente al ciclo cromatográfico, así como las 

condiciones utilizadas. Se procesaron 0.05 mg de la muestra por RP-HPLC a un flujo de 0.8 mL/min con 

una columna analítica XBridge Protein BEH C4 Column (300Å, 3.5 mm, 4.6 mm X 150 mm). Fase móvil 

A: agua + 0.1% TFA; fase móvil B: acetonitrilo + 0.1% TFA. 

Todos los pasos de purificación se monitorearon mediante SDS-PAGE (Figura 21A), y el análisis 

densitométrico de SDS-PAGE mostró una pureza de hasta el 90% para rPstS-1 después del 

paso final (Fig. 21A). Además, la presencia de rPstS-1 durante los diferentes pasos de 

purificación fue seguida mediante Western blot (Fig. 21B). Este estudio muestra la utilidad de la 

tecnología de filtración tangencial para purificar rPstS-1 O-manosilado sin etiquetas de afinidad, 

a partir de un sobrenadante de cultivo de P. pastoris. Cabe señalar que la tecnología presentada 

aquí es escalable y puede aplicarse para la producción a gran escala de rPstS-1 y otros 

antígenos de Mtb producidos de manera similar. 
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         A.            B. 

 
Figura 21. Purificación de rPstS-1 producida en P. pastoris. A. SDS-PAGE al 12% con muestra de cada 

paso del proceso de purificación. B. Inmunodetección de rPstS-1 con anti-PstS1 en cada uno de los 

pasos de purificación. La flecha señala la banda correspondiente a rPstS-1. M, marcador de peso 

molecular; 1, proteína total de sobrenadante del último tiempo en medio BMGY; 2, proteína total de 

sobrenadante obtenida después de 72 h de inducción; 3, proteínas de 100 a 10 kDa obtenidas por 

filtración tangencial; 4, rPstS-1 purificada por RP-HPLC. 

Producción y purificación de rPstS-1 en E. coli 

La mayoría de los estudios que han analizado el efecto de la proteína PstS-1 sobre la activación 

y modulación de la respuesta inmune han utilizado una proteína recombinante producida en E. 

coli. Sin embargo, el hecho de que esta proteína de la pared celular de Mtb se encuentra 

glicosilada de forma nativa podría replantear la mayoría de los estudios realizados hasta el 

momento. Es por esta razón, que es importante para este estudio realizar una comparación 

entre la proteína rPstS-1 sin glicosilaciones (producida en E. coli) y con glicosilaciones 

(producida en P. pastoris) y determinar si las glicosilaciones tienen un efecto sobre la estructura 

secundaria y la reactividad con suero de pacientes con tuberculosis activa. El análisis de la 

producción de rPstS-1 producida en E. coli se presenta a continuación. 

Para la producción de rPstS-1 se utilizó una cepa de E. coli DE3 (DE3::rPstS1) recombinante 

donada por la Dra. Clara Inés Espitia Pinzón que contiene una etiqueta de cola de seis histidinas 

(His-tag). El crecimiento de la cepa DE3::rPstS1 se realizó en biorreactor de 1 L en medio LB y 

se comenzó con una D.O. de 0.09 U.A. (Fig. 22A) por un inóculo de 50 mL. Después de 4 h, el 
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cultivo alcanzó una D.O. de 1.53 U.A. y se comenzó la inducción con 0.1 mM de IPTG (Fig. 

22A). La fase de inducción se realizó por otras 4 h y el cultivo alcanzó una D.O. de 5.9 U.A. (Fig. 

22A). La velocidad específica de crecimiento () en la fase exponencial del cultivo, 

correspondiente a las primeras 4 h de cultivo, fue de 0.609 h-1 (Fig. 22A y 22B). Una vez 

terminado el cultivo el reactor se cosecho para la purificación de la proteína recombinante. 

A. 

  
        B. 

 
Figura 22. Cinética de crecimiento de la cepa DE3::rPstS1 en medio LB. El cultivo se creció en 

biorreactor de 1L con control de oxígeno disuelto y sin control de pH a 37 °C en medio LB. A. Gráfica de 

la cinética de crecimiento tomando muestra cada hora y obteniendo la D.O. (600 nm); a la derecha se 

muestra la gráfica en escala logarítmica. B. Gráfica y fórmula de la pendiente en la fase logarítmica de 

crecimiento para el análisis y cálculo de la . La línea discontinua señala el inició de la inducción con 

IPTG. El resultado es el análisis de un experimento sin réplicas. 

El proceso de purificación de la proteína rPstS-1 con cola de histidinas (His-rPstS1) se llevó a 

cabo por centrifugación, purificación de cuerpos de inclusión (CI) captura por cromatografía de 

afinidad de metales inmovilizados (IMAC) y pulido por RP-HPLC. En la Figura 23 se presenta 

el diagrama del proceso de purificación. Una vez realizada la cosecha del cultivo se clarificó por 

centrifugación, se lisó la biomasa. Se observó la agregación de proteínas en CI, los cuales 

contienen a la His-rPstS-1, las proteínas solubles e insolubles fueron separadas por SDS-PAGE 
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y la proteína recombinante se identificó por Western blot (Fig. 24A y 24B). Tras la purificación y 

solubilización de los CI se obtuvo una concentración de proteína total de 129 mg/L (Tabla 6). 

Además, por densitometría de los geles teñido con azul de Coomasie se logró determinar que 

la proteína recombinante representa el 64% de la proteína de los CI (Tabla 6). 

 

Figura 23. Diagrama del proceso “downstream” para la purificación de His-rPstS1 producida en E. coli 

de un cultivo en biorreactor. CI, cuerpos de inclusión; IMAC, cromatografía de afinidad de metales 

inmovilizados; RP-HPLC, fase reversa en HPLC. 

Una vez solubilizados los CI se realizó la purificación de His-rPstS1 por cromatografía IMAC y 

RP-HPLC. La fase de captura se realizó con resina cromatográfica Ni-NTA en un sistema FPLC 

y se logró recuperar 55 mg de la proteína recombinante (Tabla 6) mediante las condiciones 

cromatográficas que se mencionan en la Figura 25; en el cromatograma correspondiente a este 

paso de purificación se observó una fracción mayoritaria en la elución que pertenecía a la 

proteína His-rPstS1 (Figura 25). Hay que mencionar que el porcentaje de pureza después de la 

cromatografía de captura fue del 94% (Tabla 6). 
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A.             B. 

 

Figura 24. Identificación de His-rPstS1 producida en E. coli DE3. A. SDS-PAGE con muestras 

procesadas por la lisis inicial del cultivo en biorreactor para la identificación de la proteína recombinante 

en proteína soluble o precipitada (CI). B. Inmunodetección para la identificación de His-rPstS1 con Ab 

anti-PstS1. La flecha señala la banda correspondiente a la proteína recombinante de interés. M, 

marcador de peso molecular; 1, proteína soluble de DE3::rPstS1; 2, proteína precipitada DE3::rPstS1; 

3, rPstS-1 de P. pastoris. 

Para una correcta caracterización de la estructura secundaria por dicroísmo circular es 

necesario utilizar una proteína con un alto porcentaje de pureza y a pesar de haber obtenido un 

alto porcentaje de pureza en la cromatografía de captura se realizó un paso adicional de 

cromatografía de pulido. Esta se realizó por RP-HPLC y las condiciones cromatográficas se 

mencionan en la Figura 26. Como se puede observar en el cromatograma, la elución de la 

proteína se da a un porcentaje de Acn+TFA cercano al 50% (Fig. 26), el cual es similar a la 

concentración a la cual eluyó rPstS-1 producida en P. pastoris (Fig. 19). Tras la cromatografía 

de RP-HPLC se logró obtener una recuperación de 32.3 mg/L de cultivo de His-rPstS1 con una 

pureza del 99% (Tabla 6), la cual se confirmó por densitometría de los geles teñidos (Fig. 27). 
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Tabla 6. Resumen de purificación de His-rPstS1 producida en E. coli DE3 

Paso de purificación 
Recuperación de 

proteína total (mg/L)a 
His-rPstS1 

(mg/L) 
Recuperación 

(%) 
Pureza 

(%) 

Cuerpos de inclusión 129 83 100 64 

Cromatografía de IMAC 59 55 67 94 

Cromatografía de fase reversa 32.85 32.51 39 99 

a La proteína total de sobrenadante se calculó mediante el método de Bradford. La proteína 6xHis-rPstS1 
se calculó mediante densitometría en gel después de cada etapa de purificación (Fig. 21), y cada paso 
de purificación de proteínas se calculó por litro de volumen de cultivo celular inicial. Los resultados 
provienen de una réplica. IMAC, cromatografía de afinidad de metales inmovilizados. 

 

 

Figura 25. Cromatografía preparativa por IMAC en sistema FPLC para la purificación de His-rPstS1 

producida en E. coli DE3. Se presenta el cromatograma correspondiente al ciclo cromatográfico, así 

como las condiciones utilizadas. Se procesaron 25.95 mg de la muestra por IMAC a un flujo de 1 mL/min 

utilizando la resina Ni–NTA Agarose (Qiagen), 2.5 mL (CDU 50 mg/mL) en una columna empacada de 

7 mm de diámetro y 65 mm de altura de columna. Amortiguador de equilibrio (NaCl 100 mM, Tris-HCl 

50 mM, GuHCl 6 M, pH 8), amortiguador de lavado (NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, urea 8 M, imidazol 

10 mM, pH 7) y amortiguador de elución (NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, urea 8 M, imidazol 250 mM, 

pH 5. La fracción correspondiente a His-rPstS1 se señala con un asterisco. 

* 
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Figura 26. Cromatografía semipreparativa por RP-HPLC para la purificación de His-rPstS1 producida 

en E. coli DE3. Se procesaron 1.79 mg de la muestra por RP-HPLC a un flujo de 2.5 mL/min con una 

columna semipreparativa PROTO300 Semi-Prep C4 column (10 μm, 250 × 10 mm). Fase móvil A: agua 

+ 0.1% TFA; fase móvil B: acetonitrilo + 0.1% TFA. La fracción correspondiente a His-rPstS1 se señala 

con un asterisco.  

 

Figura 27. Purificación de His-rPstS1 producida en E. coli DE3. A. SDS-PAGE al 12% con muestra de 

cada paso del proceso de purificación. La flecha señala la banda correspondiente a rPstS-1. M, marcador 

de peso molecular; 1, proteína soluble; 2, proteína de CI; 3, proteína obtenida por IMAC; 4, His-rPstS1 

purificada por RP-HPLC. 
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Los últimos pasos del procesamiento de la proteína consistieron en la diafiltración y 

replegamiento de la proteína para el análisis de la estructura secundaria por dicroísmo circular. 

Cabe mencionar que con el desarrollo de este proceso “downstream” se permitió obtener la 

proteína con un buen rendimiento (39% de recuperación y 32 mg/L) y una alta pureza (99%) y 

con la posibilidad de escalamiento de este proceso. 

Determinación de estructura secundaria de los rPstS-1 

La estructura secundaria de rPstS-1 se determinó mediante espectroscopia de dicroísmo 

circular (DC) de UV lejano. En ambas concentraciones de rPstS-1 probadas, los espectros 

obtenidos a 25 °C mostraron un pico negativo máximo a 207 nm, además de un pico amplio 

entre 212 y 220 nm, y un pico positivo a 197 nm (Fig. 28). Se obtuvo una elipticidad molar de 

−4916.67 grados*cm2*/dmol para rPstS-1 a 0.125 mg/mL y −4209.29 grados*cm2*/dmol para 

rPstS-1 a una concentración de 0.250 mg/mL. El análisis del espectro de DC de rPstS-1 con 

dos concentraciones diferentes fue analizado usando CAPITO (Wiedemann et al., 2013). Se 

encontró una estructura secundaria que consta de 10% de hélice α, 38% de láminas β y 56% 

de estructuras desordenadas para rPstS-1 a 0.125 mg/mL. Además, a 0.250 mg/mL de rPstS-

1, el espectro mostró un 5% de hélice α, un 40 % de láminas β y un 53 % de estructuras 

desordenadas (Fig. 28, Tabla 7). De acuerdo con los resultados obtenidos por Uma Devi y 

colaboradores el alto contenido de láminas β coincide con el espectro de DC de la proteína 

nativa purificada, desnaturalizada y replegada de 38 kDa obtenida de un cultivo H37Rv (Uma 

Devi et al., 2001). 

Por otro lado, los espectros de His-rPstS1 producido en E. coli mostraron dos picos mínimos a 

209 nm y 218 nm en ambas concentraciones de proteína (Fig. 28). La His-rPstS1 mostró un 

mayor contenido de hélice α (16% de hélice α a 125 μg/mL y 20% de hélice α a 250 μg/mL, Fig. 

28, Tabla 7). 

Los datos obtenidos en este estudio muestran picos similares a los del espectro de DC obtenido 

del antígeno de referencia recombinante de 38 KDa del banco de la OMS, que tiene dos picos 

negativos a 218 nm y 222 nm (Uma Devi et al., 2001), y también al espectro del rPstS-1 de 

longitud completa expresada en E. coli que también muestra picos negativos a 208 nm y 218 

nm, además de un pico positivo a 190 nm (Khurshid et al., 2013). Sin embargo, un análisis de 

la estructura secundaria de rPstS-1 utilizando el software CDNN mostró que rPstS1 expresado 
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en E. coli tenía una conformación que consistía en 40% de hélices α y 8,9% de láminas β 

antiparalelas y 5,6% paralelas (Wiedemann et al., 2013). Además, los datos obtenidos de la 

estructura de rayos X de rPstS-1 expresada en E. coli mostraron una composición de 34% de 

hélices α, 18% de láminas β y 41% de estructuras desordenadas (número de acceso PDB 1PC3) 

(Vyas et al., 2003). 

 

Figura 28. Espectros de dicroísmo circular del análisis estructural de rPstS-1 producidas en P. pastoris 

y E. coli. Se procesaron las proteínas purificadas por HPLC mediante el escáner del espectro de 

dicroísmo circular en un rango de 190-260 nm a 125 y 250 μg/mL. 

Tabla 7. Estructura secundaria de rPstS-1 de P. pastoris y E. coli. Comparación del 

contenido de estructura secundaria obtenido mediante el análisis de datos de DC con 

servidor CAPITO y datos experimentales obtenidos por NMR de Vyas y colaboradores 

(Vyas et al., 2003). 

Estructura secundaria 

NMR CAPITO (DC) 

E. coli P. pastoris 

PDB: 1PC3 125 g/mL 250 g/mL 125 g/mL 250 g/mL 

Hélice (%) 34 16 20 10 5 

Lámina  (%) 18 28 29 38 40 

Irregular (%) 41 50 52 56 53 

CAPITO CD Analysis & Plotting Tool (Wiedemann et al., 2013); DC, dicroísmo circular; RMN, resonancia 
magnética nuclear; PDB, banco de datos de proteínas. 
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El espectro de DC de His-rPstS1 producido en E. coli difiere de la estructura secundaria 

sugerida por el espectro del antígeno nativo de 38 kDa purificado, desnaturalizado y replegado 

de H37Rv (Uma Devi et al., 2001). Estas diferencias pueden surgir debido posiblemente a 

factores como etiquetas agregadas, los pasos de purificación utilizados o el proceso de 

replegamiento utilizado para las proteínas expresadas en E. coli. Los datos obtenidos en este 

estudio sugieren que la estructura secundaria de rPstS-1 producida en P. pastoris difiere de la 

producida en bacterias.  

Análisis por espectrometría de masas de rPstS-1 producida en P. pastoris y los 

péptidos obtenidos de la digestión con tripsina 

Con el propósito de determinar las posibles modificaciones postraduccionales (MPt) de las 

proteínas recombinantes estas se analizaron mediante espectrometría de masas. Se analizó la 

proteína completa de rPstS-1 producida en P. pastoris, así como cada una de las fracciones 

obtenidas de la digestión por tripsina de la rPstS-1 producida en P. pastoris y E. coli. El peso 

molecular teórico de la producida en la levadura es de 36,059.36 Da. El análisis realizado a la 

rPstS-1 producida en P. pastoris mostró un pico con un peso molecular cercano al teórico y a 

la vez una serie de picos que podrían pertenecer a diferentes isoformas de la proteína 

recombinante debido a las diversas MPt, como la unión de residuos de hexosas, entre otras 

(Fig. 29). Para analizar las posibles MPt como la O-manosilación, se digirieron ambas rPstS-1 

con tripsina y se analizaron cada una de las fracciones obtenidas por RP-HPLC. Cabe 

mencionar, que el perfil cromatográfico correspondiente al análisis de la digestión de ambas 

proteínas recombinantes fue similar. Sin embargo, en el caso del perfil obtenido de la digestión 

de rPstS-1 producida en P. pastoris presentaba fracciones eluídas con picos asimétricos 

pudiendo corresponder a una mayor complejidad del contenido correspondiente a los péptidos 

(Fig. 30).  En la Figura 31 y Tabla 8 (Anexo 1) se muestra el análisis de los espectros obtenidos 

por espectrometría de tiempo de vuelo de ionización y desorción láser asistida por matriz 

(MALDI-TOF). Como se esperaba, los péptidos pertenecientes a la rPstS-1 de E. coli no 

presentaban MPt. Sin embargo, en varios de los péptidos de la rPstS-1 de P. pastoris se 

encontró la adición de hexosas. Para el P2T (aa 55-97) se encontró que presentaba 5, 6 y 7 

residuos de manosas; P6T (aa 139-164), 4 manosas; P10T (aa 239-270), 2, 3 y 4 manosas; 

P14T (aa 325-342), 4, 6 y 7 manosas (Tabla 8, Fig. 31 y Anexo 1). En el caso del P9T (aa 189-

238) se encontró que este péptido además de estar modificado por 1, 2 y 3 manosas, podría 
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estar modificada por una cisteinilación. Cabe mencionar que de los tres residuos de cisteínas 

presentes en PstS-1, dos se encuentran en este péptido. Utilizando el modelo en 3D de la 

proteína recombinante cristalizada correspondiente a rPstS-1 (PDB: 1PC3) se ubicaron 

espacialmente cada uno de los péptidos obtenidos de la digestión de las proteínas 

recombinantes. Se encontró que aquellos péptidos modificados tenían una ubicación con 

residuos más expuestos en comparación con los no modificados (Fig. 31 y Anexo 1). 

 

Figura 29. Espectro de MALDI-TOF de masa intacta de rPstS-1 producida en P. pastoris. Matriz de ácido 

α-Ciano-4-hidroxicinámico. 

 

Figura 30. Cromatogramas de la digestión de rPstS-1 producida en P. pastoris (línea negra) y E. coli 

(línea roja). El cromatograma se obtuvo del procesamiento de las digestiones de las proteínas con 
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tripsina (recombinante, grado de proteómica, Roche) mediante cromatografía en fase reversa en sistema 

HPLC. En la parte inferior del cromatograma se indican las diferentes fracciones (F#) que se recuperaron 

de cada ciclo cromatográfico. Se procesaron 1.5 mg de la muestra por RP-HPLC a un flujo de 0.8 mL/min 

con una columna analítica XBridge Protein BEH C4 Column (300Å, 3.5 mm, 4.6 mm X 150 mm). Fase 

móvil A: agua + 0.1% TFA; fase móvil B: acetonitrilo + 0.1% TFA. 

 

Figura 31. Péptidos de rPstS-1 determinados por análisis por MALDI-TOF y análisis sus MPt. Se 

presentan los resultados independientes de cada uno de los péptidos encontrados. Superior: secuencia 

correspondiente a PstS-1 nativa y a la rPstS-1 producida en P. pastoris; cada uno de los colores 
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representan los diferentes péptidos analizados. Inferior: ubicación del péptido en la estructura 

determinada por cristalografía y difracción de rayos X de PstS-1 recombinante, PDB: 1PC3; se indica la 

masa teórica correspondiente de cada péptido, así como la modificación postraduccional encontrada. 

hex: hexosas; SMPt: sin modificaciones postraduccionales. * Péptido correspondiente a los aminoácidos 

118-158. ** Péptido correspondiente a los aminoácidos 322-344. 

Tabla 8. Análisis de los espectros obtenidos de las digestiones de rPstS-1 producida en P. 

pastoris y E. coli por MALDI/TOF (matriz de ácido α-Ciano-4-hidroxicinámico) 

 

Cys, cisteína; Man, manosa; ND, no hay datos; SMPt, sin modificaciones postraduccionales. 

Serorreactividad a rPstS-1 con muestras de suero de pacientes con Tb activa 

Derivado de los resultados anteriores sobre la posibilidad de que la estructura de rPstS-1 

producida en P. pastoris es similar a la proteína antigénica nativa, se evaluó su serorreactividad 
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mediante ELISA. Esto se llevó a cabo utilizando muestras de suero humano de pacientes con 

Tb activa (clínicamente confirmada) y se compararon con sueros de sujetos con prueba PPD 

positiva y negativa, que no presentaron ninguna evidencia clínica de Tb activa. Se encontró que 

los sueros de treinta pacientes con Tb activa mostraron una respuesta positiva (P <0.05) contra 

el rPstS-1 producido en P. pastoris, en comparación con los grupos de PPD positivo y negativo 

(Fig. 32). Para confirmar la importancia del patrón de glicosilación de rPstS-1 producido en P. 

pastoris, también se determinó la serorreactividad de la versión de rPstS-1 no glicosilada 

producida por cultivos de E. coli (González-Zamorano et al., 2009). El reconocimiento de rPstS-

1 de P. pastoris por IgG2 del suero de pacientes con Tb activa fue entre 3.2 y 3.5 veces mayor 

(valores medios) que en los sujetos PPD negativos y PPD positivos, respectivamente (Fig. 32). 

Es importante destacar que rPstS-1 producido en P. pastoris mostró un reconocimiento 2 veces 

mayor (media) y estadísticamente significativo (P <0,05) en comparación con la His-tag-PstS1 

no glicosilado producido en E. coli (Fig. 32). En este estudio, el uso de IgG2 para el 

reconocimiento se debió a que este tiene la capacidad de reconocer carbohidratos y antígenos 

proteicos de bacterias (Sousa et al., 1998; Vidarsson et al., 2014). El reconocimiento de rPstS-

1 de P. pastoris por sueros de pacientes con tuberculosis sugiere que la proteína recombinante 

tiene una conformación similar a la proteína nativa. Esto podría estar relacionado con la O-

manosilación de rPstS-1 que podría mejorar el reconocimiento por parte del suero de 

tuberculosis en comparación con el reconocimiento de rPstS-1 no glicosilado producido en E. 

coli. Además, el nivel de reconocimiento de rPstS-1 de sueros de pacientes PPD- y PPD+ fue 

similar al control en el caso de las proteínas expresadas en los dos sistemas de expresión. Esto 

nos permite concluir que principalmente la rPstS-1 expresada en P. pastoris tiene un mayor 

reconocimiento por parte de los pacientes con tuberculosis activa en comparación con los 

PPD+, lo cual es importante ya que esta proteína recombinante podría ser una herramienta para 

el diagnóstico diferencial de personas con Mtb en una forma clínicamente latente y tuberculosis 

activa.  
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Figura 32. Análisis del diagrama de cajas de la reactividad de los anticuerpos a los antígenos 

recombinantes rPstS-1. Se probaron las proteínas recombinantes (de E. coli y P. pastoris) con sueros 

PPD negativos (n = 5), PPD positivos (n = 5) en dilución 1:100 y sueros de Tb activa (n = 30) en dilución 

1:500. La reactividad se informa como la diferencia de las unidades de absorbancia observadas para los 

diferentes grupos de sueros mediante ELISA utilizando una IgG2 conjugada con AP. Se analizaron por 

duplicado diferentes sueros de cada grupo. Se muestran la media (carril discontinuo), la mediana, los 

percentiles 10, 25, 75 y 90 como cuadros verticales con barras de error. La prueba de Dunn se utilizó 

para todas las comparaciones por pares y comparaciones con un grupo control (PBS) siguiendo un 

ANOVA basado en rangos. 

Para estimar cualitativamente la avidez de los anticuerpos por rPstS-1 producido en P. pastoris 

y E. coli, se llevaron a cabo experimentos por Western blot (Chaouki Benabdesselem et al., 

2006) utilizando un Ab policlonal de conejo anti-Mycobacterium tuberculosis-PstS-1 y una 

muestra de suero de paciente con tuberculosis activa clínicamente confirmada. Como se puede 

observar en la Figura 33A, el Ab policlonal anti-PstS-1 reaccionó fuertemente hacia rPstS-1 de 

P. pastoris en comparación con la His-Tag-rPstS1 de E. coli. Las intensidades de banda 

relativas (medidas por densitometría) de 2.0 y 1.0 μg de rPstS-1 de P. pastoris fueron de 3.9 y 

5-1 veces mayor que las de His-tag-rPstS1 de E. coli, respectivamente, lo que sugiere una 

mayor avidez hacia el rPstS-1 O-manosilada (Fig. 33B). 
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A.          B. 

  

Figura 33. Ensayos de avidez para las rPstS-1 con Ab policlonal (A) y suero de paciente con tuberculosis 

activa (B). En la parte superior se observan los ensayos de inmunorreactividad hacia rPstS-1 producida 

en P. pastoris y E. coli en 3 concentraciones diferentes (2.0, 1.0 y 0.5 g) ya sea con el Ab policlonal 

que reconoce a PstS-1 de M. tuberculosis y mediante el uso del suero de un paciente con Tb activa. En 

la parte inferior se encuentra el análisis densitométrico de las bandas que corresponden a las rPstS-1 

(flecha). La intensidad relativa corresponde al 100% de la banda con mayor intensidad (2.0 g de rPstS-

1 de P. pastoris para ambos ensayos). Los resultados presentados son del análisis de un experimento. 

Por otro lado, las intensidades relativas de las bandas para la reactividad del suero humano 

hacia 2 y 1 μg de rPstS-1 de P. pastoris fueron de 2.5 y 1.2 veces mayores que hacia la proteína 

recombinante producida en E. coli, respectivamente (Fig. 33B). Aunque se observó el 

reconocimiento de una proteína con un alto peso molecular en la muestra de rPstS-1 de P. 

pastoris, en la muestra de rPstS-1 de 2 μg de E. coli también se detectó una proteína de 

alrededor de 10 kDa, lo que indica que hay un bajo efecto de reactividad cruzada entre los 

experimentos. La mayor detección de rPstS-1 de P. pastoris en comparación con rPstS-1 de E. 

coli probablemente se deba a diferencias postraduccionales en la proteína producida en P. 

pastoris. 
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DISCUSIÓN 

El uso de PstS-1 como una posible herramienta diagnóstica o incluso profiláctica se continúa 

proponiendo en estudios recientes. Los hallazgos encontrados por Watson y colaboradores en 

el 2021 permiten establecer como un Ab anti-PstS-1 puede ser una herramienta profiláctica para 

disminuir la carga bacteriana en ratones Balb/c infectados con Mtb (Watson et al., 2021). 

Además, PstS-1 es considerado como uno de los principales antígenos para el análisis de la 

respuesta antigénica de otras proteínas de membrana de Mtb debido a la evidencia que existe 

de ser un antígeno inmunodominante de la micobacteria (H. Li et al., 2019). 

Los vectores pPICα A, B y C son vectores de 3,6 kb utilizados para la expresión y producción 

de proteínas recombinantes en P. pastoris. Algunas proteínas recombinantes se expresan bajo 

el promotor de la alcohol oxidasa y en conjunto con el péptido señal de secreción del factor  

de Saccharomyces cerevisiae. Estos vectores permiten la expresión inducible de metanol de 

alto nivel del gen de interés, y pueden usarse en cualquier cepa de Pichia incluyendo la X-33 

(Cregg et al., 1993). En este trabajo la secuencia codificante de PstS-1 (número GeneBank: 

P9WGU1) se clonó río debajo de la secuencia del factor de acoplamiento α en el vector 

pPICZαB, conservando el marco de lectura abierto y bajo el control de pAOX1. Este promotor 

está estrechamente regulado por metanol (J. L. Cereghino et al., 2000; Hartner et al., 2006; Inan 

et al., 2001). Sin embargo, su mecanismo de regulación transcripcional solo se ha descrito 

parcialmente (Hartner et al., 2006). La inducción del promotor pAOX1 requiere la ausencia de 

una fuente de carbono represora, como el glicerol; el agotamiento de dicha fuente de carbono 

da como resultado una ligera represión del promotor. Además, el metanol (la fuente de carbono 

inducible) provoca una represión significativa de pAOX1, lo que normalmente da como resultado 

la producción de las enzimas necesarias para la utilización del metanol (G. P. L. Cereghino et 

al., 2002; Hartner et al., 2006; Inan et al., 2001; Ohi et al., 1994). En cuanto a los resultados 

obtenidos de las cinéticas realizadas usando las cepas control y la productora de rPstS-1 

crecidas en glicerol y metanol, mostraron que la  fue similiar (Fig. 10). La correcta represión 

de la secuencia promotora AOX se observó en el medio BMGY, asociado a la presencia de 

glicerol. Esto ha sido observado durante el crecimiento de otras transformantes de P. pastoris. 

Durante el diseñó del plásmido para la transformación de la cepa de P. pastoris X-33 se 

realizaron modificaciones en las secuencias codificantes nativas como la eliminación de los 
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sitios de N-glicosilación. Las modificaciones en las secuencias para eliminar los sitios de N-

glicosilación cambiando las Asn por Glu en los sitios consenso de N-glicosilación se realizó 

debido a que los antígenos glicosilados pueden modificar la respuesta inmune debido a las 

estructuras hipermanosiladas de glicanos (van Kooyk et al., 2008). De acuerdo con el estudio 

realizado por Tsujikawa y col. (1996) demostraron que la expresión de una enzima activadora 

del plasminógeno humano tipo urocinasa, con el sitio consenso de N-glicosilación mutado 

(N→Q), mantenía su actividad enzimática, lo que sugiere que la mutación de este aminoácido 

no afecta el plegamiento y/o la actividad de la enzima (Tsujikawa et al., 1996). De esta forma 

podemos asegurar que las mutaciones puntuales hechas en la secuencia nucleotídica del 

glicoantígeno rPstS-1 no afectarían la estructura de la proteína. 

Una comparación entre los cultivos en MAB y biorreactor mostró que había velocidades de 

crecimiento específicas similares durante la fase de crecimiento en lote de P. pastoris X-33 

(rPstS-1) en el medio de cultivo que contenía glicerol, similar a los resultados informados 

previamente (Looser et al., 2017; Paulová et al., 2012). Sin embargo, durante la fase de 

inducción de metanol, la velocidad de crecimiento específico se duplica en los biorreactores en 

comparación con los MAB de la cepa recombinante y sin diferencias con el control. Además, la 

biomasa máxima alcanzada en los biorreactores fue mayor tanto en BMGY como en BMMY, 

siendo alrededor de un 19 y un 43 % mayor, respectivamente, en comparación con la de los 

MAB (Tabla 4). Esto podría deberse a la transferencia de oxígeno limitada en los MAB en 

comparación con los cultivos del biorreactor (Baumann et al., 2008; Çalık et al., 2010; J. H. Woo 

et al., 2006), lo que afecta la velocidad de crecimiento específica posterior a la inducción (Swartz 

et al., 1981). También se observaron diferencias en el rendimiento de biomasa/glicerol, con un 

17% más bajo en los MAB en comparación con los cultivos del biorreactor. Además, los 

rendimientos obtenidos en este estudio están de acuerdo con los informados por Chiruvolu et 

al. (Chiruvolu et al., 1998), quienes reportaron valores entre 0.70 y 0.78 gPSC/gGlic (PSC, peso 

seco celular) para biorreactores sin control de pH y 0.62 gPSC/gGlic en matraces de agitación. No 

se observaron diferencias significativas en la velocidad específica de consumo de glicerol (qs) 

entre los cultivos del biorreactor y MAB. 

Es importante señalar que, aunque hubo un nivel 69% mayor de proteína total en el 

sobrenadante producido en los biorreactores (185 ± 9 mg/L) en comparación con los MAB (127 

± 15 mg/L), los niveles totales de rPstS-1 fueron similares (46 ± 5 y 46 ± 4 mg/L, en los MAB y 
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el biorreactor, respectivamente). Como resultado, hubo una disminución en la producción 

específica de rPstS-1 en los biorreactores (32% menor que los MAB, Tabla 4), mientras que la 

productividad volumétrica de rPstS-1 en ambos sistemas fue la misma (Tabla 4). Cabe señalar 

que el nivel de acumulación de la proteína rPstS-1 en P. pastoris fue casi tres veces mayor por 

litro en comparación con el sistema bacteriano publicado anteriormente (Singh et al., 1992). 

Como resultado del desarrollo del proceso de producción de la rPstS-1 en P. pastoris se 

identifica el diagrama de la Figura 34.  

 

Figura 34. Diagrama de proceso de producción de rPstS-1 en P. pastoris 

El proceso de purificación de rPstS-1 producida de la cepa de P. pastoris se realizó 

principalmente mediante filtración tangencial y cromatografía de fase reversa en sistema HPLC 

(RP-HPLC). Uno de los principales retos en el proceso de purificación de rPstS-1 fue que esta 

no presentaba ninguna etiqueta de purificación como cola de Histidinas o glutatión-S-

transferasa, entre otras, ya que se sabe que estas podrían alterar las propiedades biológicas o 

fisicoquímicas (Fonda et al., 2002; Halliwell et al., 2001; Sainsbury et al., 2016). Una 

característica importante de la producción de proteínas recombinantes en P. pastoris es que 

esta secreta pocas proteínas endógenas al medio (Fig. 15A y 15B) lo cual representa una 

ventaja al momento de la purificación. Además, se pudo observar que el porcentaje de 

abundancia de la proteína recombinante fue mayor con respecto a las otras proteínas del medio 

lo cual permite que en los pasos de purificación, como la cromatografía, el componente 

mayoritario en la separación de las proteínas por fase reversa corresponde a la proteína 

recombinante. Uno de los primeros métodos cromatográficos probados para la separación de 
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las proteínas presentes en la muestra ultrafiltrada fue cromatografía de fase reversa en sistema 

HPLC, la cual permitió una correcta separación de la fracción perteneciente a rPstS-1. Otro 

método cromatográfico probado fue mediante intercambio aniónico débil en sistema FPLC (dato 

no mostrado) la cual no permitió una separación con una definición como la observada con el 

otro método cromatográfico. Fue por este motivo que se eligió la cromatografía de fase reversa 

como método cromatográfico. 

Los primeros pasos de la purificación, la clarificación, ultrafiltración y diafiltración, se realizaron 

con un sistema de filtración tangencial lo cual permitió reducir la cantidad de moléculas del 

hospedero y concentrar la muestra usando membranas con corte e 100 y 10 kDa. Como se 

pudo observar en la Tabla 5, la reducción de proteínas del medio se redujo hasta un 5% después 

de la filtración tangencial. Además, fue importante definir si la fracción correspondiente con 

rPstS-1 se podía separar por cromatografía de fase reversa. Por esta razón, fue fundamental 

determinar la concentración necesaria de Acetonitrilo + Ácido trifluoroacético (Acn+TFA) en 

donde eluyera rPstS-1 y al mismo tiempo, localizar la fracción correspondiente en una muestra 

compleja obtenida después del paso de ultrafiltración tangencial mediante SDS-PAGE e 

inmunodetección. El rendimiento final de rPstS-1 producida en P. pastoris fue de 4.2 mg/L lo 

cual representa una recuperación del 9.1% de la proteína recombinante total producida. El bajo 

rendimiento de recuperación de rPstS-1 durante la filtración tangencial puede deberse a tres 

limitaciones operativas principales (1) volumen de retención del sistema, (2) rendimiento de 

lavado del circuito de retención y (3) volumen mínimo del tanque de trabajo del retenido (Rao 

et al., 2012). Otra mejora en el proceso de purificación puede ser en el paso de cromatografía 

donde se identificó una reducción de aproximadamente el ~20% en la recuperación de la 

proteína recombinante probablemente debido a que el volumen de inyección era mayor al 10% 

de la curva de saturación de la columna usada. 

A diferencia de otros estudios, el análisis de la estructura secundaria de PstS-1 se realizó con 

una proteína expresada en levadura con capacidad de glicosilar y no en E. coli. Vyas y 

colaboradores (Vyas et al., 2003) mostraron la estructura de una PstS-1 recombinante 

expresada en E. coli (PDB: 1PC3) mediante cristalografía y difracción de rayos X. En este 

estudio encontraron una composición de estructura secundaria de un 34% de hélices alfa y un 

18% de láminas beta. Además, otro estudio realizado por Khurshid y colegas (Khurshid et al., 

2013) determinó mediante análisis de CD el espectro de una PstS-1 recombinante, también 
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expresada en E. coli, una composición de 40% de hélices y 8,9% de antiparalelas y 5,6 % hojas 

beta paralelas. Una característica importante de ambos análisis es el uso de proteínas no 

glicosiladas. En un primer informe (Daniel, 1989), se determinó que la PstS-1 nativa de Mtb 

tiene un contenido de carbohidratos del 11,6%. Debido a la falta de caracterización de la 

estructura secundaria de la PstS-1 nativa de Mtb, aún no se sabe cómo estas glicosilaciones 

pueden afectar la conformación de la proteína (Uma Devi et al., 2001; Vyas et al., 2003). Por lo 

tanto, las diferencias encontradas en nuestros análisis de espectro de CD de PstS-1 

recombinante en comparación con los resultados de Vyas y Khurshid (2003) pueden deberse a 

la presencia de glicosilaciones en la proteína expresada en P. pastoris. El espectro de dicroísmo 

circular de UV lejano de rPstS-1 de P. pastoris presenta dos picos mínimos y el mínimo máximo 

fue entre a 210-212 nm el cual se aproxima al resultado reportado para la proteína nativa el cual 

presento un pico mínimo de 212 nm (Uma Devi et al., 2001). Las diferencias en los espectros 

entre la rPstS-1 de P. pastoris y la His-rPstS-1 de E. coli. puede estar relacionado con la O-

manosilación de rPstS-1. Se ha demostrado que la estructura secundaria de proteínas 

recombinantes glicosiladas producidas en P. pastoris difiere de su versión no glicosilada. 

Kazenwadel y colaboradores (Kazenwadel et al., 2013) investigaron si la pérdida de función de 

la proteína AtDIR6 podría deberse a un cambio en la estructura secundaria mediante 

espectroscopia de DC en el rango de UV lejano (190-260 nm). El espectro de AtDIR6 glicosilado 

mostró un pico mínimo único a 220 nm y la versión no glicosilada presentó un cambio en el pico 

único de 4 nm y la intensidad de la banda positiva disminuyó en casi dos tercios con respecto a 

la versión glicosilada (Kazenwadel et al., 2013). Además, un análisis estructural de la proteína 

recombinante Der p 2 producida en E. coli y P. pastoris fue diferente de acuerdo con los 

resultados obtenidos por espectroscopia de DC (Tanyaratsrisakul et al., 2010). De acuerdo con 

lo anterior, podemos afirmar que las MPt afectan la conformación de la proteína permitiendo 

que la rPstS-1 pueda adquirir un plegamiento con mayor similitud a la proteína nativa. 

El análisis de espectrometría de masas de rPstS1 intacto o de los péptidos obtenidos de la 

digestión con tripsina (Roche) mostró la detección de masas que corresponden con la proteína 

y los péptidos intactos, así como los modificados postraduccionalmente por la adición de 

manosas y posiblemente otras modificaciones. Para la proteína intacta, se evaluó una detección 

máxima correspondiente a rPstS1 de ~36059,6 Da. En 1986, Young y colaboradores reportaron 

inicialmente que el peso de PstS1 nativa correspondía a un peso molecular de 38,000 Da como 

se observa en el SDS-PAGE e inmunodetección. Sin embargo, el producto de la secuencia de 
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aminoácidos obtenida del gen fue determinada por Andersen y Hansen en 1989 (Ase Bengard 

Andersen et al., 1989) utilizando una librería de Mtb. La secuencia de aminoácidos constaba de 

374 residuos, con un peso molecular teórico de 38,243 Da (UniProtKB P9WGU1) con un péptido 

señal que dirige la unión de lipidación en el extremo N- que consta de los primeros 23 residuos 

como lo sugieren Andersen y Hansen (Ase Bengard Andersen et al., 1989). En este trabajo se 

produjo una forma truncada de PstS1, ya que se eliminaron los aminoácidos 1-21 

(MKIRLHTLLAVLTAAPLLLAA) con la intención de evitar cualquier potencial lipidación y anclaje 

a la membrana. El peso molecular de la forma truncada de rPstS1 (en este estudio) producida 

en P. pastoris , y predicho por Compute pI/Mw (ExPASy), correspondió a un peso molecular de 

36,059,36 Da, esto de acuerdo con el pico detectado (Fig. 23).  

La PstS1 es una glicolipoproteína que contiene manosas como se informó anteriormente 

(Espitia et al., 1992; González-Zamorano et al., 2009; Herrmann et al., 2000) y no se ha descrito 

un mapeo completo de los sitios exactos de glicosilación, en comparación con el antígeno APA 

de 45/47 kDa, también de Mtb (Dobos et al., 1996). En este proyecto se encontró que los 

péptidos resultantes de la digestión de rPstS1 con tripsina eran modificados por hexosas 

(MANOSAS) de acuerdo con diferencias de aumentos de 162 Da (Tabla 8 y Anexo 1) y a su 

detección con ConA realizada por otros autores (González-Zamorano et al., 2009) Es por esta 

razón que se sugiere que estas hexosas corresponden a la unión de O-manosas. Hasta la fecha, 

no existe una secuencia consenso para definir los sitios de O-glicosilaciónn. Sin embargo, 

Neubert y colaboradores (Neubert et al., 2016) al mapear el glicoproteoma O-manosa en S. 

cerevisiae, sugirieron que para que ocurra este evento de modificación es necesaria una región 

rica en serinas o treoninas. En nuestro estudio, solo P15 parece tener una región con 4 residuos 

potenciales para O-manosilación de acuerdo con el análisis realizado por García-Ruiz y 

colaboradores (García-Ruiz et al., 2022). Cabe señalar que el porcentaje de cobertura en el 

análisis de los péptidos (Tabla 8) fue del 82% de la secuencia total de rPstS-1. Los péptidos 

que se encontraron con adiciones de residuos de manosas fueron el T2 (5, 6 y 7 manosas), T6 

(4 manosas), T9 (1, 2 y 3 manosas), T10 (2, 3 y 4 manosas) y T14 (4, 6 y 7 manosas). Mediante 

el uso de la estructura determinada por Vyas y colaboradores (Vyas et al., 2003) se ubicaron 

los péptidos analizados y se encontró que aquellos que presentaban MPTs contenían residuos 

expuestos. Con este hallazgo podemos afirmar que la proteína expresada adquiere una 

estructuración que corresponde con la actividad de transporte de fosfato de la proteína (Vyas 

et al., 2003). 
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Como se observó en los ensayos de reactividad, el reconocimiento en suero del antígeno 

recombinante por IgG2 en pacientes con tuberculosis activa fue mayor en comparación con los 

sujetos con PPD- y PPD+. Varios estudios han encontrado que PstS-1 es un antígeno 

importante para ser reconocido por anticuerpos en pacientes con tuberculosis activa (L. S. de 

Araujo et al., 2014; Hwang et al., 2014; R. J. Wilkinson et al., 1997; D. Young et al., 1986). Uno 

de los primeros estudios en los que Young y sus colaboradores determinaron la actividad 

inmunológica de PstS-1 consistió en la purificación y caracterización de dos anticuerpos (TB71 

y TB72) anti-PstS-1. Estos anticuerpos tenían la particularidad que presentaban dos epítopos 

de PstS-1 expresados principalmente por M. tuberculosis que por M. bovis. Sin embargo, en 

sus resultados no encontraron diferencias en la proliferación de la respuesta de las células T en 

pacientes con tuberculosis y sujetos sanos vacunados con BCG (D. Young et al., 1986) lo cual 

confirma como PstS-1 tiene un papel importante en la respuesta inmune humoral. También 

Araujo y colaboradores demostraron que una proteína fusión de His-tag PstS-1(285-

374):CFP10 (expresada en E. coli) aumentaba la positividad para determinar infección por Mtb 

mediante ensayos de perfil de interferón gamma de sangre total y ensayos de estimulación a 

largo plazo en personas con contacto reciente de pacientes con tuberculosis pulmonar. 

Además, esta proteína de fusión tenía mejores valores de positividad (~25%) que la proteína 

recombinante de fusión formada por las secuencias de ESAT-6 y CFP-10 mediante la 

evaluación por niveles de interferón gama y la prueba cutánea de tuberculina (TST). La 

respuesta de tuberculina hacia PstS-1(285-374):CFP10 fue positiva en sujetos en los ensayos 

de 22 h y 5 días siendo de 23/54 y 26/54 respectivamente, un ligero aumento en comparación 

con el nivel observado con la proteína de RD1, ESAT-6 y CFP-10, que fue de 18/54 y 24/54 (L. 

S. de Araujo et al., 2014). En otra investigación realizada por Hwang y colaboradores 

determinaron la antigenicidad, mediante ELISA, de una proteína de fusión His-tag de PstS-1 y 

la molécula chaperona de E. coli “Trigger Factor” (PstS1-TF) expresado en E. coli. Descubrieron 

que PstS1-TF (OD492, 1.109 ± 0.306) es capaz de producir resultados de serodiagnóstico más 

precisos y consistentes mediante ELISA y su análisis de característica operativa del receptor 

(ROC) que una proteína de fusión de PstS1 con glutatión transferasa (OD492, 0.632 ± 0.210) 

(89.5% and 78.9%, respectivamente) (Hwang et al., 2014). Otros experimentos de 

serorreactividad informados anteriormente, la detección de rPstS-1 producida en E. coli por 

anticuerpos derivados de pacientes con tuberculosis tuvo una variación entre el 36 al 77% 

(Khurshid et al., 2013; Watson et al., 2021; R. J. Wilkinson et al., 1997; X. Wu et al., 2010), esto 

posiblemente derivado de la falta de MPt presentes en la proteína nativa. 
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El reconocimiento de rPstS-1 por IgG2 se debe a que esta inmunoglobulina puede responder 

contra carbohidratos y antígenos proteicos. Los carbohidratos de las bacterias suelen inducir 

una respuesta independiente de linfocitos T tipo 2, principalmente de los isotipos IgG1 e IgG2 

(Sousa et al., 1998; Vidarsson et al., 2014). La mayoría de los sistemas de detección de 

diagnóstico de tuberculosis que utilizan PstS-1 están fabricados para la detección de IgG 

(Steingart et al., 2011). Un estudio de Li y colaboradores evaluó, mediante ELISA, las 

respuestas de los anticuerpos IgG e IgM para el reconocimiento de una proteína de fusión de 

PstS1 y polipéptido de línea multiepítopo (LEP) de doce epítopos Th inmunodominantes que 

cubren ocho antígenos de Mtb, producido en E. coli.  Encontraron que 175 (71,4%) de 245 

pacientes con tuberculosis pulmonar fueron positivos para la detección de IgG en comparación 

con 44 (18%) pacientes positivos para IgM (J.-L. Li et al., 2015). 

Hasta ahora se han desarrollado diferentes sistemas de detección de diagnóstico como la 

prueba cutánea PPD o QuantiFERON®-TB, que son ensayos inmunológicos basados en 

células T, ambas son pruebas indirectas basadas en la respuesta inmune a la tuberculosis y no 

evalúan directamente la presencia o viabilidad de los bacilos de la tuberculosis (Zellweger et al., 

2020). Los factores de riesgo de la prueba falso-negativa QuantiFERON®-TB fueron en 

pacientes con infección de VIH. En pacientes con tuberculosis con baciloscopia de esputo 

negativa, la diabetes mellitus se asoció con prueba de QuantiFERON®-TB falso negativo (OR 

2.85; IC del 95 %: 1.02 a 7.97, p = 0.045). La sensibilidad de la TST fue mayor que la sensibilidad 

de la prueba de QuantiFERON®-TB en pacientes con diabetes mellitus (OR 9.46; IC del 95%: 

2.53 a 35,3) (Choi et al., 2015). 

Se ha propuesto el desarrollo de pruebas de serodiagnóstico utilizando antígenos proteicos 

secretados derivados de Mtb, como PstS-1. Estos antígenos son reconocidos por los 

anticuerpos de los pacientes con tuberculosis con alta sensibilidad y, por lo tanto, podrían 

ayudar en el desarrollo de diagnósticos sensibles para distinguir entre estados de tuberculosis 

activa y inactiva, lo cual es vital para la administración de tratamientos oportunos que 

contribuyan con un mejor pronóstico de los pacientes y además evitar el contagio  (Z. Araujo et 

al., 2022; Davidow et al., 2005; X. Wu et al., 2010). 

La diferencia significativa mostrada en el reconocimiento de rPstS-1 por anticuerpos IgG2 

séricos de pacientes con tuberculosis activa, PPD+ y sujetos sanos podría deberse al uso de 

un antígeno con características similares a la PstS-1 nativa. Como se mencionó, las evidencias 
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encontradas por otras investigaciones en ensayos de inmunorreactividad son significativas en 

algunos casos o controvertidas, pero el denominador común de los antígenos utilizados en estos 

estudios es que se expresaron en E. coli como proteínas His-tag no glicosiladas. Como se sabe, 

PstS-1 es una glicoproteína y la presencia de carbohidratos y otras modificaciones como las 

etiquetas His podrían afectar tanto el plegamiento de proteínas como el reconocimiento de 

anticuerpos. 
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CONCLUSIONES 

La PstS-1 recombinante (rPstS-1) fue producida de forma soluble sin la señal de lipidación, 

manosilada en la levadura P. pastoris. Se desarrolló y reprodujo un bioproceso productivo de la 

rPstS-1 en matraces agitados con bafles y biorreactores bajo condiciones controladas, 

obteniendo hasta 46 mg/L de proteína recombinante en ambas geometrías. De igual forma se 

obtuvo un protocolo de recuperación de la proteína recombinante en tres pasos, logrando 98% 

de pureza. En el proceso de purificación se demostró que la estrategia del uso de la tecnología 

de filtración tangencial para los primeros pasos de la purificación de rPstS-1 O-manosilado sin 

etiquetas, a partir de un sobrenadante de cultivo de P. pastoris, es eficiente para recuperar la 

proteína con una pureza del 97%. Las tecnologías usadas para los procesos de purificación de 

estas proteínas recombinantes son escalables y podrían aplicarse no solo para la producción a 

gran escala de rPstS-1, sino también de otros antígenos de Mtb. La estructura primaria y 

secundaria de la proteína recombinante rPstS-1 producida en P. pastoris, así como su patrón 

de O-manosilación fue determinada. Los datos obtenidos sugieren que la estructura secundaria 

de rPstS-1 producida en P. pastoris difiere de la producida en bacterias. Las diferencias 

encontradas en la estructura secundaria podrían deberse las MPt, en específico, las O-

manosilaciones presentes en la rPstS-1 producida en P. pastoris. Por otro lado, el análisis de 

reactividad cruzada utilizando anticuerpos séricos de pacientes con tuberculosis activa 

demostró el reconocimiento de la glicoproteína recombinante producida en P. pastoris, lo que 

indica indirectamente la similitud entre la PstS-1 recombinante y la proteína nativa de Mtb. La 

similitud del nivel de detección de rPstS-1 entre los pacientes PPD+ y PPD- es una característica 

que permitirá evaluar a esta proteína recombinante para la diferenciación de pacientes con Tb 

activa y personas con una infección latente de Mtb y vacunados. En el mismo sentido, este 

ensayo mostró las diferencias de reconocimiento entre el antígeno producido en E. coli y el 

glicoantígeno producido en P. pastoris, siendo mejor reconocido aquel modificado 

postraduccionalmente. El trabajo en general muestra que esta levadura es una fábrica celular 

útil en la producción de glicoantígenos provenientes de micobacterias como Mtb que estén poco 

manosilados.   
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PERSPECTIVAS 

• Determinar la interacción de PstS-1 con los receptores TLR a través de ensayos 

utilizando lo péptidos obtenidos por la proteolisis con tripsina de la proteína 

recombinante. 

• Caracterización de la respuesta inmune innata relacionada con la activación de los TLRs 

en monocitos por los péptidos de rPstS-1 y la proteína completa. Perfil de citocinas 

inducido por la activación de los TLRs en monocitos. 

• Desarrollo de procesos para la producción de otros glicoantígenos de Mtb producidos en 

P. pastoris usando como referencia el proceso desarrollado para esta rPstS-1. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Análisis por MALDI-TOF de los péptidos obtenidos de la digestión rPstS-1 para la 

determinación la adición de manosas. 

Se presenta el análisis independiente de cada uno de los péptidos encontrados. Superior: secuencia 

correspondiente al péptido; medio izquierda: ubicación del péptido en la estructura determinada por 

cristalografía y MNR de una PstS-1 recombinante, PDB: 1PC3; medio derecha: perfil cromatográfico de 

las digestiones de las rPstS-1, se señala con asteriscos la o las fracciones en la que se encontró el 

péptido analizado; inferior izquierda: espectro correspondiente al péptido de rPstS-1 de P. pastoris, se 

menciona el péptido encontrado y su modificación postraduccional correspondiente en relación a la masa 

encontrada; inferior derecha: espectro correspondiente al péptido de rPstS-1 de E. coli. 
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Anexo 2. Solicitud de patente MX/a/2020/000538 
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SEGUIMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 

Durante mis estudios de doctorado se contribuyó de forma fundamental en el desarrollo de otros 

proyectos de investigación que se mencionan a continuación. Como resultado del trabajo 

realizado se logró evidenciar la contribución con la publicación de dos artículos de investigación 

que mencionan a continuación: 

• Debido a la necesidad de profundizar en el estudio del papel de ESAT-6 de 

Mycobacterium tuberculosis en las respuestas inmunes se contribuyó con el diseño y 

generación de una clona de E. coli termoinducible para la producción de una forma 

recombinante de esta proteína. Más adelante, esta clona se ocupó para un estudio 

relacionado con el papel de la escala de cultivo y la temperatura en la respuesta 

metabólica, la expresión de chaperonas y la arquitectura de los cuerpos de inclusión. 
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• A partir del conocimiento adquirido durante mis estudios de posgrado sobre las 

respuestas inmune innata y adquirida, así como los procesos de producción de 

biomoléculas recombinantes, como los anticuerpos, y su aplicación para el tratamiento 

de enfermedades, se participó en un artículo de revisión que hace referencia al panorama 

integrador de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 y sus posibles aplicaciones en la 

profilaxis y el tratamiento de la COVID-19. 
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