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RESUMEN 

 

 

En los últimos años la camaronicultura se ha visto afectada debido a la aparición de 

enfermedades infecciosas causadas por distintos patógenos marinos, lo que ha provocado 

pérdidas importantes a la economía de este sector agropecuario. Una de las infecciones más 

comunes presentes en los camarones es la vibriosis. Algunos estudios sugieren que la 

incidencia de mortalidades masivas de camarones de cultivo podría deberse a una 

enfermedad presente en los camarones conocida como el síndrome de mortalidad temprana, 

la cual es causada por la especie Vibrio parahaemolyticus. Esta bacteria presenta diversos 

factores de virulencia como la hemolisina termolábil dependiente de lecitina (LDH por sus 

siglas en inglés). Así mismo, se ha identificado que las cepas patógenas para camarón 

presentan el gen que codifica para esta hemolisina. Por otro lado, la serina en la posición 153 

en la secuencia de LDH de otras especies de Vibrio, es un residuo importante durante la 

función de este tipo de enzimas. En base a lo anterior, la sustitución de la serina 153 de la 

LDH por glicina (Ser153/Gly_LDH) puede afectar total o parcialmente la función de la enzima, 

es decir, ya sea su actividad catalítica y/o su función hemolítica. En el presente trabajo se 

realizó la sobreexpresión de la hemolisina mutante Ser153/Gly_LDH recombinante de V. 

parahaemolyticus. La Ser153/Gly_LDH se sobreexpresó en la cepa de E.coli Rosetta 

utilizando 0.4 mM de IPTG como inductor por 6 h a 37 ºC. La enzima se obtuvo en forma de 

cuerpos de inclusión por lo que fue solubilizada en urea 8M. Se purificó por cromatografía de 

afinidad a metales en condiciones desnaturalizantes obteniendo una única banda 

correspondiente al peso molecular esperado de aproximadamente 47 kDa. Posteriormente, la 

Ser153/Gly_LDH purificada fue replegada por el método de diálisis eliminando completamente 

la urea obteniendo la enzima en la fase soluble. Se evaluó la actividad enzimática de la 

mutante cualitativa y cuantitativamente y se observó que perdió casi un 100 % de su actividad 

enzimática. Así mismo, la mutante específica de la LDH solo mostró actividad hemolítica 

residual (< 2 %). En base a los resultados presentados, se concluye que la Serina 153 

desempeña un papel esencial durante la función de la LDH de Vibrio parahaemolyticus. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Vibrio parahaemolyticus ha sido una bacteria presente en las infecciones intestinales 

humanas desde años atrás. En general, los diferentes estudios relacionados con esta bacteria 

se han enfocado a la manifestación y su ciclo de infección en el humano, y son escasos los 

estudios con el enfoque a estudiar esto mismo en especies de animales de alto interés 

comercial. Vibrio es una bacteria perteneciente al ecosistema marino y por  lo tanto las 

especies que ahí habitan son los hospederos y transmisores de la bacteria. El creciente interés 

por su estudio fue resultado de las pérdidas económicas que ha ocasionado al sector acuícola. 

En Japón y países asiáticos las bacterias pertenecientes al género Vibrio fueron las 

responsables de numerosas infecciones en la acuacultura de peces, moluscos y crustáceos. 

Años después las grandes epidemias que afectaron las costas asiáticas se trasladaron al 

continente americano y se hicieron presentes. En México los estados de Nayarit, Sinaloa, Baja 

California Sur, Tamaulipas y Sonora con altas producciones de camarones de cultivo sufrieron 

pérdidas masivas en sus cosechas, siendo el estado de Sonora uno de los más afectados por 

estas enfermedades infecciosas (6). De los productos del mar que mayormente fueron 

afectados y son parte de los productos de mayor comercio fue el camarón blanco.  

De ahí proviene el interés de su estudio y las alternativas que se buscan para combatir su 

infección. Vibrio parahaemolyticus es conocido por sus hemolisinas las cuales son su factor 

de patogenicidad más reconocido y estudiado, estás son la Tdh (hemolisina directa 

termoestable), la Trh (hemolisina relacionada a la Tdh) y en menor proporción la LDH 

(hemolisina dependiente de lecitina) (26). Esta última hemolisina se ha reportado que está 

presente en la mayoría de las cepas patógenas para camarón, de manera más frecuente que 

la Tdh y la Trh. La hemolisina LDH está catalogada como una fosfolipasa A2 semi B, y 

presenta un dominio específico de unas fosfolipasas conocidas como GDSL. La característica 

principal de estas fosfolipasas es que en su sitio activo tienen una serina, la cual es 

responsable de la función catalítica de la enzima, es decir, es el aminoácido catalítico. En un 

estudio con una hemolisina de Vibrio harveyi (VHH)  la cual pertenece a las hemolisinas del 

grupo GDSL se propuso cambiar la serina central del sitio activo por una glicina. En este 

trabajo se encontró que la VHH perdía toda su actividad de fosfolipasa y que ya no resultaba 

tóxica para el pez cebra (31). Por lo tanto, en la LDH de Vibrio parahaemolyticus, el cambio 

de serina por una glicina podría afectar tanto la actividad de fosfolipasa como la hemolítica de 

la enzima. Por lo que en un futuro, la información generada en el presente estudio podría 

sentar las bases para el desarrollo de vacunas o inhibidores de actividad de la enzima.  
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II. OBJETIVOS 

 

 

 II.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 

Evaluar el efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH sobre la función de la hemolisina 

dependiente de lecitina recombinante de Vibrio parahaemolyticus. 
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II.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Transformar células competentes de E. coli con el constructo que contiene la mutante 

Ser153/Gly_LDH. 

2. Establecer las condiciones para la sobreexpresión recombinante de la mutante 

Ser153/Gly_LDH. 

3. Obtener a la enzima en su forma soluble mediante replegamiento in vitro. 

4. Evaluar la actividad enzimática y hemolítica de la mutante Ser153/Gly_LDH. 
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iii. ANTECEDENTES 

 

III.1 El Camarón Blanco y la Importancia de su Estudio 

 

El camarón blanco es un crustáceo que pertenece al género Litopenaeus, especie vannamei, 

pero comúnmente se le conoce como camarón blanco o camarón blanco del pacífico (1). Este 

es  nativo de la costa oriental del océano pacífico y se encuentra distribuido desde las costas 

de México hasta Perú (2). La pesca de camarón es una fuente de trabajo para millones de 

mexicanos, pero además de eso produce un alto ingreso a la economía del país. Actualmente 

la pesca de camarón no es suficiente para cubrir la demanda de consumo, por lo que se han 

implementado técnicas de cultivo (granjas de camarones) o cría de camarones como una 

estrategia para cubrir su alta demanda. (3). Actualmente se cultiva en varios países del 

continente americano (Brasil, Ecuador, México, Venezuela, Honduras, Guatemala, Nicaragua, 

Perú, Colombia, Costa Rica, Panamá, El Salvador, Jamaica, Cuba, República Dominicana, 

EUA) y asiáticos (China, Tailandia, Indonesia, Vietnam, Malasia, Taiwán, India, Filipinas, 

Camboya, Surinam) (4). Los mercados mundiales han mostrado una demanda ligeramente 

creciente del camarón cultivado, propiciado por diferentes causas como el estancamiento de 

las capturas pesqueras, la facilitación de los recursos por parte del gobierno, la mayor 

demanda de la población y la preferencia por consumir este tipo de productos en menor tiempo 

(5).  

En México, la producción de camarón en granjas ha aumentado notablemente, siendo los 

estados de Sonora, Nayarit, Sinaloa y Baja California Sur los principales productores. Se ha 

reportado que estos estados producen al año más de 100 mil toneladas de ese producto con 

un valor superior a los 6 mil millones de pesos. Esto representa más del 90% de la producción 

de camarón de granja de todo México. Sin embargo, en los últimos años se han registrado 

pérdidas en la producción de hasta el 60% causado por diversos patógenos tanto virales como 

bacterianos (6). 

 

III.2  Principales Enfermedades en el Cultivo de Camarón 

 

La industria mundial del cultivo de camarón ha sufrido efectos devastadores por la aparición 

de enfermedades infecciosas que afectan directamente su desarrollo. Se estima que en el 

periodo entre 1990-2005 la producción global del cultivo de camarón tuvo pérdidas 

económicas cercanas a los 15 mil millones de dólares (7). De acuerdo con datos 
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proporcionados por la Alianza Global de Acuacultura, el 60% de dichas pérdidas fue atribuido 

a enfermedades virales, 20% a enfermedades bacterianas y el restante (20%) a una variedad 

de otros agentes patógenos. En los últimos años la producción ha descendido notablemente: 

para el año 2010, la producción descendió a 49,400 t; al año siguiente, a 40,697 t, en 2012 la 

producción cayó a 35,305 t donde para el periodo 2013 se reportaron solo 14,000 t de camarón 

(8). Cabe señalar que la producción de camarón ha tenido un repunte positivo del 20 % en los 

últimos 3 años a la fecha. 

Algunos estudios indican que la incidencia de mortalidades masivas de camarones de 

cultivo podría ser causada por la aparición de un nuevo agente patógeno: el cuál causa el 

conocido Síndrome de Mortalidad Temprana (EMS, por sus siglas en inglés), también 

conocido como Síndrome de la Necrosis Hepatopancreática Aguda (AHPNS) (9). Esta 

enfermedad del camarón la cual proviene de origen bacteriano ha ocasionado pérdidas 

económicas significativas a los mayores productores de camarón a nivel mundial. La mayoría 

de las especies de camarón se ven afectadas por esta enfermedad y tiene incidencia de 

mortalidades masivas. Se ha determinado que el agente causante de la AHPNS, es una cepa 

patógena de la bacteria marina Vibrio parahaemolyticus (9). Se ha reportado que esta bacteria 

produce toxinas (uno de sus extensos mecanismos de patogenicidad) a través de un plásmido 

llamado PirA y PirB. Estas toxinas causan una disfunción de las células del hepatopáncreas 

(HP) afectando la absorción de nutrientes y en la fase terminal, adicional al desprendimiento 

de las células epiteliales, se presenta una infección secundaria bacteriana (10). 

     El panorama en nuestro país, y más recientemente en nuestro estado no es prometedor. 

Si se considera que la producción de camarón ya había sufrido un impacto muy importante, 

debido a la presencia del Síndrome del Virus de la Mancha Blanca, la aparición del Síndrome 

de mortalidad temprana ha provocado una crisis muy seria en la industria camaronera (10). 

Por tanto, es de suma importancia mantener acciones de vigilancia epidemiológica así como 

realizar investigación para combatir o prevenir las infecciones en los cultivos de camarón. En 

nuestro país el Comité de Sanidad Acuícola del Estado de Sonora (COSAES) en conjunto con 

otras instituciones, han implementado estás acciones con el fin de evitar grandes pérdidas 

económicas. Solamente, a través de estas acciones, la vigilancia continua  y del desarrollo de 

proyectos de investigación que permitan entender el proceso infeccioso y epidemiológico, será 

posible el desarrollo y aplicación de estrategias de intervención y tratamientos que eviten o 

contengan la transmisión y dispersión de las enfermedades infecciosas en cultivos marinos 

con importancia comercial en nuestro país, como la camaronicultura (11). 
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III.3 Vibriosis 

 

La vibriosis es una enfermedad de origen bacteriano, causada por varias especies de  cepas 

patógenas extracelulares pertenecientes al género Vibrio. La patogenicidad esta mediada por 

factores ambientales como la salinidad y temperatura (12). En el ecosistema marino los Vibrios 

juegan funciones importantes como biodegradación de la materia orgánica y regeneración de 

nutrientes (13), además pueden actuar como patógenos de organismos acuáticos, siendo 

parte del hábitat natural en las aguas marinas costeras, especialmente en los estuarios, los 

que representan su reservorio. El patógeno se asocia a la presencia de plancton y moluscos 

bivalvos para sobrevivir en agua de mar. Adicionalmente se ha reportado que pueden 

colonizar la superficie o formar parte de la flora comensal de algunos peces (14) de 

importancia comercial, o bien afectar al hombre (15).  

La vibriosis como patología de etiología bacteriana, ha sido la causa de mortalidad en 

cultivos de camarón en países productores del mundo entero y afecta tanto en larvicultura 

como en fase de engorde en estanques de cultivo (16). Además se ha reportado que el uso 

indiscriminado de antibióticos ha favorecido el desarrollo de resistencia a antibióticos en este 

tipo de bacterias. Las más conocidas son V. harveyi y V. Splendidus, V. parahaemolyticus, V. 

vulnificus y V. penaeicida. La vibriosis afecta a los camarones produciendo un daño errático, 

letargia, anorexia, necrosis multifocal, inflamación, formación de nódulos en el órgano linfoide, 

corazón y branquias, etc. (12). Los brotes de vibriosis suelen darse cuando hay un cambio 

repentino de las condiciones favorables ambientales del patógeno, produciéndose un 

aumento en la velocidad de la reproducción bacteriana, superándose así las cargas toleradas 

por el organismo huésped (16).  

El establecimiento de la infección se presenta por diversos mecanismos. Por ejemplo, estas 

bacterias pueden entrar al organismo a través de heridas en el exoesqueleto (primera barrera 

de defensa), las cuales generalmente son causadas por daños físicos, o bien, por otras 

bacterias con capacidad quitinolítica. También pueden penetrar el camarón a través de las 

branquias ya que están cubiertas por una cutícula delgada y es el órgano que se encuentra 

más expuesto ya que realiza funciones especializadas de intercambio de oxígeno con el 

ambiente.  Si bien este tipo de bacterias tienen varias vías de entrada, se sabe que el intestino 

medio es el lugar de mayor ingreso y colonización de estos patógenos ya que están presentes 

en el sedimento, agua y alimentos consumidos por los camarones (10).  

En los últimos años, muchas investigaciones se han desarrollo con el objetivo de proponer 

técnicas preventivas y terapéuticas para reducir o impedir la incidencia de enfermedades en 

los cultivos. Peeters y Rodríguez (16) señalan que los problemas de enfermedades muchas 
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veces son ocasionados por el manejo inadecuado de los antibióticos en el tratamiento de 

estos patógenos (17). Como se señaló anteriormente en México la prevalencia de Vibrio 

parahaemolyticus patógeno en los cultivos de camarón es del 80.5% siendo Sonora uno de 

los estados mayormente afectados económicamente.  

 

iII.4  Vibrio parahaemolyticus 

 

V. parahaemolyticus es un bacilo curvo Gram negativo, no esporulado y halofílico (14). Es 

móvil por un solo flagelo polar, es una bacteria facultativa que se desarrolla en su aislamiento 

en agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), o conocido también como  Agar Selectivo 

para Vibrios. (15). Logra desarrollarse en concentraciones de NaCl 1 - 4% y crece en 

concentraciones de NaCl de 8%, con un pH óptimo: 7.5 - 8.6 y una temperatura de 10 ºC - 42 

º C (15). Es fermentador de glucosa sin producción de gas, fermenta manitol, arabinosa y 

manosa, pero no fermenta sacarosa, lactosa, inositol y ramnosa, y es ureasa variable (13). 

Este microorganismo afecta a ambas especies (humano y camarón) donde en el humano 

causa gastroenteritis y los síntomas que se presentan son dolor abdominal severo, náusea, 

vómito, fiebre, dolor de cabeza y diarrea, la cual persiste hasta ocho días, en casos severos 

la diarrea es acuosa con moco y sangre, y pueden presentarse cuadros de deshidratación, 

hipotensión y acidosis. La dosis infectiva es de 105 a 107 UFC y tiene un periodo de incubación 

de 12-24 horas. En el camarón Vibrio parahaemolyticus es responsable de causar Vibriosis 

sistémica, Síndrome de mortalidad temprana y necrosis aguda del Hepatopáncreas (AHPND) 

(9). 

 

III.4.1  Factores de Virulencia de Vibrio parahaemolyticus 

 

Se conoce que son distintos los factores de virulencia de V. parahaemolyticus, los cuales se 

pueden manifestar o expresar por diversos factores ambientales como la temperatura del 

agua. Diversos estudios han demostrado que la bacteria rara vez se detecta en agua de mar 

hasta que la temperatura del agua es mayor a 15ºC (18). Por lo tanto, existe mayor 

probabilidad de detectar V. parahaemolyticus en los crustáceos en la primavera y en el verano 

que en el invierno (19). Además de la temperatura existen otros factores como el pH el cual 

varía entre 4.8 y 11, siendo entre 7.8 y 8.6 el pH óptimo para su crecimiento (Tabla 1). El 

oxígeno es otro factor importante, al ser un microorganismo anaerobio facultativo tiene la 
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capacidad de crecer en presencia o ausencia de oxígeno, pero crece óptimamente bajo 

condiciones aeróbicas. Se ha reportado que el agua dulce inactiva al organismo (20). 

 

 

Tabla 1.  Límites para el crecimiento óptimo de Vibrio parahaemolyticus (20). 

 

 

 

III.4.2  Sistemas de Secreción Tipo III y Tipo VI 

 

En V. parahaemolyticus el sistema de secreción tipo III (T3SS) y el sistema de secreción tipo 

VI se han propuesto como factores importantes de virulencia (21). El primero se divide en 

T3SS1 y T3SS2. Al sistema T3SS1 se le hace responsable la citotoxicidad y la inducción de 

la autofagia, mientras T3SS2  es el sistema que se encarga de producir enterotoxicidad. Todos 

los aislados de V. parahaemolyticus poseen T3SS1 (22). Mientras que T3SS2 se asocia 

comúnmente con V. parahaemolyticus que lleva Tdh y / o Trh (23). 

El papel de T6SS2 está siendo estudiado, pero se sugiere que el T6SS2 no está 

involucrado en la citotoxicidad, sino que ayuda en la adhesión a las células huésped 

(24). Dado que los sistemas T6SS2 y T3SS2 coexisten, se propone que ambos sistemas 

puedan cooperar durante un proceso de infección en el huésped T6SS2 inicia el primer paso 

de la infección al adherirse a las células huésped y T3SS2 exporta moléculas efectoras al 

inducir enterocitotoxicidad. La función del sistema T6SS1 aún no se ha 

demostrado. Recientemente, los investigadores sugirieron el papel de T6SS2 en la aptitud 

ambiental de V. parahaemolyticus (21) informaron que T6SS1 es más activo en condiciones 

cálidas similares a las marinas, mientras que T6SS2 es activo en condiciones bajas en sal.  
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III.4.3 Hemolisinas 

 

Las hemolisinas Tdh y Trh se consideran los principales factores de virulencia en las cepas 

patógenas para humanos de V. parahaemolyticus (21). La hemolisina directa termoestable 

(Tdh) es una hemolisina no inactivada por el calor y es por tanto causante de citotoxicidad, ya 

que aumenta la permeabilidad vascular de las membranas eritrocitarias formando poros por 

los cuales fluyen los iones y el agua fuera de la membrana y la acumulación de líquidos. (26). 

El fenómeno de Kanagawa es un ensayo para la detección de la beta hemólisis de eritrocitos 

usando agar Wagatsuma el cual contiene sangre con una alta concentración de sal para 

detectar la actividad hemolítica de la hemolisina Tdh. 

La hemolisina relacionada a la Tdh (Trh) es una hemolisina termolábil e inmunológicamente 

similar a la Tdh. Fue descubierta en un brote en las Islas Maldivas, en aislamientos con 

ausencia de Tdh. (26). Se le llama hemolisina relacionada a la Tdh ya que ambas comparten 

aproximadamente un 70% de homología genéticamente (27). La Tdh produce citotoxicidad en 

los tejidos debido a que activa canales que producen un flujo iónico alterado. (28). También 

se ha visto asociada a la producción de ureasa.  (20) 

Además de todos los factores de virulencia descritos anteriormente se conoce que V. 

parahaemolyticus cuenta con otros factores de virulencia como hemaglutininas, factores de 

colonización, pilis y su capacidad de invasión celular. 

Algunas cepas de V. parahaemolyticus cuentan con el gen tlh que codifica para otra toxina 

conocida como hemolisina termolábil dependiente de lecitina (LDH, por sus siglas en inglés) 

(29). Las hemolisinas son proteínas que producen la lisis de los eritrocitos por medio de la 

producción de poros en la membrana citoplasmática o hidrolizando los fosfolípidos 

(fosfatidilcolina) presente en la membrana celular. La LDH actúa hidrolizando la fosfatidilcolina 

(PC) a lisofosfatidilcolina (LPC) y, posteriormente la LPC a glicerofosforilcolina (GPC). Por lo 

tanto, la hemolisina se clasifica como una fosfolipasa del tipo A2 y tipo B (27) (Figura 1).  

En un ensayo realizado por Tellechea Robles (30) se midió cualitativamente la actividad 

fosfolipasa de la LDH recombinante, obteniendo como resultado la degradación del sustrato 

fosfatidilcolina, presente en la placa del ensayo, confirmando así su actividad como fosfolipasa 

y en una investigación similar, además de determinar la actividad fosfolipasa se realizaron 

estudios cuantitativos en la cantidad de sustrato degradado y en la obtención de ésteres de 

ácidos grasos hidrolizados (19). 
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Figura 1. Clasificación de las fosfolipasas en sus tipo A1, A2, B, C y D según su sitio de acción 

en el fosfolípido. La fosfolipasa tipo A2 se encuentra señalada  y corresponde a la hemolisina 

dependiente de lecitina (LDH) (17). 

 

 

III.5  Acción de las Fosfolipasas 

 

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan fosfolípidos en ácidos grasos y en otras 

sustancias lipófilas. Existen 4 clases principales de fosfolipasas que se designan en base al 

sitio de la molécula donde hidrolizan. Son conocidas como A, B, C y D y cada una cuenta con 

un punto de acción diferente. Como se mencionó, la LDH de Vibrio parahaemolyticus se 

clasifica como una fosfolipasa del tipo A2 ya que hidroliza ambos esteres de ácidos grasos de 

fosfolípidos (17). Adicionalmente, esta enzima también presenta una actividad atípica de 

fosfolipasa B, es decir, hidroliza la LPC a GPC. Se reportado que las fosfolipasas tipo B no 

tienen actividad hemolítica debido a que el producto final (GPC) no es un detergente, por lo 

tanto no es capaz de desestabilizar la membrana celular (25). Por otro lado, la LPC formada 

por acción de la fosfolipasa A es un detergente que trastorna a las membranas de los 

eritrocitos, conduciendo a la hemólisis (17). Aunque la LDH hidroliza a LPC, la velocidad de 

reacción es mucho menor que la dada por la  fosfolipasa B. Por ende, el intermediario (LPC) 

es relativamente estable y se acumula durante la reacción de tal forma que puede causar 

hemólisis. Por lo contario, se ha reportado que la adición de concentraciones elevadas de 

LDH disminuye la actividad hemolítica frente a eritrocitos de cordero debido a la rápida 

hemolisis de LPC (16). Por lo tanto, la LDH de Vibrio parahaemolyticus es clasificada como 

una fosfolipasa atípica, una fosfolipasa A2/B excepcional, con actividad de lisofosfolipasa (18).  
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III.6  Importancia Catalítica y Hemolítica de la Mutante Ser153/Gly_LDH 

 

 

Las esterasas son una superfamilia de enzimas hidrolíticas como una amplia especificidad de 

sustrato. Algunas tienen actividad de lipasas, tioesterasa, proteasa, arilesterasa y 

lisofosfolipasa (20). La gran mayoría de este tipo de enzimas tiene un motivo estructural 

catalítico conservado formado por 4 aminoácidos GDSL (Gly-Asp-Ser-Leu). Los estudios 

muestran que las hidrolasas GDSL tienen un sitio activo flexible que parece cambiar la 

conformación con la presencia y la unión de los diferentes sustratos. Un residuo importante 

de las enzimas GDSL es la Serina (28). Este amino ácido se consideraba como un miembro 

importante del sitio activo ya que actúa como el responsable de la reacción catalítica, es decir, 

se le considera el amino ácido catalítico.  

 

 

 

Figura 2. Principales residuos del sitio activo de las enzimas con dominio GDSL (29). 
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Otro residuos de aminoácidos también participan como elementos importantes durante la 

catálisis como son el ácido aspártico e histidina. Estos tres aminoácidos forman lo que se 

conoce como una triada catalítica que también se encuentra presente en otras hidrolasas 

como las Serina proteasas (20). En la figura 2 se muestra la triada catalítica de una hidrolasa 

del tipo GDSL. 

 

III.6.3  Cambio del Aminoácido Serina por Glicina 

 

Como se mencionó anteriormente, algunas hemolisinas tienen actividad de fosfolipasa como 

es el caso de la LDH de Vibrio parahaemolyticus. Esta enzima también se ha estudiado en 

otras especies del género Vibrio, como Vibrio alginolyticus (22),  donde se reportó que la LDH 

de esta bacteria es una enzima termolábil, con actividad de fosfolipasa y hemolítica. Además, 

se encontró que al inyectar esta hemolisina de Vibrio alginolyticus purificada, fue capaz de 

causar la muerte de peces cebra en dosis desde 0.4 μg por gramo de peso del pez (21). Estos 

autores también reportaron que la actividad hemolítica de la LDH fue inhibida por compuestos 

(como β-mercaptoetanol y fluoruro de fenilmetilsulfonilo ó PMSF) capaces de modificar grupos 

hidroxilo de los aminoácidos como la Serina entre otros (Tre, Glu, Asp y Tir).  

 

 

 

Figura 3. Comparación de estructuras de los aminoácidos Serina y Glicina donde se observa 

la ausencia de cadena lateral en la Glicina. La cual se transfiere por la enzima hidroximetil 

transferasa (39). 
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    Como se mencionó anteriormente, se sabe que este tipo de enzimas tienen una Serina 

catalítica, por lo que estos compuestos pueden estar interactuando con la Serina catalítica y 

por lo tanto, afectando la función enzimática. 

    El uso de compuesto químicos que puedan modificar las cadenas laterales de los 

aminoácidos del sitio activo de las enzimas ha sido ampliamente estudiado para determinar 

su importancia en la función catalítica. Sin embargo, esta estrategia carece de especificidad 

ya que en la enzimas puede existir más de un aminoácido que puede ser modificado y es muy 

complicado identificarlo. Existen otras herramientas que permiten hacer la modificación con 

alta precisión de aminoácidos como es la mutagénesis dirigida. Básicamente, esta se basa en 

hacer cambios en los nucleótidos del gen que codifica para la enzima en cuestión y una vez 

que este gen es traducido proteína se genera una variante de la misma pero con el cambio 

del amino ácido deseado. Por ejemplo, el cambio del triplete que codifica para Serina AGC 

puede ser cambiado a GGC dando como resultado la mutante de Serina por Glicina (29). 

Como consideración general, un residuo neutro como lo es la Glicina podría no tener impacto 

sobre una reacción catalítica, independientemente de su contribución a la conformación de la 

proteína, que como se comentó anteriormente la estructura entre estos dos aminoácidos sólo 

difiere en su grupo lateral (Figura 3). 

 

 

 

Figura 4. Resultados de la perdida de actividad fosfolipasa (a) y actividad hemolítica (b) del 

estudio realizado con la hemolisina de la bacteria Vibrio harveyi en su estado nativo (VHH) y 

la mutante. (31). 
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    En un estudio realizado por Boguang Sun y colaboradores (31), en la hemolisina de Vibrio 

harveyi (VHH) se demuestra que la sustitución de una Glicina por Serina en la posición 153 

dio como resultado la pérdida total de la actividad catalítica de la enzima  (Figura 4). Así 

mismo, se eliminó por completo la capacidad hemolítica de la VHH. Adicionalmente, se 

demostró que esta mutante de la VHH no presentaba toxicidad en un bioensayo realizado en 

pez cebra. Por tanto la mutante podría considerarse como un componente de una vacuna 

potencial contra V. harveyi. 

  



 

24 
 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

IV.1  Transformación de Cepas E. Coli con el Constructo Ser153/Gly_LDH 

 

La construcción de la mutante específica (Ser153/Gly_LDH) se elaboró en colaboración con 

el Laboratorio de Biotecnoligía de la UNAM a partir de la secuencia codificante de la LDH 

nativa (GenBank # BAA25328.1). A la secuencia se le agregó una etiqueta de Histidinas 

(5xHis) en el extremo C-terminal de la proteína para facilitar su purificación. El constructo se 

insertó en el plásmido pET28B, el cual contiene un gen que confiere resistencia a kanamicina. 

La transformación del constructo se llevó a cabo mediante el método de choque térmico 

utilizando diferentes cepas químicamente competentes de E. coli BL21: Rosetta 2, Star y Gold 

(Tabla 2). El método consiste en lo siguiente: 50 µL de células químicamente competentes se 

colocaron en una cama de hielo para su descongelamiento. La suspensión bacteriana se 

homogenizó suavemente para posteriormente añadir un 1 µL del plásmido (concentración de 

0.1 µg/µL),  la solución se mezcló cuidadosamente y se incubó en hielo por 10 minutos. 

Después, la mezcla se sometió a un shock térmico (variación de la temperatura) a 42°C 

durante 1 minuto, una vez transcurrido este tiempo se regresó rápidamente al hielo y se dejó 

reposar durante 2 minutos sin agitación. Se agregaron 250 µL de medio Super Optimal Broth, 

(SOC, por sus siglas en inglés: 20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 4.8 g/L MgSO4, 

3.603 g/L glucosa, 0.5g/L NaCl y 0.186 g/L KCl) mezclándose por agitación con una 

micropipeta y se incubó durante 2 horas a 37 °C en un agitador orbital a 220 rpm. 

Posteriormente se inocularon dos placas de agar Luria Bertani (15 g/L Agar, 10 g/L triptona, 

5 g/L extracto de levadura y 0.5 g/L NaCl) y se les adicionó kanamicina a una concentración 

final de 50 μg/mL con 50 y 100 μL del cultivo por método de barrido masivo. Las placas se 

incubaron durante toda la noche a una temperatura de 37 °C. Esto permite asegurar que se 

cultivan únicamente las células de E. coli que contienen el plásmido de interés. La kanamicina 

por tanto, actúa como marcador de selección. 

 

 

IV.2   Preparación del Inóculo Bacteriano 

 

Como base para la sobreexpresión de proteínas se utilizaron las placas inoculadas 

previamente, se seleccionaron colonias aisladas para sembrar una nueva placa por el método 

de estriado, incubándose a una temperatura de 37 °C por 24 h. Posteriormente, se  inoculó 

una colonia aislada en un tubo de ensayo con 5mL de caldo Luria Bertani al que se le adicionó 
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también kanamicina en una concentración final de 25 μg/mL. El cultivo se incubó por 16 horas 

a 37 °C en un agitador orbital a 220 rpm. Se observó crecimiento bacteriano. 

 

 

Tabla 2. Cepas de sobreexpresión de E. coli (41). 
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IV.3   Sobreexpresión Recombinante de la mutante Ser153/Gly_LDH 

 

IV.3.1   Cinética de Sobreexpresión 

 

Se tomaron 500 μL del inóculo para adicionar a un matraz Erlenmeyer que contenía 100 mL 

de caldo Luria Bertani con kanamicina (25 µg/mL) y se incubó en un agitador orbital a 220 rpm 

a 37 °C. Para comprobar que la bacteria se encuentra en su fase exponencial donde estará 

ocurriendo la  duplicación celular (33), que es un factor necesario para que se lleve a cabo la 

sobreexpresión, se monitoreó la densidad óptica en un espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 600nm, teniendo como objetivo alcanzar una absorbancia de 0.6 unidades. Cuando 

este valor fue alcanzado se tomaron 2 alícuotas para representar el t=0 y posteriormente se 

añadió de isopropil- β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0.4mM 

para inducir la sobreexpresión. A partir de este punto se tomaron alícuotas de 1.5 mL por 

duplicado a diferentes tiempo post-inducción:  2, 4, 6 y 18 horas. El matraz permaneció 

incubado a 37° C con una agitación de 220 rpm durante este tiempo. Las células fueron 

cosechadas por centrifugación a 7000xg a una temperatura de 4° C por 20 minutos. Se 

descartó el sobrenadante y el paquete celular se almacenó a -80°C hasta su uso.  

 

Las células cosechadas en cada muestreo se resuspendieron en  200 µL de buffer Lisis 

(Tabla 3) cada una y se lisaron por sonicación (34) en una cama de hielo a 10 % de amplitud 

10 pulsos por 10 segundos cada uno para permitir la extracción de los compuestos 

intracelulares. El homogenizado celular se centrifugó a 16, 000 × g por 20 minutos a 4 °C para 

separar las dos fases resultantes: fase soluble (compuesta por el sobrenadante) y la fase 

insoluble (compuesta por el precipitado). Las dos fases de todas la muestras a las 0, 2, 4, 6 y 

18 horas post inducción (HPI) se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida sodio  

en una concentración del 12% en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) a 

corriente constante 20 mA (35).   

 

Esto se realizó con la finalidad de determinar el tiempo en el cual se obtiene la mayor 

cantidad de proteína, y si ésta se sobre expresa en la fracción soluble o insoluble del cultivo 

bacteriano. Los geles fueron teñidos con 0.25% Azul de Coomassie. Los geles se 

documentaron por fotodocumentación Biorad Gel-doc EZ en el laboratorio de Bioquímica del 

Departamento de Investigación y Posgrado en Alimentos de la UNISON. 
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IV.4  Preparación de Extracto Crudo y Purificación de Cuerpos de Inclusión 

 

El análisis electroforético de la sobreexpresión mostró que la proteína se encontró en forma 

de cuerpos de inclusión, es decir, en una forma inactiva e insoluble. Por lo tanto, se optó por 

desarrollar protocolos para extracción, solubilización y replegamiento de la enzima. Estos 

protocolos se describen a continuación. 

 

 

Tabla 3. Composición de buffer lisis 

 

 

Tabla 4. Composición de buffer de lavado 1 

 

 

 

IV.4.1  Extracción de la mutante Ser153/Gly_LDH de Cuerpos de Inclusión 

 

La extracción se inició a partir de la biomasa obtenida al final de la sobreexpresión de un 

cultivo de 100 mL. La masa total obtenida (pellet bacteriano) fue de 3.0504 gr de los cuales 

se tomó 1 gr  de células bacterianas y se sometió a cuatro buffers para la extracción de la 
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mutante Ser153/Gly_LDH. Se utilizó un buffer lisis, un buffer de lavado 1, un buffer de lavado 

2 (2 veces) y un buffer de extracción (Tablas 3,4,5 y 6) a una razón de 4 mL c/u por cada gramo 

de biomasa inicial. En cada etapa se resuspendió por sonicación en hielo durante 10 segundos 

por 6 ocasiones a una intensidad del 10%. Posteriormente cuando el botón de células 

bacterianas se encontró resuspendida en el buffer, se centrifugó a 25, 000 x g por 20 minutos 

a 4 °C, después se recuperó el precipitado y se descartó el sobrenadante; excepto en la última 

etapa (buffer de extracción) en la cual se recuperó el sobrenadante en el que se encuentra la 

LDH desnaturalizada en presencia de urea 8M. Se midió la concentración de proteína 

utilizando un espectrofotómetro Nanodrop Thermo Scientific a 280 nm de longitud de onda. 

Este protocolo se siguió de acuerdo a lo reportado por Tellechea-Robles, 2015. (39). 

 

 

Tabla 5. Composición de buffer de lavado 2 

 

 

Tabla 6. Composición de buffer de extracción 
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IV.4.2  Purificación de la mutante Ser153/Gly_LDH por Cromatografía de Afinidad a 

Metales (IMAC) 

 

 

La Ser153/Gly_LDH se sobreexpresó en la fase insoluble o cuerpos de inclusión, durante el 

proceso de extracción se observaron un gran contenido de proteínas contaminantes. Esto 

afecta significativamente la confianza de las determinaciones de la función de la enzima y por 

lo tanto del efecto de cambio de la Ser153 por Gly. Por lo anterior, se procedió a realizar un 

proceso de purificación de la proteína antes de medir su actividad de fosfolipasa, esterasa y 

hemolítica. El proceso de purificación se realizó utilizando una columna de afinidad a metales 

inmovilizados (HisTrap FF crude de 1 mL) en un equipo de cromatografía de baja presión 

AKTA Prime (General Electric, Life Sciences). Se siguieron la recomendaciones del fabricante 

durante todo el proceso de la purificación. En resumen, se aplicaron 5 ml  de la 

Ser153/Gly_LDH desnaturalizada en en el búfer de extracción o búfer A (Tris-HCl 50 mM pH 

7.4, 500 mM NaCl, urea 8M). Las proteína unidas a la columna se eluyeron mediante un 

gradiente lineal de búfer B  (búfer A + 500 mM de imidazol). Durante la cromatografía se 

mantuvo un flujo constante de 1mL/min, se monitoreó la absorbancia a una longitud de onda 

de 280 nm y se colectaron fracciones de 3 mL. Las fracciones en la absorbancia fue mayor, 

es decir, donde se encuentra a proteína unida inespecíficamente o proteínas contaminantes, 

se analizaron por SDS-PAGE al 12%. En aquellas fracciones en donde se encontró una banda 

única con el peso esperado de 47kDa se mezclaron, se les midió concentración de proteína y 

fueron utilizadas para el replegamiento o renaturalización de la enzima.  

 

IV.4.3  Replegamiento de la mutante Ser153/Gly_LDH Recombinante 

 

Una vez purificada la Ser153/Gly_LDH está aún se encuentra desnaturalizada y por lo tanto 

inactiva, es decir, es necesario implementar un proceso de replegamiento in vitro para que la 

enzima recupere su conformación nativa y por lo tanto su función. Esto se llevó a cabo por un 

proceso de diálisis con una membrana de nitrocelulosa con tamaño de poro de 8kDa 

(Millipore). La diálisis consistió en disminuir gradualmente la concentración de urea en pasos 

escalonados empezando de 8 M, 4 M, 1 M hasta eliminar completamente la urea (Tablas 7, 8 

y 9) de urea.  
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Tabla 7. Composición del buffer de urea 4M 

                 

Tabla 8. Composición de buffer de urea 1M 

 

 

 

En cada etapa se realizaron recambios de buffer de 250 mL c/u. Las condiciones se 

establecieron a 4ºC por 3 horas con agitación constante de 100 rpm. Los últimos dos 

recambios del buffer 0 M de urea tuvieron una duración por toda 10 horas. Al final se recuperó 

la solución de la membrana y se centrifugó a  16, 000 × g durante 20 minutos a una 

temperatura de 4°C, se recuperó el sobrenadante y se almacenó a 4ºC para su uso posterior 

(29). Todas la etapas del replegamiento se analizaron por SDS-PAGE. Esto con la finalidad 

de determinar la integridad de la enzima, ya que se considera que una proteína que se 

mantiene en solución y por lo tanto su integridad estructural es la adecuada.  
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Figura 5. Cromatograma típico de la purificación de la LDH. Lavado: F1 y F2. Uniones 

inespecíficas: F7 y F8. Uniones específicas (HDL): F9-F13. En el primer pico se observan las 

uniones inespecíficas, o proteínas contaminantes y en el segundo pico se encuentran las 

uniones específicas, de la proteína unida correctamente a la columna. 

 

 

IV.5  Ensayo de Actividad de Fosfolipasa 

 

 

La actividad de Fosfolipasa A2 que mide la funcionalidad de la proteína se realizó mediante 

un ensayo cualitativo en un medio Agar-Fosfatidilcolina (Agar-Agar 3%, Fosfatidilcolina 0.1%) 

(opaco/translúcido). Se hicieron 5 perforaciones (3 de muestra y 2 de control) en el medio, 

donde se adicionaron diferentes cantidades de la mutante Ser153/Gy_LDH: 5 µg, 10 µg y 20 

µg. Además como control positivo se utilizó la proteína LDH en su estado nativo de la cual se 

agregó el volumen de 50uL a una concentración de 5 µg y como control negativo se utilizaron 

50 µL de buffer Tris HCl 50 mM pH 7.5. La actividad de la enzima se observó en los pozos 

donde se forman halos claros a su alrededor que indican la hidrólisis de fosfatidilcolina a 

lisofosfastidilcolina y/o lisofosfatidilcolina a glicerofosfatidilcolina (32). 
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Tabla 9. Composición de buffer de urea 0M 

 

 

 

 

IV.6  Ensayo de Actividad de Esterasa 

 

Para analizar la actividad enzimática de tipo esterasa se utilizó como sustrato p-nitrofenil 

laurato a una concentración de 10 mM (36).  Para ello se incubo la proteína (concentración de 

proteína en mg/ml) con una solución buffer de actividad (Tris 50 mM pH 7.5) durante 5 minutos 

a 37 °C, se agregaron 10 µL del sustrato (concentración final 1 µM) y fosfatidilcolina a una 

concentración final de 0.001%. Posteriormente se registró la absorbancia por 3 minutos a una 

longitud de onda de 410 nm (31). Una unidad de actividad de la fosfolipasa se define como la 

cantidad de enzima necesaria para liberar un µmol de p-nitrofenol por minuto bajo las 

condiciones de ensayo. Como control negativo de la reacción se utilizó buffer Tris HCl (980 

µL), p-nitrofenol laurato (10 µL) y lecitina (10 µL) . Por otro lado, se utilizó la LDH nativa (sin 

mutaciones) como control positivo de la reacción a la misma concentración que la 

Ser153/Gly_LDH. 

 

 

IV.7  Ensayo de Actividad Hemolítica 

 

Se utilizó sangre de humano, de la cual se extrajo el paquete eritrocitario mediante 

centrifugación y lavados (3 lavados) con una solución salina estéril al 0.9% de NaCl. Durante 

cada lavado las células fueron sedimentadas por centrifugación a 150 x g durante 5 minutos 

a temperatura ambiente de 24 ºC y se desechó el sobrenadante. El paquete celular fue 

resuspendido en una relación 1:10 y después 1:20 con buffer TBS (TrisHCl 50 mM pH 7.4, 

NaCl 155 mM). Se separaron las muestras (Tabla 10) y se incubaron a 37ºC por 1 hora.  

 

Después de transcurrido el período de incubación se centrifugó a 900 x g por 10 min a 

temperatura ambiente. Se recuperó el sobrenadante y se midió la absorbancia a 540 nm. Los 

resultados se expresaron como porcentaje de actividad hemolítica respecto al control positivo. 

Como control positivo se realizó una lisis total de los eritrocitos utilizando el detergente Tween 
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20 al 0.1 %, este resultado fue tomado como el 100% de actividad hemolítica (20), y como 

control negativo a la actividad hemolítica se utilizaron eritrocitos incubados a 37ºC en 

presencia del buffer de reacción (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 155 mM).  

 

Tabla 10. Muestras utilizadas para el ensayo de actividad hemolítica 

 

 

 

 

 

 

 

Para comparar el efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH sobre la actividad hemolítica se 

utilizó la LDH en su estado nativo bajo las mismas condiciones descritas. La LDH en su estado 

nativo fue amablemente proporcionada por Luis E. Vazquez Morado (estudiante de maestría 

en ciencias de la salud). 
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IV.8   Análisis Estadístico 

 

Los resultados de actividad enzimática y hemolítica de la mutante Ser153/Gly_LDH y de la 

LDH nativa se analizaron estadísticamente utilizando un análisis de varianza (ANOVA) de dos 

vías. para datos no paramétricos mediante Kruskal-Wallis. Las diferencias entre grupos se 

analizaron mediante una prueba de comparación de medias (U de Mann Whitney).  Se trabajó 

con un intervalo de confianza del 95% (P<0.05). Estos análisis se realizaron en el paquete 

estadístico SPSS ver 10.  
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

V.1   Cinética de Sobreexpresión 

 

El plásmido con el gen de la Ser153/Gly_LDH fue transformado en diferentes condiciones de 

sobreexpresión, las cepas de E.coli que se utilizaron fueron: Rosetta 2, Star y Gold. De las 

cuales se decidió usar Rosetta 2 debido a que esta cepa fue la que producía mayor cantidad 

de proteína (intensidad de la banda observada) con el peso molecular esperado de 

aproximadamente 47 kDa respecto a las otras 2 cepas utilizadas. Las concentraciones de 

inductor IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido)  que se manejaron fueron 0.4 mM y 1mM; 

donde se optó por utilizar una concentración final de sobreexpresión de 0.4 mM debido a que 

era suficiente para expresar a la proteína. Y por último se probaron diferentes temperaturas 

de 25°C y 37°C, pero finalmente se decidió usar una temperatura de 37°C porque no se 

observó un cambio significativo en la expresión de la proteína. Aun después de modificar las 

condiciones, el resultado siempre fue el mismo, la proteína se sobre expresó en cuerpos de 

inclusión en todas las repeticiones. Los geles de sobeexpresión (Figuras 5, 6, 7, 8, 9 y 10). 

Asimismo, se realizó una cinética de sobreexpresión para determinar cuánto tiempo después 

de la inducción se obtenía la mayor cantidad de la proteína de interés. Todas la fracciones 

recolectadas (soluble e insoluble) a los diferentes tiempos (0, 2, 6 y 20 HPI) se analizaron 

mediante SDS-PAGE 12%.  

Se obtuvo como resultado que desde las 2 HPI (horas post inducción) la proteína se 

sobreexpresaba en cantidades abundantes. Por cuestiones de optimización y reproducibilidad 

de los futuros experimentos se optó por utilizar 6 HPI para obtener cantidades suficientes de 

proteína para cumplir con los objetivos planteados (Figura 5). Resultados similares se 

obtuvieron de la sobreexpresión de la LDH de V. alginolyticus donde la proteína se 

sobreexpresó en una cepa de E.coli BL21, con Kanamicina como antibiótico de selección, a 

una concentración de 1 mM de inductor IPTG y a una temperatura de 25°C por 6 HPT. 

Después se realizó una electroforesis SDS-PAGE al 12% y se observó que la proteína también 

se sobreexpresaba en la fracción insoluble. De la misma manera, en un estudio realizado para 

la mutante LDH de Vibrio harveyi, donde se sobreexpresó a la proteína en la cepa E.coli BL21 

y como inductor IPTG a una concentración, tiempo y temperatura desconocida  se encontró 

que esta se sobreexpresaba en cuerpos de inclusión. Por tanto podemos concluir que 

independientemente de la cepa de E.coli de sobreexpresión utilizada, el resultado para las 

proteínas LDH’s es el mismo. Donde tal vez, influyan o no factores como el tipo de inductor, 

la temperatura, y el tiempo. 
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En este reporte al igual que lo encontrado en el presente trabajo, se realizó un proceso de 

purificación y replegamiento de la enzima. 

 

 

Figura 6. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresión en la cepa de E.coli Rosetta 

2. Se muestran las fracciones correspondientes al pellet (P)  y sobrenadante (S) a las 0 (P0H 

y S0H), 4 (P4H y S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una 

temperatura de 37°C con una concentración de IPTG 0.4mM. El gel se tiñó con azul de 

Coomassie MPM, Marcador de peso molecular de amplio rango. 

 

 

Figura 7. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresión con la cepa de E.coli  Gold. 

Se muestran de las fracciones corridas P (pellet) y S (sobrenadante) a las 0 (P0H y S0H), 4 

(P4H y S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) horas respectivamente. A una temperatura 

de 37°C con una concentración de IPTG 0.4mM. El gel se tiñó con azul de Coomassie a 0.1%. 

MPM, Marcador de peso molecular.  
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Figura 8. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresión con la cepa E.coli Star. Se 

muestran las fracciones del pellet  (P) y sobrenadante ( S) a las 0 (P0H y S0H), 4 (P4H y S4H) 

6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 37°C con 

una concentración de IPTG 0.4mM. El gel se tiñó con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, 

Marcador de peso molecular.  

 

 

               

Figura 9. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresión con la cepa E.coli Rosetta 

2. Se muestran las fracciones del pellet  (P) y sobrenadante ( S) a las 0 (P0H y S0H), 4 (P4H 

y S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 37°C 

con una concentración de IPTG 1mM. El gel se tiñó con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, 

Marcador de peso molecular.  
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En función a estos resultados, se procedió a purificar los cuerpos de inclusión y 

renaturalizar la enzima mediante los protocolos anteriormente descritos. Después de purificar 

los cuerpos de inclusión se obtuvieron 4 mL de proteína en presencia de urea 8 M (forma 

inactiva) a partir de 1 gr de biomasa (pellet bacteriano). A esta solución se le midió 

concentración con el equipo Nanodrop (Thermo Scientific) y se ajustó la concentración a 10 

mg/mL. Cabe señalar que a concentraciones superiores se ha reportado que el proceso de 

replegamiento (renaturalización) in vitro no es eficiente y se precipita >80 % de la proteína 

(29). Esta solución que contenía la Ser153/Gly_LDH fue utilizada para la renaturalización o 

replegamiento in vitro. 

 

 

Figura 10. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresión con la cepa E.coli Gold. 

Se muestran las fracciones del pellet  (P) y sobrenadante ( S) a las 0 (P0H y S0H), 4 (P4H y 

S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 37°C 

con una concentración de IPTG 1mM. El gel se tiñó con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, 

Marcador de peso molecular.  



 

39 
 

 

Figura 11. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresión con la cepa E.coli Star. Se 

muestran las fracciones del pellet  (P) y sobrenadante ( S) a las 0 (P0H y S0H), 4 (P4H y S4H) 

6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 25°C con 

una concentración de IPTG 0.4mM. El gel se tiñó con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, 

Marcador de peso molecular.  

 

V.2 Replegamiento y Purificación de la Mutante Ser153/Gly_LDH por Cromatografía de 

Afinidad a Metales (IMAC) 

 

 

A partir del extracto obtenido de la purificación de cuerpos de inclusión la proteína fue 

renaturalizada por el método de diálisis. Esto consistió en disminuir gradualmente la 

concentración de urea 8 M (agente caótropico) hasta 0 M. El ultimo recambio de buffer (Tris 

HCl 50 mM pH 7.5,) se realizó por duplicado para asegurar la mayor extracción de urea del 

medio. Cada una de las etapas de este procedimiento se monitoreó por SDS-PAGE al 12% 

(Figura 8). En esta figura se observa la banda correspondiente al peso molecular esperado 

(47 kDa) de la mutante Ser153/Gly_LDH en todas las fracciones. Esto indica que la proteína 

se plegó correctamente ya que se mantuvo presente en solución aun eliminando la urea del 

último buffer (37).  

 

     Asimismo, se observa la presencia de una gran número de bandas de proteínas 

contaminantes proveniente de lisado bacteriano. Esta proteínas pueden interferir positiva o 

negativamente en la función de la LDH. O bien, es posible que alguna de estas moléculas 
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pueda presentar actividad catalítica que resulten falsos positivos o negativos durante los 

ensayos de funcionalidad. Por lo tanto, se procedió a purificar la enzima antes de replegar, es 

decir en presencia de urea 8 M, mediante cromatografía de afinidad a metales (IMAC) 

utilizando una columna Hitrap-HP de 1mL (GE life sciences). Para lo cual se siguió el protocolo 

descrito por el fabricante para un equipo de cromatografía de baja presión AKTA-Prime (GE, 

life sciences). La pureza se determinó a homogeneidad en aquellas fracciones que sólo 

contenían una banda del peso molecular esperado para la Ser153/Gly_LDH (47 kDa) (Figura 

9). Como se observa en esta figura se obtuvo una banda de correspondiente al peso molecular 

de la enzima de interés en las fracciones F8 a F11. Por lo tanto, se logró purificar la 

Ser153/Gly_LDH en presencia de urea 8 M. Estas fracciones se agruparon y se replegaron 

con el procedimiento descrito. En el carril FR (Figura 9) se muestra una única banda en la 

solución final del replegamiento (sin urea) del peso molecular esperado. Se obtuvieron 4 mL 

a una concentración de 0.2837 mg/mL. Esta solución fue utilizada para los análisis 

posteriores.  

 

 

 

 

 

Figura 12. Replegamiento de la proteína mutante S153/G LDH  antes de la purificación 

indicando las muestras corridas 8 M, 4 M, 1 M, 0 M (8, 4, 1 y 0 Molar de urea) respectivamente.  

El gel (SDS-PAGE al 12%) se tiñó con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, Marcador de peso 

molecular de amplio rango (Biorad). 
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Figura 13. Gel SDS-PAGE al 12% de la purificación por IMAC en condiciones 

desnaturalizantes de la S153/G LDH. FS (fracción soluble), FI (fracción insoluble. Extracto 

crudo), F1 (proteína no unida) , F8- 1 (proteína unida) y FR (fracción replegada). El gel se tiñó 

con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, Marcador de peso molecular de amplio rango (Biorad). 

 

V.3  Ensayo de Actividad de Fosfolipasa 

 

 

Una vez que la enzima fue purificada y replegada se determinó el efecto de la mutación en el 

residuo Ser153/Gly_LDH de la LDH.  Por lo tanto, se procedió a evaluar tanto la actividad 

enzimática (fosfolipasa y esterasa) como hemolítica de la enzima. El ensayo cualitativo de 

actividad fosfolipasa consistió en la preparación de un agar-agar al cual se le adicionó el 

sustrato (fosfatidilcolina 0.1 %). Se agregaron 50uL de una solución con diferente 

concentración de la Ser153/Gly_LDH purificada como se muestra en la Tabla 11.  

 

    En el pozo que contenía la proteína LDH nativa se observó la formación de dos halos, lo 

cual indican la hidrólisis del sustrato y por lo tanto que la enzima es activa (Figura 10). El 

primer halo (flecha amarilla) corresponde a la actividad de la proteína como fosfolipasa A2, 

mientras que el segundo corresponde a la actividad de la proteína como fosfolipasa tipo B 

(flecha negra). Estos resultados son similares a lo reportado para LDH’s de este tipo de otras 

especies de Vibrio patógenas para camarón como son Vibrio harveyi (34) y Vibrio alginolyticus 

(13). Donde en el ensayo actividad de fosfolipasa de la LDH de Vibrio harveyi en agar LB 
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adicionado con yema de huevo se observó la formación de halos de actividad en la proteína 

nativa, mientras que con la mutante no se observó. De la misma manera, en el estudio de la 

LDH de Vibrio alginolyticus en agar adicionado con yema de huevo, la proteína nativa mostro 

la formación de halos de actividad, mientras que los pozos con el control negativo, y la enzima 

desnaturalizada no se observaron. Concluyendo entonces, que la formación de halos es 

característico a la actividad de fosfolipasa de las proteínas LDH’s. 

 

 

Tabla 11. Diseño del ensayo de actividad de fosfolipasa. 

 

 

 

 

    En los pozos donde se encontraba la mutante Ser153/Gly_LDH (2 al 4) y el control negativo 

(pozo 5) no se observó formación de halos después de 24 horas de incubación. Se prolongó 

el tiempo de incubación por 72 horas para descartar que la enzima tuviese una baja actividad 

enzimática. Por lo tanto, la mutante específica Ser153/Gly_LDH no mostró actividad de 

fosfolipasa mediante este ensayo. Se ha reportado el residuo de Serina en el sitio activo en 

las hemolisinas termolábiles de otras especies de Vibrio también es esencial para su actividad 

enzimática.  

 

    Por ejemplo, se demostró que el cambio de Serina por Glicina hemolisina de Vibrio harveyi 

(que también es patógena para camarón) causa una pérdida de la actividad de fosfolipasa en 

ensayos con geles de agar/lecitina (31). Estos autores concluyeron que el cambio de un solo 

residuo (Serina/Glicina) del sitio activo era suficiente para que la enzima se volviera inactiva. 

Cabe señalar que los experimentos realizados por estos investigadores y los presentados en 

esta tesis son cualitativos, por lo que no se puede determinar con precisión y suficiente 

sensibilidad si existe actividad residual de la enzima modificada. Por lo tanto, se procedió a 
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realizar un ensayo espectrofotométrico y cuantitativo utilizando el sustrato para esterasas 4-

p-nitro fenilaurato como sustrato. 

 

 

 

 

 

Figura 14. Actividad de fosfolipasa de la LDH en una placa de Petri con medio Agar-

Fosfatidilcolina. Las flechas indican la presencia de los halos de actividad de la proteína en su 

estado nativo. La flecha amarilla señala el halo correspondiente a la hidrolisis de la 

fosfatidilcolina a lisofosfatidilcolina, mientras que la flecha negra señala el halo de hidrolisis de 

la lisofosfatidilcolina a glicerofosfatidilcolina. En el pozo 1, se adicionó la LDH nativa (5 µg), 

pozo 2-4 (Ser153/Gly_LDH 5, 10 y 20 µg) y en el pozo 5 (control negativo, Tris-HCl 50 mM pH 

7.4). 

 

    El p-nitrofenil laurato es un compuesto fenólico que tiene un átomo de nitrógeno en la 

posición opuesta del grupo hidroxilo en el anillo de benceno (40). La presencia de enzimas 

con capacidad de hidrolizar el enlace éster entre el nitro-fenol y el ácido graso genera la 

aparición de una coloración amarilla, la cual se puede cuantificar monitoreando la absorbancia 

a 410 nm.  En la Figura 11 se muestra una gráfica típica (absorbancia a 410 nm vs tiempo) 

del ensayo de actividad de esterasa de la LDH nativa. Se observa un aumento en la 

absorbancia como producto de la hidrólisis de sustrato por efecto de la actividad enzimática 
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de la LDH nativa (círculos). Mientras que en las reacciones dónde se agregó la 

Ser153/Gly_LDH (cuadrados) no se observa un aumento de la absorbancia, lo que indica que 

la enzima no fue capaz de hidrolizar el sustrato. Los valores de absorbancia permanecieron 

con el mismo comportamiento que el blanco de la reacción (triángulos).  Para determinar si 

existía un efecto de la cantidad de enzima en la reacción se realizaron varios ensayos en los 

que se aumentó la cantidad de la Ser153/Gly_LDH en el ensayo (8, 11, 28 µg de proteína) 

como se muestra en la Figura 12. En esta gráfica los resultados se expresan como porcentaje 

de actividad residual tomando como el 100% la actividad de la LDH nativa.  

 

 

Figura 15. Actividad de esterasa de la LDH en su estado nativo (círculos) y la S153/Gly_LDH 

(triángulos). Como control negativo se utilizó buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.5. En ambas 

muestras se agregaron 8 µg de proteína.  

 

En las tres cantidades evaluadas se observó una actividad residual de esteresa <3 %, 

lo que indica una disminución drástica en la función catalítica de la Ser153/Gly_LDH. Es decir, 

el residuo de Serina en la posición 153 de la LDH de Vibrio parahaemolyticus desempeña un 

rol importante durante la catálisis enzimática. Este resultado es consistente con lo observado 

en los experimentos cualitativos de actividad fosfolipasa aquí reportados y con los descrito 

para la LDH de Vibrio harveyi. Donde la hemolisina se sobreexpresó en E. coli BL21 indujo la 

sobreexpresión con isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) a una concentración 

desconocida, y se purifico por cromatografía de afinidad a metales. Posteriormente para los 

ensayos de actividad fosfolipasa cualitativamente se utilizó agar LB suplementado con yema 

de huevo (31). 
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Figura 16. Actividad enzimática de diferentes cantidades de la Ser153/Gly_LDH. Los 

resultados se expresan en porcentaje de actividad residual comparado con la LDH nativa. Se 

muestra el promedio de tres repeticiones de cada ensayo y la desviación estándar. Letras 

diferentes representan diferencias estadísticamente significativas (p<0.05). 

 

 

 

X.4   Ensayo de Actividad Hemolítica 

 

 

La hidrólisis de la fosfatidilcolina da como producto a la lisofosfatidilcolina, el cual es el 

encargado de producir hemólisis debido a que actúa como detergente formando poros en las 

membranas celulares de los eritrocitos del camarón. Para medir la actividad hemolítica de la 

mutante se utilizaron eritrocitos humanos, los cuales fueron lavados con solución salina y 

extraídos por centrifugación para ser incubados con la proteína LDH nativa a una 

concentración de 20 µg/µL y la mutante Ser153/Gly_LDH a la misma concentración 20 µg/µL. 

Del porcentaje de hemólisis que se obtuvo se midió la hemoglobina liberada al medio. En la 

Figura 13 se muestran los resultados de los ensayos de actividad hemolítica, los cuales se 

expresaron como porcentaje de actividad respecto al control positivo conformado por el 

detergente TWEEN 20 al 0.5% el cual se tomó como 100% de hemolisis. 

 

La LDH nativa mostró un porcentaje de 80% de hemólisis lo que nos indica que la proteína 

en su estado nativo se encuentra activa y funcional. Al contrario de la mutante S153/Gly_LDH 

presentó una actividad hemolítica <1%. Por lo tanto, el cambio del residuo de Serina en la 
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posición 153 por Glicina de la LDH causa una disminución drástica de la actividad hemolítica. 

La pérdida de la actividad hemolítica son consistentes con los observado en los ensayos de 

actividad enzimática (fosfolipasa y esterasa).  

 

 

 

 

Figura 17. Efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH sobre la actividad hemolítica de la LDH. Los 

resultados se muestran como porcentaje de hemólisis tomando como 100 % el Tween 20. 

Como control negativo se utilizó el buffer en el que se encuentra disuelta ambas enzimas y el 

Tween 20. Se muestra el promedio de tres repeticiones y su desviación estándar. Letras 

diferentes representan diferencias estadísticamente significativas (p<0.05). 

 

En conjunto, estos resultados indican que la Serina 153 es parte del sitio activo de la 

enzima y además es uno aminoácido esencial para la funcionalidad de la LDH de Vibrio 

parahaemolyticus. Si bien los resultados de actividad de fosfolipasa son similares a lo 

reportado para la hemolisina termolábil de Vibrio harveyi (31), cabe señalar que en el presente 

se profundizó en evaluar el efecto de esta mutación a nivel cuantitativo tanto enzimática como 

a nivel de daño celular (eritrocitos de humano).  
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VI. CONCLUSIONES 

 

 

Se demostró que el cambio del residuo del aminoácido Serina por Glicina en la posición 153 

de la LDH de Vibrio parahaemolyticus causa una disminución significativa y prácticamente 

total tanto en la actividad enzimática como hemolítica de la enzima. Por lo tanto, la Serina 153 

desempeña un papel esencial  en el sitio catalítico durante la función de la LDH.  Además, se 

establecieron las condiciones de sobreexpresión funcionales para la transformación y 

producción de la mutante Ser153/Gly_LDH.  
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VII. RECOMENDACIONES 

 

 

 Determinar el efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH la actividad hemolítica de la 

utilizando hemocitos de camarón. 

 Evaluar in vivo el efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH sobre la toxicidad mediante 

un bioensayo con camarones.  
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