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Número de páginas: 104 

 

Candidato al grado de Doctorado en Ciencias con orientación en Microbiología Médica 

 

Área de estudio: Parasitología, Biología Molecular, Inmunología 

 

Título del estudio: 

 

“Serpinas recombinantes de Trichinella spiralis como posibles moduladores de la 

diferenciación terminal a macrófagos M2” 

 

Propósito y método de estudio: Las serpinas representan una de las súper familias más 

diversa de inhibidores de proteasas de serina. Se encuentran virtualmente en todos los 

organismos y a pesar de su gran complejidad, juegan un papel importante en el control 

de la homeostasis como los procesos de coagulación, inflamación, fibrinólisis, 

respuestas inmunológicas, condensación de cromatina, supresión de tumores y 

apoptosis. Recientemente, ha sido de gran interés la búsqueda de serpinas como factores 

de virulencia en los parásitos. Dentro de los helmintos, Trichinella spiralis es uno de los 

pocos parásitos con una fuerte habilidad para inducir un efecto modulador en la 

respuesta inmune del hospedero. Estudios previos en Trichinella demuestran que las 

serpinas se expresan diferencialmente en determinadas etapas del parásito. Cobra mayor 

relevancia la serpina de T. pseudospiralis, ya que altera la polarización de los 

macrófagos in vitro, lo que podría significar la relevancia de las serpinas, en los 

procesos de modulación de la respuesta inmune. En este trabajo se expresó la serpina 

putativa Tsp_01570 de T. spiralis en el sistema eucariótico de Pichia pastoris 

SMD1168H, se evaluó su presencia en las distintas fases del parásito, encontrándola en 

el extracto crudo de la fase de adulto y se determinó su actividad bioquímica como 

contra la tripsina. También se probó el efecto de la serpina recombinante en las células 

THP-1 al cuantificar las citocinas secretadas IL-12p40, TNF-α, IL-4 e IL-10 por ELISA. 

También se evaluó la expresión de los marcadores M1: CCRT, CD86, y los marcadores 

de M2: CD163 y CD206 por inmunofluorescencia.  

 

Conclusiones y contribuciones: Se produjo de forma recombinante la serpina 

Tsp_01570 de Trichinella spiralis en la levadura Pichia pastoris SMD1168H. La 

serpina nativa fue localizada en el extracto total de la fase adulto del parásito, por lo que 

podría tener algún rol en el desarrollo del parásito. No se encontró actividad inhibitoria 

contra la tripsina y no se observó ningún efecto modulador al usar la serpina 

recombinante como estímulo en la polarización de las células THP-1. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

1.1 Súper familia de las serpinas 

Las serpinas pertenecen a una de las súper familias más extensa y variada de 

inhibidores de proteasas de serina
[1]

. Los genes que codifican este tipo de inhibidores se 

han logrado identificar virtualmente en todos los dominios. A diferencia de los 

eucariotas, los cuales cuentan con una gran cantidad de genes de serpinas
[2]

, en los 

procariotas estos se encuentran poco distribuidos y en la mayoría de los casos cuentan 

con un solo gen
[3]

. El nombre serpina, proviene del acrónimo en inglés serpin para 

inhibidor de proteasa de serina (serine protease inhibitor), debido a que fue la primera 

función descrita para esta súper familia. Sin embargo, no es la única. Existen serpinas 

con la capacidad para inhibir a las caspasas
[4]

 y proteasas de cisteína tipo papaína
[5]

. 

Incluso, se han descrito serpinas cuyas funciones son ajenas a la inhibición de proteasas, 

como es el caso de los transportadores hormonales
[6]

, chaperonas
[7]

 o supresores de 

tumores
[8]

. 

Un estudio filogenético de esta súper familia las clasifica en 16 clados, y las 

designa con el código SERPINXn, siendo X el clado y n el número de serpina 

correspondiente a ese clado
[1]

.Dentro del clado A se encuentran las serpinas tipo anti-

tripsina y son secretadas al exterior de las células
[9]

. El clado B está constituido por 

serpinas intracelulares, incluyendo a las ovoserpinas, las cuales se consideran más 

ancestrales que las serpinas extracelulares
[1]

. Los miembros de esta división tienen una C 
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y N terminal más cortos que los del clado A, y carecen de un péptido señal
[2]

. El clado C 

solo lo constituye SERPINC1, más conocida como anti-trombina, con capacidad para 

inhibir los factores de coagulación IX y X
[10]

.El clado D está integrado por SERPIND1, 

una proteína extracelular conocida como cofactor II de heparina y con capacidad para 

inhibir la trombina
[11]

. El clado E lo conforman SERPINE1, también llamado inhibidor 

del activador de plasminógeno 1 (PAI-1) y con actividad inhibitoria para trombina, la 

SERPINE2, la cual es una nexina derivada de la glía, y la SERPINE3, de función 

desconocida. Las serpinas SERPINF1, también llamado factor derivado del pigmento 

epitelial (PEDF) y un ejemplo de serpina no inhibitoria con capacidad para regular la 

angiogénesis, y SERPINF2, la anti-plasmina-α-2 con capacidad inhibitoria de 

fibrinólisis, componen el clado F. El clado G está constituido por SERPING1, un 

inhibidor de esterasa del complemento I
[12]

. El clado H está representado por la proteína 

de choque térmico HSP47, no tiene ningún efecto inhibitorio pero actúa como chaperona 

del colágeno
[13]

. El clado I lo conforman dos neuroserpinas (NS). SERPINI1 es una 

serpina inhibidora de plasmina
[14]

. Por otro lado, SERPINI2 tiene una función hasta el 

momento desconocida. Las serpinas comprendidas entre los clados A e I corresponden a 

las del humano y el ratón (Mus musculus). Por su parte, los clados J, K, L, M, N, O y P 

están conformados por las serpinas de la cacerola de mar, insectos, nematodos, 

esquistosomas, serpinas virales 1 y 2, serpina viral 3 y de las plantas respectivamente
[1]

. 

1.2 Estructura y mecanismo de inhibición de las serpinas 

 La secuencia aminoacídica de una serpina nativa consta de aproximadamente 400 

residuos, esta se pliega para formar un dominio helicoidal en el extremo N terminal, y un 

dominio barril-β en el extremo C terminal
[15]

. Los dos principales rasgos de la estructura 



 3 

de la serpina relacionados con la función inhibitoria son las 5 láminas β centrales que 

conforman el dominio barril-β y el centro reactivo tipo lazo (RCL) que también se 

encuentra presente en otros inhibidores de proteasas, con la diferencia que en las 

serpinas, este motivo se encuentra constituido por aproximadamente 20-24 residuos, es 

flexible y se asemeja al domino tipo lazo presente en el sustrato
[16]

(Figura 1A). Cuando 

ocurre una escisión en el enlace peptídico de los aminoácidos P1 y P1’, se desencadena 

un cambio en la conformación de la serpina, lo que se traduce en la incorporación del 

RCL como la hebra 4 del dominio de las láminas β, pasando de una conformación meta-

estable a una híper-estable
[17]

(Figura 1B). Esta característica es importante en la 

clasificación de las serpinas, ya que permite distinguir a las que tienen la capacidad 

inhibitoria, como es el caso de la α-1 anti-tripsina (α1AT), de las no inhibitorias como la 

ovoalbúmina (OVA)
[18]

. La incorporación del RCL al dominio de láminas β sugiere la 

estabilización de la conformación de la serpina al formar un complejo con la proteasa, lo 

cual se ha evidenciado por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE)
[19]

. A su vez, estudios de fluorescencia 

encontraron que en el complejo α1AT-tripisina, la proteasa se encontraba por debajo de 

la serpina, unida a esta de manera covalente por el residuo catalítico Ser195 de la 

proteasa y el grupo carbonilo del residuo P1 de la serpina, formando así un enlace tipo 

éster
[15]

(Figura 1C). Este complejo es irreversible, haciendo al complejo susceptible a 

degradación por ubiquitinación, por lo que a las serpinas también se les suele denominar 

“trampas suicidas”. 
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Figura 1: Estructura y diferentes conformaciones que adoptan las serpinas al interactuar con una proteasa 

de serina. (A) Serpina nativa en conformación meta-estable. (B) Cuando el enlace peptídico P1-P1’ es 

escindido, el RCL se inserta en el dominio de láminas β, cambiando la estructura a una conformación 

híper-estable. (C) La interacción entre la serpina y la proteasa de serina forma el complejo Proteasa-

Serpina, en el cual se forma un enlace covalente tipo éster, este proceso es irreversible. 

 

1.3 Función de las serpinas como factores de virulencia 

 Con base en su capacidad para inhibir la actividad enzimática de las proteasas, 

las serpinas se pueden clasificar como inhibidoras y no inhibidoras. Dentro de las 

serpinas no inhibidoras, se encuentra la globulina de unión a corticoesteroides (CBG)
[20]

 

y la globulina de unión a tiroxina (TBG)
[21]

, los cuales se unen a hormonas para que 

estas lleven a cabo su función. Otras, como la Angiotensina, funcionan como 

precursores hormonales
[22]

. La proteína de unión a calcineurína 1 (CBP1), actúa como 

chaperona
[23]

. Por otro lado, las serpinas inhibidoras participan en procesos que permiten 

mantener la homeostasis en el organismo. Como ejemplo se tienen las serpinas α1AT
[24]

 

y alfa-1 anti-quimotripsina (ACT)
[25]

 que regulan los procesos inflamatorios, Megsina
[26]

 

y Maspina
[27]

 en el desarrollo y maduración celular, α1AT
[28]

 y ACT
[29]

 en el 

remodelado de la matriz extracelular, Anti-trombina (AT)
[30]

, el inhibidor de la proteína 
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C (PCI)
[31]

, el PAI-1
[32]

 y el cofactor II de Heparina (HCII)
[33]

 en la coagulación, PAI-

1
[34]

, PAI-2
[35]

, alfa-2 anti-plasmina (α2AP)
[36]

 y NS
[37]

 en la fibrinólisis, y el inhibidor 

de la esterasa C1 (C1INH)
[38]

 en la respuesta inmune. 

En los últimos años, se ha puesto un mayor énfasis en el estudio de las funciones 

de las serpinas en cuanto a las infecciones, esto debido al descubrimiento y 

caracterización de nuevas serpinas de patógenos. Las serpinas derivadas de estos 

organismos pueden facilitar su propagación en el hospedero o aumentar sus 

probabilidades de supervivencia. Son varios los ejemplos en los cuales las serpinas de 

los patógenos participan como factores de virulencia, ya sea en la inhibición de proteínas 

pro-inflamatorias o de sus células efectoras, o la disrupción de la apoptosis de la célula 

huésped. 

Las serpinas virales juegan un papel importante en la supervivencia y 

patogenicidad de los virus en las células infectadas. En el virus mixoma, se identificaron 

las serpinas SERP1, SERP2 y SERP3 como responsables de su virulencia
[39]

. También 

se han identificado en los virus orthopox, nombradas como SPI-1, SPI-2 y SPI-3
[40]

. Es 

importante resaltar que en la posición P1 de las serpinas SERP2 y SPI-2 se encuentra un 

residuo de aspartato, por lo que sus blancos potenciales son las caspasas y la granzima 

B
[41]

. Recientemente se identificó la serpina Hesp018 del virus de poliedrosis nuclear 

(NPV). Estudios han demostrado su posible participación en la interrupción de la 

apoptosis, al observar un aumento en la producción viral en células Sf9 de insecto
[42]

. 

También se han encontrado serpinas en bacterias, relacionadas con la supresión 

de proteasas pro-inflamatorias. Tannerella forsythia secreta una serpina denominada 

miropina, la cual inhibe de manera irreversible endopeptidasas de tipo serina y cisteína 
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del hospedero, contribuyendo a la periodontitis crónica
[43]

. Otras dos serpinas, 

nombradas como siropina-1 y siropina-2, fueron aisladas de bacterias comensales del 

tracto gastrointestinal humano, y se encontró que inhiben a la elastasa de neutrófilos y la 

proteinasa-3, asociadas con la enfermedad intestinal crónica humana
[44]

. 

1.4 Serpinas como factores de virulencia en los parásitos 

Los parásitos son organismos que viven a expensas de su hospedero. Es 

fundamental la evasión de la respuesta inmunológica por parte del parásito, así como su 

invasión en los diferentes nichos para completar su ciclo de vida. Se ha encontrado que 

las serpinas juegan un papel importante en las interacciones parásito-hospedero, 

facilitando su propagación y su sobrevivencia. 

La serpina EgAgB, una proteína altamente inmunogénica producida por las 

larvas de Equinococcus granulosus
[45]

, se aisló y caracterizó la subunidad de 12kDa, la 

cual inhibió la actividad de la elastasa porcina, teniendo así un probable rol en la evasión 

del sistema inmunológico del huésped
[46]

. A partir de oncoesferas de E. multilocularis se 

clonó una serpina, la cual se designó como serpin
Emu[47]

. Los ensayos de inhibición 

demostraron que tenía capacidad para inhibir la tripsina de mamífero y la elastasa 

pancreática, evadiendo así su eliminación por estas enzimas digestivas. En Schistosoma 

haemobotium se produjo una proteína recombinante a partir de la clona SHW 4-2, con 

una secuencia de aminoácidos muy similar a la de la súper familia de las serpinas
[48]

. El 

análisis reveló una alta similitud con las nexinas de la glía, las cuales tienen como 

blancos a la trombina, por lo que podrían tener un rol en la coagulación de la sangre
[49]

. 

La obtención de su estructura cristalizada demostró que esta serpina forma un complejo 

con la tripsina humana, lo que podría sugerir una forma de evasión del sistema 
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inmunológico al ocultar la parte más inmunogénica de la molécula
[50]

. A partir de 

extractos del adulto de S. mansoni se identificó la serpina Smpi56
[51]

. Los ensayos de 

inhibición demostraron que bloqueaba la actividad de la elastasa de neutrófilos 

humanos. Se encontró un homólogo de la contrapsina de ratón en S. mansoni que 

reacciona de forma específica contra las proteasas de tipo tripsina
[52]

. Al igual que con 

Smpi56, forma un complejo que podría conferirle a la molécula evasión contra el 

sistema inmunológico. En S. japonicum se caracterizó la serpina Sj, la cual es una 

proteína localizada en el tegumento de los adultos y en la fase de cercaria
[53]

. Se 

inmunizaron ratones con esta serpina, y se encontró que les confirió protección contra el 

parásito, por lo que se sugiere que la serpina podría tener un papel importante en la 

modulación del sistema inmunológico. En el parásito Clonorchis sinensis se 

caracterizaron dos serpinas. La expresión de CsproSERPIN fue mayor en la etapa de 

metacercaria, lo que sugiere un rol en el desenquistamiento presente en este estadio
[54]

. 

Por otro lado, la expresión de CsSERPIN mostró un mayor incremento en la fase de 

adulto y en los huevos
[55]

. Además de su expresión, esta inhibió a la quimotripsina. 

Debido a su localización en los huevos uterinos, podría estar involucrada en el desarrollo 

y la maduración dentro del huevo al modular las proteasas endógenas del parásito. En 

Paragonimus westermani se encontró y caracterizó una serpina
[56]

. Los análisis de 

expresión indicaron que se expresó en todos las estadios del parásito, con un ligero 

incremento en los transcritos de la fase de metacercaria. Los ensayos de inhibición 

mostraron actividad contra la tripsina porcina, quimotripsina bovina y la trombina 

humana, lo que sugiere un rol en la regulación de las proteasas de serina endógenas. Se 

han logrado identificar y caracterizar dos genes que codifican para serpinas en la filaria 

Brugia malayi, designados como Bm-SPN-1
[57]

 y Bm-SPN-2
[58]

. La expresión de Bm-
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SPN-1 está presente en todas las fases del parásito. Además, se demostró que la serpina 

era inmunogénica en jerbos, siendo reconocida por el suero de estos animales 

previamente inmunizados, lo que sugiere un rol en la sobrevivencia del parásito dentro 

del hospedero. Por otro lado, Bm-SPN-2 se expresó de forma específica en la fase de 

microfilaria. Esta proteasa mostró un efecto inhibitorio contra las proteasas elastasa y 

catepsina G de manera específica y dependiente de su concentración. En otro estudio, se 

infectaron ratones con la microfilaria de B. malayi y se montó una respuesta tipo Th1 

fuerte pero breve y específica para Bm-SPN-2, además de un incremento en la 

producción de INF-γ 
[59]

. Estos resultados sugieren que una de las funciones de esta 

serpina es la de neutralizar la catepsina G, contribuyendo a la longevidad y 

patogenicidad de la microfilaria en el torrente sanguíneo. La serpina del parásito 

Haemonchus contortus Hc-serpin fue identificada y caracterizada, mostrando actividad 

contra la tripsina y prolongó el tiempo de la coagulación en la sangre de conejo in 

vivo
[60]

. Se identificó la serpina TvSERP de Trichostrongylus vitrinus
[61]

. El análisis por 

inmunoblot reveló que se expresa en todas las fases del parásito, formando complejos 

con otras proteínas endógenas, lo que sugiere un rol en la regulación de las proteasas del 

propio parásito. Por otra parte, los ensayos de inhibición de proteasas demostraron que 

no solo tiene un efecto inhibitorio en las proteasas endógenas, sino también en las 

producidas por el hospedero como las proteasas de mastocitos. Estos resultados indican 

un posible papel por parte de esta serpina en la regulación de las proteasas endógenas de 

T. vitrinus, así como la modulación de la respuesta inmune del hospedero al inhibir la 

actividad de las proteasas de serina de las células inflamatorias. 

Las serpinas, además de participar en la regulación de la homeostasis al inhibir 

las proteasas endógenas, adquieren un rol muy importante cuando se establece una 
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relación hospedero-patógeno, ya que al tener un efecto sobre proteasas del huésped, las 

serpinas le confieren al organismo parásito una nueva estrategia como factor de 

virulencia. Además de los ejemplos ya mencionados, es relevante puntualizar como las 

serpinas podrían participar en el establecimiento de Trichinella spiralis, uno de los 

nematodos de mayor importancia médica, se ha descrito a detalle su ciclo biológico y se 

tiene evidencia de ser un parásito con capacidad para modular la respuesta inmune. 

1.5 Características del género Trichinella 

 Los nematodos que pertenecen al género Trichinella infectan a mamíferos, aves 

y reptiles. Dentro de los principales reservorios se encuentra tanto los cerdos salvajes y 

de ganadería (Sus scrofa), la rata común, armadillos, gatos, perros y una gran variedad 

de carnívoros silvestres. Una característica interesante de este género es la alternancia en 

su ciclo biológico, el cual se puede dividir en una fase entérica y una fase muscular. El 

género comprende once especies (Tabla 1), los cuales constituyen dos clados: las 

especies que producen cápsula de colágeno en la célula nodriza y las que no
[62]

. 

Tabla 1: Especies y genotipos que componen el género Trichinella 

 

Encapsuladas No encapsuladas 

T. britovi T. pseudospiralis 

T. murreli T. papuae 

T. nativa T. zimbabwensis 

T. nelsoni  

T. spiralis  

Trichinella T6  

Trichinella T8  

Trichinella T9  
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Trichinella spiralis ha sido la causa más importante de triquinelosis en humanos 

y se encuentra en el clado de las especies encapsuladas. La inducción de la capsula de 

colágeno en la célula nodriza podría reflejar una ventaja evolutiva con respecto a las 

especies no productoras, lo que le permite su establecimiento en el hospedero. 

1.5.1 Ciclo biológico de Trichinella spiralis 

 Se podría considerar a T. spiralis como un nematodo pequeño: las hembras 

adultas miden de 1.4 a 4 mm, los machos adultos de 1.4 a 1.8 mm y las larvas 

musculares 1 mm. El ciclo biológico (Figura 2) comienza con la fase entérica, cuando 

una persona (u otro animal) ingiere carne contaminada con la larva muscular (LM) 

enquistada.  

 
 

Figura 2: Ciclo de vida de Trichinella spiralis. La forma más común de infección es la ingesta de carne 

de cerdo contaminada con larvas musculares (LM). Las LM se liberan en el intestino delgado del 

hospedero, donde maduran y se reproducen. Posteriormente, las larvas recién nacidas (LRN) migran al 

tejido muscular. 

 

El jugo gástrico (HCl y pepsina) disuelve la cápsula y libera la LM, la cual pasa 

al intestino delgado
[63]

. Después de mudar 4 veces, la LM madura hasta convertirse en 
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adulto (Ad). Luego de la cópula, las hembras producen cerca de 500 a 1,500 larvas 

recién nacidas (LRN) antes de su expulsión por el sistema inmunológico. Las LRN 

atraviesan los tejidos para llegar a los nódulos linfáticos y al torrente sanguíneo por 

medio de los capilares en donde se distribuyen a varios tejidos, incluyendo las fibras 

musculares. En este punto inicia la fase muscular de la infección. Finalmente las LRN se 

desarrollan a LM, se vuelven infectivas a los 15 días y pueden permanecer en la célula 

nodriza por meses o incluso años. 

1.5.2 Enfermedad clínica de la Triquinelosis 

 Los síntomas que se presentan en la infección por T. spiralis (tanto en los 

reservorios principales como en el humano) están correlacionados con las etapas de la 

infección (fase entérica o muscular), así como la cantidad de LM ingeridas. Los 

síntomas comienzan después de la ingestión de carne contaminada: diarrea, náusea, 

vómitos, dolor abdominal, malestar general y febrícula, esto debido a la invasión tanto 

de las LM y Ad a la mucosa intestinal
[64]

. Ya que estos síntomas son muy similares a 

otros desórdenes entéricos, la fase intestinal de la Triquinelosis es muy difícil de 

diagnosticar. Luego de 2 a 6 meses, periodo en el que migran las LRN y comienza la 

infección de las células musculares, aparecen nuevos síntomas: mialgia difusa, parálisis, 

edema periorbital y/o facial, conjuntivitis, fiebre, cefalea, erupción cútanea, etc
[65]

. 

Dentro de los principales factores que determinan la severidad de la enfermedad se 

encuentran: inmunidad del hospedero, edad, sexo e higiene
[66]

. 

1.5.3 Proteínas funcionales de Trichinella spiralis 

 La transformación de la célula muscular a célula nodriza es iniciada por los 

antígenos de excreción y secreción (E/S)
[67]

. Las LM de T. spiralis producen una gran 
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cantidad de proteínas biológicamente activas, pudiendo estar presentes en los antígenos 

de E/S. Estos productos afectan principalmente las células y diversos tejidos del 

hospedero, mientras que las proteínas que no se encuentran en los antígenos E/S se 

encargan de la regulación de los procesos endógenos del parásito
[68]

. Los antígenos E/S 

no solo han recibido especial atención desde el punto de vista inmunológico, sino por las 

interacciones hospedero-parásito, ya que se asume que los parásitos intracelulares 

secretan proteínas funcionales que podrían alterar las células del huésped hasta un punto 

que facilitaría el establecimiento y la supervivencia de T. spiralis por un tiempo 

prolongado. 

 Dentro de los antígenos de E/S se encuentran las glicoproteínas de 43, 45 y 53 

kDa, las cuales contienen tivelosa, el principal antígeno que es reconocido por el 

hospedero durante la infección
[69]

. Se ha demostrado que estas proteínas son importantes 

para la transformación de la célula muscular a célula nodriza, la formación de la cápsula 

y el establecimiento del parásito por más tiempo
[70-72]

.  

 Entre las proteínas funcionales, las proteinasas son las que más se han estudiado. 

Las proteinasas secretadas por los parásitos podrían estar involucradas en procesos tales 

como penetración de tejidos, migración larvaria, evasión de la respuesta inmune, retardo 

en el proceso de coagulación, digestión, muda y degradación de la matriz celular
[73]

. 

Dentro de los antígenos E/S de LM y de adultos se han identificado principalmente 

proteasas de serina y metaloproteinasas
[74]

. En un estudio, se demostró que las 

proteinasas secretadas por la fase de Ad tenían la capacidad para degradar fibrinógeno y 

plasminógeno, y eran susceptibles a la acción por parte de inhibidores de proteasas del 

tipo serina, cisteína y aspartato
[75]

. 
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 Por otro lado, se han caracterizado inhibidores de proteasas, destacando 

principalmente las cistatinas y las serpinas. Las cistatinas comprenden un grupo diverso 

de inhibidores de proteasas de cisteína, las cuales se consideran como factores 

moduladores cuando son secretadas por los nematodos. La expresión de este tipo de 

inhibidores se restringe principalmente en la fase de Ad
[76]

. Es interesante señalar que 

este tipo de inhibidores no se encuentran presentes en los antígenos de E/S de T. 

pseudospiralis, lo que podría explicar porque la respuesta inflamatoria es menor que en 

T. spiralis, por lo que la cistatina de este último actúa como un factor pro-

inflamatorio
[77]

. De igual forma, se han postulado funciones a la serpinas relacionadas 

con la modulación y la inhibición de la respuesta inmune, pero sin ejemplos concretos en 

T. spiralis que puedan evidenciar esta afirmación
[78]

. Para poder dilucidar las posibles 

implicaciones de las serpinas, es necesario revisar el panorama completo de T. spiralis y 

el fenómeno de la modulación de la respuesta inmunológica. 

1.5.4 Interacciones con el sistema inmunológico 

Cuando las larvas infectivas de Trichinella spiralis llegan al intestino, son 

detectadas por células de penacho, las cuales son activadas por los antígenos de E/S o 

por patrones moleculares asociados a daño tisular (DAMP), por lo que comienzan a 

secretar citocinas como interleucina (IL)-25, IL-33 y linfopoyetina estromal tímica 

(TSLP)
[79]

. Estas alarminas a su vez activan las células linfoides innatas tipo 2 (ILC2) 

para liberar una variedad de citocinas como IL-5 e IL-13. La producción de IL-13 es 

relevante, ya que se establece un efecto de retroalimentación en el que se promueve la 

generación de las células epiteliales de linaje de penacho o de cáliz secretoras de IL-

25
[80]

. En breve, las células presentadoras de antígenos como las células dendríticas 
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inician la respuesta inmunológica adaptativa, necesaria para la eliminación de la 

infección y la reparación de tejidos. 

Los antígenos de E/S contienen además del arsenal de proteínas proteolíticas, 

productos de inmunorregulación (proteínas efectoras) que se liberan a las células de 

penacho y dendríticas, responsables de inducir una respuesta inmunológica 

predominantemente del tipo Th2
[81]

. Esta polarización involucra la producción de 

subclases de anticuerpos específicos como IgE, IgG1 e IgG4, citocinas como IL-4, IL-5, 

IL-9, IL-10, IL-13, IL-21 e IL-33, lo cual resulta en la expansión y movilización de 

ciertas poblaciones celulares como células T cooperadoras, eosinófilos, basófilos, 

mastocitos, macrófagos y fibroblastos
[82]

. La sinergia que se produce entre los diferentes 

tipos de células y los anticuerpos desencadenan reacciones de hipersensibilidad, las 

cuales se caracterizan por infiltrado celular vascular, híper-contractibilidad del músculo 

liso, angiogénesis, secreción de moco por las células de cáliz y deposición de colágeno, 

en conjunto son estrategias defensivas contras las infecciones de helmintos
[83]

. Además 

de la respuesta inmune a una tipo Th2, se sabe que también existe una inducción de 

células y mediadores de la respuesta del tipo reguladora, como las células T y B 

reguladoras, macrófagos activados de forma alternativa (AAM), y el factor de 

crecimiento transformante (TGF-β)
[84]

. 

A diferencia de otros helmintos, T. spiralis destaca en que los adultos y las larvas 

musculares se establecen en dos nichos diferentes: el intestino delgado y el músculo 

esquelético respectivamente, por lo que se considera una especie bifásica. Durante la 

fase intestinal, hay una respuesta moderada del tipo Th1, la cual va cambiando a una 

respuesta tipo Th2 más robusta
[85]

. La inmunidad Th2 también es modulada a nivel de 

músculo esquelético. La respuesta reguladora se activa para prevenir el daño al parásito 
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y a los tejidos del hospedero, sin embargo, este tipo de respuesta elimina los adultos, por 

lo que la larva muscular es la que prevalece dentro de la célula nodriza
[86]

. 

Trichinella spiralis puede modular la respuesta del huésped mediante varios 

mecanismos: inducción de supresión inmunitaria, activación de linfocitos policlonales, 

inducción de eosinofilia en sangre y tejidos, y regulación a la baja del transductor de 

señal y activador de la transcripción 4-IL-12 (STAT 4/IL-12) 

1.5.5 Mecanismos de modulación  

Durante la triquinelosis, se ha observado supresión inmunológica en 

experimentos de rechazo de aloinjertos de piel, y también una respuesta reprimida contra 

varios antígenos no parasitarios como el virus B de la encefalitis japonesa y la toxina del 

cólera en modelo murino
[87]

. Esta supresión es evidente durante la producción de LRN; 

lo que sugiere la capacidad de este estadio para liberar factores linfocitotóxicos, aún no 

identificados. Los componentes de los antígenos E/S derivados de T. spiralis pueden 

suprimir la respuesta a los antígenos del parásito dependientes del timo, pero no la 

independiente
[88]

. Se demostró la supresión de la respuesta dependiente del timo del 

huésped contra el antígeno FCp1 de T. spiralis, una molécula que contiene fosforilcolina 

(PC). Esta inmunomodulación actúa durante las respuestas primarias y secundarias a la 

infección por T. spiralis, y está dirigida exclusivamente contra antígenos propios y no 

contra otros antígenos portadores de PC derivados del parásito.  

Se ha observado un aumento en los niveles de IgG e IgM tanto en animales de 

experimentación infectados, así como en humanos. Sin embargo, la principal 

característica de la triquinelosis está representada por niveles elevados de IgE total, lo 

que podría considerarse como un mecanismo de evasión de la respuesta inmune
[89]

. 
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El aumento de los eosinófilos en la sangre y los tejidos es una característica de 

las infecciones por helmintos y en consecuencia, de Trichinella spp. Sin embargo, el rol 

de estas células en la protección del huésped o del parásito abre el debate: si en una 

infección primaria los eosinófilos protegen al parásito de la activación de los macrófagos 

y la posterior producción de óxido nítrico (NO); en una infección secundaria, cuando los 

anticuerpos están presentes, es claro que actúan protegiendo al huésped pero a la vez se 

beneficia el parásito
[90]

.  

Al detectar una regulación a la baja de STAT-4/IL-12
[91]

se identificó a la 

cistatina, TsCstN, como una proteína derivada de la etapa LM de T. spiralis. Usando la 

TsCstN recombinante, se demostró que esta proteína se internaliza en los macrófagos y 

es capaz de alterar el priming de células T río abajo. El control de la respuesta de los 

macrófagos y sus interacciones con las células T por lo regular están coordinados por el 

factor de transcripción STAT-4. Los efectos de la TsCstN recombinante, derivada de 

LM de T. spiralis, se evidenciaron en la regulación negativa de la fosforilación de IL-12 

y STAT-4. Esto conduciría a una supresión específica de la producción de IFN-γ, pero 

no de IL-17A. De esta manera, se podría suponer que el parásito podría evadir la 

respuesta Th1, facilitando así su establecimiento de la fase de LM. 

1.5.6 Manipulación de las células dendríticas 

La interacción activa de Trichinella y las células dendríticas (CD) sigue la 

tendencia habitual de los helmintos de modular la respuesta inmunitaria mediante la 

estimulación de las CD. Estas adquieren un fenotipo tolerogénico y parcialmente 

maduro tras la estimulación por antígenos de Trichinella
[82]

. Se demostró que los 

antígenos aislados de las tres etapas del ciclo de vida de T. spiralis inducen la 
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maduración incompleta de las células dendríticas derivadas de la médula ósea (BMDC), 

aisladas de ratas Agouti oscuras y la consiguiente polarización de la respuesta inmune 

hacia Th2
[92]

. Además, las CD de rata estimuladas con antígeno de T. spiralis exhibieron 

una maduración incompleta con falla en la regulación positiva del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase 2 (MHC-II) y una mayor expresión de los marcadores del 

clúster de diferenciación (CD)86 y moléculas de adhesión intercelular-1 (ICAM-1)
[82]

. 

También se ha evidenciado en experimentos in vitro que las CD estimuladas con los 

antígenos E/S de larvas musculares de T. spiralis inducen una fuerte respuesta Th2 

después del cultivo concurrente con células T vírgenes y un patrón mixto de citocinas 

Th1/Th2 después del cocultivo con células T sensibilizadas con Trichinella
[93]

, similar al 

perfil de citocinas detectado en la infección establecida por T. spiralis
[94]

. Así mismo, el 

priming de células T mediante la administración intraperitoneal de CD estimuladas con 

los antígenos E/S de LM produjo una respuesta Th1/Th2 mixta con predominio de Th2. 

Recientemente, se ha demostrado que la proteína de choque térmico Ts-Hsp 70 de T. 

spiralis induce respuestas inmunitarias contra la infección por Trichinella mediante la 

activación de las CD a través de los receptores tipo toll (TLR)-2 y TLR-4, ya sea in vivo 

o in vitro
[95]

. Otra molécula descubierta, la glutatión-S-transferasa de T. spiralis 

recombinante, modifica la maduración y la función de las CD
[96]

. También se ha 

demostrado que, bajo el efecto de los antígenos E/S de LM, las CD derivadas de células 

mononucleares humanas exhibieron una maduración alterada pero mantuvieron su 

capacidad para inducir la diferenciación de las células T, es decir, adquirieron un 

fenotipo tolerogénico
[92]

. Esto se caracterizó por una escasa expresión del receptor del 

antígeno leucocitario humano D (HLA-DR), CD86 y CD83, así como una expresión 

moderada de CD40, además de una generación inalterada de IL-12 y una mayor 
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producción de las citocinas reguladoras TGF-β e IL-10, en comparación con los 

controles. Se ha descubierto que la capacidad de los antígenos E/S de L1 para producir 

CD tolerogénicas  ocurre a través de la estimulación de TLR-2 y 4. 

1.5.7 Manipulación de las células B reguladoras 

Las células B secretoras  de IL-10, inducen respuestas inmunitarias reguladoras a 

través de receptores de células B, CD40 y posiblemente señalización de TLRs. Las 

células B reguladoras (Bregs) ejercen una función reguladora mediante la secreción de 

TGF-β e incluso mediante la activación o reclutamiento de células T reguladoras 

(Tregs)
[97]

. Se ha descrito en un modelo murino de esquistosomiasis, que la señalización 

dependiente del receptor de la fracción cristalizable (FcR) mediada por células B está 

implicada en la regulación a la baja de la respuesta Th2, ya que los ratones deficientes en 

linfocitos B o del receptor Fc exhibieron una marcada inflamación granulomatosa 

exacerbada
[98]

. Asimismo, se encontró que las células B que expresan IL-4Rα modulan a 

la baja la inflamación granulomatosa del tejido inducida por el huevo, lo que resulta 

perjudicial para el huésped al mejorar la supervivencia del parásito durante la 

esquistosomiasis en ratones
[99]

. En cuanto a la primera evidencia de expansión de Bregs 

durante la infección por T. spiralis en ratones, se detectaron niveles elevados de IL-10 

en el bazo y los ganglios linfáticos mesentéricos en los animales infectados
[100]

. Además, 

las tasas de células Bregs productoras de IL-10 aumentaron durante la infección. 

1.5.8 Manipulación de los Macrófagos 

Entre los intentos de T. spiralis para controlar los procesos inflamatorios y el 

daño tisular posterior, inhibe los macrófagos activados clásicamente (CAM) y en su 

lugar induce los macrófagos AAM o M2. A diferencia de los CAM, los AAM  no 
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generan NO a partir de la L-arginina, sino que producen arginasa
[101]

. Los AAM se 

pueden identificar por la expresión de varios marcadores moleculares: la enzima 

arginasa-1 (Arg-1), miembros de la familia de las quitinasas (YM-1 y YM-2), moléculas 

de tipo resistina (miembros de la familia Fizz), TGF-β y receptor de manosa 

(MMR/CD206)
[83]

. Además, varios factores de transcripción, como STAT-6, factor tipo 

Kruppel (KLF) 4 y factor regulador de interferón (IRF)-4, están asociados con los 

AAM
[102]

. Los AAM están activos en al menos tres categorías funcionales. En primer 

lugar, y en marcado contraste con las CAM que son eficaces en la protección 

inmunitaria pero producen productos pro-inflamatorios que pueden inducir daño tisular 

colateral, las AAM producen moléculas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-β y 

ejercen funciones inmunosupresoras selectivas, protegiendo así los tejidos contra las 

respuestas inmunitarias perjudiciales. En segundo lugar, están implicados en la 

reparación y curación de tejidos, ya que estimulan la actividad fibrinogénica y 

promueven la angiogénesis y la reparación de tejidos. Finalmente, existe fuerte 

evidencia de su papel como células efectoras, mediando algunas respuestas inmunes 

contra parásitos 
[103]

. Los helmintos exhiben gran capacidad para inducir AAM como 

estrategia de modulación del sistema inmunitario del huésped. Los AAM parecen 

interferir con algunos aspectos de las potentes respuestas inmunitarias efectoras Th2 y 

amortiguan la inflamación excesiva que puede producirse durante la infección. Casi 

todos los helmintos residentes y migratorios de tejidos muestran tal capacidad de 

inducción de AAM 
[83]

. Al igual que otros helmintos, T. spiralis es un potente inductor 

de la polarización de los macrófagos hacia la vía AAM muy temprano en el curso de la 

infección. Los AAM han sido inducidos por los antígenos E/S de Trichinella tanto en 

modelos in vivo como in vitro. Muchos estudios en modelos animales de trastornos 
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autoinmunes, especialmente enfermedades inflamatorias del intestino, confirmaron la 

inducción de AAM en el intestino por antígenos de Trichinella. Durante la fase intestinal 

temprana de la infección por T. spiralis, los macrófagos peritoneales aumentaron 

significativamente y confirmaron su fenotipo activado alternativamente. En cuanto a la 

fase muscular, los macrófagos están aumentados en el músculo alrededor de la célula 

nodriza o dentro de ellas. Sin embargo, no hay datos disponibles sobre si estas células 

son AAM
[86]

. En un estudio realizado in vitro, se investigó el efecto inmunomodulador 

de la tiorredoxina peroxidasa-2 (TsTPX2) de las larvas musculares de T. spiralis en la 

regulación de la respuesta Th2. Se descubrió que la TsTPX2 recombinante podría 

conducir directamente a los macrófagos peritoneales al fenotipo AAM. Además, 

demostraron que la TsTPX2 recombinante indujeron la supresión de Th1 con niveles 

reducidos de citocinas Th1 como IFN-γ, IL-12 y TNF-α, y niveles elevados de citocinas 

Th2 IL-4 e IL-10
[104]

. En otro estudio in vitro se evidenció que la proteína P53 

recombinante T. spiralis polarizó macrófagos derivados de la médula ósea en AAM
[105]

. 
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CAPÍTULO 2 
 

 

 

ANTECEDENTES 

 

 

 
Dentro del género Trichinella, se han producido de forma recombinante serpinas, 

las cuales, además de caracterizarse como inhibidoras de proteasas de serina, se las ha 

descrito como moléculas con actividad biológica en determinadas etapas de su 

desarrollo. 

La proteína recombinante codificada por la clona Ts11-1 de Trichinella spiralis y 

producida en el sistema eucariótico de Escherichia coli corresponde a una serpina con la 

capacidad para inhibir la actividad enzimática de la tripsina
[106]

. Se detectó la presencia 

de la proteína nativa en los extractos crudos de las larvas recién nacidas y en las larvas 

musculares de 18 días post infección, por lo que los autores sugieren la importancia de la 

expresión de esta serpina durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. 

A partir de la clona TspAd5 de T. spiralis se produjo una proteína recombinante 

expresada en E. coli y con capacidad para inhibir la proteasa α-quimotripsina
[107]

. De 

manera semejante a la serpina Ts11-1, los transcritos de TspAd5 se encuentran en mayor 

proporción en la etapa de LM que en los adultos, lo que da un acercamiento del rol de 

esta serpina en las etapas iniciales del parásito. 

A diferencia de los otros dos ejemplos, la serpina Tp-Serpin presentó un efecto 

biológico más concreto. Esta serpina de T. pseudospiralis se produjo de manera 

recombinante en sistema de expresión de E. coli y presentó actividad bioquímica contra 

la elastasa porcina, elastasa humana y proteasa 1 de mastocitos de ratón
[108]

. Esta serpina 
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tuvo un efecto directo en la polarización de macrófagos in vitro de la línea celular 

J774A.1 murina. Se analizó la expresión de los marcadores M1 CD16/32, en donde el 

tratamiento de LPS y la serpina la inhibió de forma significativa con respecto a la 

inducción de M1 convencional. En cuanto al marcador de M2 CD206, el estímulo solo 

con la serpina recombinante indujo su expresión de forma significativa. Este efecto 

también se observó en la disminución en la secreción de las citocinas IL-1β e INF-γ con 

el estímulo de M1 y la serpina, y en el aumento significativo en la secreción de las 

citocinas TGF-β e IL-10 contra las células control.  
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CAPÍTULO 3 

 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

 

 
Trichinella spiralis posee factores de virulencia que regulan la respuesta inmunológica 

del hospedero, promoviendo el tipo Th2 que le permite establecerse por más tiempo. 

Dentro de las proteínas de E/S destacan las proteasas de serina y las serpinas, siendo 

estas últimas un posible factor modulador en el proceso de maduración de macrófagos. 

Sin embargo, esto no está plenamente demostrado. En este trabajo se propuso determinar 

si los genes Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 de T. spiralis codifican para serpinas 

funcionales como inhibidores de proteasas de serina y su probable efecto como factor de 

virulencia en la modulación de la polarización M1/M2 de monocitos humanos. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

 

 
Las serpinas codificadas por los genes Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 de 

Trichinella spiralis tienen la capacidad de inhibir la actividad de serin proteasas y 

modular la polarización M1/M2 de macrófagos humanos.  
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CAPÍTULO 5 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

 

 

5.1 Objetivo General 

Evaluar la capacidad de las serpinas de Trichinella spiralis como moduladores de la 

polarización de macrófagos humanos. 

5.2 Objetivos Específicos 

1) Expresar las serpinas codificadas por los genes Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 

en el sistema eucariótico de Pichia pastoris SMD1168H. 

2) Caracterizar el perfil inhibitorio de las serpinas mediante el uso de proteasas de 

referencia. 

3) Determinar la capacidad de las serpinas para modular la diferenciación M1/M2 en 

macrófagos humanos.  
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CAPÍTULO 6 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 
6.1 Bioética y bioseguridad 

El cuidado de los ratones BALB/c y sus protocolos fueron evaluados y aprobados 

por los comités de Ética e Investigación, así como por el CICUAL de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León (MB19-00001). Toda la 

metodología desarrollada en este estudio siguió los lineamientos de la Norma Oficial 

Mexicana (NOM-062-ZOO-1999), la cual se apega de forma estricta a las 

recomendaciones de la Guía del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del NIH de 

los Estados Unidos de América. 

Los agentes biológicos que se utilizaron en el proyecto fueron las cepas de 

Escherichia coli DH5α (Invitrogen, MA, EUA), la levadura Pichia pastoris SMD1168H 

(Invitrogen, MA, EUA), el plásmido pPICZαA (Invitrogen, MA, EUA) y los monocitos 

de la línea celular THP-1 (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), los cuales se 

encuentran categorizados dentro del Grupo de Riesgo Biológico 1. Por otro lado, el 

parásito Trichinella spiralis ISS 406 corresponde a un patógeno perteneciente al Grupo 

de Riesgo Biológico 2. Para la manipulación de los organismos antes mencionados se 

siguió la normativa establecida por el Reglamento de la Ley General de Salud en 

Materia de Investigación para la Salud del 2014. Todos los materiales y deshechos 

considerados como Residuos Peligrosos Biológico Infecciosos (RPBI) fueron dispuestos 

para su manejo como se establece en la NOM-087.ECOL-SSA1-2002. 
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6.2 Búsqueda de serpinas anotadas en el genoma de Trichinella spiralis 

Para llevar a cabo la caracterización de serpinas putativas, se hizo una búsqueda 

extensiva en las bases de datos de GenBank de la NIH 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank, así como de WormBase Parasite 

https://parasite.wormbase.org/index.html. Las secuencias obtenidas fueron comparadas 

contra serpinas ya conocidas, así como de otros inhibidores de proteasas, como el caso 

de los tipos Kunitz y Kazal, por medio del programa Clustal X 2.1. Las secuencias que 

se encontraron más relacionadas con las serpinas ya caracterizadas fueron analizadas con 

la herramienta web https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cg para la 

búsqueda de dominios conservados de serpina y el motivo RCL. 

6.3 Obtención de Trichinella spiralis en diferentes estadios 

Se infectaron de forma sistemática ratones hembras de 6 semanas de la cepa 

BALB/c con 300 LM del parásito por medio de una cánula gástrica. A los 30 días post 

infección, los ratones infectados fueron sacrificados en una cámara de inducción a una 

dosis letal de Sevorane
TM

 (Abbott Laboratories, IL, EUA) al 8% durante 2 min. Después 

de corroborar la muerte de los ratones, se les realizó una dislocación cervical. Se retiró la 

piel y los órganos, dejando intacta la carcasa, la cual fue macerada y posteriormente 

digerida de forma artificial con 100 mL de solución con HCl (J.T. Baker, NJ, EUA) al 

1% y Pepsina (Sigma-Aldrich, MA, EUA) al 1% durante 3 h a 37 °C. La solución se 

filtró con una gasa, dejando sedimentar a las LM por 20 min. Luego se realizaron entre 5 

y 6 lavados con solución salina [NaCl (J.T. Baker, NJ, EUA) 0.9%]. 

Para la obtención de T. spiralis en su fase de Ad, los ratones fueron infectados 

con 1,500 LM por medio de una cánula gástrica y a los 3 días fueron sacrificados. Se 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
https://parasite.wormbase.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cg
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extrajo el intestino delgado, el cual fue cortado de forma longitudinal. El intestino fue 

filtrado por medio de un colador sobre un recipiente con solución salina y se incubó a 

37 °C por 3 h. Los Ad cribados se lavaron 3 veces con solución salina 0.9%. 

Tanto las LM sedimentadas y los Ad fueron concentrados en un microtubo de 1.5 

mL. Se recortó el extremo de una punta amarilla de 200 μL, y con una micropipeta se 

tomó 20 μL de solución salina con las LM previamente homogenizadas y la gota se 

depositó en un portaobjetos. Con un estereoscopio (Olympus, Shinjuku, Japón) se 

realizó el conteo de los parásitos en 10 campos. Luego de obtener el promedio, se 

determinó la cantidad de LM y Ad presentes en 1 mL de solución salina. Se retiró el 

sobrenadante y los parásitos fueron resguardados a -20 °C hasta su uso. 

6.4 Obtención del extracto crudo y los antígenos E/S de Trichinella spiralis 

Las LM y los Ad de T. spiralis fueron macerados en buffer de lisis [Tris HCl 100 

mM (Sigma-Aldrich, MA, EUA), Tritón-100-X 1% (Sigma-Aldrich, MA, EUA), 

Glicerol 10% (Jalmek, NL, México), NaCl 100 mM, EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich, MA, 

EUA), SDS 1% (Bio Basic, Ontario, Canadá), pH 8.0] suplementado con una tableta de 

cóctel inhibidor de proteasas cOmplete
TM

 (Roche, Basel, Suiza), luego el homogenizado 

fue centrifugado a 14,000 rpm por 30 min a 4 °C. Se tomó el sobrenadante y se pasó a 

un microtubo de 1.5 mL, donde se realizó una segunda centrifugación, siendo el último 

sobrenadante el extracto crudo. 

 5,000 LM fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con L-glutamina 2 

mM y penicilina/estreptomicina 1.0 U/mL, y fueron incubadas a 37°C en una atmósfera 

con 95% aire y 5% CO2 durante 72 h. Se tomaron los sobrenadantes y los antígenos E/S 
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fueron concentrados por medio de una unidad de filtrado por centrifugación Amicon
TM

 

(Sigma-Aldrich, MA, EUA) con un MWCO de 3 kDa. 

6.5 Determinación de la concentración de proteínas 

 Para cuantificar la concentración de proteínas del Extracto Crudo y de los 

antígenos E/S se siguió el protocolo de Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EUA). De tal modo, se construyó una curva de calibración utilizando albúmina sérica 

bovina, cómo proteína estándar, dentro del rango de 15.6 a 1,000 μg/mL. El reactivo de 

trabajo se preparó mezclando 50 partes de la solución A con 1 de la solución B (50:1, 

v/v). En una placa de 96 pozos (Corning, NY, EUA) se depositaron 25 μL de cada 

muestra, estándares y el blanco de reactivo, por duplicado, luego se mezclaron con 200 

μL del reactivo de trabajo. La placa se agitó por 30 s y se incubó a 37 ºC por 30 min por 

medio del espectrofotómetro Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) se tomaron las lecturas de absorbancia a una 

longitud de onda de 595 nm. Finalmente los resultados de concentración fueron 

calculados empleando la ecuación de la recta obtenida a partir de los datos de 

absorbancia de la curva de calibración. Las muestras fueron resguardadas a -20 °C hasta 

su uso. 

6.6 Extracción de ARN Total de Trichinella spiralis 

Las LM y Ad de T. spiralis obtenidos se pesaron, y se agregó Trizol (Molecular 

Research Center, Ohio, EUA) en proporción 1 mL por cada 100 mg de parásito. La 

muestra fue homogenizada por medio de un macerador de tejidos durante 10 min en 

hielo. Luego el homogenizado se transfirió a un microtubo de 1.5 mL y se dejó reposar a 

temperatura ambiente. Después se agregó 200 μL de cloroformo (Sigma-Aldrich, MA, 
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EUA) y se agitó por medio de vórtex (Scientific Industries, NY, EUA) durante 30 s. Se 

dejó reposar a temperatura ambiente por 15 min, para luego centrifugarse a 12,000 g por 

15 min a 4 °C. Posteriormente se transfirió la fase acuosa a un microtubo de 1.5 mL. Por 

cada mL de Trizol utilizado se precipitó el ARN total con 0.5 mL de isopropanol 

(Sigma-Aldrich, MA, EUA) y se mezcló por inmersión. Se dejó reposando a temperatura 

ambiente por 10 min y se centrifugó a 12,000 g por 8 min a 4 °C. Se desechó el 

sobrenadante y la pastilla de ARN total se lavó con 1 mL de Etanol (J.T. Baker, NJ, 

EUA) al 75%. Luego de mezclar por vórtex, se centrifugó a 7,500 g por 5 min a 4 °C. Se 

retiró el sobrenadante  y la pastilla de ARN total se secó al aire por 5 min. Finalmente la 

pastilla fue resuspendida en 50 μL de buffer TE (Tris HCl 1M, EDTA 0.5M, pH 8.0) 1X 

y resguardada a -70 °C hasta su uso. 

6.7 Oligonucleótidos empleados en el estudio 

 Las secuencias de oligonucleótidos se diseñaron utilizando el programa Oligo v 

4.0 y fueron sintetizados por la compañía Alpha DNA (QC, Canadá). En la Tabla 2 se 

resume la información de los oligonucleótidos empleados. 

Tabla 2: Secuencias de oligonucleótidos utilizados en el estudio. 

Producto Clave Secuencia Tamaño 

(pb) 

Sitios de 

restricción 

ARNr 18S 18S-F 5'-ACGAAAGTTAGAGGTTCGAA-3' 419  

(Detección)  

18S-R 

 

5'-CCCTCTAAGAAGTGATCAGC-3' 
  

Caveolina CTNT-F 5'-ACCATGTCATCTGAGGAA-3' 442  

(Detección)  

CTNT-R 

 

5'-GCGCAATGTGTTAAACG-3' 
  

Tsp_00173 

(Clonación) 

Tsp_00173-F 5'-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGTT-

TTGTTGTCTCTGCGAG-3' 
1806 Xho I 

  

Tsp_00173-R 

 

5'-GAAAGCTGGCGGCCGGACAAAAAAATCAGAAAAAC-

3' 

  

Not I 

Tsp_00174 

(Clonación) 

Tsp_00174-F 5'-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGGA-

ATCAAAAAGTTTCAA-3' 
1244 Xho I 

  

Tsp_00174-R 

 

5'-TGTTCTAGAAAGCTGGCAACTGATGTGAAGGGAGC-

GTA-3' 

  

Xba I 
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Producto Clave Secuencia Tamaño 

(pb) 

Sitios de 

restricción 

Tsp_01570 

(Clonación) 

Tsp_01570-F 5'-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT-

ATGTCGTCCGTCAATTTCG-3' 

 

1190 Xho I 

 Tsp_01570-Not 5'-CTGGCGGCCGCACCACGATAGCTTCCCATG-

AAC-3' 
 Not I 

Tsp_01570 

(Secuenciación) 

Factor-α 5'-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3' 1230  

 Tsp_01570-Not 5'-CTGGCGGCCGCACCACGATAGCTTCCCATG-

AAC-3' 
  

AOX1 

(Secuenciación) 

AOX1-F 5'-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3 

 
1778  

 AOX1-R 5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3' 

 
  

 

6.8 Síntesis del ADN complementario 

 Previo al protocolo, se descongelaron las muestras de ARN total, así como los 

reactivos empleados en hielo. Para la transcripción inversa de ARN total se preparó la 

siguiente reacción: 2 μg de ARN total, 2 μL de oligo dT 50 μM (Thermo Fisher 

Scientific, MA, EUA) y se agregó agua libre de nucleasas (Invitrogen, MA, EUA) para 

un volumen final de 12 μL. La mezcla se incubó a 70 °C durante 3 min, luego se dejó 

reposando en hielo. Luego se adicionaron los siguientes componentes: 2 μL de Buffer de 

síntesis de la primera hebra 10X (Invitrogen, MA, EUA), 4 μL de desoxinucleótidos 

trifosfato (dNTPs) (2.5 μM cada uno) (Bioline, Londres, UK), 1 μL de Transcriptasa 

inversa del M-MLV 100 U/μL (Invitrogen, MA, EUA) y agua libre de nucleasas para 

llevar la reacción a un volumen final de 20 μL. La mezcla se incubó a 42 °C por 1 h, 

luego se inactivó a 92 °C por 1 h. Las muestras se resguardaron a -20 °C hasta su uso. 

 Para corroborar la síntesis del ADNc, se llevó a cabo una PCR para la 

amplificación del ARN ribosomal 18S, utilizando los oligonucleótidos 18S-F y 18S-R. 

La reacción consistió en 10 μL de Buffer My Taq
TM

 5X (5 mM dNTPs, 15 mM MgCl2) 

(Bioline, Londres, UK), 1 μL de ADNc de Trichinella spiralis, 2 μL de los cebadores 
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18S-F y 18S-R (100 μM), 1 μL de ADN Polimerasa 5U/μL (Bioline, Londres, UK) y 

agua libre de nucleasas para llevar la reacción a un volumen final de 50 μL. 

 Las condiciones programadas en el Termociclador (BioRad, CA, EUA) fueron 

las siguientes: desnaturalización inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos constituidos por una 

fase de desnaturalización a 94 °C por 30 s, una de alineamiento a 56 °C por 30 s y una 

de elongación a 72 °C por 30 s, y una extensión final a 72 °C por 7 min. 

 Al término de la amplificación, se cargaron 5 μL de la reacción de PCR con 3 μL 

de Buffer de carga (azul de bromofenol 0.3% (Sigma-Aldrich, MA, EUA), EDTA 60 

mM, Glicerol 60%) 6X y 3 μL del marcador de peso molecular Direct Load Wide Range 

DNA Marker (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) en geles de agarosa (Bioline, 

Londres, UK) al 1% teñidos con bromuro de etidio (200 ng/mL) (Invitrogen, MA, 

EUA), se corrió una electroforesis a 100V por 40 min y se foto documentó por medio de 

un transiluminador (Analytik Jena, Jena, Alemania). 

6.9 Amplificación de los transcritos Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 

 Para la amplificación de las secuencias codificantes completas de las serpinas 

putativas, se utilizaron los cebadores Tsp_00173-F y Tsp_00173-R, Tsp_00174-F y 

Tsp_00174-R, y Tsp_01570-F y Tsp_01570-R. La reacción consistió en 10 μL de Buffer 

Super Fi
TM

 II 5X (1.75 mM MgCl2) (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), 1 μL de 

ADNc de Trichinella spiralis (LM o Ad), 2.5 μL de los cebadores (10 μM), 1 μL de 

dNTPs (10 mM), 1 μL de ADN Polimerasa 2U/μL (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EUA) y agua libre de nucleasas para llevar la reacción a un volumen final de 50 μL.  

 Las condiciones programadas en el Termociclador fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos constituidos por una fase de 
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desnaturalización a 94 °C por 30 s, una de alineamiento a 65 °C por 30 s y una de 

elongación a 72 °C por 30 s, y una extensión final a 72 °C por 10 min. 

 Al término de la amplificación, se cargaron 5 μL de las reacciones de PCR con 3 

μL de Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 

1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 

40 min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 1 

μL de las reacciones de PCR para cuantificar la concentración de ADN por medio de un 

espectrofotómetro. El producto de PCR fue resguardado a 4 °C hasta su uso. 

6.10 Purificación de los insertos 

 Previo a los ensayos de restricción, los productos de PCR se purificaron 

utilizando el protocolo de purificación Pure link quick gel extraction and PCR 

purification combo kit (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Para ello, se preparó un 

gel de agarosa al 1% sin Bromuro de etidio. En uno de los carriles se cargó 5 μL del 

producto amplificado y 0.1 μL de Bromuro de etidio, correspondiendo a la “reacción 

guía”, en el carril contiguo se cargó 3 μL del marcador de peso molecular y en el espacio 

que conforman los siguientes tres carriles se cargaron 100 μL del producto de PCR y 20 

μL de Buffer de carga 6X. El corrimiento electroforético se realizó a 100 V durante 1 h. 

Al terminó se ubicó la banda correspondiente al producto de PCR con ayuda de un 

transiluminador, evitando el contacto prolongado con la luz UV. La banda fue escindida 

con un bisturí estéril para evitar contaminación y se depositó en un microtubo de 1.5 mL 

previamente pesado. Para su disolución, se adicionó buffer L3 en la siguiente 

proporción: 3 μL de buffer L3 por 1 mg de gel. El contenido del tubo se calentó a 50 °C 

por 10 min en el thermoblock (Labnet, NJ, EUA). Pasados 5 min, el volumen de gel 
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disuelto se pasa a una columna de purificación y se centrifugó a 14,000 g por 1 min. 

Luego de descartar el sobrenadante se adicionaron 500 μL de buffer de lavado W1 y se 

centrifugó la columna a 14,000 g por 1 min. El sobrenadante de eliminó y se centrifugó 

la columna a 14,000 g por 2 min para eliminar el exceso de buffer de lavado W1. El tubo 

colector fue remplazado por un microtubo de 1.5 mL y se adicionó a la columna de 

purificación 30 μL de agua libre de nucleasas previamente atemperado. El tubo se dejó 

incubando a temperatura ambiente por 10 min y finalmente fue centrifugado a 14,000 g 

por 1 min.  

 Al final, se cargaron 5 μL de los productos de PCR purificados con 3 μL de 

Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 1% 

teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 40 

min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 1 μL 

de los purificados para cuantificar la concentración de ADN por medio de un 

espectrofotómetro. El producto purificado de PCR fue resguardado a 4 °C hasta su uso. 

6.11 Digestión de los insertos con las enzimas de restricción Xho I y Not I 

 Los productos de PCR fueron sometidos a un ensayo de restricción con las 

endonucleasas Xho I y Not I, por lo que se realizó una reacción de digestión de la 

siguiente manera: 2 μL de Buffer Anza 10X (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), 1 μL 

de Xho I 20 U/μL (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), 1 μL de Not I 20 U/μL 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), 1 μg del inserto amplificado y agua libre de 

nucleasas para llevar la reacción a un volumen de 20 μL. 

 Las reacciones se incubaron a 37 °C por 1 h y se cargaron 5 μL de los productos 

digeridos con 3 μL de Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en 
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geles de agarosa al 1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una 

electroforesis a 100V por 40 min y se foto documentó por medio de un transiluminador 

de luz UV; y se utilizó 1 μL de las digestiones para cuantificar la concentración de ADN 

por medio de un espectrofotómetro. Las digestiones se resguardaron a 4 °C hasta su uso. 

6.12 Extracción del plásmido pPICZαA 

 Para llevar a cabo la extracción del plásmido se siguió el protocolo de Pure link 

quick plasmid DNA miniprep kit. La cepa Escherichia coli DH5α portadora del vector 

pPICZαA fue sembrada en tubos con 4 mL de medio LB [Extracto de levadura 0.5 % 

(Sigma-Aldrich, MA, EUA), Peptona 1% (Becton Dickinson, NJ, EUA) y NaCl 1%] por 

24 h a 37 °C y 200 rpm. Las células fueron sedimentadas por medio de la centrífuga 

refrigerada 5418R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 14,000 rpm por 5 min. Luego de 

eliminar el sobrenadante, a la pastilla se le adicionó 250 μL de buffer de resuspensión 

R3 con ARNasa y 250 μL de buffer de lisis L7. Luego de mezclar por inmersión, se dejó 

reposar a temperatura ambiente por 5 min. Se añadió 350 μL de buffer de precipitación 

N3 y el contenido del microtubo fue homogenizado por pipeteo. Luego el lisado fue 

centrifugado a 12,000 g por 10 min. Se tomó el sobrenadante y se depositó en una 

columna de purificación. Se centrifugó a 12,000 g por 10 min y se retiró el 

sobrenadante. Se adicionaron 700 μL de buffer de lavado W9 y la columna se centrifugó 

a 12,000 g por 1 minuto. Se volvió a centrifugar con las mismas condiciones para 

eliminar los restos de buffer de lavado. Se depositó en la columna 30 μL de agua libre de 

nucleasas previamente atemperado y se dejó reposando por 10 min a temperatura 

ambiente. Luego la columna se centrifugó a 12,000 rpm por 1 min, recolectando el 

plásmido en un microtubo de 1.5 mL. 
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 Al final se cargaron 5 μL del vector purificado con 3 μL de Buffer de carga 6X y 

3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 1% teñidos con Bromuro de 

etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 40 min y se foto documentó 

por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 1 μL de las digestiones para 

cuantificar la concentración de ADN por medio de un espectrofotómetro. El plásmido 

fue resguardado a 4 °C hasta su uso. 

6.13 Digestión del vector pPICZαA con las enzimas de restricción Xho I y Not I 

 Los productos de PCR fueron sometidos a un ensayo de restricción con las 

endonucleasas Xho I y Not I, por lo que se realizó una reacción de digestión de la 

siguiente manera: 2 μL de Buffer Anza 10X, 1 μL de Xho I 20 U/μL, 1 μL de Not I 20 

U/μL, 1 μg del plásmido pPICZαA y agua libre de nucleasas para llevar la reacción a un 

volumen de 20 μL. 

 La reacción se incubó a 37 °C por 1 h y se cargó 5 μL de la digestión con 3 μL de 

Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 1% 

teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 40 

min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 1 μL 

de las digestiones para cuantificar la concentración de ADN por medio de un 

espectrofotómetro. La digestión fue resguardada a 4 °C hasta su uso. 

6.14 Purificación de los plásmidos 

 Previo al ensayo de ligación, los plásmidos digeridos se purificaron utilizando el 

kit Pure link quick gel extraction and PCR purification combo kit (Thermo Fisher 

Scientific, MA, EUA). Para ello, se preparó un gel de agarosa al 1% sin Bromuro de 

etidio. En uno de los carriles se cargó 5 μL del producto amplificado y 0.1 μL de 
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Bromuro de etidio, correspondiendo a la “reacción guía”, en el carril contiguo se cargó 3 

μL del marcador de peso molecular y en el espacio que conforman los siguientes tres 

carriles se cargaron 100 μL del producto digerido y 20 μL de Buffer de carga 6X. El 

corrimiento electroforético se realizó a 100 V durante 1 h. Al terminó se ubicó la banda 

correspondiente al producto de PCR con ayuda de un transiluminador, evitando el 

contacto prolongado con la luz UV. La banda fue escindida con un bisturí estéril para 

evitar contaminación y se depositó en un microtubo de 1.5 mL previamente pesado. Para 

su disolución, se adicionó buffer L3 en la siguiente proporción: 3 μL de buffer L3 por 1 

mg de gel. El contenido del tubo se calentó a 50 °C por 10 min en Thermoblock (Labnet, 

NJ, EUA). Pasados 5 min, el volumen de gel disuelto se pasó a una columna de 

purificación y se centrifugó a 14,000 g por 1 min. Luego de descartar el sobrenadante se 

adicionaron 500 μL de buffer de lavado W1 y se centrifugó la columna a 14,000 g por 1 

min. El sobrenadante se eliminó y se centrifugó la columna a 14,000 g por 2 min para 

retirar el exceso de buffer de lavado W1. El tubo colector fue remplazado por un 

microtubo de 1.5 mL y se adicionó a la columna de purificación 30 μL de agua libre de 

nucleasas previamente atemperada. El tubo se dejó incubando a temperatura ambiente 

por 10 min y finalmente fue centrifugado a 14,000 g por 1 min.  

 Al final, se cargaron 5 μL de los plásmidos digeridos con 3 μL de Buffer de 

carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 1% teñidos con 

Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 40 min y se foto 

documentó por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 1 μL de los 

purificados para cuantificar la concentración de ADN por medio de un 

espectrofotómetro. El producto purificado fue resguardado a 4 °C hasta su uso. 
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6.15 Ligación del inserto y el vector 

 Para catalizar la reacción de síntesis de los enlaces entre el inserto y el vector se 

utilizó la enzima ADN ligasa T4 (Roche, Basel, Suiza), por lo que se preparó la 

siguiente reacción: 3 μL de Buffer de ligación 10X (Roche, Basel, Suiza), 1 μL de ADN 

ligasa T4 1 U/μL, 100 ng del vector pPICZαA y 300 ng del inserto, de manera que se 

conservara la relación estequiométrica 1:3 (inserto:vector). La reacción de ligación se 

llevó a cabo a 16 °C durante toda la noche. Al término, fue resguardada a -20 °C hasta 

su uso. 

6.16 Generación de células de Escherichia coli DH5α con electrocompetencia 

 Se realizó la inoculación de una asada de cultivo de la cepa de E. coli DH5α en 

un tubo con 4 mL de caldo LB, el cual fue incubado a 37 ºC, a 200 rpm y por 24 h. 

Luego se tomaron 2 mL para inocular un matraz con 100 mL de caldo LB, el cual se 

incubó a 37 ºC, a 200 rpm por un periodo de entre 2 a 4 h, hasta que el cultivo alcanzó la 

fase logarítmica (DO600= 0.4 – 0.6). El cultivo se dividió en dos partes iguales en tubos 

cónicos de 50 mL, los cuales se mantuvieron a 4 ºC por 15 min. Se centrifugaron a 4,000 

g por 10 min para sedimentar las células. Luego se realizó una serie de lavados con 50 y 

20 mL de agua destilada fría y 20 mL de una solución de agua y glicerol estéril en una 

proporción 9:1 fría, centrifugando en cada lavado a 4,000 g por 10 min. Después del 

último lavado, las células fueron resuspendidas en 1 mL de solución agua/glicerol (9:1, 

v/v) con pipeteo suave. Al final, las células fueron almacenadas en alícuotas de 80 μL a -

70 ºC hasta su uso. 

6.17 Transformación de los vectores recombinantes en Escherichia coli DH5α 
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 El producto de la reacción de ligación se precipitó adicionando 5 volúmenes de 

Isopropanol a -20 ºC por toda la noche. Luego se centrifugó a 14,000 rpm por 30 min a 4 

ºC. La pastilla se lavó con Etanol al 70% y se centrifugó a 14,000 rpm por 20 min. El 

sobrenadante se descartó y la pastilla se dejó secar a temperatura ambiente, luego fue 

resuspendida en 5 μL de agua libre de nucleasas. Se tomaron 2.5 μL del producto de 

ligación y se mezclaron con 80 μL de células de E. coli DH5α electrocompetentes. Todo 

el volumen se cargó en una celda de electroporación de 0.2 cm (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania) y en seguida fueron pulsadas con 1,800 V en un electroporador 2510 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se adicionaron 100 μL de caldo LB a la celda de 

electroporación para recuperar el mayor volumen posible de las células, las cuales se 

inocularon en un tubo con 1 mL de caldo LB, el cual fue incubado a 37 ºC, a 200 rpm 

por 2 h para permitir el restablecimiento de las células. El cultivo se depositó en un 

microtubo de 1.5 mL y las células fueron empaquetadas a 6,000 rpm por 5 min. Se hizo 

una suspensión con 100 μL de caldo LB fresco, la cual se utilizó para inocular con 

varilla de vidrio la superficie de placas con medio LB [Extracto de levadura 0.5 %, 

Peptona 1%, NaCl 1% y Agar 2.2% (Sigma-Aldrich, MA, EUA] + Zeocina (Invitrogen, 

MA, EUA) (100 μg/mL) Los controles experimentales utilizados en este ensayo se 

detallan en la Tabla 3. Finalmente las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 h. 
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Tabla 3: Controles experimentales empleados para la electroporación de Escherichia coli DH5α 

Tratamientos Producto a electroporar 

Control de viabilidad Agua LN 

Control de antibiótico Agua LN 

Control de electroporación Vector vacío circularizado 

Reacción de ligación Vector recombinante 

 

6.18 Extracción de los vectores recombinantes por medio de lisis alcalina 

 Las colonias que crecieron en las placas fueron respaldadas en una nueva placa 

con medio LB + Zeocina (100 μg/mL) y en paralelo estas colonias fueron inoculadas en 

tubos con caldo LB + Zeocina (100 μg/mL). Tanto los tubos como las placas fueron 

incubados a 37 ºC por 24 h, siendo los tubos sometidos a una agitación constante de 200 

rpm. A partir de los tubos con caldo LB + Zeocina (100 μg/mL) se tomaron 2 mL y se 

depositaron en un microtubo de 2 mL. Las células se empaquetaron a 6,000 rpm por 5 

min y el botón se resuspendió en 100 μL de la solución I [Glucosa 50 mM (J.T. Baker, 

NJ, EUA); Tris-HCl 25 mM, pH 8.0; EDTA 10 mM, pH 8.0] fría, se agitó usando un 

vórtex por 1 min y se incubó a 4 ºC por 5 min. Se adicionaron 200 μL de la solución II 

[NaOH (Bio Basic, Ontario, Canadá) 0.2 N, SDS 1%] fresca, se mezcló por inversión y 

se incubó a 4 ºC por 5 min. Luego se añadió 150 μL de la solución III [Acetato de 

amonio (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 7.5 M] fría, se mezcló por inversión y se incubó a 4 

ºC por 5 min. Después el tubo se centrifugó a 14,000 rpm por 10 min, 500 μL del 

sobrenadante se depositaron en un microtubo de 2 mL, se realizó una extracción con 

fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) (Sigma-Aldrich, MA, EUA) en una 

proporción 1:1 (v/v), por medio vórtex se mezcló por 30 s y se centrifugó a 14,000 rpm 
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por 10 min. Posteriormente se transfirieron 400 μL de la fase acuosa a un microtubo de 

1.5 mL, se precipitó el ADNp obtenido con 2.5 volúmenes de Etanol absoluto frío y se 

incubó a -20 ºC toda la noche. Luego de la precipitación, el tubo se centrifugó  a 14,000 

rpm por 30 min a 4 ºC y se descartó el sobrenadante. La pastilla de ADNp se lavó con 

500 μL de Etanol 70% y se centrifugó a 12,000 rpm por 10 min. Posteriormente, se 

desechó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar a temperatura ambiente. Al final el 

botón se resuspendió en 50 μL de agua estéril con ARNasa. 

 Se cargó 5 μL del ADNp con 3 μL de Buffer de carga 6X en geles de agarosa al 

1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 

40 min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 1 

μL de las digestiones para cuantificar la concentración de ADNp por medio de un 

espectrofotómetro. El ADNp fue resguardado a 4 °C hasta su uso. 

6.19 Caracterización de los vectores recombinantes por enzimas de restricción 

 Para realizar la verificación de las construcciones, se realizó un escrutinio inicial 

del ADNp de las colonias que pudieron crecer en el medio de selección LB + Zeocina 

(100 μg/mL). Este consistió en el análisis de su corrimiento electroforético en geles de 

agarosa al 1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL). Las colonias cuyo ADNp 

presentaron un retardo en su migración fueron seleccionadas para los ensayos de 

restricción. 

 Para evidenciar la adquisición del inserto por parte del vector por diferencia de 

tamaño, se tomó el ADNp de las colonias seleccionadas y se realizó una digestión con la 

endonucleasas Xho I de la siguiente manera: 2 μL de Buffer Anza 10X, 1 μL de Xho I 20 



 42 

U/μL, 1 μg del ADNp y agua libre de nucleasas para llevar la reacción a un volumen de 

20 μL. 

 Para corroborar que la diferencia en el tamaño del vector recombinante 

corresponde al tamaño del inserto, se realizó una digestión en simultaneo con las 

endonucleasas Xho I y Not I para liberar al inserto de la siguiente manera: 2 μL de 

Buffer Anza 10X, 1 μL de Xho I 20 U/μL, 1 μL de Not I 20 U/μL, 1 μg del ADNp y 

agua libre de nucleasas para llevar la reacción a un volumen de 20 μL. 

 Para demostrar que el inserto se unió en el sitio Xho I correcto se realizó una 

digestión con la endonucleasa Eco RI para evidenciar la pérdida del sitio de restricción 

de esta enzima de la siguiente manera: 2 μL de Buffer Anza 10X, 1 μL de Eco RI 20 

U/μL (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), 1 μg del ADNp y agua libre de nucleasas 

para llevar la reacción a un volumen de 20 μL. 

 Todas las reacciones se incubaron a 37 °C por 1 h y se cargó 5 μL de las 

digestiones con 3 μL de Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en 

geles de agarosa al 1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una 

electroforesis a 100V por 40 min y se foto documentaron por medio de un 

transiluminador de luz UV. 

6.20 Linearización de los vectores recombinantes con Sac I 

 Previo a los ensayos de transfección con Pichia pastoris SMD1168H, se llevó a 

cabo una reacción de digestión con la endonucleasa Sac I (Thermo Fisher Scientific, 

MA, EUA) de la siguiente manera: 5 μL de Buffer Anza 10X, 1 μL de Sac I 20 U/μL, 10 

μg del ADNp recombinante y agua libre de nucleasas para llevar la reacción a un 

volumen de 50 μL. 
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 La reacción se incubó a 37 °C por 1 h y se cargó 5 μL de la digestión con 3 μL de 

Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 1% 

teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 40 

min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV. 

 El resto de la digestión fue precipitada adicionando 0.1 volúmenes de Acetato de 

sodio 3 M y 2.5 volúmenes de Etanol absoluto, e incubando toda la noche a -20 ºC. 

Luego se centrifugó a 14,000 rpm por 30 min a 4 ºC. Se descartó el sobrenadante, y la 

pastilla de ADN se lavó con 200 μL de Etanol absoluto frío centrifugando a 14,000 rpm 

por 20 min a 4 ºC. Se retiró el sobrenadante y la pastilla se dejó secar a temperatura 

ambiente. Finalmente, la pastilla fue resuspendida en 10 μL de agua libre de nucleasas y 

se resguardó a -20 ºC hasta su uso. 

6.21 Generación de células de Pichia pastoris SMD1168H con electrocompetencia 

 El proceso inició con la inoculación de una asada de P. pastoris SMD1168H en 

un tubo con 4 mL de caldo YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Dextrosa 2% 

(J.T. Baker, NJ, EUA) incubado a 30 ºC, con 200 rpm de agitación, por 24 h. Se tomaron 

500 μL del cultivo para inocular 100 mL de caldo YPD y se incubó a 30 ºC con 

agitación de 200 rpm hasta alcanzar la fase logarítmica (DO600 = 1.3 – 1.5) en un 

periodo aproximado de 18 h. Luego, el cultivo de levaduras se dividió en dos partes 

iguales y se depositó en dos tubos falcón de 50 mL, los cuales fueron incubados a 4 ºC 

por 15 min. Las células se empaquetaron a 1,500 g y a 4 ºC por 5 min. Se descartó el 

sobrenadante y las levaduras se lavaron con 50 mL de agua destilada fría, y se centrifugó 

a 1,500 g y a 4 ºC por 5 min. Se Realizaron una serie de lavados con 20 mL de agua 

destilada y con 20 mL de Sorbitol (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 1 M frío, con las mismas 
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condiciones de centrifugación. Se desechó el sobrenadante y las células fueron 

resuspendidas en 1 mL de Sorbitol 1 M. Las células se utilizaron en el proceso de 

transfección inmediatamente. 

6.22 Transfección de las levaduras Pichia pastoris SMD1168H con los vectores 

recombinantes 

 Se tomaron 5 μL de los plásmidos recombinantes digeridos y se resuspendieron 

en una alícuota de levaduras de Pichia pastoris SMD1168H electrocompetentes por 

pipeteo suave. Estas fueron transferidas a una celda de electroporación de 0.4 cm y 

pulsadas con 1,500 V por medio de un electroporador 2510. Las células pulsadas se 

recuperaron con 100 μL de sorbitol 1 M frío, se depositaron en un tubo falcón de 15 mL 

con 900 μL de la misma solución y se incubaron a 30 ºC por una h sin agitación. Luego 

se les añadió 1 mL de caldo YPD fresco a las levaduras y se incubaron a 30 ºC por 3 h y 

180 rpm de agitación para permitir su restablecimiento. Pasado este tiempo, las 

levaduras se concentraron a 1,500 g por 5 min y a 4 ºC, y se resuspendieron en 500 μL 

de YPD fresco. Se utilizaron volúmenes entre 200 μL y 100 μL de células 

electroporadas para inocular placas de medio YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona 

2%, Dextrosa 2%, Agar 2.2%) + Zeocina (100 μg/mL). Todos los controles utilizados en 

el protocolo de transformación se detallan en Tabla 4. Las placas se incubaron a 30 ºC 

hasta la aparición de colonias en un periodo de tiempo entre las 48 h y 72 h. 
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Tabla 4: Controles experimentales empleados para la electroporación de Pichia pastoris SMD1168H 

Tratamientos Producto a electroporar 

Control de viabilidad Agua LN 

Control de antibiótico Agua LN 

Digestión con Sac I Vector linearizado 

 

6.23 Extracción de ADNg de las clonas de Pichia pastoris SMD1168H 

 Las clonas recombinantes fueron respaldadas en placas de medio YPD + Zeocina 

(100 μg/mL) y se inocularon en tubos con 4 mL de caldo YPD + Zeocina (100 μg/mL). 

Las placas fueron incubadas  a 30 ºC por 24h y los tubos a 48 h con agitación de 200 

rpm. 

 Se tomaron 2 mL de los caldos de cultivo y se transfirieron a microtubos de 2 

mL. Las células se empaquetaron a 13,000 rpm por 1 min y la pastilla obtenida se 

resuspendió con 200 μL del buffer TSNT (Tritón X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, 

Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM). Luego de homogenizar con vórtex por 30 s, se añadió 

200 μL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1,v/v/v) y se mezcló con vórtex 

por 5 min con agitación vigorosa. Después se adicionó 300 μL de buffer TE 1X, se 

mezcló por 30 s en vórtex y se centrifugó a 13,000 rpm por 7 min. Se transfirieron 400 

μL de la fase acuosa a un microtubo de 1.5 mL y se precipitó con 2.5 volúmenes de 

Etanol absoluto a -70 ºC por toda la noche. Luego el tubo se centrifugó a 14,000 rpm por 

30 min y 4 ºC. Después la pastilla se lavó con 500 μL de Etanol 70% frío a 14,000 rpm 

por 15min. Se descartó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar a temperatura 

ambiente. Al final la pastilla se resuspendió en 50 μL de agua libre de nucleasas con 

ARNasa. 
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 Se cargaron 3 μL del ADNg con 3 μL de Buffer de carga 6X en geles de agarosa 

al 1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V 

por 40 min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV; y se utilizó 

1 μL del ADNg para cuantificar su concentración por medio de un espectrofotómetro. El 

ADNg se resguardó a 4 °C hasta su uso. 

6.24 Caracterización de las clonas recombinantes de Pichia pastoris SMD1168H por 

PCR 

 Para evidenciar de manera indirecta la construcción de las clonas recombinantes 

de Pichia pastoris SMD1168H se amplificó el gen AOX1 utilizando los oligos AOX1-F 

y AOX1-R. 

 La reacción de PCR consistió en 10 μL de Buffer My Taq
TM

 5X (5 mM dNTPs, 

15 mM MgCl2), 1 μL del ADNg de las clonas recombinantes, 2 μL de los cebadores 

(100 μM), 1 μL de ADN Polimerasa 5U/μL y agua libre de nucleasas para llevar la 

reacción a un volumen final de 50 μL. 

 Las condiciones programadas en el Termociclador fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial a 95 °C por 1 min, 30 ciclos constituidos por una fase de 

desnaturalización a 95 °C por 15 s, una de alineamiento a 59 °C por 15 s y una de 

elongación a 72 °C por 10 s, y una extensión final a 72 °C por 3 min. 

 Al término de la amplificación se cargaron 5 μL de las reacciones de PCR con 3 

μL de Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 

1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 

40 min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV. 
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 Para evidenciar de manera directa la construcción de las clonas recombinantes de 

Pichia pastoris SMD1168H se amplificó el transcrito Tsp_01570 con los oligos 

Tsp_01570-F y Tsp_01570-R. 

 La reacción de PCR consistió en 10 μL de Buffer My Taq
TM

 5X (5 mM dNTPs, 

15 mM MgCl2), 1 μL del ADNg de las clonas recombinantes, 2 μL de los cebadores 

(100 μM), 1 μL de ADN Polimerasa 5U/μL y agua libre de nucleasas para llevar la 

reacción a un volumen final de 50 μL. 

 Las condiciones programadas en el Termociclador fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos constituidos por una fase de 

desnaturalización a 94 °C por 30 s, una de alineamiento a 65 °C por 30 s y una de 

elongación a 72 °C por 30 s, y una extensión final a 72 °C por 10 min. 

 Al término de la amplificación se cargaron 5 μL de las reacciones de PCR con 3 

μL de Buffer de carga 6X y 3 μL del marcador de peso molecular en geles de agarosa al 

1% teñidos con Bromuro de etidio (200 ng/mL), se corrió una electroforesis a 100V por 

40 min y se foto documentó por medio de un transiluminador de luz UV. 

6.25 Análisis por secuenciación de las clonas de Pichia pastoris SMD1168H 

recombinantes 

 Tomando como templado el ADNg de las clonas de Pichia pastoris SMD1168H, 

se realizó la amplificación del gen Tsp_01570, con las mismas especificaciones 

contenidas en el apartado 6.23. Los productos de PCR obtenidos fueron purificados, tal 

y como se indica en la sección 6.10. Posteriormente, los productos purificados fueron 

diluidos con agua libre de nucleasas a una concentración entre 40 y 60 ng/μL y se 

mandaron a la compañía Eurofins Genomics para su secuenciación. 
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6.26 Fermentación de las cepas de Pichia pastoris SMD1168H recombinantes 

 Para la inducción de las serpinas recombinantes, se inoculó una asada de cultivo 

en tubos cónicos de 15 mL con 4 mL de caldo YPD + Zeocina (100 μg/mL), los cuales 

se incubaron a 30 ºC con 230 rpm de agitación. Pasadas 24 h de incubación, los cultivos 

alcanzaron una DO600= 0.5-0.7, suficiente para que las células pudieran ser concentradas 

a  5,000 g por 5 min y resuspendidas en 100 μL de caldo YPD. Se tomaron 10 μL para 

inocular tubos cónicos de 50 mL con 5 mL de medio BMGY [Peptona 2%, Extracto de 

levadura 1%, fosfato de potasio dibásico (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 100 mM (pH 6.0), 

YNB (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 1.34%, Biotina (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 4X10
-5

%, 

Glicerol (Jalmek, NL, México) 1% ], los cuales se incubaron a 30 ºC con 230 rpm de 

agitación por 48 h. Después de este periodo de incubación, el cultivo alcanzó una 

DO600= 2-6, suficiente para que las levaduras fueran empaquetadas a 5,000 g por 5 min e 

inmediatamente lavadas con 4 mL de medio BMMY [Peptona 2%, Extracto de levadura 

1%, YNB (YNB 3.4%, Sulfato de Amonio 10%) 3.4%, Buffer de fosfatos (Fosfato de 

Potasio Monobásico 0.698 M, Fosfato de Potasio Dibásico 0.3014M) 100 mM, Biotina 

4X10
-5

%, Metanol (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 1%] bajo las mismas condiciones. Las 

pastillas de las levaduras se resuspendieron en 500 μL de medio BMMY para inocular 

un matraz con 25 mL de medio BMMY, en donde se alcanzó una DO600= 1.0. El matraz 

se incubó por 4 días a una temperatura de 30 ºC con agitación constante de 230 rpm, y 

su crecimiento se monitoreó haciendo lecturas de la DO cada 24 h por medio de un 

espectrofotómetro. Para la inducción de las serpinas recombinantes se añadieron 250 μL 

de Metanol absoluto al cultivo, alcanzando así una concentración final de 1%. Luego de 

los 4 días de fermentación, el cultivo se centrifugó a 5,000 g por 5 min y los 

sobrenadantes se resguardaron a 4 °C hasta su uso. 
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6.27 Dializado de los sobrenadantes 

 Los sobrenadantes obtenidos fueron dializados por 24 h contra agua destilada por 

medio de membranas de diálisis con abertura de poro de 12 – 14 kDa Snake Skin 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). El proceso de dializado se llevó a cabo a 4 ºC 

manteniendo una agitación constante de 200 rpm, realizando un cambio de agua a las 12 

h. Para determinar la concentración de proteínas de los dializados se siguió el protocolo 

de Pierce BCA descrito a detalle en la sección 6.5. Los dializados se resguardaron a 4 °C 

hasta su uso. 

6.28 Precipitación de proteínas por el método Metanol/Cloroformo 

 Se tomaron 4 mL de los dializados, los cuales se transfirieron a un tubo cónico de 

15 mL, se precipitó añadiendo 1.5 volúmenes de Metanol absoluto y 1 volumen de 

Cloroformo, y mezcló por inversión. Luego se centrifugó a 12,000 rpm por 90 s y se 

descartó la fase orgánica sin alterar la interface de proteínas. Después se agregó un 

volumen de Metanol absoluto. Las proteínas se concentraron en microtubos de 1.5 mL a 

14,000 rpm por 3 min y a 4 ºC. La pastilla se dejó secar brevemente a temperatura 

ambiente, luego se resuspendió en 80 μL de buffer de Laemmli (Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8, 

SDS 10%, Glicerol 20%, Azul de bromofenol 0.1%) 2× y 8 μL de β-ME 10X (Sigma-

Aldrich, MA, EUA). Las muestras se calentaron a 95–100 ºC por 5 min en el 

thermoblock. Finalmente las muestras fueron almacenadas a -20 ºC hasta su uso. 

6.29 Caracterización de la serpina recombinante por medio de SDS PAGE y WB 

 De las muestras de los precipitados de la proteína se cargaron 10 μL por pozo en 

geles de poliacrilamida: gel concentrador [Tris-HCl 0.0625 M, pH 6.8; 

Acrilamida/Bisacrilamida (BioRad, CA, EUA) 5%, SDS 0.1%, PSA (Sigma-Aldrich, 
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MA, EUA) 0.1%, TEMED (BioRad, CA, EUA) 0.1%] y gel separador (Tris-HCl 0.1875 

M, pH 8.8; Acrilamida/Bisacrilamida 12.5%, SDS 0.1%, PSA 0.1%, TEMED 0.1%) 

junto con 7 μL del marcador de peso molecular SeeBlue® Pre-Stained Standard 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), y fueron resueltos a 150 V por 1 h y a 4 °C. 

Como control negativo se cargó 10 μL del dializado de la cepa Pichia pastoris 

SMD1168H. 

 Al término de la electroforesis, uno de los geles fue teñido con azul de 

Coomassie [Azul de Coomassie R250 (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 0.5%, Metanol 

absoluto 50%, Ácido acético glacial (J.T. Baker, NJ, EUA) 10%] con 100 rpm de 

agitación por toda la noche. Luego se decoloró con solución desteñidora (Metanol 

absoluto 40%, Ácido acético glacial 10%) por 2 h y 100 rpm de agitación. El gel fue 

analizado usando un transiluminador. 

 Se tomó otro de los geles previamente resueltos por SDS PAGE para equilibrarlo 

por 30 min y en agitación de 100 rpm, en buffer de transferencia para cámara semi seca 

(Tris-HCl 25 mM, pH 8.3; Glicina (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 192 mM, Metanol 

absoluto 20%), junto con una membrana de PVDF (previamente hidrofilizado en 

Metanol absoluto por 30 min y 100 rpm de agitación) y cuatro almohadillas de papel 

filtro, los cuales tienen las siguientes dimensiones: 5.5×8.5 cm. Después de ser 

equilibradas se armó un “sándwich” (almohadilla, almohadilla, gel de poliacrilamida, 

membrana de PVDF, almohadilla, almohadilla) para la electrotransferencia de proteínas 

usando una cámara semi-seca (BioRad, CA, EUA) a 20 V por 30 min. 

 Luego de verificar la transferencia de las proteínas al revisar la presencia del 

marcador de peso molecular en la membrana de PVDF, esta se equilibró en buffer TBST 

[Tris-HCl 20 mM, pH 7.5; NaCl 500 mM, Tween-20 (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 0.1%] 
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por 20 min y 100 rpm de agitación, y se incubó por 30 min y 100 rpm de agitación en 

buffer de bloqueo [Leche descremada Svelty (Nestlé, Vevey, Suiza) 5%/TBST, g/v]. 

Después, la membrana de PVDF se expuso al anticuerpo primario anti-c-Myc (Thermo 

Fisher Scientific, MA, EUA) a una dilución 1:3,000 (v/v), y se mantuvo con 100 rpm de 

agitación por toda la noche. Al término de la incubación con el anticuerpo primario, se 

realizaron cuatro lavados con TBST con 100 rpm de agitación por 5 min cada uno, para 

posteriormente incubar la membrana de PVDF por 2 h y 100 rpm de agitación en 

presencia del anticuerpo secundario anti-ratón, conjugado con HRP, a una dilución 

1:5,000 (v/v), y finalmente se hicieron cinco lavados con TBST por 5 min y 100 rpm de 

agitación. 

 Para evidenciar la presencia de la proteína, la membrana se cubrió con el sustrato 

luminol SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fisher Scientific, 

MA, EUA) por 1 min, posteriormente se colocó en un casete de revelado entre dos 

acetatos. El revelado se llevó acabo en un cuarto obscuro con una lámpara con luz roja 

como única fuente de iluminación. Las películas radiográficas X-OMAT (Carestream, 

NY, EUA) fueron expuestas sobre los acetatos dentro del casete a diferentes tiempos 

(30s a 5 min), luego se sumergieron en solución de revelado (Carestream, NY, EUA), se 

enjuagaron en agua corriente, se fijaron con solución de fijado (Carestream, NY, EUA) 

y finalmente se volvieron a enjuagar. Luego de secarse, las películas radiográficas se 

sobrepusieron a la membrana de PVDF entre los acetatos y con un transiluminador se 

analizó la ubicación de la proteína de la película con respecto al marcador de peso 

molecular de la membrana. 
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6.30 Purificación de las serpinas recombinantes por cromatografía de afinidad a 

níquel 

 A partir de 2 mL de resina de níquel ProBond (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EUA) se dispensó 1 mL en un tubo cónico de 50 mL y se centrifugaron a 800 g por 1 

min para separar el sobrenadante de la resina. La resina se lavó con 6 mL de agua 

destilada, se resuspendió y sedimentó a 800 g por 1 min para retirar el agua. Se 

realizaron dos lavados con buffer de purificación para condiciones nativas [Fosfato de 

Sodio Dibásico (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 50 mM, pH 8.0; NaCl 500 mM], se 

homogenizó la resina y se descartó el buffer luego de la sedimentación. Se tomaron 100 

mL del dializado correspondiente a la fermentación de las clonas de Pichia pastoris 

SMD1168H recombinantes y se dispensaron 50 mL en los tubos cónicos para su 

interacción con la resina. Estos se incubaron en un horno de hibridación (Analytik Jena, 

Jena, Alemania) a temperatura ambiente y en agitación constante por 3 h. Al término, los 

tubos se centrifugaron a 800 g por 1 min y los sobrenadantes fueron resguardados a 4 °C 

para su posterior análisis. La resina se resuspendió por pipeteo y se dispensó en una 

columna de polipropileno (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), en donde se realizó 

una serie de cinco lavados con 8 mL de buffer de lavado [Imidazol (Sigma-Aldrich, MA, 

EUA) 20 mM, pH 8.0] y finalmente se adicionó a la columna 9 mL del buffer de elusión 

(Imidazol 500 mM, pH 8.0) para la obtención de la proteína. Los 9 mL de la elusión 

fueron colectados en fracciones independientes de 1.5 mL. A partir de cada una de las 

fracciones se tomaron 100 μL para su análisis por SDS PAGE y WB (6.29). 
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6.31 Desalado de las proteínas recombinantes por columnas de sefadex 

 Para llevar a cabo el desalado se utilizaron columnas PD-10 con sefadex G-25 

(Sigma-Aldrich, MA, EUA), estas se colocaron en tubos cónicos de 50 mL. Se cargaron 

las dos primeras fracciones de la proteína previamente purificada (2.8 mL) a la columna 

y se centrifugaron a 1,000 g por 2 min. Luego se realizaron 3 elusiones, utilizando como 

fase móvil agua destilada estéril. Cada una de las elusiones fue colectada en tubos 

independientes. Finalmente, se cuantificó la concentración de proteína por el protocolo 

de Pierce BCA (6.5) y se analizaron por SDS PAGE y WB (6.29). 

6.32 Producción de suero policlonal anti-serpina recombinante 

 Tres ratones hembras de la cepa BALB/c fueron inmunizados por vía peritoneal 

con 20 μg de la serpina recombinante previamente purificada y desalada en 200 μL de 

PBS [NaCl 137 mM, KCl (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 2.7 mM, Fosfato de Sodio 

Dibásico 10 mM, Fosfato de Potasio Monobásico]. Cada 7 días se aplicó un refuerzo y a 

los 28 días los ratones fueron desangrados de acuerdo con el esquema de inmunización 

(Figura 3). La sangre colectada se centrifugó a 15,000 g por 15 min y se transfirió el 

suero (sobrenadante) a microtubos de 1.5 mL. Los sueros anti-serpina recombinante se 

resguardaron a -20 °C hasta su uso. 

 
Figura 3: Esquema de inmunización con la serpina Tsp_01570 recombinante 
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6.33 Adsorción del suero anti-serpina recombinante 

 A partir de 5mL de un cultivo de la cepa Pichia pastoris SMD1168H en medio 

BMGY (DO600= 2-6) (6.25), se centrifugó a 5,000 g por 5 min y se descartó el 

sobrenadante. La pastilla de levaduras se dejó en hielo y se resuspendió con 100 μL de 

buffer de lisis [Fosfato de Sodio Monobásico (Sigma-Aldrich, MA, EUA) 50 mM, pH 

7.4; EDTA 1 mM, Glicerol 5%]. Luego se agregó 150 μL de perlas tratadas con HCl y 

150 μL del cóctel de inhibidor de proteasas cOmpleteTM. Después de 8 ciclos de 

agitación máxima con vórtex, los lisados se centrifugaron a máxima velocidad por 10 

min. Finalmente, se cuantificó la concentración de proteína por el protocolo de Pierce 

BCA (6.5). 

 El extracto total de P. pastoris SMD1168H se diluyó 1:10 en buffer TBST. 

Luego se utilizó para recubrir una membrana de PVDF de 5.5x8.5 cm, esta se incubó por 

1 h a temperatura ambiente con 100 rpm de agitación constante. El extracto total se 

retiró y la membrana de PVDF se incubó con buffer de bloqueo por 1 h. Luego se 

realizaron 4 lavados con TBST por 5 min y 100 rpm de agitación. El suero policlonal 

anti-serpina se diluyó 1:100 en TBST. La dilución del suero se utilizó para ser adsorbida 

por 1 h por el extracto total de P. pastoris SMD1168H contenido en la membrana de 

PVDF. Al término, el suero adsorbido fue recuperado y resguardado a -20 °C hasta su 

uso. 

6.34 Análisis de la reactividad del suero anti-serpina por Dot Blot 

 A partir de diferentes concentraciones de la serpina recombinante Tsp_01570 

(1,000, 500, 100, 50 y 10 ng/μL) se tomó 1 μL y se cargó en cuadros de 1x1cm de 

membrana de nitrilo (GE Healthcare, IL, EUA). Después de secarse, las membranas se 
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incubaron en buffer de bloqueo por 1 h con 100 rpm de agitación. Luego se realizaron 4 

lavados con buffer TBST por 5 min y 100 rpm de agitación. Después se incubaron con el 

suero anti-serpina previamente adsorbido (1:100) por 1 h. Al término del quinto lavado 

con buffer TBST, las membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-ratón, conjugado 

con HRP, a una dilución 1:5,000 (v/v), y finalmente se hicieron otros cinco lavados con 

TBST por 5 min y 100 rpm de agitación.  

 Para el revelado del Dot Blot, las membranas se cubrieron con el sustrato luminol 

por 1 min, posteriormente se colocaron ordenadas de mayor a menor concentración en 

un casete de revelado entre dos acetatos. El revelado se llevó acabo en un cuarto obscuro 

con una lámpara con luz roja como única fuente de iluminación. Las películas 

radiográficas fueron expuestas sobre los acetatos dentro del casete a diferentes tiempos 

(30s a 5 min), luego se sumergieron en solución de revelado, se enjuagaron en agua 

corriente, se fijaron con solución de fijado y finalmente se volvieron a enjuagar. Luego 

de secarse, las películas radiográficas se analizaron con ayuda de un transiluminador. 

6.35 Localización de la serpina nativa en diferentes estadios del parásito 

 Se cargaron 10 μL del precipitado del dializado de la clona de Pichia pastoris 

SMD1168H recombinante, así como 0.5 μg de la proteína Tsp_01570 recombinante y 30 

μg de los extractos crudos de las LM, Ad y antígenos de E/S de Trichinella spiralis cada 

uno por pozo en geles de poliacrilamida al 12.5%, junto con 7 μL del marcador de peso 

molecular, y fueron resueltos a 150 V por 1 h y a 4 °C. Como control negativo se cargó 

10 μL del dializado de la cepa Pichia pastoris SMD1168H. 
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 Al término de la electroforesis, uno de los geles fue teñido con azul de 

Coomassie con 100 rpm de agitación por toda la noche. Luego se destiñó por 2 h y 100 

rpm de agitación. El gel fue analizado usando un transiluminador. 

 Se tomó otro de los geles previamente resueltos por SDS PAGE para equilibrarlo 

por 30 min y con agitación de 100 rpm, en buffer de transferencia para cámara semi 

seca, junto con una membrana de PVDF (GE Healthcare, IL, EUA) y cuatro 

almohadillas de papel filtro, los cuales tuvieron las siguientes dimensiones: 5.5×8.5 cm. 

Después de ser equilibradas se armó un “sándwich” para la electrotransferencia de 

proteínas usando una cámara semi-seca a 20 V por 30 min. 

 Luego de verificar la transferencia de las proteínas al revisar la presencia del 

marcador de peso molecular en la membrana de PVDF, esta se equilibró en buffer TBST 

por 20 min y 100 rpm de agitación, y se incubó por 30 min y 100 rpm de agitación en 

buffer de bloqueo. Después, la membrana de PVDF se expuso al suero policlonal anti-

serpina previamente adsorbido y a una dilución 1:10,000 (v/v), y se mantuvo con 100 

rpm de agitación por toda la noche. Al término de la incubación con el anticuerpo 

primario, se realizaron cuatro lavados con TBST con 100 rpm de agitación por 5 min 

cada uno, para posteriormente incubar la membrana de PVDF por 2 h y 100 rpm de 

agitación en presencia del anticuerpo secundario anti-ratón, conjugado con HRP, a una 

dilución 1:5,000 (v/v), y finalmente se hicieron cinco lavados con TBST por 5 min y 100 

rpm de agitación. 

 Para evidenciar la presencia de la proteína, la membrana se cubrió con el sustrato 

luminol  por 1 min, posteriormente se colocó en un casete de revelado entre dos acetatos. 

El revelado se llevó acabo en un cuarto obscuro con una lámpara con luz roja como 

única fuente de iluminación. Las películas radiográficas fueron expuestas sobre los 
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acetatos dentro del casete a diferentes tiempos (30s a 5 min), luego se sumergieron en 

solución de revelado, se enjuagaron en agua corriente, se fijaron y finalmente se 

volvieron a enjuagar. Luego de secarse, las películas radiográficas se sobrepusieron a la 

membrana de PVDF entre los acetatos y con un transiluminador se analizó la ubicación 

de la proteína nativa de la película con respecto al marcador de peso molecular de la 

membrana. 

6.36 Ensayo de actividad bioquímica contra Tripsina 

 Previo a la reacción de proteólisis, en un volumen de 60 μL se incubó Tripsina y 

la serpina Tsp_01570 recombinante en las siguientes proporciones: (40 μg/μL y 80 

μg/μL), (40 μg/μL y 26.6 μg/μL) y (40 μg/μL y 13.33 μg/μL) respectivamente, a 

temperatura ambiente por 30 min y por duplicado. Al término, se adicionó a 140 μL de 

buffer de reacción (Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0) junto con el sustrato cromogénico BApNA 

(Sigma-Aldrich, MA, EUA) 5 μM. La reacción se llevó acabo en placas de 96 pozos 

nunc (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). La hidrólisis del sustrato cromogénico se 

monitoreo al realizar lecturas a 415 nm con un espectrofotómetro cada 5 min por 2 h. 

Para determinar la actividad enzimática proporcionada por las lecturas de absorbancia de 

la tripsina, producto de su interacción previa con la serpina recombinante, estas se 

interpolaron en una curva de calibración, empleando la tripsina como un referente. 

6.37 Ensayo de diferenciación de macrófagos en monocitos de la línea celular THP-

1 

 Para la propagación y mantenimiento de la línea celular THP-1, se sembraron 

0.5X10
6
 células/mL en frascos de cultivo de 75 cm

2
 (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EUA) con medio RPMI-1640 suplementado con piruvato de sodio 1 mM (Sigma-
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Aldrich, MA, EUA), aminoácidos no esenciales 0.01 mM (Sigma-Aldrich, MA, EUA), 

β-ME 0.05 mM, antibióticos penicilina 100U/mL y estreptomicina 100 μg/mL (Sigma-

Aldrich, MA, EUA) y SFB al 10% (Gibco, MA, EUA). Las células se incubaron a 37 ºC 

con una atmósfera de CO2 al 5% durante tres días. Para los subcultivos, las células 

fueron transferidas a un tubo cónico de 15 mL y centrifugadas a 1000 rpm por 5 min. El 

medio fue retirado y las células fueron resuspendidas con 1 mL de medio RPMI-1640 

suplementado fresco y se determinó la viabilidad celular con azul tripano (Sigma-

Aldrich, MA, EUA) para el ajuste de la densidad celular a 0.5X10
6
 células/mL en medio 

RPMI-1640 suplementado. El volumen de cultivo que se mantuvo fue de 25 mL, de los 

cuales 20 mL correspondieron a la suspensión de células THP-1 y 5 mL al sobrenadante 

de cultivo anterior. 

 Para el protocolo de polarización de macrófagos, se sembraron 1X10
5
 células por 

pozo en placas de 96 pozos (Corning, NY, EUA) y en placas de 8 pozos Nunc Lab Tek 

Chamber Slides (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) con 50 μL de medio RPMI-1660 

suplementado. Estas fueron estimuladas con PMA (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EUA) a una concentración final de 5 ng/mL para un volumen final de 100 μL. Las 

células se incubaron a 37 ºC con 5% de CO2, por 24 h. El medio de cultivo se retiró y se 

remplazó con medio fresco y las células se sometieron a una segunda  incubación por 48 

h. Luego, el medio de cultivo fue retirado, sustituido por los estímulos de diferenciación 

a macrófagos M1/M2, así como por la serpina recombinante, tal y como se indica en la 

Tabla 5. Luego de adicionar los tratamientos, las células se incubaron por 72 h bajo las 

mismas condiciones de cultivo. Finalmente, se retiraron los sobrenadantes, los cuales se 

resguardaron a -20 °C hasta su análisis para la detección de citocinas por ELISA, y las 

placas de 8 pozos se utilizaron para el protocolo de inmunofluorescencia. 
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Tabla 5: Estímulos utilizados para el ensayo de diferenciación de células THP-1 

Tratamientos Estímulo 

M1 INF-γ (40 ng/mL), LPS (200 ng/mL) 

M2 IL-4 (40 ng/mL) 

Serpina rTsp_01570 (5μg/mL) 

M1 + Serpina INF-γ (40 ng/mL), LPS (200 ng/mL), rTsp_01570 (5μg/mL) 

M2 + Serpina IL-4 (40 ng/mL), rTsp_01570 (5μg/mL) 

 

6.38 Ensayo de viabilidad celular 

 Al término del protocolo de diferenciación celular se realizó la determinación de 

la viabilidad celular en la placa de cultivo. Se adicionó 100 μL de medio RPMI-1660 

suplementado fresco a los pozos con células, luego se agregó 20 μL del reactivo de MTS 

CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, WI, EUA). La placa de 96 pozos se 

incubó por 30 min a 37 °C y a una atmósfera de CO2 al 5%. La absorbancia de las 

muestras fue detectada a 490 nm con un espectrofotómetro. 

6.39 Cuantificación de citocinas por ELISA 

 Para la determinación de las citocinas IL-4, IL-10, IL-12p40 y TNF-α, se empleó 

el kit comercial de OptEIA (Becton Dickinson, NJ, EUA), siguiendo las 

especificaciones del fabricante. En las placas de 96 pozos nunc se agregó 100 μL por 

pozo del anticuerpo de captura diluido en buffer de carbonatos (NaHCO3 85 mM, 

Na2CO3 15 mM, pH 9.5), luego se incubaron a 4 ºC por toda la noche. Después de retirar 

el anticuerpo de captura, los pozos se lavaron tres veces con 250 μL de buffer de lavado 

(PBS 1X, Tween-20 al 0.05%). Luego, las placas se bloquearon por 2 h. con 200 μL de 

diluyente de ensayo (PBS 1X, SFB 3%) a temperatura ambiente. En seguida, se 



 60 

realizaron tres lavados. Las muestras, controles y estándares se adicionaron en 

volúmenes de 100 μL por pozo, usando el diluyente de ensayo para el ajuste de las 

concentraciones. La placa se incubó por toda la noche a temperatura ambiente. Luego, el 

contenido de las placas se retiró y se realizaron cinco lavados. Después, se adicionó 100 

μL del anticuerpo de detección a los pozos correspondientes. La placa se incubó por 1 h 

a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 7 lavados, y se agregó 100 μL por 

pozo del reactivo TMB (Sigma-Aldrich, MA, EUA). La placa se incubó en obscuridad 

por 10 min. La reacción se detuvo con 50 μL de H2SO4 2N y se detectó la absorbancia a 

450 nm, con corrección a 595 nm con un espectrofotómetro. Las diluciones de cada 

anticuerpo de captura, anticuerpo de detección y los rangos de concentración para la 

curva estándar se detallan en la Tabla 6. 

Tabla 6: Diluciones de anticuerpos y rango de concentración para la curva de calibración de los ELISA. 

Citocina Dilución Ac. Captura Dilución Ac. 

Detección 

Rango de concentración (pg/mL) 

IL-4 1:250 1:1000 500-62.5 

IL-10 1:251 1:1000 500-31.2 

IL-12p40 1:252 1:250 2000-125 

TNF-α 1:253 1:250 500-62.5 

 

6.40 Ensayo de inmunofluorescencias 

 Las células THP-1 adheridas en las placas de 8 pozos se fijaron con PFA al 4% 

por 25 min y las placas fueron bloqueadas con 100 μL de suero humano por 1 h. Las 

células fueron etiquetadas con los siguientes anticuerpos: anti-CCR7 humano (1:100) y 

anti-CD86 humano (1:100), anti-CD183 humano (1:100) y anti-CD206 humano (1:100); 
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en conjunto con el anticuerpo secundario de conejo IgG (H + L) anti-ratón conjugado 

con Alexa Fluor
TM

 555 (Invitrogen, MA, EUA) (1:400) y el anticuerpo secundario de 

cabra IgG (H + L) anti-ratón conjugado con Alexa Fluor
TM

 488 (Abcam, Cambridge, 

UK) (1:400) respectivamente. Las placas de 8 pozos con las células marcadas fueron 

fijadas para su análisis por microscopía de fluorescencia usando el reactivo Prolong 

Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), el cual contiene DAPI 

para la tinción de los núcleos. La inmunofluorescencia fue capturada por medio de la 

cámara Evolution 5.1 MP Digital CCD color camera (Media Cybernetics, Md, EUA), el 

microscopio de fluorescencia AxioPlan Fluorescence Microscope (Zeiss, Oberkochen, 

Alemania) y el programa Q-capture Pro 7 (QImaging, Surrey, Canadá). La CTCF fue 

calculada usando el programa ImageJ. 

6.41 Análisis estadísticos 

El análisis de significancia de las diferencias se estimó por medio de la prueba de 

ANOVA de un solo factor con corrección de Bonferroni post hoc para más de dos 

grupos analizados. Las pruebas estadísticas se realizaron con el programa Prism
TM

 

versión 7.0 de Graph Pad. La significancia estadística en las gráficas fue representada 

como *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. 
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CAPÍTULO 7 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 
7.1 Análisis de las serpinas anotadas Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 del 

genoma de Trichinella spiralis 

 Para la obtención de secuencias de serpinas como potenciales moduladores de la 

respuesta inmune se realizó una búsqueda exhaustiva de inhibidores de proteasas de 

serina anotadas en las bases de datos de GenBank de la NIH, así como de WormBase 

Parasite (6.2). De los resultados obtenidos se realizó un alineamiento y se construyó un 

árbol filogenético para determinar el grado de similitud de las serpinas anotadas con 

respecto a otras ya caracterizadas, así como otros inhibidores de proteasas de tipo Kunitz 

y Kazal (Figura 4). Las secuencias de los genes Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 

encontrados guardaron una mayor similitud entre ellas y con las serpina humana del 

clado B10, así mismo, los inhibidores de proteasas tipo Kunitz y Kazal se encontraron 

más alejados en el árbol filogenético con respecto a las serpinas anotadas. 

 Luego de identificar a los inhibidores de proteasas de serina como serpinas, se 

realizó la búsqueda de dominios presentes en las serpinas (6.2), como el barril de 

láminas β y el RCL (Figura 5). Con base en las predicciones se idéntico que gran parte 

de las secuencias guardan una gran similitud con serpinas ya reportadas, pero más 

interesante aún fue encontrar la localización del motivo RCL. Al realizar una nueva serie 

de alineamientos, se logró determinar la secuencia del RCL, así como los residuos P1 y 

P1’ cuyo enlace peptídico es escindido por las proteasas de serina (Figura 6). 
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Figura 4: Análisis filogenético de los inhibidores de proteasas de serina del tipo Kunitz, Kazal y Serpinas 

de Trichinella spiralis 

 

 

Figura 5: Predicción de dominios de la súper familia de las serpinas 
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Figura 6: Alineamiento del dominio RCL de las serpinas anotadas. Extremo N terminal (NT), Extremo C 

terminal (CT). 

 

7.2 Síntesis del ADN complementario 

 Previo a la amplificación de las secuencias codificantes, es necesario sintetizar el 

ADNc a partir de los transcritos presentes en el ARN total de las LM y los Ad de 

Trichinella spiralis, ya que al tratarse de un organismo eucariota la amplificación directa 

de su ADNg incluiría intrones, es decir, elementos no codificantes. Luego de realizar la 

extracción del ARN total (6.6) se sintetizó el ADNc por RT PCR (6.8). Para 

corroborarlo, se realizó la amplificación de un fragmento de 419 pb del gen que codifica 

la sub unidad 18S del ARNr de T. spiralis (Figura 7). 

 
Figura 7: Amplificación por PCR de la subunidad 18S del ARNr de T. spiralis. Electroforesis en gel de 

agarosa al 1%. 
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7.3 Amplificación de los transcritos Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 

 Para la amplificación de las serpinas anotadas se diseñaron primers específicos 

(6.7) para la obtención de la secuencia completa codificante. En las Figura 8, 9 y 10 se 

esquematizan las secuencias nucleotídicas, así como la traducción de los transcritos para 

Tsp_00173, Tsp_00174 y Tsp_01570 respectivamente. 

A) 

 
ATGTTTTGTTGTCTCTGCGAGCGGAATGATACTCTCGAAAAATGTATTTCTTATCCAAAACTTCCATCTGC

TATAGGGCCTTTTACTCAAGGTCCCGATGTACCCATTCCATTACCACCGGATAACATGGACACGGTTGTTC

TAAGTGATGAAGAAAGTAGCGAAGAAACCATCAGTGAGAGTGACTTTGAAACAGAGCATAAAAATACACCT

CAGCTCTTTACACAGTCGTACTTCGGCACCCCTGACTACCTACACAGAAATCAAGGTTGTTCATTTGAATC

GGCGGTTGTGAAGGAGCTGTACCGTCCACTTGATATCGAAAAGACCCGAAGCTCACCTTACCACCCGCAAG

GAAATAGACTAGCGGAGAGATTGAACCACACTCTCCTCGTTATGTTGTCCATCATGGTCGACAGGAACCCA

CACCAGTGGAATGAAATGCTGACGTACAACAACAGCGTCCACGAGAGCACAGGCGTAACACCGGCAACCGC

CATGTTCAGGAGAGCTACCGCTGGACACCCAGATAGGGAACCCGCCCGAACAAGTGGGATTTTGCACTGTC

ATGATTCGGTTGTCACTTGCTCGTCTTTCTGCTTCTTCTTCCTTTATTGTGGAATTGTTGTGAACGAAATG

GAAACAGAAATTGCAAAACCATTAGCTGATTTCGCTTATTCGCTTTATCAATTGGAAGAAGCAGGAAATGT

ATTCTTTTCACCAGTATCGATTTTTCTGGCACTTGCAATGGTATTTTTTGGATCCAACGGTAATACAAATA

CTCAACTGCTGAATGTGATGTTCAAAGCTGGCTGGAAGAAAAATCGTACAAAAAAGGCAATGCGGTCGTTC

GTTTCATCGCTCACCATCGATGAATACTATGATGCTTCTTTGAAATTGGCCAATCGATTGTATGCTAATGA

TCAATATCCAATATTGCATCCATTTCTTAAAGATGTGAAAAGATATCTATCAAGTGATTTGGTTAGTGTAA

ATTTTGCCGACACTGAAGCAGCACGTTTGCAGATTAATAAGTGGGTGAGCGATCAGACGAATCATAAAATC

AACGATTTGCTTCAATCTGGAACAGTTGAGGCAAATACTCGCCTTATCGCCGTCAACGCAATTTATTTCAA

AGCCTCTTGGGATGAGGTTTTCGACGAAGCACATACAAAGCCGAAAAAATTTTATCCAACACCGCACAGTT

CAATTAAAATACCAATGATGACACAGACAAATGGATATTCGTATTATGAAACTGAAGATTATCAATTTCTT

GGAATGGATTATTATCCAGAATATCTTAAAATGTTCATTTTATTACCAAAGTCAGGAAAAACACTTTCTGA

ATTACAACAAAAGTTTAATGGAGAAACTCTGTTAAATTTGGTATCCAAAGTTAGCGGTGCTGAAGTGAAAG

TGACAATTCCAAAAATGAAGTTTGAGAAACAGATGAATTTAGTTGAAGCATTGAAGAAACTTGGTATAGAA

GATCTTTTCATTCCTGGAAAAGCAGATCTTTCTGGAATTTGTGTTAAAGAAAAGCTTTATGTATCTGATAT

TGTTCACAAAGCGTATCTAGAGTTCAATGAAGAAGGAACTGAAGCAGCAGCAGCGACCGCCGTTCGCATAG

TACCCATGTCCGGCGTTATGTATGAAGACAGTTTTGAATTTGTTGCTGATCATCCATTTCTTTTCTTCATC

TTTGACAGCAGATCAAAAGCGATTCTTTTTATTGGACGTTTTTCTGATTTTTTTGTCTAG 

 

B) 

 
MFCCLCERNDTLEKCISYPKLPSAIGPFTQGPDVPIPLPPDNMDTVVLSDEESSEETISESDFETEHKNTP

QLFTQSYFGTPDYLHRNQGCSFESAVVKELYRPLDIEKTRSSPYHPQGNRLAERLNHTLLVMLSIMVDRNP

HQWNEMLTYNNSVHESTGVTPATAMFRRATAGHPDREPARTSGILHCHDSVVTCSSFCFFFLYCGIVVNEM

ETEIAKPLADFAYSLYQLEEAGNVFFSPVSIFLALAMVFFGSNGNTNTQLLNVMFKAGWKKNRTKKAMRSF

VSSLTIDEYYDASLKLANRLYANDQYPILHPFLKDVKRYLSSDLVSVNFADTEAARLQINKWVSDQTNHKI

NDLLQSGTVEANTRLIAVNAIYFKASWDEVFDEAHTKPKKFYPTPHSSIKIPMMTQTNGYSYYETEDYQFL

GMDYYPEYLKMFILLPKSGKTLSELQQKFNGETLLNLVSKVSGAEVKVTIPKMKFEKQMNLVEALKKLGIE

DLFIPGKADLSGICVKEKLYVSDIVHKAYLEFNEEGTEAAAATAVRIVPMSGVMYEDSFEFVADHPFLFFI

FDSRSKAILFIGRFSDFFV 

 

Figura 8: Representación de la (A) secuencia codificante completa y (B) traducción del transcrito del gen 

Tsp_00173. Lo subrayado en rojo representa las bases nucleotídicas que se hibridan con el oligo en 5’, en 

rojo con el oligo en 3’ y en amarillo se localiza el motivo RCL. 
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A) 
 
ATGGAATCAAAAAGTTTCAATGAAGTCACCGAATTCATTTGGAAATTATTCCAAAAAATCAAAAGCTCCAA

AAAAGTTTCGGAATGTATTTTCTTATCACCAATGTCAGTGTTGCTTGCAATTGGTATGGCATATTTTGGAG

CAGCTGGAAAAACAAAACTAGAAATTCAACGAGCCATCTTCGGTGATACAGCAAAGGAGAAAGATGTACGA

GCACTGTTTGTGGAAATTAATAAAATTTTAACAACAGAAAGCAAAAATTTCAATAAAGTGAAATTGCTCGT

CGCAAACTGCGTTTACATTCAAGAAGGATTCAAACTGCTGACTCCTTATGTTGAGGATATTAAAAAAATCT

CCTCAGACATCATCGAGGTGGATTTTATGGATATTAAAGAGGCAAGATTGGTGATCAATCAATGGATTTGT

AATAAAACTGAACGAAAAATTGAAAATCTCATTCCACCTGGTCTTCTACAACCAATTACAACATCAGTGAT

CGCGAATGCTATATATTTCAAAGCGCAATGGGCAAGACGATTCGAAGTACAAAATACTGTTAATTCTGATT

TTTTCTGTGATGAAATTCGCAGAATTAAAGTGAAAATGATGCGTGACAAGCAAGAATTTTATTATTATGAA

AATGAACTTTGCCAACTTTTGGGAATCAGTTACAAAGAGAACAATTTTTGGATGTATATTTTACTGCCCAA

GCAACGATTCGCGTTGGAAGAGATGGAAAATTCATTGACAAGCAGTCAATTAGCAGAAATGTTTCAAAACG

GTGCTATGGTTGATGTTACTGTAAAAATTCCAAAATTCACTTTCACCAGCGCATTAAACATGAAAGACGTG

CTAACTGAGCTTGGAATGGGCATCATTTTTGATGGTGAAAATGCTGATTTTTCCAAAATTTGCAAAAGGAA

AGACATTTTCGTCTCTGATATTTTGCACAAAGCATTTTTAGAAGTAAATGAAGAAGGCACTGAAGCCGCTG

CGGCAACAGCCGTGACAATGACAGACAAAGCAGCGGTGATGCCATCAAAGCAACTTTTTTTTGTTGCAGAT

CATCCATTTTTATTTTTCATTTGCAATCCAAAAAATTGCATACCACTATTTTTGGGTCGCTACACTGGTCT

AAACGTCAAATCAGATAATGCTGAAACCAAATGCATTCAGTACGCTCCCTTCACATCAGTTTAA 

 

B) 

 
MESKSFNEVTEFIWKLFQKIKSSKKVSECIFLSPMSVLLAIGMAYFGAAGKTKLEIQRAIFGDTAKEKDVR

ALFVEINKILTTESKNFNKVKLLVANCVYIQEGFKLLTPYVEDIKKISSDIIEVDFMDIKEARLVINQWIC

NKTERKIENLIPPGLLQPITTSVIANAIYFKAQWARRFEVQNTVNSDFFCDEIRRIKVKMMRDKQEFYYYE

NELCQLLGISYKENNFWMYILLPKQRFALEEMENSLTSSQLAEMFQNGAMVDVTVKIPKFTFTSALNMKDV

LTELGMGIIFDGENADFSKICKRKDIFVSDILHKAFLEVNEEGTEAAAATAVTMTDKAAVMPSKQLFFVAD

HPFLFFICNPKNCIPLFLGRYTGLNVKSDNAETKCIQYAPFTSV 

 

Figura 9: Representación de la (A) secuencia codificante completa y (B) traducción del transcrito del gen 

Tsp_00174. Lo subrayado en rojo representa las bases nucleotídicas que se hibridan con el oligo en 5’, en 

rojo con el oligo en 3’ y en amarillo se localiza el motivo RCL. 
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A) 

 
ATGTCGTCCGTCAATTTCGACATTAGCATGGCTAATTTTGCGATGGAGTTGTACCGTCAGTCGTTTAACAA

CCAATCCAACGTCTTCTTCTCGCCCTGTTCGATTGTTTTAACGTTGGCGATGACTTATTTCGGCTCTTCCG

GTACGACGAAGCAGCAGTTGAAGGATCGCCTGTTCAGTCTGTTGCCGGCATATTTGGCTCGAATACGGCAA

ACATTCAAAGCTGACGTGGATCTAATGGATTTCAGCAACGGCGCCGCCGCTGCTGAGAAGATCAACCGTTG

GGTGGCGAACGAGACGAACGATAAGATACAAAATTTAATCCCTCTGGATGTGCTGGACGAAATGACGTGTC

TGGTGTTGGTGAACGCGATTTATTTCAAAGGCAACTGGCAGACGAGATTTGCCCGAGAATCCACTTCCAAG

CAATATTTTTCCGTCGACCAAAATACAAACAAGCTGGTGGACATGATGCATGTCAACGATACGTTCAGGCA

TGCCGAATACGAGCAGTTTCAAATTTTGCAATTACCATACGAAAACTCCAAATTAGCAATGTGCGTTCTGC

TACCAAAAGAGAAGTTCGGTTTGGAAAAATTAGCCAGCCAGTTGAGTGGAGAACAATTGCTGGACTATATG

GAAGAGATGATCAGTAAAAAAGTTTCAATCACGTTTCCAAAGTTCAAACTTGAAGAAACATTGCCGTTGAA

AAAAATTTTACTCCAACTCGGCTTAACAAGCATGTTCGACCACAGTATGGCCGATTTTTCCATGATGACTG

GCGACCGTAGTGTCATCGTTTCGGATGCTTTTCACAAAGCACAAATCGAAGTAATCGTACCCATCGTGCAC

AACACTCACTACACGGGCAGGTTATTTGTAAATGAAGAAGGAAGCGAAGCTTCTGCAGCCACAGCAGTCGT

AGCAATGCTGAGAAGTGCGCAACATGTTGCACCTCCAGCCGTATTTATTGCTGACCATCCATTTATGTTCT

TAATTGCCGACATGCAAACGCAAACAATATTGTTCATGGGAAGCTATCGTGGTTAA 

 

B) 

 
MSSVNFDISMANFAMELYRQSFNNQSNVFFSPCSIVLTLAMTYFGSSGTTKQQLKDRLFSLLPAYLARIRQ

TFKADVDLMDFSNGAAAAEKINRWVANETNDKIQNLIPLDVLDEMTCLVLVNAIYFKGNWQTRFARESTSK

QYFSVDQNTNKLVDMMHVNDTFRHAEYEQFQILQLPYENSKLAMCVLLPKEKFGLEKLASQLSGEQLLDYM

EEMISKKVSITFPKFKLEETLPLKKILLQLGLTSMFDHSMADFSMMTGDRSVIVSDAFHKAQIEVIVPIVH

NTHYTGRLFVNEEGSEASAATAVVAMLRSAQHVAPPAVFIADHPFMFLIADMQTQTILFMGSYRG 

 

Figura 10: Representación de la (A) secuencia codificante completa y (B) traducción del transcrito del 

gen Tsp_01570. Lo subrayado en rojo representa las bases nucleotídicas que se hibridan con el oligo en 5’, 

en rojo con el oligo en 3’ y en amarillo se localiza el motivo RCL. 

 

 Se realizaron las amplificaciones con los primers correspondientes (6.7) y las 

reacciones se resolvieron en un gel de agarosa al 1 % (Figura 11).  

 
 
Figura 11: Amplificación de la secuencia codificante completa de los genes Tsp_00173, Tsp_00174 y 

Tsp_01570, utilizando como templados (A) el ADNc de LM y (B) Ad de T. spiralis. Electroforesis en gel 

de agarosa al 1%. 
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 Para la amplificación, se utilizó un gradiente de temperaturas de alineamiento de 

los 65 °C hasta los 62 °C. En la Figura 11A se observa que no se obtuvo ningún 

amplicón para los transcritos Tsp_00173 y Tsp_00174, mientras que para Tsp_01570 se 

obtuvo un amplicón de 1190 pb. Sin embargo, esto no corresponde con el tamaño 

teórico de 1091 pb. Al no obtener productos de PCR para Tsp_00173 y Tsp_0174, se 

probó utilizar como templado el ADNc obtenido del ARN total de los Ad de T. spiralis, 

considerando que los transcritos para esos dos genes se encuentran en la fase de adulto 

(Figura 11B). Sin embargo, se obtuvo el mismo resultado que con el templado de la fase 

de LM. Es necesario resaltar que el amplicón que corresponde a Tsp_01570 fue de un 

tamaño de 1190 pb, lo que coincide con el producto de PCR obtenido con el templado de 

LM, pero contrasta con el tamaño teórico. Al no obtener la secuencia codificante 

completa de los genes ya mencionados, se continuó con el protocolo de clonación, 

utilizando como inserto el producto de PCR de Tsp_01570. 

7.4 Clonación del transcrito Tsp_01570 en E. coli DH5α 

 Los productos de PCR de la secuencia codificante del gen Tsp_01570 fueron 

purificados (6.10) y el plásmido pPICZαA vacío se extrajo de un cultivo de E. coli 

DH5α (6.12). Para llevar a cabo la inserción del transcrito de la serpina en el vector de 

clonación, el producto amplificado generado cuenta con dos sitios de restricción: el sitio 

de restricción Xho I en el extremo 5’ y el sitio Not I en el extremo 3’, los cuales también 

se localizan en el sitio de clonación múltiple de pPICZαA (Figura 12). 
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Figura 12: Estrategia de clonación de la serpina Tsp_01570 en el plásmido pPICZαA. Tanto en la 

secuencia completa codificante como en el sitio de clonación múltiple se encuentran los sitios de 

restricción Xho I y Not I, lo que permite al transcrito insertarse en el vector. El vector de 

clonación/expresión cuenta con el epítopo c-Myc, la etiqueta de histidinas y el codón de terminación de la 

proteína recombinante. 

 

Tanto el inserto como el vector fueron sometidos a un ensayo de digestión con las 

enzimas de restricción previamente mencionadas (Figura 13). 

 

Figura 13: Reacción de digestión en simultáneo con las enzimas de restricción Xho I y Not I. 

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. 
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 Al digerir con Xho I y con Not I, el plásmido se linearizó, por lo que se pudo 

apreciar un tamaño de aproximadamente 3.6 kb. En contraste, no fue posible diferenciar 

el tamaño del inserto digerido (1190 pb) contra el control sin digerir (1174 pb). Previo al 

ensayo de restricción, el plásmido digerido fue purificado (6.14) para evitar que el 

remanente no digerido pudiera generar falsos positivos al sembrar las células 

transformadas de E. coli DH5α. 

 Al término de los ensayos de restricción, el inserto y el vector fueron ligados 

(6.15) y las reacciones de ligación fueron utilizadas para la transformación de células 

electrocompetentes de E. coli DH5α (6.17). Finalmente, las células electroporadas con la 

reacción de ligación, así como sus respectivos controles se sembraron en placas con 

medio LB + Zeocina (100 μg/mL), las cuales se incubaron a 37 °C por 24 h (Figura 14). 

 

Figura 14: Clonación del transcrito Tsp_01570 en Escherichia coli DH5α. (A) Control de antibiótico, (B) 

Control de viabilidad, (C) Control de electroporación y (D) Ligación de Tsp_01570 con pPICZαA. 
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 Al sembrar las células de E. coli electroporadas con agua libre de nucleasas en 

placas con medio LB + Zeocina (100 μg/mL), no se observó el crecimiento de ninguna 

colonia, por lo que  se validó la estabilidad del fármaco en el medio de selección 

(Figura 14A), por otro lado, cuando estas mismas células se inocularon en medio LB sin 

Zeocina, se observó un crecimiento tipo césped, validando la viabilidad de las células de 

E. coli DH5α luego de ser electroporadas (Figura 14B). Cuando se sembraron células 

electroporadas con el vector pPICZαA, se obtuvo una gran cantidad de colonias aisladas 

(Figura 14C), a diferencia de las colonias obtenidas por la transformación con la 

reacción de ligación de Tsp_01570 y el vector, las cuales estaban más aisladas y en 

menor cantidad (Figura 14D). 

 Las colonias obtenidas, producto de la transformación con la reacción de 

ligación, fueron resguardadas en placas con medio LB + Zeocina (100 μg/mL) y se 

crecieron en tubos con caldo LB + Zeocina (100 μg/mL) para su posterior verificación. 

7.5 Caracterización de los vectores recombinantes 

 A partir de los cultivos con caldo LB + Zeocina (100 μg/mL) se extrajo el ADN 

plasmídico de las células de E. coli DH5α transformadas por medio de lisis alcalina 

(6.18). Luego se hizo el tamizaje de los plásmidos de las colonias obtenidas, esto por 

medio del corrimiento electroforético en geles de agarosa (Figura 15). 
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Figura 15: Tamizaje del ADN plasmídico de las clonas de Escherichia coli obtenidas en el ensayo de 

transformación de las células de DH5α. pPICZαA WT corresponde a un plásmido vacío utilizado como 

control negativo. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

 

 Se realizó una búsqueda exhaustiva de los plásmidos que presentaron un retraso 

en la migración, producto de la incorporación del inserto Tsp_01570 en pPICZαA, 

haciéndolo más pesado con respecto a los plásmidos vacíos. Al analizar 75 clonas, se 

encontró que la número 65 tenía este patrón, por lo que se utilizó su plásmido para la 

verificación con enzimas de restricción (Figura 16). 

 

Figura 16: Verificación de las clonas recombinantes por ensayos de restricción. (A) Linearización del 

plásmido de la clona 65 con Xho I. (B) Liberación del inserto con la digestión en simultáneo Xho I/Not I. 

(C) Pérdida del sitio Eco RI. Electroforesis en geles de agarosa al 1%. 

 

 Al realizar una reacción de digestión con la enzima Xho I, los plásmidos 

adquirieron una conformación lineal, por lo que al comparar el tamaño del ADN 
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plasmídico de las clonas control con respecto a la clona 65, se encontró una diferencia 

de 1.2 kb, lo que corresponde al tamaño del inserto (Figura 16A). Al realizar una 

digestión en simultáneo con Xho I y Not I, se evidenció esta diferencia, distinguiendo así 

una banda de 3.6 kb correspondiendo al vector pPICZαA y el inserto de 1.2 kb (Figura 

16B). La presencia del segundo sitio Xho-I representó la posibilidad de que el inserto se 

uniera de forma incorrecta en el vector, generando una proteína cuyo extremo N 

terminal contaría con 13 aminoácidos adicionales comparado con la proteína nativa, lo 

que podría comprometer el mecanismo de acción de la proteína. Al evaluar la digestión 

del plásmido de la clona 65 con Eco RI, no se linearizó, a diferencia del plásmido de las 

clonas control, por lo que el inserto Tsp_01570 fue correctamente insertado en el vector 

pPICZαA (Figura 16C). 

7.6 Transfección de la construcción Tsp_011570/pPICZαA en P.pastoris 

SMD1168H 

 El vector pPICZαA cuenta con un sitio Sac I en la secuencia promotora de 

AOX1, el cual al ser escindido permite si integración en el genoma de la levadura P. 

pastoris SMD1168H por recombinación homóloga. Se utilizó la construcción 

Tsp_01570/pPICZαA de la clona 65 y se linearizó con la enzima Sac I (Figura 17). 
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Figura 17: Linearización de la construcción Tsp_01570/pPICZαA con la enzima de restricción Sac I. 

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

 

 Luego del ensayo de restricción, las digestiones fueron utilizadas para la 

transformación de células electrocompetentes de P pastoris SMD1168H (6.22). 

Finalmente, las células electroporadas con la digestión, así como sus respectivos 

controles fueron sembraron en placas con medio YPD + Zeocina (100 μg/mL), las 

cuales se incubaron a 30 °C por 48 h (Figura 18). 

 

Figura 18: Transfección de la construcción Tsp_01570/pPICZαA en Pichia  pastoris SMD1168H 

 

 Después del tiempo de incubación, se revisaron las placas, obteniendo un total de 

8 colonias aisladas en las 3 placas inoculadas. Las colonias fueron respaldadas en una 

placa con medio YPD y se inocularon en caldo YPD para la genotipificación de las 

clonas recombinantes. 

7.7 Genotipificación de las clonas de P. pastoris SMD1168H recombinantes 
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 Luego de crecer las clonas de P. pastoris SMD1168H recombinantes en caldo 

YPD se realizó la extracción del ADNg (6.23) para ser utilizado como templado para la 

genotipificación por PCR. Para ello se utilizaron los oligos (6.7) AOX1-F y AOX1-R 

para una caracterización indirecta (Figura 19A), y los iniciadores Tsp_01570-F y 

Tsp_01570 R para la genotipificación directa (Figura 19B). 

 

 

 

Figura 19: Caracterización de las clonas recombinantes de Pichia pastoris SMD1168H. (A) 

Genotipificación indirecta con oligos específicos para AOX1. (B) Genotipificación directa con oligos 

específicos para el transcrito Tsp_01570. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

 

 En la genotipificación indirecta (Figura 19A), a diferencia del control negativo 

en donde solo se obtuvo el producto amplificado de 2,200 pb del gen AOX1 endógeno, 

en las clonas analizadas se observa también una banda de 1778 pb, que corresponde al 

tamaño del transcrito de 1190 pb obtenido en la verificación directa (Figura 19B) más 

un segmento de 588 pb del gen AOX1. 

7.8 Análisis por secuenciación de Sanger de las clonas de P. pastoris SMD1168H 

recombinantes 
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 Con el fin de validar que las levaduras recombinantes contaran con el casete de 

expresión y que este no presentara ninguna alteración en el marco de lectura para la 

expresión de la serpina, se purificaron los productos de PCR correspondientes (6.25). 

Estos fueron enviados para su secuenciación por el método de Sanger a la compañía 

Eurofins Genomics. Las secuencias obtenidas se analizaron contra el transcrito de 

referencia de las serpina Tsp_01570 (XM_003377332.1) utilizando el programa Serial 

Cloner 2.6.1 (Figura 20). 

Alignment of Sequence_1:  [Tsp_01570_REFERENCIA.fasta] with  Sequence_2: 

[Tsp_01570_VARIANTE.txt.xdna]  

 

Similarity : 999/1122 (89.04 %) 

 

             M  S  S  V  N  F  D  I  S  M  A  N  F  A  M  E  L  Y  R  Q   

Seq_1  1     ATGTCGTCCGTCAATTTCGACATTAGCATGGCTAATTTTGCGATGGAGTTGTACCGTCAG  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  1     ATGTCGTCCGTCAATTTCGACATTAGCATGGCTAATTTTGCGATGGAGTTGTACCGTCAG  60 

             M  S  S  V  N  F  D  I  S  M  A  N  F  A  M  E  L  Y  R  Q   

 

 

             S  F  N  N  Q  S  N  V  F  F  S  P  C  S  I  V  L  T  L  A   

Seq_1  61    TCGTTTAACAACCAATCCAACGTCTTCTTCTCGCCCTGTTCGATTGTTTTAACGTTGGCG  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  61    TCGTTTAACAACCAATCCAACGTCTTCTTCTCGCCCTGTTCGATTGTTTTAACGTTGGCG  120 

             S  F  N  N  Q  S  N  V  F  F  S  P  C  S  I  V  L  T  L  A   

 

 

             M  T  Y  F  G  S  S  G  T  T  K  Q  Q  L  K  D  R  L  F  S   

Seq_1  121   ATGACTTATTTCGGCTCTTCCGGTACGACGAAGCAGCAGTTGAAGGATCGCCTGTTCAGT  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  121   ATGACTTATTTCGGCTCTTCCGGTACGACGAAGCAGCAGTTGAAGGATCGCCTGTTCAGT  180 

             M  T  Y  F  G  S  S  G  T  T  K  Q  Q  L  K  D  R  L  F  S   

 

 

                                                                          

Seq_1  181   ------------------------------------------------------------  180 

             ############################################################ 

Seq_2  181   GTTTCCGACGACCAACTGCAGACCAGCCTGGAGGGGATTTTCCAATCATTGCAAGGCGAT  240 

             V  S  D  D  Q  L  Q  T  S  L  E  G  I  F  Q  S  L  Q  G  D   

 

 

                                                                          

Seq_1  181   ------------------------------------------------------------  180 

             ############################################################ 

Seq_2  241   CCTGACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAGCAGCAGCTCACGATGCAGCTTCATTTAGCC  300 

             P  D  H  H  H  H  Q  Q  Q  Q  Q  Q  L  T  M  Q  L  H  L  A   
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                                           L  L  P  A  Y  L  A  R  I  R   

Seq_1  181   ------------------------------CTGTTGCCGGCATATTTGGCTCGAATACGG  210 

             ##############################|||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  301   AACCGGCTTTTCGCTCGTAAAAGTCTGAAGCTGTTGCCGGCATATTTGGCTCGAATACGG  360 

             N  R  L  F  A  R  K  S  L  K  L  L  P  A  Y  L  A  R  I  R   

 

 

             Q  T  F  K  A  D  V  D  L  M  D  F  S  N  G  A  A  A  A  E   

Seq_1  211   CAAACATTCAAAGCTGACGTGGATCTAATGGATTTCAGCAACGGCGCCGCCGCTGCTGAG  270 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  361   CAAACATTCAAAGCTGACGTGGATCTAATGGATTTCAGCAACGGCGCCGCCGCTGCTGAG  420 

             Q  T  F  K  A  D  V  D  L  M  D  F  S  N  G  A  A  A  A  E   

 

 

             K  I  N  R  W  V  A  N  E  T  N  D  K  I  Q  N  L  I  P  L   

Seq_1  271   AAGATCAACCGTTGGGTGGCGAACGAGACGAACGATAAGATACAAAATTTAATCCCTCTG  330 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  421   AAGATCAACCGTTGGGTGGCGAACGAGACGAACGATAAGATACAAAATTTAATCCCTCTG  480 

             K  I  N  R  W  V  A  N  E  T  N  D  K  I  Q  N  L  I  P  L   

 

 

             D  V  L  D  E  M  T  C  L  V  L  V  N  A  I  Y  F  K  G  N   

Seq_1  331   GATGTGCTGGACGAAATGACGTGTCTGGTGTTGGTGAACGCGATTTATTTCAAAGGCAAC  390 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  481   GATGTGCTGGACGAAATGACGTGTCTGGTGTTGGTGAACGCGATTTATTTCAAAGGCAAC  540 

             D  V  L  D  E  M  T  C  L  V  L  V  N  A  I  Y  F  K  G  N   

 

 

             W  Q  T  R  F  A  R  E  S  T  S  K  Q  Y  F  S  V  D  Q  N   

Seq_1  391   TGGCAGACGAGATTTGCCCGAGAATCCACTTCCAAGCAATATTTTTCCGTCGACCAAAAT  450 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  541   TGGCAGACGAGATTTGCCCGAGAATCCACTTCCAAGCAATATTTTTCCGTCGACCAAAAT  600 

             W  Q  T  R  F  A  R  E  S  T  S  K  Q  Y  F  S  V  D  Q  N   

 

 

             T  N  K  L  V  D  M  M  H  V  N  D  T  F  R  H  A  E  Y  E   

Seq_1  451   ACAAACAAGCTGGTGGACATGATGCATGTCAACGATACGTTCAGGCATGCCGAATACGAG  510 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  601   ACAAACAAGCTGGTGGACATGATGCATGTCAACGATACGTTCAGGCATGCCGAATACGAG  660 

             T  N  K  L  V  D  M  M  H  V  N  D  T  F  R  H  A  E  Y  E   

 

 

             Q  F  Q  I  L  Q  L  P  Y  E  N  S  K  L  A  M  C  V  L  L   

Seq_1  511   CAGTTTCAAATTTTGCAATTACCATACGAAAACTCCAAATTAGCCATGTGCGTTCTGCTA  570 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  661   CAGTTTCAAATTTTGCAATTACCATACGAAAACTCCAAATTAGCCATGTGCGTTCTGCTA  720 

             Q  F  Q  I  L  Q  L  P  Y  E  N  S  K  L  A  M  C  V  L  L   

 

 

             P  K  E  K  F  G  L  E  K  L  A  S  Q  L  S  G  E  Q  L  L   

Seq_1  571   CCAAAAGAGAAGTTCGGTTTGGAAAAATTAGCCAGCCAGTTGAGTGGAGAACAATTGCTG  630 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  721   CCAAAAGAGAAGTTCGGTTTGGAAAAATTAGCCAGCCAGTTGAGTGGAGAACAATTGCTG  780 

             P  K  E  K  F  G  L  E  K  L  A  S  Q  L  S  G  E  Q  L  L   

 

 

             D  Y  M  E  E  M  I  S  K  K  V  S  I  T  F  P  K  F  K  L   

Seq_1  631   GACTATATGGAAGAGATGATCAGTAAAAAAGTTTCAATCACGTTTCCAAAGTTCAAACTT  690 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  781   GACTATATGGAAGAGATGATCAGTAAAAAAGTTTCAATCACGTTTCCAAAGTTCAAACTT  840 

             D  Y  M  E  E  M  I  S  K  K  V  S  I  T  F  P  K  F  K  L   
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             E  E  T  L  P  L  K  K  I  L  L  Q  L  G  L  T  S  M  F  D   

Seq_1  691   GAAGAAACATTGCCGTTGAAAAAAATTTTACTCCAACTCGGCTTAACAAGCATGTTCGAC  750 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  841   GAAGAAACATTGCCGTTGAAAAAAATTTTACTCCAACTCGGCTTAACAAGCATGTTCGAC  900 

             E  E  T  L  P  L  K  K  I  L  L  Q  L  G  L  T  S  M  F  D   

 

 

             H  S  M  A  D  F  S  M  M  T  G  D  R  S  V  I  V  S  D  A   

Seq_1  751   CACAGTATGGCCGATTTTTCCATGATGACTGGCGACCGTAGTGTCATCGTTTCGGATGCT  810 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  901   CACAGTATGGCCGATTTTTCCATGATGACTGGCGACCGTAGTGTCATCGTTTCGGATGCT  960 

             H  S  M  A  D  F  S  M  M  T  G  D  R  S  V  I  V  S  D  A   

 

 

             F  H  K  A  Q  I  E  V  I  V  P  I  V  H  N  T  H  Y  T  G   

Seq_1  811   TTTCACAAAGCACAAATCGAAGTAATCGTACCCATCGTGCACAACACTCACTACACGGGC  870 

             |||||||||||||||||||||||||################################### 

Seq_2  961   TTTCACAAAGCACAAATCGAAGTAA-----------------------------------  985 

             F  H  K  A  Q  I  E  V  N                                    

 

 

             R  L  F  V  N  E  E  G  S  E  A  S  A  A  T  A  V  V  A  M   

Seq_1  871   AGGTTATTTGTAAATGAAGAAGGAAGCGAAGCTTCTGCAGCCACAGCAGTCGTAGCAATG  930 

             #############||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  986   -------------ATGAAGAAGGAAGCGAAGCTTCTGCAGCCACAGCAGTCGTAGCAATG  1032 

                            E  E  G  S  E  A  S  A  A  T  A  V  V  A  M   

 

 

             L  R  S  A  Q  H  V  A  P  P  A  V  F  I  A  D  H  P  F  M   

Seq_1  931   CTGAGAAGTGCGCAACATGTTGCACCTCCAGCCGTATTTATTGCTGACCATCCATTTATG  990 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  1033  CTGAGAAGTGCGCAACATGTTGCACCTCCAGCCGTATTTATTGCTGACCATCCATTTATG  1092 

             L  R  S  A  Q  H  V  A  P  P  A  V  F  I  A  D  H  P  F  M   

 

 

             F  L  I  A  D  M  Q  T  Q  T  I  L  F  M  G  S  Y  R  G  *   

Seq_1  991   TTCTTAATTGCCGACATGCAAACGCAAACAATATTGTTCATGGGAAGCTATCGTGGTTAA  1050 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  1093  TTCTTAATTGCCGACATGCAAACGCAAACAATATTGTTCATGGGAAGCTATCGTGGT---  1122 

             F  L  I  A  D  M  Q  T  Q  T  I  L  F  M  G  S  Y  R  G 

 

Figura 20: Alineamiento del producto de la secuenciación del casete de expresión Tsp_01570/AOX1 de 

una clona recombinante de Pichia pastoris SMD1168H (Tsp_01570_VARIANTE) contra el transcrito 

Tsp_01570 de referencia (Tsp_01570_REFERENCIA). En verde se señalan los nucleótidos homólogos, 

en rojo los no coincidentes y en amarillo el dominio RCL. 

 

 Al analizar la secuencia obtenida por PCR del casete de expresión 

Tsp_01570/AOX1 de una de las clonas recombinantes, ahora denominada variante, con 

respecto al transcrito de referencia, se identificaron dos diferencias notables. La primera, 

consiste en la presencia del intrón I de 150 pb (50 aminoácidos) en la secuencia variante 

y reportada en la base de datos de GenBank (Gene ID: 10911629). El intrón se localiza 
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entre el nucleótido 180 y el 331 de la variante. La segunda inconsistencia se localiza 

entre los nucleótidos 834 y 883 del transcrito de referencia que corresponde con el exón 

III, también anotado en GenBank. Esta secuencia de 48 nucleótidos (16 aminoácidos) se 

encuentra deletada en la variante. El resultado es una proteína de 383 aminoácidos 

correspondiente a la variante, contra 349 aminoácidos de la serpina de referencia. A 

pesar de esta diferencia de 34 aminoácidos, el marco de lectura no fue alterado, y la 

secuencia de nucleótidos coincide con el tamaño del producto amplificado del transcrito 

de la variante Tsp_01570 (1190 pb) con respecto al teórico de la referencia reportada 

(1091 pb).  

7.9 Evaluación del crecimiento de las clonas de P. pastoris SMD1168H 

recombinantes 

 Las clonas recombinantes Ts-C1, Ts-C2 y Ts-C3 de P. pastoris SMD1168H 

mostraron por genotipificación la presencia del casete de expresión ni alteraciones en su 

marco de lectura, por lo que fueron seleccionadas como candidatas a la evaluación de la 

producción de la serpina recombinante Tsp_01570. Estas fueron inoculadas en el medio 

BMMY para inducir la producción de proteínas con metanol al 1% siguiendo las 

condiciones estándar de pH 6.0 por un periodo de cuatro días (6.26). El crecimiento de 

las clonas recombinantes fue monitoreado haciendo una lectura de densidad óptica a 595 

nm cada 24 h hasta el término de la fermentación (Figura 21). 
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Figura 21: Cinética de crecimiento de las clonas recombinantes de Pichia pastoris SMD1168H 

 

 Analizando la cinética de crecimiento, este fue exponencial entre las 48 y las 72 

h, con ninguna diferencia entre las tres cepas recombinantes con respecto a la cepa 

silvestre SMD1168H, por lo que todas presentaron el fenotipo para metabolizar metanol 

Mut
+
. 

7.10 Caracterización de la serpina recombinante por medio de SDS PAGE y WB 

 Los sobrenadantes de las levaduras recombinantes fueron dializados (6.27) y la 

concentración de proteínas fue cuantificada (6.5), obteniendo un rango de 1.3 a 2.0 

mg/mL de proteína dializada. La clona Ts-C2 fue seleccionada para futuros análisis 

debido a que presentó una mayor tasa de producción con respecto a las otras. El 

sobrenadante dializado de la clona Ts-C2, así como las muestras purificadas por 

columna de níquel (6.30) y desaladas (6.30) fueron concentradas (6.28) para 

posteriormente ser resueltas por SDS PAGE y caracterizadas por WB (Figura 22). 
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Figura 22: Caracterización de la serpina Tsp_01570 recombinante por (A) SDS PAGE y (B) detección 

del c-Myc por Western Blot. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5%.  

 

 En el gel teñido con Coomassie (Figura 22A) se muestra un patrón de bandas 

predominante entre los marcadores de peso molecular de 38 y 49 kDa en el sobrenadante 

dializado de Ts-C2, y en la muestra purificada, producto de la unión de la etiqueta de 

histidinas a la resina de níquel, se generó un patrón de doble banda, el cual también fue 

consistente con la detección del c-Myc en el ensayo de Western Blot (Figura 22B). El 

peso teórico de la serpina recombinante es de 39.5 kDa, pero la presencia del intrón en el 

casete de expresión produjo una proteína de 43.5 kDa, lo cual coincide con la Figura 

22B. También es relevante mencionar que hay una mayor reactividad al c-Myc en la 

banda de menor peso molecular, lo que sugiere la predisposición de la levadura de 

secretar en mayor proporción la proteína de 39.5 kDa con respecto a la de 43.5 kDa 

producto del splicing alternativo. 

7.11 Efecto del pH  en la producción de Tsp_01570 recombinante 
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 Para descartar una posible retención de la secuencia señal, producto del 

procesamiento incompleto por la proteasa endógena de P. pastoris SMD1168H KEX2, 

la cual es una proteasa dependiente de pH en la vía secretora de la levadura, se realizó 

un ensayo de expresión de la serpina recombinante a un rango de pHs de 4.0 a 7.0 

(Figura 23). 

 

Figura 23: Expresión de la serpina Tsp_01570 recombinante a diferentes pHs 

 

 En el análisis por Western Blot, se mostró que a pH 6.0 y 7.0, solo se detectó la 

banda con el peso teórico esperado de 39.5 kDa, lo que indica el correcto procesamiento 

de la secuencia señal en la proteína recombinante. También es necesario mencionar que 

a pH 4.0 y 5.0, se detectaron dos bandas adicionales de bajo peso molecular, lo que 

podría estar relacionado con un aumento en la actividad proteolítica a pHs ácidos. 
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7.12 Análisis de la reactividad del suero anti-serpina por Dot Blot 

 Se produjo antisuero policlonal contra la serpina recombinante Tsp_01570 al 

inmunizar ratones de la cepa BALB/c  por vía peritoneal siguiendo el esquema de 

inmunización de la sección 6.32. Se realizó un pool con el suero de los ratones 

inmunizados, el cual se utilizó en el ensayo de Dot Blot  para determinar la capacidad de 

los anticuerpos generados para detectar la serpina recombinante Tsp_01570. Se encontró 

que en una dilución 1:10,000, el antisuero es capaz de detectar hasta 50 ng de la proteína 

recombinante (Figura 24). 

 
Figura 24: Ensayo de Dot Blot para determinar la reactividad del anti-suero policlonal contra la serpina 

Tsp_01570 recombinante. Dilución del suero 1:10,000. 

 

7.13 Localización de la serpina nativa en diferentes estadios del parásito 

 Luego de comprobar que el antisuero fuera capaz de reaccionar con la proteína 

recombinante Tsp_01570, este se utilizó para la detección de la serpina nativa en los 

extractos crudos de Trichinella spiralis de las fases de LM, Ad y en los antígenos E/S 

(Figura 25). 

 
Figura 25: Localización de la serpina Tsp_01570 nativa  en diferentes fases de Trichinella spiralis. (A) 

SDS PAGE. (B) Western Blot. 
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 En el Western Blot se encontró una banda tenue muy cercana al marcador de 

peso molecular de 38 kDa en el extracto crudo de T. spiralis en el estadio de Ad, lo que 

corresponde con la el peso teórico de la proteína nativa. 

7.14 Efecto bioquímico de la serpina Tsp_01570 recombinante contra la Tripsina 

 De acuerdo con el análisis filogenético, el RCL de la serpina Tsp_01570 de T. 

spiralis es igual que la serpina Tp-Serpin en T. pseudospiralis (Figura 6), por lo que se 

decidió probar su actividad inhibidora contra la tripsina, ya que ya se ha descrito en Tp-

Serpin su actividad bioquímica para esa proteasa de serina
[108]

. Para ello, se realizó un 

análisis de proteólisis empleando el substrato Nα-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida 

(BApNA). Cuando el substrato BApNA es procesado proteolíticamente por una serin 

proteasa con actividad del tipo tripsina, este generará un producto de color amarillo 

derivado de la hidrolisis de la p-NA y el Nα-Benzoil-L-arginina, siempre y cuando no 

sea inhibido por la serpina (Figura 26). 

 
Figura 26: Determinación de la actividad inhibitoria de la serpina Tsp_01570 recombinante contra la 

tripsina. (A) Si se forma el complejo Proteasa-Serpina, el sustrato no se hidroliza. (B) Si no se forma el 

complejo, la proteasa de serina descompone el sustrato  en Nα-Benzoil-L-arginina y P-nitroanilina, siendo 

este último detectado a 405 nm. 
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Después de incubar la serpina Tsp_01570 y la tripsina a diferentes 

concentraciones (6.36), se adicionó el sustrato cromogénico a la reacción de proteólisis y 

se monitoreó la liberación de p-NA midiendo su absorbancia a 450 nm durante una 

cinética de 2 h. Con base en esta se construyó una curva de calibración (Figura 27A) 

para determinar la relación entre la densidad óptica del analito y la concentración de p-

NA, para así poder interpolar la actividad de la tripsina a partir de las absorbancias 

obtenidas de sus reacciones proteolíticas (Figura 27B) empleando el sistema 

previamente definido (6.36). 

 
Figura 27: Caracterización del perfil inhibitorio de la serpina Tsp_01570 recombinante. (A) Curva de 

calibración de la concentración de p-NA con respecto a la lectura de las absorbancias a una longitud de 

onda de 450 nm. (B) Actividad de la tripsina contra la serpina Tsp_01570 a diferentes concentraciones. 

 

Se observó una taza de hidrólisis muy parecida entre las diferentes condiciones, 

excepto en el tratamiento con el inhibidor TLCK, por lo que la serpina recombinante 

Tsp_01570 no mostró actividad inhibitoria contra la tripsina. 

 

7.15 Efecto biológico de la serpina Tsp_01570 recombinante en monocitos de la 

línea celular THP-1 

 Se evaluó el efecto biológico de la serpina recombinante Tsp_01570 en el 

fenómeno de polarización de monocitos de la línea celular THP-1 (6.37). Para ello, 
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500,000 células fueron cultivadas y pre-diferenciadas con PMA por 1 día. A las 72 h 

fueron estimuladas con M-CSF, y finalmente recibieron un tratamiento durante 48 h con 

los siguientes estímulos: TNF y LPS para M1, IL-4 para M2, la serpina Tsp_01570 a una 

concentración de 5 μg/mL, y la coestimulación de M1 + serpina y M2 + serpina. Pasado 

este tiempo se realizaron tinciones (6.40) de las células adheridas para determinar la 

expresión de marcadores de maduración de los fenotipos M1 y M2, y se tomaron los 

sobrenadantes para determinar la secreción de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias (6.39). Previo a estos protocolos, se evaluó el efecto que podría tener la 

serpina en la viabilidad celular por medio de un ensayo de MTS (Figura 28), y se 

encontró que dentro de un rango de 5 a 0.625 μg no hubo un efecto citotóxico en los 

monocitos de la línea celular THP-1, por lo que se usó una concentración de 5 μg para 

los ensayos, la cual también se utilizó en los ensayos de polarización con la serpina de T. 

pseudospiralis
[108]

. 

Figura 28: Análisis de viabilidad celular en monocitos de la línea celular THP-1 estimulados con la 

serpina Tsp_01570 recombinante. (A) Cultivo celular in vitro de células THP-1 estimuladas a diferentes 

concentraciones. (B) Análisis de viabilidad por ensayo de MTS. 
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7.16 Efecto biológico de la estimulación con la serpina Tsp_01570 recombinante en 

la secreción de citocinas 

Para evaluar el efecto de la serpina en la secreción de citocinas, se cuantificaron 

IL-12p40 y TNF-α como citocinas pro-inflamatorias, e IL-4 e IL-10 como citocinas 

antiinflamatorias (Figura 29). 

Figura 29: Efecto de la estimulación de células THP-1 con la serpina Tsp_01570 recombinante en la 

secreción de citocinas (A) IL12p40, (B) IL-4, C) TNF-α y (D) IL-10. 

 

Tanto para IL-12p40 y TNF-alfa, el estímulo para la polarización con M1 indujo 

de forma significativa la secreción de estas citocinas, lo cual nos permitió validar el 

modelo de trabajo. Para M2 no se encontraron niveles detectables de estas citocinas, al 
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igual que en las células estimuladas con la serpina recombinante. En el tratamiento con 

la coestimulación M1-serpina, si hubo una liberación de citocinas significativa, sin 

embargo, esto se debe al efecto per se del INF-γ y el LPS, y no al de la serpina. Para IL-

4, se detectaron niveles significativos de esta citocina en las células THP-1 estimuladas 

para M2, lo que validó nuestro modelo. Lo mismo sucedió para el tratamiento en 

conjunto de serpina y M2. Sin embargo, esto se debe al efecto de IL-4 y no de la serpina, 

además que el efecto de la serpina sola no se logró detectar IL-4. Para el caso de IL-10, 

se encontró una secreción de IL en las células tratadas con INF-γ y LPS, así como el de 

M1 y serpina, sin embargo, no fue significativo al adicionar la serpina recombinante. La 

presencia de IL-10 en M1 tiene sentido, ya que su liberación fue producto de una 

respuesta de retroalimentación por parte de una respuesta pro-inflamatoria inducida por 

INF-γ y LPS. En resumen, la serpina no indujo la secreción de las citocinas y tampoco 

participa en su modulación. 

7.17 Efecto biológico de la estimulación con la serpina Tsp_01570 recombinante en 

la expresión de marcadores M1 y M2 

 También se evaluó el efecto de la serpina en la expresión de marcadores de 

maduración M1 y M2 (Figura 30). Para el caso de M1, se encontró que hubo una mayor 

expresión de CCR7 y CD86 con respecto al control, lo que valida el modelo de 

diferenciación utilizado. La serpina por sí sola no mostró un cambio en la expresión de 

estos marcadores. Finalmente, la expresión de CCR7 y CD86 en las células tratadas con 

estímulos para M1 y serpina muestra una diferencia significativa con respecto al control, 

pero no es significativo al comparar las células diferenciadas a M1. Por lo que se 
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concluyó que la serpina recombinante no tuvo un efecto directo en la expresión de 

CCR7 ni CD86, ni en la modulación de la polarización a M1. 

Figura 30: Efecto de la estimulación de células THP-1 con la serpina Tsp_01570 recombinante en la 

expresión de marcadores M1 (A). Fluorescencia total corregida para CCR7 (B) y CD86 (C). 

Para el fenotipo M2, se evaluaron los marcadores CD163 y CD206. En las 

células estimuladas con IL-4, se observó una expresión significativa de ambos 

marcadores, lo que validó el protocolo de diferenciación de células THP-1 al fenotipo 

M2 (Figura 31). También se reportó una expresión significativa en el estímulo de la 

serpina y la IL-4. Sin embargo, al comparar ambos tratamientos, no se encontró una 

diferencia significativa, por lo que el estímulo con la serpina no fue relevante en la 

polarización al fenotipo M2. De esta manera se pudo concluir que la serpina Tsp_01570 

recombinante no afectó en la expresión de CD163 y CD206, ni participó en la 

modulación de la diferenciación de macrófagos. 
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Figura 31: Efecto de la estimulación de células THP-1 con la serpina Tsp_01570 recombinante en la 

expresión de marcadores M2 (A). Fluorescencia total corregida para CD163 (B) y CD206 (C). 
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CAPÍTULO 8 

 

 

 

DISCUSIÓN 

 

 

 
Las serpinas de los patógenos parasitarios desempeñan un papel importante en la 

evasión del reconocimiento y los procesos de respuesta inmunitarios en el huésped. Se 

ha descrito que algunas serpinas de nematodos son más activas durante ciertas fases de 

su ciclo biológico y con capacidad para inhibir proteasas de serina, como Bm-SPN-2 de 

Brugia malayi, en donde la microfilaria tiene capacidad parar neutralizar la elastasa y la 

catepsina G, mejorando así la virulencia del parásito
[109]

. Asimismo, TvSERP de 

Trichostrongylus vitrinus tiene la facultad de inhibir las proteasas exógenas de los 

mastocitos, eludiendo la respuesta inmune del huésped
[109]

. Estos antecedentes dan peso 

a la evidencia de que las serpinas no solo actúan como moléculas reguladoras de sus 

proteasas endógenas, sino de su capacidad para interferir en los procesos del organismo 

que están parasitando y la importancia de su expresión en determinadas fases de su ciclo 

biológico para completar su desarrollo. 

La serpina codificada por el gen Tsp_01570 (XM_003377332.1) de Trichinella 

spiralis no se ha descrito previamente. De acuerdo con la búsqueda realizada en basas de 

datos y artículos publicados, Tsp_01570 no se ha expresado antes como una proteína 

recombinante, ni se han abordado sus propiedades bioquímicas ni biológicas. Es decir, 

solo se cuenta anotada en la base de datos de Genbank como una serpina con base en la 

similitud que comparte su secuencia de nucleótidos con otros inhibidores de proteasas de 

serina previamente descritos. De acuerdo con nuestra caracterización molecular, la 
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estructura putativa de Tsp_01570 mostró el dominio Centro Reactivo tipo Lazo (RCL) 

intacto cerca del extremo C terminal, por lo que la proteína resultante podría ser 

estructuralmente una serpina, independientemente de una posible función inhibidora de 

la proteasa. 

A diferencia de Tsp_01570, las secuencias que codifican para las serpinas 

Tsp_00173 y Tsp_00174 no pudieron ser amplificadas. Esto se intentó buscando los 

transcritos en el ARN total de T. spiralis, tanto en la fase de LM como en la de Ad, pero 

no se tuvo éxito. Se sabe que la expresión de los ARNm de las serpinas en Trichinella es 

diferencial entre los distintos estadios del parásito. Tal es el caso de Ts11-1 en donde los 

transcritos son más abundantes en las etapas de LM de 18 días
[68]

, en la serpina de la 

clona Ad48h-Ts5 hay una mayor expresión en los adultos de 5 días
[110]

 y en la clona 

L48h-Ts5 en las larvas recién nacidas de 48 h
[110]

. Por lo que es necesario explorar otras 

fases del desarrollo de T. spiralis para lograr su amplificación. 

Se desarrolló un sistema de expresión para producir una proteína recombinante 

que pudiera  ser procesada y secretada por el organismo eucariota (P. pastoris) para así 

evaluar si la serpina recombinante tuviera un efecto biomodulador en los monocitos 

humanos. Para este estudio, se decidió utilizar a la cepa P. pastoris SMD1168H, la cual 

es deficiente en la secreción de proteasa A, proteasa B y carboxipeptidasa Y, debido a 

que estudios previos reportaron que la actividad proteolítica de dichas proteasas 

endógenas podría interferir en el rendimiento de la proteína recombinante
[111]

. Se indujo 

la expresión de la serpina Tsp_01570 en las clonas de P. pastoris SMD1168H con 

metanol al 1 % en medio BMMY durante un máximo de 96 h en lugar del habitual 

período de fermentación de 120 h, porque se encontró una ligera disminución en la 
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densidad óptica en el día 5. Esta inhibición en el crecimiento podría explicarse por 

niveles más altos de acumulación de formaldehído y peróxido de hidrógeno, lo que 

podría conducir a la muerte de las levaduras
[112]

. 

Para verificar la integridad del casete de expresión Tsp_01570/AOX1, se mandó 

a secuenciar por el método de Sanger una serie de productos de PCR, los cuales fueron 

comparados con el transcrito de Tsp_01570 que se tenía de referencia en el GenBank. A 

diferencia de la secuencia anotada, el casete de expresión contaba con la presencia del 

Intrón I y 48 nucleótidos del Exón III deletados. Esto explica la diferencia entre el 

tamaño teórico esperado de 1091 pb con el amplicón obtenido de 1190 pb. Se realizó un 

alineamiento con SERPINB6 de T. nativa, y se encontró que compartían la misma 

secuencia, incluyendo las dos discrepancias presentes con la Tsp_01570 de referencia. 

Esto podría explicarse por un evento de un splicing alternativo al momento de procesar 

el transcrito, generando una variante, lo cual se ha descrito en serpinas que pertenecen al 

clado B
[113]

. 

Durante la caracterización de la serpina Tsp_01570 recombinante, se encontró un 

patrón de doble banda para la detección de la etiqueta c-Myc. Se realizó un ensayo de 

expresión en un rango de pHs de 4.0 a 7.0, para probar si el procesamiento parcial de la 

proteína madura por la proteasa de Pichia pastoris KEX 2 estaba interfiriendo
[114]

. Se 

encontró que a pHs ácidos (4.0-5.0) había una mayor actividad proteolítica de la 

proteína, esto con la presencia de bandas de menor peso molecular, junto con las bandas 

de 39.5 kDa y de 43.5 kDa correspondientes a la proteína teórica del transcrito de 

referencia y a la variante. Por otro lado, se demostró que el rango óptimo para producir 

la serpina Tsp_01570 recombinante se encuentra entre los pHs 6.0 y 7.0, ya que no se 
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observó la presencia de las bandas de bajo peso molecular y se favoreció la producción 

de la isoforma de 39.5 kDa con respecto a la de la variante. 

En la mayoría de los casos, las serpinas de los helmintos parásitos tienen una 

fuerte inmunorreactividad y se clasifican en categorías secretoras o intracelulares
[109]

. En 

este trabajo, se demostró que la Tsp_01570 recombinante fue reconocida por el suero de 

ratones BALB/c inmunizados con la serpina. También se determinó la localización de la 

serpina nativa en diferentes fases del parásito por WB. Los resultados mostraron que la 

serpina Tsp_01570 estaba presente en el extracto crudo de los adultos. Sin embargo, es 

necesario realizar más ensayos para validar la ausencia de la serpina en los otros estadios 

del parásito. De todos modos, este resultado podría ser un primer avistamiento de su 

relevancia en la etapa de adulto. En las primeras fases de la infección por T. spiralis, el 

huésped provoca una respuesta de células T cooperadoras tipo 1 (Th1) para protegerse 

del parásito, caracterizada por un aumento de los niveles de interferón gamma (IFN-γ) e 

IL-12 en el bazo y el suero del huésped
[115]

. El aumento de la circulación de citocinas 

aumenta el reclutamiento de células inmunitarias en el intestino y la reposición de 

células epiteliales intestinales (IEC) invadidas por T. spiralis
[116]

. Una vez que los 

adultos de T. spiralis invaden los enterocitos del yeyuno, se desencadena una respuesta 

de citocinas tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) orquestada por células T CD4
+
 en la 

linfa mesentérica, por lo que en el estadio de los en los adultos se observa el cambio de 

una respuesta Th1 a Th2. 

En cuanto a su actividad bioquímica, la serpina Tsp_01570 recombinante no 

pudo inhibir la actividad enzimática de la tripsina. En otros trabajos se han encontrado 

blancos como α-quimotripsina, elastasa
[107]

, por lo que podrían ser objetivos potenciales. 
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Al realizar el análisis molecular, se encontró que Tsp_01570 comparte la misma 

secuencia que SERPINB6 de T. nativa, por lo que las catepsinas, un blanco común para 

las serpinas del clado B
[117]

, podría ser otra opción para encontrar blancos potenciales de 

inhibición. 

El estímulo con la serpina Tsp_01570 no pudo inducir la liberación de las 

citocinas IL-12, TNF-α, IL-4 e IL-10 en células THP-1. Además, su coestimulación con 

IFN-γ y LPS (M1), así como IL-4 (M2), no tuvieron un efecto modulador en la 

polarización de alguno de los fenotipos. Tampoco hubo un efecto en la expresión de los 

marcadores de maduración CCR7 y CD163 (M1), así como de CD123 y CD206 (M2). A 

su vez, su estímulo en conjunto con IFN-γ y LPS (M1), así como IL-4 (M2) no interfirió 

en la polarización de ningún fenotipo. Se ha descrito que el uso de antígenos de E/S de 

T. spiralis como estímulo de macrófagos M1 inhibe la producción de IL-12p70 y TNF-

α; y como tratamiento directo incrementa la secreción de IL-10
[118]

. Tp-Serpin de T. 

pseudospiralis se encontró en los productos de E/S y presentó actividad biológica 
[108]

. 

Por el contrario, la Tsp_01570 no fue localizada en los antígenos E/S. Además, 

comparte su secuencia de nucleótidos con SERPINB6, cuyo clado se encuentra 

constituido por serpinas intracelulares, por lo que podría tratarse de una serpina con 

potencial modulador de proteasas endógenas de T. spiralis. 
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CAPÍTULO 9 

 

 

 

CONCLUSIÓN 

 

 

 
Se produjo de forma recombinante la serpina Tsp_01570 de Trichinella spiralis en la 

levadura Pichia pastoris SMD1168H. La serpina nativa fue localizada en el extracto 

total de la fase adulto del parásito, por lo que podría tener algún rol en el desarrollo del 

parásito. 

La hipótesis planteada “Las serpinas codificadas por los genes Tsp_00173, Tsp_00174 y 

Tsp_01570 de T. spiralis tienen la capacidad de inhibir la actividad de serin proteasas y 

modular la polarización M1/M2 de monocitos humanos” no se conserva.  
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