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Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizada como sistema de expresion de proteinas heterologas. El
presente trabajo se encamind hacia la expresion en Saccharomyces cerevisiae de un péptido de epitopes multiples
de M. tuberculosis. Con dicho proposito el péptido quimérico denominado B2 fue clonado en dos vectores de
expresion de esta levadura con promotores regulables por galactosa y sulfato ciprico, respectivamente. Luego de
los experimentos de induccion, la expresion del péptido B2 fue analizada mediante SDS/PAGE y Western blot. El
analisis por Western blot confirmo la expresion del péptido B2, al hacerse la induccion con 100 uM de CuSO,
durante toda la noche. No ocurri6 asi en los experimentos donde se utilizo la galactosa como inductor con todas las
condiciones ensayadas. Estos resultados muestran que la levadura Saccharomyces cerevisiae pudiera ser un buen
hospedero alternativo para la expresion de péptidos multiepitopicos de M. tuberculosis.
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Introduccion

La tuberculosis continta siendo una de las enfermedades
infecto-contagiosas que mayor nimero de muertes causa
en el mundo. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud,
en el afio 2005 se estimd una incidencia global de mas de
8,8 millones de nuevos casos con tuberculosis (1), se
calcula que la infeccion por M. tuberculosis origina
alrededor de 2 millones de muertes por afio, por lo que es
considerada la primera causa de mortalidad provocada por
un agente infeccioso (2).

Varios factores agravan esta situacion, entre las cuales
podemos citar: la aparicion de cepas multidrogas
resistentes, la infeccion concomitante de M. tuberculosis
con HIV, asi como el deterioro de las condiciones
socioeconomicas en muchas regiones del mundo.

Hasta la actualidad, la unica vacuna disponible contra la
tuberculosis y aprobada para uso en humanos, es la ya
conocida BCG, una cepa atenuada de M. bovis,
desarrollada entre los afios 1905-1921 por Calmette y
Guerin (3). Esta vacuna ha sido efectiva en prevenir la
tuberculosis diseminada en nifios, sin embargo en muchos
paises ha fallado en la poblacion adulta, sobre todo contra
la tuberculosis pulmonar. Estudios epidemiologicos de
programas de vacunacion con BCG han revelado una
inconsistencia en sus efectos, con unos rangos de eficacia
que van desde el 0% al 80% (4). Por todo esto se hace
imperativa la necesidad de obtener una vacuna mejorada o
superior. Para ello se han abordado diversas estrategias,
entre las que se encuentran el uso de cepas inactivadas,
cepas vivas atenuadas genéticamente, vectores vivos que
expresan antigenos de M. tuberculosis, vacunas
recombinantes de subunidades, vacunas conjugadas y
vacunas de ADN, entre otras (5).
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La obtencion por la via recombinante de antigenos
heterdlogos continuia siendo un area de creciente interés en
el campo de la vacunologia. La levadura Saccharomyces
cerevisiae es uno de los hospederos que mas ampliamente
se ha utilizado con estos fines. Este sistema es utilizado no
solo en la obtencion de productos para la industria sino
también en la obtencion de moléculas de importancia
biomédica. De hecho fue a partir de este hospedero que se
obtuvo la primera vacuna de subunidades por via
recombinante, que es la vacuna contra la hepatitis B (6);
también han sido expresados en este sistema otros
antigenos de importancia vacunal (7).

Varios aspectos condujeron a la seleccion de este
hospedero como sistema de expresion de antigenos
vacunales. Primeramente, se han sefialado las propiedades
adyuvantes que tienen muchos componentes de la pared
celular de esta levadura, lo que pudiera repercutir en la
respuesta inmune generada contra el antigeno obtenido a
partir de este microorganismo, el cual es muy utilizado en
la industria alimenticia y que consumimos normalmente;
los indices de endotoxinas que produce son practicamente
indetectables, tiene un alto perfil de inocuidad, por lo que
es clasificado como microorganismo GRAS (Generally
Regarded as Safe) (8). Todo esto justifica el uso potencial
de esta levadura para la obtencion de productos destinados
a ser administrados por la via oral, asi como también como
vector vivo no-patogénico.

En esta primera fase de nuestro estudio, se realizo el
clonaje y expresion de un péptido multiepitopico sintético
de células B de M. tuberculosis en Saccharomyces
cerevisiae. Con la expresion de péptidos con epitopes
inductores de células de clase B pretendemos estimular la
respuesta inmune humoral e inducir una respuesta inmune
protectogénica contra M. tuberculosis. Esto constituiria un
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reto, pues el pensamiento tradicional es que sélo la
inmunidad mediada por células ofrece proteccion contra la
tuberculosis. Sin embargo varios trabajos actuales
defienden la hipdtesis del papel de los anticuerpos para
prevenir o modificar el curso de la infeccidbn por
M. tuberculosis (9, 10).

Materiales y Métodos

Cepas, plasmidos y medios de cultivo: La cepa de E. coli
utilizada fue DHS5a (Stratagene) y la cepa de
Saccharomyces cerevisiae fue W303-1A (MAT a, ade2-1
trpl-1 ura3-1 leu2-3, 112 his3-11, 15 canl-1000). E. coli
crecio en medio LB suplementado con ampicillina (100
pug/mL) a 37 °C y agitacion vigorosa a 250 rpm. La cepa
de Saccharomyce cerevisiae sin transformar se cultivo en
medio YPD liquido (1% de extracto de levadura, 1%
Bacto-Peptona, 3% de glucosa) e incubadas en incubadora
rotatoria a 200 rpm y 30 °C. Las cepas de Saccharomyces
cerevisiae transformadas con los respectivos plasmidos
recombinantes crecieron en SD-Leu y SD-Ura (medios
minimos sintéticos deficientes respectivamente de leucina
y uracilo, suplementado con 2% de glucosa y 2% de agar),
las cuales fueron incubadas durante 2 a 3 dias en
incubadora a una temperatura de 30 °C. Los vectores de
expresion en levadura utilizados fueron los plasmidos
pYES2 (inducible por galactosa) y pSAL2 (inducible por
sulfato ctiprico).

Los productos de las reacciones de ligazon con o sin
inserto fueron primeramente introducidos en E. coli por
transformacion mediante la técnica de shock térmico (11)
y luego las construcciones recombinantes fueron
transferidas a Saccharomyces cerevisiae, utilizando la
técnica de transformacion por acetato de litio (12).

En el disefio del péptido B2 se emplearon técnicas
computacionales de prediccion de epitopes de células B.
Para ello se parti6 de antigenos inmunodominantes de
M. tuberculosis como: mcel, L7/L12, 85B, HBBA y 16
kDa. Finalmente en el disefio del péptido se incorpord una
cola de ocho residuos de histidina en su extremo carboxilo
terminal para facilitar su posterior purificacion y
caracterizacion.

Amplificacién del péptido B2 mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR): El fragmento de ADN
del péptido B2 fue amplificado por PCR a partir del
plasmido pNMNO12 4.2. Con este objetivo se disefiaron
dos oligonucleétidos (5'a 37) a los cuales se les afiadi6 los
sitios de reconocimiento para las enzimas Xhol y Sphl,
respectivamente:

B2/Xhol:
TACCCGATCACCTCGAGCATGACCACGCC
B2/Sphl:
TCACCTGGATGGCATGCATATGTTAGTGGT

El programa del termociclador (°C/min) fue: un ciclo a
94/5, 30 ciclos de 94/1, 55/1, 72/1 y un ciclo final de
72/10. Para la optimizacion de las reacciones de PCR
fueron utilizadas diferentes concentraciones de MgCl,
(0,5 mM-2,5 mM).
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El producto de esta reaccion se sometio a electroforesis en
gel de agarosa a bajo punto de fusion Sea Plague (0,8%),
luego se realizo la extraccion y purificacion con el estuche
Gene Clean II (Promega) y se ligod en el vector comercial
pGEM-T Easy (Promega). Los productos de dicha ligazon
fueron introducidos por transformacioén en una cepa de E.
coli (DH5a), quimicamente competente. Posteriormente,
mediante el método de seleccion de colonias
blancas/azules se escogieron los clones recombinantes y el
plasmido resultante que contenia el inserto fue nombrado
pGEMTEasy-B2. La presencia de la banda B2 y la
fidelidad de su amplificacion por PCR fueron
comprobadas mediante secuenciacion automatica a partir
del plasmido pPGEMTEasy-B2.

Construccion de los plasmidos recombinantes para la
expresion del péptido B2 en Saccharomyces cerevisiae:
El segmento que codifica para el péptido B2 se liber6 del
plasmido pGEMTEasy-B2 mediante las enzimas de
restriccion Xhol y Sphl, se purificé con el sistema Gene
Clean II, siguiendo las instrucciones del productor y se
ligd con los vectores de expresion en levadura pYES2 y
pSAL2, previamente digeridos con las mismas enzimas.
Las construcciones obtenidas (pYES-B2 y pSAL-B2)
fueron introducidas en la cepa W303-1A de
Saccharomyces cerevisiae.

Analisis de las construcciones recombinantes mediante
enzimas de restriccion: Para dicho analisis los
aislamientos de ADN plasmidicos y las manipulaciones
del ADN en general se hicieron de acuerdo con protocolos
estandar previamente descritos en la literatura (11). Las
enzimas de restriccion fueron suministradas por Promega,
utilizando EcoRI y Xbal en el analisis de las
construcciones pYES-B2 y EcoRI para pSAL-B2.

Induccion de la expresion del péptido B2: La induccion
de la expresion del péptido B2 clonado en pYES2 fue
realizada mediante la sustitucion de glucosa por galactosa
al 2% en medio selectivo SD-Ura. Para la induccion con la
construccion pSAL-B2 fueron afiadidos 100 pm de CuSO,
al medio minimo sintético SD-Leu. Ambos experimentos
de induccion fueron conducidos durante toda la noche.

Extraccién de las fracciones solubles intracelulares: Las
proteinas expresadas intracelularmente fueron extraidas de
la manera siguiente: Se colectaron las células luego de la
induccion durante toda la noche; el precipitado celular fue
lavado con 1 mL de agua destilada estéril. Posteriormente
las células fueron resuspendidas en soluciéon amorti-
guadora de lisis (HEPES 50 mM, EDTA 3 mM, DTT 1
mM, Polivinilpirrolidona 0,6%, MgCl, 0.1 mM, pH 7.2) y
se adicionaron 3 uL del inhibidor de proteasas fluoruro de
fenilmetil sulfonilo (PMSF) a 10 mM. La ruptura de las
células se realizd con perlas de vidrio con ciclos de
30 segundos en vortex y 30 segundos de reposo en hielo
durante 15 min. Por tltimo se adicionaron otros 200 puL de
esta solucion de lisis y los lisados fueron centrifugados por
15 min a 4 °C a 20 000 g, recuperando el sobrenadante.

Analisis por Western blot: Los extractos proteicos fueron
separados mediante SDS/PAGE al 12%, aplicando
40 pg/carril y siguiendo el procedimiento descrito por
Laemmli (13). Las bandas de proteinas fueron
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electrotransferidas a una membrana PVDF (polivinilideno
difluoruro) (Immobilon, Millipore Corp.), la que luego fue
bloqueada por 1 h a 37 °C en una solucion compuesta por
PBS1X, BSA1 % (p/v) y 0,05% (v/v) de Tween 20. La
membrana con las proteinas transferidas fue incubada
durante 1 h con el anticuerpo de raton anti-His (contra cola
de histidina, Roche) conjugado con peroxidasa de rabano
picante, a una dilucioén de 1:1000. Al final de cada uno de
estos pasos de incubacion se realizaron tres lavados con
una solucion compuesta por PBS 1X y 0,01% de Tween
20. Seguidamente se incubd la membrana con un sustrato
quimioluminiscente denominado luminol, a partir de un
estuche de quimioluminiscencia comercial (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate kit, Pierce, USA).
Por ultimo se expuso la membrana a una pelicula de rayos
X y se procedio al revelado para la visualizacion de la
banda B2.

Resultados y Discusion

Analisis de la amplificacion por PCR del fragmento
que codifica para el péptido B2: En este experimento se

pudo observar la presencia de una banda de 387 pb en
todas las condiciones ensayadas que se corresponde con el

Carril 1) 0,5 mM de MgCl,.
Carril 2) 1,0 mM de MgCl,.
Carril 3) 1,5 mM de MgCl,.
Carril 4) 2,0 mM de MgCl,,
Carril 5) 2,5 mM de MgCl,.
Carril 6) Marcador de PM
(A-HindIII).

(387pb)

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) del fragmento
de ADN del péptido B2 (387 pb), amplificado mediante PCR,
utilizando en cada caso diferentes concentraciones de MgCl,.

Carril 2) pYES2 nativo

digerido con EcoRI
Carril 4) pSAL2 nativo

Fragmento de ADN del péptido B2

tamafio esperado del fragmento de ADN de B2. También
se observaron bandas inespecificas, por lo cual se
escogieron las condiciones en las que hubo una mayor
sefial del producto de la amplificacion y en las que al
mismo tiempo se utilizaron concentraciones menores de
MgCl, (1 mM) (Figura 1).

En la Figura 2 se muestra la banda purificada del producto
de la amplificacion, luego de haber sido separada en
agarosa de bajo punto de fusion y purificada por el método
comercial Gene Clean II.

Obtencion de vectores plasmidicos mediante
electroforesis en agarosa de bajo punto de fusion: Los
plasmidos de expresion en levadura pYES2 y pSAL2
fueron previamente digeridos con las enzimas de
restriccion Xhol y Sphl y posteriormente extraidos y
purificados a partir de geles de agarosa de bajo punto de
fusion (dato no mostrado).

Analisis de construcciones recombinantes mediante las
enzimas de restriccion EcoRI y Xbal: Los clones
recombinantes fueron analizados mediante digestion con
enzimas de restriccion.

Carril 1) Fragmento de
ADN del péptido B2.

Carril 2) Marcador de
PM (A-HindIII)

Fragmento de ADN
del péptido B2

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) del
fragmento de ADN del péptido B2, extraido mediante agarosa
de bajo punto de fusion y purificado mediante

el estuche GeneClean II.

Carril 1) plasmido recombinante pY ES-B2
digerido con EcoRI —Xbal

Carril 3) plasmido recombinante pSAL-B2

Carril 5) Marcador de PM (A-HindIII).

Figura 3. Electroforesis de agarosa (0,8%) del analisis de restriccion de dos clones

recombinantes con las construcciones pYES-B2 y pSAL-B2.
(Las flechas sefialan los insertos de cada construccion).
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En la Figura 3 se muestra dos de los posibles clones
recombinantes después de su purificacion por Miniprep y
digestion con las respectivas enzimas de restriccion. En el
caso de la construccion pYES-B2 se observo una banda
alrededor de los 387 pb que corresponde al inserto. La
presencia del inserto para la construccion pSAL-B2 se
pudo comprobar debido al retardo que se produjo en la
migracion relativa del plasmido recombinante con respecto
al plasmido nativo, donde se observd que la banda de talla
inferior del plasmido recombinante se encontraba por
encima de la banda de talla inferior del plasmido nativo, lo
que concuerda con las tallas esperadas para cada caso.

Inmunodeteccion del péptido B2 recombinante

mediante Western blot: La deteccion de la expresion del
péptido B2 fue posible mediante la técnica de Western
blot. Sélo se detectd la expresion del mismo cuando se
indujo con 100 pM de CuSO, durante toda la noche,
visualizdndose una banda a la altura correspondiente al
peso molecular calculado para B2 (PM teodrico=14.115
kDa) (Figura 4).

94 kDa

67

43

30

20,1

14,4

s

Figura 4. Analisis por Western blot de la expresion del péptido B2
con la construccion pSAL-B2, al inducir con 100 uM de CuSO,
durante la noche.

En el caso donde se colocaron los extractos proteicos de la
cepa control (cepa de Saccharomyces cervisiae con
plasmido vacio) no se observd banda
Paralelamente, se realizaron experimentos donde se
emple6 1 pM y 10 uM de CuSO, y 4 h de induccion donde
no se detectd senal de expresion. Asi mismo, en los
experimentos en los que se utilizd la galactosa como
inductor tanto a las 4 h como durante toda la noche de
induccion tampoco se observo sefial alguna de expresion.
De ahi que podamos concluir que la construccion pSAL-
B2 fue la mas eficiente para la expresion del péptido B2 en
Saccharomyces cerevisiae al inducir con 100 uM de
sulfato de cobre durante toda la noche.

alguna.

Estos resultados evidencian que es factible la expresion de
péptidos  sintéticos de M. tuberculosis en la levadura
Saccharomyces cerevisiae con el empleo de vectores
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inducibles con sulfato de cobre. No obstante, se pudieran
probar otros vectores y condiciones para optimizar la
expresion de este péptido.

Varios elementos fundamentan el uso de esta levadura
como sistema alternativo para la expresion de péptidos
sintéticos con epitopes de M. tuberculosis. Uno de ellos lo
constituye el hecho de que varios autores recurrieran al
uso de hospederos tales como baculovirus (14), bacterias
filogenéticamente cercanas a las micobacterias como
Streptomyces  lividans, — Corynebacterium  spp., 'y
Mycobacterium smegmatis (15), (16), (17) y Pichia
pastori  (18), entre otros, debido a las dificultades
encontradas al tratar de expresar antigenos de M.
tuberculosis en E. coli.

Por otro lado, Saccharomyces cerevisiae posee mucha
semejanza con los sistemas bacterianos en cuanto a
simplicidad en el trabajo de Biologia Molecular. Esta
levadura aunque es un microorganismo eucariota, se
caracteriza por tener pocos requerimientos nutricionales y
alta velocidad de crecimiento, por lo que es factible
llevarlo a escala industrial con relativo bajo costo de
produccion. Igualmente, tiene una alta frecuencia de
transformacion. Sin embargo, a diferencia de muchos
sistemas bacterianos como E. coli, esta levadura no forma
cuerpos de inclusién y los niveles de endotoxina que
produce son practicamente indetectables, siendo esto
altimo una caracteristica muy importante en el campo de
la vacunologia (19).

Este trabajo pudiera tener importancia practica en varios
campos de aplicacion, asi: La obtencion de estos péptidos
por la via recombinante pudiera tener potencialmente
aplicaciones en el desarrollo de futuros candidatos
vacunales, asi como en el desarrollo de sistemas de
diagndstico serologicos.

Con la expresion de péptidos de M. tuberculosis en
Saccharomyces cerevisiae seria posible explorar el uso de
esta levadura como vector vivo no patogénico en vacunas
orales contra la tuberculosis. Por otro lado, la obtencion de
este péptido por via recombinante permitiria desarrollar
diferentes formulaciones vacunales basadas en vacunas de
subunidades de naturaleza proteica y ademas brindaria la
posibilidad de abordar diferentes estrategias de
inmunizacion prime-boost heterologas.

En el campo del diagnodstico se ha reportado en Ia
literatura que las pruebas serologicas de infectados por el
bacilo de la tuberculosis en las que se emplea un solo
antigeno, no son muy efectivas considerando que la
respuesta de anticuerpos es muy heterogénea (20). Por lo
cual se ha sugerido para estas pruebas el uso de mezclas de
antigenos, acercandose ain mas a lo que ocurre
naturalmente (21). El péptido B2 al estar constituido por
varios epitopes de diferentes antigenos inmunodominantes
de M. tuberculosis pudiera ser un buen candidato para
resolver estos problemas.
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Heterologous expression of a B-cell multiepitopic peptide from M. tuberculosis in Saccharomyces
cerevisiae

Abtract

Saccharomyces cerevisiae has been widely used as expression system of heterologous proteins. The aim of the present
work was the expression in Saccharomyces cerevisiae of a class B multiepitopic peptide from M. tuberculosis. For this
purpose, the chimerical peptide named B2 was cloned in two yeast expression vectors containing galactose and cupric
sulphate regulated promoters, respectively. After induction experiments, B2 expression was analyzed by SDS/PAGE and
Western Blot. By Western Blot analysis B2 expression was confirmed when induction took place overnight with 100 uM of
CuSO0,. No expression signal took place when galactose was used as inductor. These results show that Sacchromyces
cervisiae could be a good alternative host for the expression of multiepitopic peptides from M. tuberculosis.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, tuberculosis, vaccine, expression, antigen.
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