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RESUMEN 

 

Las proteínas Clp son un grupo de proteasas caseolíticas del grupo serina dependiente 

de ATP. Su función principal es el control de calidad de las proteínas. En Mycobacterium 

tuberculosis, ClpC1 participa del mecanismo de acción de fármacos antituberculosos como 

pirazinamida (PZA) por ello es importante estudios sobre su función y estructura. Asimismo, 

monómero de ClpC1 de Bacillus subtilis se ha cristalizado completamente por ello se utiliza 

como plantilla para modelar ClpC1 de otras bacterias. ClpC1 es una proteína citosólica por lo 

que su expresión en forma soluble ha sido confirmada en estudios previos. El sistema de 

expresión en Escherichia coli usando el plásmido pET28a(+) como vector de expresión, ha 

sido utilizado para producir ClpC1; sin embargo, no hay información acerca del porcentaje de 

solubilidad y concentración de proteína producida. Por otro lado, el plásmido pMAL-cHT es 

ampliamente utilizado para aumentar la solubilidad de proteínas recombinantes en E. coli. 

pMAL-cHT adiciona el gen malE, que codifica la proteína de unión a maltosa (MBP), en la 

proteína a expresar y por mecanismos aún no confirmados aumenta la solubilidad y cantidad de 

las proteínas recombinantes. 

En este estudio se estimó la concentración y porcentaje de solubilidad de ClpC1 de M. 

tuberculosis expresada en diferentes sistemas de expresión usando vectores que incluían o no 

la proteína de fusión MBP, diferentes concentraciones de inductor y tiempos de inducción. 

Las mejores condiciones para obtener mayor concentración y porcentaje de solubilidad de 

ClpC1 fueron con la cepa BL21(DE3)pLysS, el plásmido pMAL-cHT-clpC1 inducido con 0.5 

mM de IPTG por 10 horas a 16°C. En este sistema se obtuvo 45,54 mg/ml (IC 95% 44,68 - 

46,40) de ClpC1 con un porcentaje de solubilidad de 86.93% (IC 95% 80,41 - 93,45). De la 

misma manera, el modelo bioinformático de ClpC1 con MBP presentó mayor solubilidad 

global comparación de ClpC1. 

 

Palabras clave: 

Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, ClpC1, porcentaje de solubilidad, 

modelamiento bioinformático. 



ABSTRACT 

 
Clp proteins are a group of caseolytic proteases of the ATP-dependent serine group. Its 

main function is the quality control of proteins. In Mycobacterium tuberculosis, ClpC1 

participates in the mechanism of action of antituberculous drugs such as pyrazinamide (PZA), 

which is why studies on its function and structure are important. Also, ClpC1 monomer from 

Bacillus subtilis has been completely crystallized so it is used as a template to model ClpC1 

from other bacteria. ClpC1 is a cytosolic protein so its expression in soluble form has been 

confirmed in previous studies. The expression system in Escherichia coli using the plasmid 

pET28a (+) as an expression vector has been used to produce ClpC1; however, there is no 

information about the percentage of solubility and concentration of protein produced. On the 

other hand, the plasmid pMAL-cHT is widely used to increase the solubility of recombinant 

proteins in E. coli. pMAL-cHT adds the malE gene, which encodes the maltose-binding protein 

(MBP), to the protein to be expressed and, by mechanisms not yet confirmed, increases the 

solubility and quantity of recombinant proteins. 

In this study, the concentration and percentage of solubility of M. tuberculosis ClpC1 

expressed in different expression systems were estimated using vectors that included or did not 

include the MBP fusion protein, different concentrations of inducer and induction times. 

The best conditions to obtain a higher concentration and percentage of solubility of ClpC1 

were with the strain BL21 (DE3) pLysS, the plasmid pMAL-cHT-clpC1 induced with 0.5 mM 

of IPTG for 10 hours at 16 ° C. In this system, 45.54 mg / ml (95% CI 44.68 - 46.40) of ClpC1 

was obtained with a solubility percentage of 86.93% (95% CI 80.41 - 93.45). In the same way, 

the bioinformatic model of ClpC1 with MBP presented greater global solubility compared to 

ClpC1. 

 

Keywords:  

Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, ClpC1, percent solubility, bioinformatics 

modeling. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
Las proteínas Clp (proteínas caseolíticas) o de shock térmico HSP 100 son una 

familia de chaperonas altamente conservadas entre especies y facilitan el correcto 

plegamiento de las proteínas (Feldman & Frydman, 2000). Su expresión aumenta 

significativamente en condiciones de estrés biológico (Lindquist & Craig, 1988). Dentro de 

esta familia se encuentra la proteína ClpC1, la cual es una proteína caseolítica del grupo 

serina dependiente de ATP. ClpC1 despliega proteínas mal plegadas mediante la hidrólisis 

de ATP y las transloca en hacia su degradación en los complejos ClpP (Gottesman et al, 

1990). ClpC1 de M. tuberculosis es esencial tanto en su estado activo como en su estado de 

latencia (Kar et al, 2008; Leodolter et al, 2015). Por esta razón, es blanco de fármacos 

antituberculosos como lassomicina, cyclomarina A, ecumicina y rufomicina (Choules et al, 

2019; Gao et al, 2015; Gavrish et al, 2014; Vasudevan et al, 2013; Weinhäupl et al, 2018; 

Wolf et al, 2019). De la misma manera, se ha demostrado que está involucrada en el 

mecanismo de acción de pirazinamida (PZA); en presencia del ácido pirazinoico (POA), 

compuesto activo de PZA, ClpC1 degrada la proteína PanD, la cual es una descarboxilasa 

que genera beta alanina (Gopal et al, 2020a). Sin embargo, hasta la fecha no se sabe si 

ClpC1 es blanco de POA. Para entender mejor la relación de PanD con el mecanismo de 

PZA así como en otras rutas metabólicas es importante primero obtener ClpC1 

recombinante en forma soluble y activa para dar respuesta a dicha pregunta.  

Estudiar la función y estructura de una proteína recombinante, su obtención de 

manera soluble y en una concentración adecuada es fundamental. La solubilidad depende 

del sistema de expresión, la temperatura, el tiempo de expresión, la naturaleza y 

concentración del inductor, así como la secuencia de aminoácidos y modificaciones de la 

misma proteína. Asimismo, las cepas más utilizadas para aumentar la solubilidad de 

proteínas recombinantes en E. coli son BL21(DE3)pLysS, Lemo(DE3)pLysS y 

Rosetta(DE3)pLysS. Entre las características que comparten se encuentra la denominación 

(DE3) y pLysS. DE3 se refiere a que la cepa presenta el fago lisogénico DE3 (λDE3), por 

ello existe el gen que codifica la ARN polimerasa T7 dentro del cromosoma de la bacteria 

(Studier et al, 1990).  De la misma manera, estas cepas presentan el plásmido pLysS, el 

cual presenta el gen que codifica la lisozima T7 y el marcador de resistencia a cloranfenicol 

(Studier, 1991). 
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La cepa BL21(DE3)pLysS se utiliza para producir de forma soluble proteínas 

insolubles mientras que Lemo(DE3)pLysS se utiliza para expresar proteínas de membrana, 

secretoras e insolubles, y  Rosetta(DE3)pLysS expresa proteínas eucariotas (Angius et al, 

2018; Schlegel et al, 2012).  

Por otro lado, el inductor isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) es un 

compuesto químico que se utiliza para inducir la expresión de proteínas recombinantes en 

E. coli. IPTG es utilizado en sistemas de expresión basados en el operón lac, debido a que 

se une al represor lacI para expresar el ARN polimerasa T7. Este sistema se complementa 

al utilizar el vector pET, el cual presenta el promotor T7 (en donde se une el ARN 

polimerasa T7) antes del gen de la proteína a expresar (William Studier et al, 1990). 

ClpC1 es una proteína citosólica por lo que su expresión en forma soluble es factible o 

altamente probable. Por lo cual, clonar y producir ClpC1 en forma soluble, a través de un 

sistema de expresión en E. coli, es fundamental para estudiar su posible implicancia dentro 

del mecanismo de PZA como blanco de POA u otras drogas antituberculosas.  

El sistema de expresión en E. coli con el plásmido pET28a(+) ha sido utilizado para 

producir ClpC1 (Kandror et al, 2014), sin embargo, no hay información acerca del 

porcentaje de solubilidad obtenido. Por otro lado, el uso del plásmido pMAL-cHT permite 

que se adicione una proteína de unión a maltosa (MBP) en la proteína recombinante, lo 

cual aumenta la solubilidad y la cantidad de expresión (Sun et al, 2011; Walls & Loughran, 

2011). En adición, MBP es removida por la proteasa TEV, la cual deriva del virus del 

grabado de tabaco (Raran-Kurussi et al, 2017).  

Por otro lado, en B. subtilis  se ha cristalizado ClpC1 y debido a ello, es utilizado 

como plantilla o base para modelar ClpC1 de otras bacterias (Wang et al, 2011). En M. 

tuberculosis se ha logrado cristalizar solo el dominio N-terminal de ClpC1 (Vasudevan et 

al, 2013). Por ello, modelar bioinformáticamente ClpC1 de M. tuberculosis usando como 

molde ClpC1 de B. subtilis es posible.  

Asimismo, para hallar in silico los parámetros de solubilidad de una proteína, se 

utilizan el área superficial accesible al solvente o SASA (Solvent-accessible surface area), 

el porcentaje de residuos hidrofóbicos e hidrofílicos y el predictor de solubilidad protein- 

Sol (Ali et al, 2014; Hebditch et al, 2017). 

En el presente trabajo se estimó la concentración y solubilidad de la proteína ClpC1 

de M. tuberculosis producida en los plásmidos pET28a(+) y pMAL-cHT en las cepas 

BL21(DE3)pLysS, Lemo(DE3)pLysS y Rosetta(DE3)pLysS de E. coli a diferentes 
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concentraciones de IPTG y en distintas temperaturas y tiempos de expresión. Asimismo, se 

realizó el modelamiento estructural de ClpC1 con/sin MBP para poder determinar los 

cambios de los parámetros de solubilidad que ocasiona la adición de MBP en la estructura 

de ClpC1. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Chaperonas: Definición y función 
 

Las chaperonas moleculares cumplen funciones como el ensamblaje, transporte, 

plegamiento y disgregación de proteínas dentro de una célula durante su crecimiento 

(Gottesman et al, 1997). Se sabe que, en condiciones de estrés biológico, la expresión de 

chaperonas aumenta significativamente (Lindquist & Craig, 1988). 

Las proteínas de shock térmico (Hsps) actúan como chaperonas al facilitar el correcto 

plegamiento de proteínas debido a que interactúan con las regiones hidrofóbicas en 

polipéptidos desplegados, y de esta manera previenen la agregación de proteínas (Feldman 

& Frydman, 2000). Existen cinco familias principales de Hsps, Hsp100, Hsp90, Hsp70, 

Hsp60 y las proteínas pequeñas de shock térmico (sHsps) (Richter et al, 2010). Las 

proteínas Hsp100 o caseolíticas (Clp) son una familia altamente conservada entre 

organismos, desde bacterias hasta mamíferos (Gottesman et al, 1990; Kang et al, 2002; 

Squires et al, 1991; Squires & Squires, 1992). ClpC presenta actividad ATPasa, la cual es 

necesaria para traslocar proteínas mal plegadas o agregadas hacia su degradación en ClpP, 

proteasa caseolítica dependiente de ATP (Horwich et al, 1999). 

  

2.1.1. Proteína ClpC1: Características y función 

 

ClpC1 es una proteína que se encuentra en múltiples organismos como bacterias, 

cianobacterias fotosintéticas, cloroplastos de algas y plantas superiores (Clarke & 

Eriksson, 1996; Gottesman et al, 1990; Msadek et al, 1994). ClpC1pertenece a la clase I de 

Clp debido a que presenta dos dominios ATPasas asociados con diversas actividades 

(AAA +) y un dominio N-terminal, el cual es homólogo a ClpA/B (Kirstein et al, 2006). 

ClpC es un homohexámero mientras que ClpP es un heptámero que se unen formando un 

complejo para degradar proteínas mal plegadas, la actividad ATPasa de ClpC facilita el 

despliegue de la proteína hacia  la proteasa ClpP. ClpP no presenta actividad ATPasa y 

cuando no forma un complejo con ClpC, solo presenta actividad peptidasa. Sin embargo, 

cuando ClpP se une a ClpC actúa como una serina proteasa (Maurizi et al, 1990). 

La arquitectura general de este complejo es altamente conservada en organismos, 

aunque pueden existir homólogos y parálogos tanto para ClpC y ClpP. Por ejemplo, en 
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plantas existen dos tipos de ClpC (ClpC1 y ClpC2); mientras que en las micobacterias 

poseen dos homólogos de ClpP (ClpP1 y ClpP2) (Leodolter et al, 2015).  

 

2.1.1.1.   ClpC1 en plantas 

 

En cianobacterias, se ha demostrado que ClpC está relacionada a la viabilidad 

celular y al crecimiento fototrófico (Clarke & Eriksson, 1996). En las plantas, ClpC se 

localiza en los cloroplastos y existen 2 parálogos ClpC1 y ClpC2. ClpC1 se encarga de la 

degradación de proteínas mal plegadas que normalmente se dirigen a las membranas de los 

tilacoides (Halperin et al, 2001).  En Nicotiana benthamiana, la supresión simultánea de 

ClpC1 y ClpC2 produce cambios morfológicos en los cloroplastos, los cuales conducen a 

un desequilibrio de las vías fotosintéticas y biosintéticas de la planta (Ali & Baek, 2020) . 

En Arabidopsis thaliana, ClpC1 está involucrada en la biogénesis del fotosistema I 

y II, además de su papel general de chaperona, cumple un rol vital en la homeostasis del 

cloroplasto (Sjögren et al, 2004). Igualmente, ClpC1 podría controlar la transcriptómica de 

A.thaliana mediante el mantenimiento de la homeostasis del proteoma (Shoudong Zhang 

et al, 2018). 

 

2.1.1.2.  ClpC1 en bacterias 

 

A comparación de otros organismos, ClpC1 en las bacterias presenta múltiples 

funciones. Se ha demostrado que en Listeria monocytogenes, ClpC1 desempeña un papel 

fundamental en la supervivencia de la bacteria dentro de los macrófagos, así como en su 

virulencia (Rouquette et al, 1998). En Staphylococcus aureus ClpC1 regula la 

transcripción del gen codY, el cual es el principal factor de virulencia (Luong et al, 2011). 

En B. subtilis ClpC1 controla la expresión de genes de competencia, esporulación, 

motilidad y formación de biofilm, y supervivencia en condiciones estresantes (Luong et al, 

2011). Sin embargo, a diferencia de otras bacterias, en B.subtilis ClpC1 necesita de 

proteínas adaptadoras como MecA, YpbH y McsB para poder reconocer qué sustrato se 

degradará durante la proteólisis (Elsholz et al, 2017). Figura 1.  
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Figura 1. Proteasas AAA + y sus respectivas proteínas adaptadoras en B. subtilis. 

 

2.1.2. ClpC1 en M.tuberculosis 
 

En M.tuberculosis, ClpC1 es codificada por el gen Rv3596c,  posee 848 

aminoácidos y presenta una función conjunta con el complejo de proteasas ClpP1/P2 (Kar 

et al, 2008). ClpC1 reconoce las proteínas a degradar, y debido a su actividad ATPasa, 

transloca a las proteínas en el complejo proteolítico ClpP1/P2 en donde la proteína es 

degradada (Lee & Suh, 2016; Leodolter et al, 2015) (Figura 2). La función principal de este 

complejo de proteasas es el control de calidad de las proteínas debido a que degrada 

proteínas de vida corta, mal plegadas y dañadas ya sea por un estrés químico o térmico, la 

degradación de dichas proteínas es indispensable para mantener la homeostasis y las 

actividades metabólicas óptimas de la micobacteria (Lee & Suh, 2016). La mala función de 

este complejo genera altos niveles de proteínas mal plegadas lo que es tóxico para la 

micobacteria y conlleva a la muerte celular (McGillivray et al, 2015). El sistema de 

degradación y reciclaje de proteínas es importante durante el estado de latencia debido a 

que es una de las principales redes regulatorias en M.tuberculosis para responder a factores 

de estrés y con ello promover su supervivencia en condiciones específicas de estrés 

(McGillivray et al, 2015).  
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Figura 2. Mecanismo de regulación de la homeostasis proteica de ClpC1/P1/P2 en 

M.tuberculosis. (Lee & Suh, 2016). 

 

Por otro lado, se ha demostrado que el knockout de ClpC1 en M.tuberculosis daña 

severamente el crecimiento bacteriano mientras que al introducir un plásmido que contiene 

ClpC1 el crecimiento se restaura, por ello se considera a esta proteína esencial en 

M.tuberculosis tanto in vitro como in vivo (McGillivray et al, 2015; Sassetti et al, 2003). 

 

Con respecto a la estructura de ClpC1, no se ha cristalizado la proteína en su totalidad, 

pero se ha logrado cristalizar el dominio N- terminal en alta resolución en unión con la droga 

cyclomarina A (Vasudevan et al, 2013). Asimismo, se ha cristalizado el dominio N-terminal 

de ClpC1 con el fármaco rufomicima (Wolf et al, 2019). 

 

2.1.2.1.    ClpC1 como blanco terapéutico de drogas antituberculosas 

 

ClpC1 es un blanco atractivo de fármacos antituberculosos, como es el caso de 

lassomicina, cyclomarina A, ecumicina y rufomicina (Choules et al, 2019; Gao et al, 2015; 

Gavrish et al, 2014; Vasudevan et al, 2013; Weinhäupl et al, 2018; Wolf et al, 2019). Se 

postula que la unión de lassomicina a ClpC1 aumenta su actividad ATPasa; sin embargo, 

desacopla la transferencia de energía de dicha hidrólisis a la actividad proteolítica de la 

proteína (Gavrish et al, 2014), de manera que no solo afecta el sistema de degradación de 

proteínas, sino también genera un mayor gasto innecesario de ATP. Cyclomarina A 

conduce a una proteólisis descontrolada en el complejo ClpC1/P1/P2 (Vasudevan et al, 

2013).  Eumicina estimula la actividad ATPasa de ClpC1, pero bloquea la degradación de 

proteínas en el complejo ClpC1/ P1/ P2 (Gao et al, 2015). Mientras que 
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rufomicina disminuye la función proteolítica en el complejo ClpC1/ P1/ P2, pero no tiene 

ningún efecto en la actividad ATPasa de ClpC1 (Choules et al, 2019; Wolf et al, 2019). 

 

2.1.2.2.    ClpC1 como posible blanco del ácido pirazinoico 

 

Se ha observado que la proteína ClpC1 está asociada a la resistencia a PZA, debido 

a que al inducir resistencia a POA en cepas de M.tuberculosis in vitro con pncA- gen que 

codifica la proteína pirazinamidasa- wild type (WT), estas seleccionan mutaciones en el 

gen Rv3596c; por lo cual se postula que puede estar involucrado directamente en el 

mecanismo de acción de POA (Yee et al, 2016; Shuo Zhang et al, 2017). Igualmente, se 

ha reportado in vivo, mutaciones tanto en Rv3596c y panD (gen que codifica la proteína 

aspartato descarboxilasa PanD) que causan resistencia a POA (Gopal et al, 2017). La 

mayoría de las mutaciones en Rv3596c, en cepas resistentes a PZA y con pncA WT, se 

encuentran en el dominio N-terminal de ClpC1, el cual estaría encargado de reconocer 

proteínas mal plegadas, iniciando así el proceso de degradación (Schmitz & Sauer, 2014); 

sin embargo, no se ha demostrado si tales mutaciones ocasionan una actividad disfuncional 

en ClpC1 o en el complejo ClpC1/ P1/P2 o si poseen relación con la interacción PanD-

ClpC1. El resto de las mutaciones se encuentran en posibles sitios de interacción para la 

formación de su estructura cuaternaria (Yee et al, 2016). Del mismo modo, no se ha 

demostrado si existe interacción directa entre ClpC1 y POA. Estudios recientes sugieren 

fuertemente que POA inhibe la función de PanD (Gopal et al, 2017; Sun et al, 2020). 

Recientemente, Gopal et al (2020) postularon un mecanismo de acción en donde 

demuestran que POA bloquea la biosíntesis de CoA al promover la degradación de la 

proteína PanD por ClpC1/P, esta aproximación indica que ClpC1 contribuye de manera 

indirecta en el mecanismo de la droga (Gopal et al, 2019, 2020a) (Figura 3). Sin embargo, 

este mecanismo no invalida que POA tenga otros blancos de unión o que POA tenga un 

efecto directo sobre ClpC1. Hasta el momento, no existen reportes funcionales sobre el 

efecto directo de POA sobre ClpC1.  
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Figura 3. Mecanismo de acción propuesto de PZA/POA sobre PanD y ClpC1 (Gopal et al, 

2019).  

 

2.2   Cristal de ClpC1 

 

ClpC1 de B. subtilis ha sido cristalizada por la metodología de “hanging-drop 

vapour diffusion” y presenta un 63% de identidad con el dominio N-terminal de ClpC1 de 

las micobacterias, en M. tuberculosis la identidad es del 60% (Vasudevan et al, 2013; 

Wang et al, 2011). La estructura cristalizada presenta la proteína adaptadora MecA (Wang 

et al, 2011) . A diferencia de B.subtilis y la mayoría de bacterias gram-positivas, M. 

tuberculosis no requiere una proteína adaptadora para el correcto funcionamiento de 

ClpC1 (Vasudevan et al, 2013). No obstante, se sugiere que existe un tipo de degradación 

de proteínas mediada por una proteína adaptadora en ClpC1 (Marsee et al, 2018). De la 

misma manera, se ha logrado cristalizar solo el dominio N-terminal de ClpC1 de M. 

tuberculosis en unión con ecumicina y rufomicina (Vasudevan et al, 2013; Wolf et al, 

2019). 

 

2.3 Expresión de ClpC1 de M. tuberculosis en E. coli 

 

ClpC1 de M. tuberculosis se ha expresado de manera recombinante en múltiples 

sistemas de expresión de E. coli en diferentes cepas, plásmidos, concentraciones de IPTG 

y condiciones de tiempo y temperatura. pET30a(+) y pET28a(+) son los plásmidos más 

utilizados para su expresión, mientras que la cepa más utilizada es Bl21(DE3) (Tabla 1).  
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Tabla 1. Expresión de ClpC1 de M. tuberculosis a diferentes condiciones en E. coli. 

Condiciones de expresión de ClpC1 de M. tuberculosis 

Plásmido Célula Temperatura y 

tiempo 

[IPTG] Referencia 

p7XC3H 

FX 

Rosetta(DE3) 20ºC/ON 0.1 mM (Leodolter et al, 

2015) 

pET-28a(+) BL21-Gold 

(DE3) 

37ºC/4h 0.5 mM (Kandror et al, 

2014) 

pET30(a) BL21-Gold 

(DE3) 

37ºC/4h 0.25 mM (Choules et al, 

2019) 

pET30(a) BL21(DE3) 18ºC/ON 1 mM (Vasudevan et 

al, 2013) 

pET-24a(+) Bl21(DE3) 18ºC/ON 0.5 mM (Marsee et al, 

2018) 

pET28b BL21(DE3) 18ºC/ON 0.5 mM (Lunge et al, 

2020) 

pET30(a) BL21C+ 37ºC/4h 1 mM (Wolf et al, 

2019) 

 

2.4    Problema de la expresión soluble de proteínas recombinantes en E. coli. 

 

La producción de proteínas recombinantes en E.coli es ampliamente utilizada en la 

industria como la investigación, sin embargo; existe un problema en común en el estudio 

de las proteínas debido en E. coli debido a que estas tienden a precipitar, en otras palabras, 

en acumularse en su forma insoluble e inactiva (Singh et al, 2015).  Entre los factores que 

ocasionan la insolubilidad de las proteínas en E.coli se encuentra el tipo de sistema de 

expresión utilizado; naturaleza de la secuencia de la proteína, naturaleza del inductor, 

tiempo y temperatura de expresión (Wilkinson & Harrison, 1991); la alta concentración de 

la proteína sobre expresada (Makrides, 1996); altos niveles de glutatión en el citoplasma lo 

que previene la formación de enlaces disulfuro en las proteínas de interés (Lilie et al, 

1998); falta de accesibilidad de chaperonas para el correcto plegamiento de las proteínas 

(Mogk et al, 2010); ineficiente traducción de proteínas que contienen en su secuencia 
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codones raros para E.coli (Komar et al, 1999); y falta de proteínas fusión que aumentan la 

solubilidad (Stevens, 2000). 

Asimismo, se sabe que la solubilidad de las proteínas recombinantes depende 

principalmente de su interacción con el solvente (Schein, 1990). El aumento de las 

interacciones hidrofóbicas en las proteínas interrumpe las interacciones intermoleculares 

con su medio, lo que ocasiona la separación de las proteínas con la solución y la 

desnaturalización de estas (Schein, 1990). Se sabe que proteínas con un alto porcentaje de 

regiones hidrofóbicas en su superficie al sobre expresarlas facilitan la formación de 

agregados proteicos debido a que las interacciones hidrofóbicas entre ellas son mayores 

que las interacciones electrostáticas (interacciones con el solvente) (Idicula-Thomas & 

Balaji, 2005). Por ende, para producir proteínas de forma soluble estas deben interactuar 

tanto como sea posible con el solvente. 

Es posible revertir este problema utilizando agentes denaturantes como la úrea y 

convertir una proteína insoluble en una proteína nativa biológicamente activa; sin embargo, 

estos procedimientos requieren un tiempo, costo adicional y solo un bajo porcentaje de 

proteína solubilizan (Drew et al, 2003).  

 

2.4.1. Efecto de la solubilidad según el tipo de plásmido 

 

2.4.1.1.  Plásmido pET28a(+) 

 

pET28a(+) es un vector de clonación y expresión de proteínas recombinantes, 

contiene al promotor T7 y operador lac, los cuales controlan la expresión de la proteína de 

interés mediante la adición de IPTG. Al añadir IPTG, este bloquea al represor del operon 

lac, lacI lo que ocasiona la expresión de la ARN polimerasa T7, esta se une al promotor T7 

y se induce la expresión de la proteína recombinante. 

En adición, los vectores pET-28a-c (+) llevan una configuración His-Tag N-

terminal/trombina/T7•Tag más una secuencia Tag His-terminal opcional C-terminal. Se ha 

demostrado que el uso de pET28a(+) aumenta significativamente la producción de una 

proteína recombinante, sin embargo no posee un efecto en la cantidad de proteína soluble 

que se puede obtener (Shilling et al, 2020). 
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2.4.1.2.  Plásmido pMAL-cHT 

 

pMAL-cHT es ampliamente utilizado para mejorar la cantidad y solubilidad de las 

proteínas recombinantes. Esto se debe a que adiciona en el gen de interés el gen malE que 

codifica la proteína de unión a maltosa (MBP) en el dominio C-terminal mediante una 

secuencia de aminoácidos que generalmente es una secuencia de corte (Sun et al, 2011; 

Walls & Loughran, 2011). La expresión de la proteína de interés en pMAL-cHT está 

controlada por el promotor sintético tac, el cual es un promotor fusión entre el promotor 

lac y trp. Por ello, es inducible por IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido); se ha 

demostrado que el promotor tac permite una expresión más alta de la proteína de interés a 

comparación de los promotores lac y trp. Sin embargo, estudios reportan que el promotor 

tac es menos eficiente que el promotor T7, presente en pET28a(+) (de Boer et al, 1983). 

 

2.4.1.2.1. Maltose-binding protein (MBP) 

 

MBP es una proteína periplásmica que forma parte de una vía metabólica de E. coli, 

la cual es responsable de la absorción y el catabolismo de las maltodextrinas (Nikaido, 

1994). El mecanismo por el cual MBP favorece la expresión soluble de proteínas aún no 

está dilucidado, pero se postula que la proteína fusión (proteína de interés + MBP) es más 

afín a las chaperonas GroELS y con ello se facilita su correcto plegamiento y evita la 

formación de agregados proteicos (Bernier et al, 2018; Kapust & Waugh, 1999; Raran-

Kurussi & Waugh, 2012). Múltiples estudios demuestran su efectividad en aumentar la 

solubilidad de proteínas recombinantes en E.coli (Bernier et al, 2018; Kapust & Waugh, 

1999; Raran-Kurussi & Waugh, 2012). Sin embargo, es necesario cortar MBP de la 

proteína de interés para futuros estudios funcionales o estructurales. La proteasa TEV, del 

virus del grabado de tabaco,  es una cisteína proteasa que se utiliza para separar MBP de 

proteínas al reconocer la secuencia de aminoácidos Glu- Asn- Leu- Tyr- Phe- Gln- 

(Gly/Ser) y corta entre Gln- (Gly/Ser) (Raran-Kurussi et al, 2017).  

 

2.4.2. Efecto de la solubilidad según el tipo de cepa de E. coli. 

 

BL21(DE3)pLysS al igual que las cepas Rosetta(DE3)pLysS y Lemo(DE3)pLysS 

derivan de la cepa BL21(DE3) por ello comparten características similares como la 
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denominación DE3, pLysS y la deficiencia de las proteasas OmpT y lon;  estas proteasas 

reducen la producción de las proteínas recombinantes, por ende su deficiencia resulta en la 

acumulación de proteínas recombinantes dentro de la célula de expresión (Pan & Malcolm, 

2000). La denominación DE3, significa que la cepa presenta al λDE3 lisogénico y en 

consecuencia presenta una copia cromosómica del gen de la ARN polimerasa T7, la cual 

está bajo control del promotor lacUV5 (Studier et al, 1990). Asimismo, las cepas que 

presentan el plásmido pLysS expresan la lisozima T7, la cual suprime la expresión basal 

de la ARN polimerasa T7 antes de la inducción y de esta manera se controla la expresión 

de la proteína de interés (Studier, 1991); en adición, el plásmido confiere resistencia a 

cloranfenicol. El sistema de expresión se completa al utilizar vectores pET, los cuales 

presentan el promotor T7 antes de la secuencia de interés, en donde se une la ARN 

polimerasa T7 al añadir IPTG (inhibidor del represor del promotor lacUV5, lacI) (Studier 

et al, 1990).  

 

2.4.2.1.   Cepa  BL21(DE3)pLysS 

 

Las cepas BL21(DE3)pLysS se utilizan para expresar proteínas tóxicas, 

particularmente las proteínas insolubles que forman cuerpos de inclusión, para el 

hospedero debido a que mejoran la solubilidad de la proteína de interés al tener una 

expresión controlada por el promotor y la lisozima T7 (Angius et al, 2018). 

 

2.4.2.2.  Cepa Rosetta (DE3)pLysS 

  

Las cepas Rosetta(DE3)pLysS se utilizan para aumentar la expresión de proteínas 

eucariotas que presentan en su mRNA codones que E.coli no utiliza; por lo tanto estas 

cepas presentan en su citoplasma tARN codones inusuales para E.coli que asegura la 

expresión exitosa de la proteína de interés. 

 

2.4.2.3.   Cepa Lemo (DE3)pLySs 

 

Las cepas Lemo(DE3)pLysS - cuyo nombre significa “less is more”-  una menor 

inducción de la expresión resulta en una mayor cantidad de proteína producida y se 

utilizan para expresar proteínas de membrana, secretoras e insolubles (Schlegel et al, 
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2012). Su principal característica es que utiliza dos plásmidos para expresar proteínas: 

pLemo y pET. El vector de expresión pET - en este trabajo se utilizó pET28a(+)- se basa 

en el promotor T7 mientras que pLemo se utiliza para la expresión basada en el promotor 

PrhaBAD, el cual es inducible por L-ramnosa, para producir la lisozima T7 (Kuipers et al, 

2017). El mecanismo por el cual se expresan las proteínas se fundamenta en la actividad 

de la ARN polimerasa T7, la cual es modulada por la expresión de la lisozima T7, el gen 

que codifica esta lisozima se encuentra en pLemo- y de esta manera se regula la expresión 

de la proteína de interés. 

 

2.4.3. Efecto de la solubilidad según la concentración de IPTG. 

 

Un factor importante que mejora la solubilidad de las proteínas es la concentración 

de IPTG. Este inductor se agrega al medio de cultivo cuando se ha alcanzado una densidad 

óptica de 0.4- 0.6 (OD 600 nm: 0.4- 0.6), lo que indica un crecimiento exponencial en 

consecuencia, expresión de la proteína de interés (Donovan et al, 1996). El IPTG controla 

al represor del promotor lac, lo cual induce a la expresión del ARN polimerasa T7, luego 

ésta se une al promotor T7 que se encuentra en los plásmidos pET y de esta manera se 

comienza la expresión de la proteína de interés. Sin embargo, existe un nivel basal de 

expresión de la proteína sin la adición de IPTG, lo que significa un problema para 

proteínas tóxicas debido a que se evita que el cultivo celular alcance la densidad óptica 

deseable en un tiempo adecuado. No obstante, este problema se soluciona con la lisozima 

T7, cuyo gen se encuentra en el plásmido pLysS (Studier, 1991).  

 

2.4.4. Efecto de la solubilidad según el tiempo y temperatura de expresión 

 

El tiempo, así como la temperatura de expresión, aumentan la cantidad de proteína 

soluble expresada dependiendo del sistema y el tipo de proteína expresada (Vera et al, 

2007). Se sabe que temperaturas bajas de expresión aumentan la solubilidad de las 

proteínas al alterar el recambio metabólico de la bacteria y de esta manera garantizar la 

disponibilidad de chaperonas para el correcto plegamiento de la proteína de interés. Se ha 

demostrado que el correcto plegamiento de las proteínas  depende de la energía de 

activación y a temperaturas bajas se ve favorecida (Naganathan et al, 2007). 
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2.5. Modelamiento estructural de proteínas 

 

El uso de la bioinformática para predecir y modelar proteínas ha aumentado en los 

últimos años. El uso de programas como Swiss PDB Viewer, Visual Molecular Dynamics 

(VMD) y I-TASSER se utiliza principalmente para modelar la estructura globular de las 

proteínas y hallar sus propiedades fisicoquímicas como la hidrofobicidad (porcentaje de 

regiones hidrofóbicas en la superficie de una proteína), así como para calcular el 

porcentaje de similitud e identidad entre dos estructuras (Guex & Peitsch, 1997; Kopp & 

Schwede, 2004; Waterhouse et al, 2018). El porcentaje de identidad entre dos estructuras 

proteicas se define como el porcentaje de conservación a nivel de la secuencia de 

aminoácidos entre dos proteínas, mientras que el porcentaje de similitud compara las 

propiedades fisicoquímicas en cada aminoácido de dos secuencias primarias de dos 

proteínas (Guex & Peitsch, 1997; Kopp & Schwede, 2004; Waterhouse et al, 2018).  En 

adición, los valores de GMQE (Global Model Quality Estimation), QMEAN (Quality 

score) y RMSD (Root-Mean-Square Deviation of atomic positions) son muy importantes 

para predecir la calidad de un modelo. De la misma manera, el servidor web TM-align usa 

un algoritmo para comparar la estructura terciaria de dos proteínas al superponerlas, TM-

align brinda el TM-score que indica el nivel de concordancia entre dos estructuras, TM- 

score tiene valores entre 0 y 1 (Zhang & Skolnick, 2005).  

 

2.5.1. Parámetros de evaluación del modelo 

 

2.5.1.1.   GMQE 

 

Se define como la estimación de la calidad entre el modelo o plantilla (cristal de una 

proteína) y la proteína a modelar experimentalmente, sus valores se encuentran entre 0 y 1 

(Benkert et al, 2011; Waterhouse et al, 2018). 

 

2.5.1.2.   QMEAN 

 

Evalúa tanto la calidad global (toda la estructura) como la local (por residuo), sus 

valores alrededor de cero indican una alta concordancia entre el modelo y la proteína 
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experimental, valores menores a -4.0 nos indican una baja calidad del modelamiento 

(Benkert et al, 2011; Waterhouse et al, 2018). 

 

2.5.1.3.  RMSD 

 

Nos indica una medida cuantitativa de similitud entre los átomos de dos o más 

estructuras proteicas; por ello, mientras menor sea el valor de RMSD mejor es el modelo 

estimado con respecto a la plantilla (Sargsyan et al, 2017). 

 

2.5.2. Parámetros de solubilidad 

 

Para evaluar los parámetros de solubilidad de una proteína modelada in silico, se 

utiliza el porcentaje de residuos hidrofóbicos e hidrofílicos, SASA (Solvent-accessible 

surface area),  y el software protein- Sol. SASA se define como el área de superficie 

accesible al solvente y su valor se determina en el programa VMD (Ali et al, 2014); 

mientras que protein-Sol predice la solubilidad de una proteína y nos indica el valor de 

QuerySol, el cual si es mayor a 0.45 la proteína tendrá una solubilidad más alta que la 

proteína de E. coli soluble promedio (Hebditch et al, 2017).  

 

3. PANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS 

 

3.1. Planteamiento del problema 

 

La proteína ClpC1 es una proteasa responsable de la degradación de péptidos mal 

plegados. ClpC1 pertenece a la familia de las chaperonas de shock térmico HSP 100 y está 

presente en múltiples organismos; y en las bacterias juega un rol fundamental en su 

virulencia y  supervivencia (Elsholz et al, 2017; Luong et al, 2011; Rouquette et al, 1998; 

Turgay et al, 1997).  

ClpC1 es esencial para M. tuberculosis y por ello, es blanco de fármacos 

antituberculosos y posiblemente interviene en el mecanismo de acción de la PZA, 

antibiótico que forma parte del tratamiento de primera línea, efectivo contra las 

micobacterias en estado latente (Njire et al, 2016). Se ha mostrado que ClpC1 incrementa 

la degradación de la aspartato descarboxilasa (PanD) cuando POA, la molécula activa de 
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PZA, se une a PanD; sin embargo, no queda claro el modo de acción de ClpC1(Gopal et 

al, 2019, 2020b). Las evidencias muestran que POA se estaría uniendo a PanD pero se 

desconoce la relación de POA con ClpC1 así como los residuos de PanD y ClpC1 que 

estarían participando en este mecanismo. El conocimiento de los detalles de este 

mecanismo permitiría diseñar nuevos fármacos antituberculosos y mejorar la detección de 

cepas resistentes a PZA. 

En el estudio de la participación de ClpC1 en el mecanismo molecular de POA-

PanD se requiere la proteína recombinante en forma activa debido a que se estudiarán las 

interacciones con otras moléculas; y eso se garantiza obteniendo la proteína en forma 

soluble. Las proteínas recombinantes pueden producirse en un porcentaje de solubilidad; 

esto va a depender de varios factores como la composición de sus aminoácidos, el sistema 

de expresión, el tiempo y temperatura de inducción, la concentración del inductor, entre 

otros (Wilkinson & Harrison, 1991; Idicula-Thomas & Balaji, 2005). Si una proteína es 

expresada principalmente en forma insoluble, debe ser producida en forma denaturada y 

solubilizada posteriormente a través de un complejo proceso con baja productividad. La 

determinación de la solubilidad de una proteína recombinante es importante debido a que 

va a permitir conocer la cantidad de proteína recombinante activa y por lo tanto diseñar de 

una manera eficiente todos los experimentos necesarios. 

Previamente, ClpC1 de M. tuberculosis fue producido en el sistema de E. coli con el 

plásmido pET28a(+) pero no hay evidencia acerca del rendimiento (concentración) y 

porcentaje de solubilidad que se obtiene en estas condiciones (Kandror et al, 2014). De la 

misma manera, se trató de replicar esta expresión utilizando la cepa BL21(DE3)pLysS, en 

donde se obtuvo ClpC1 de manera insoluble. 

La obtención de ClpC1 de M.tuberculosis de forma soluble en E.coli ayudaría a 

reducir los costos, tiempo y a acelerar futuros estudios sobre su función; ya sea dentro del 

mecanismo de POA u otras drogas. 

En el presente trabajo se expresó ClpC1 de M. tuberculosis en diferentes sistemas de 

expresión de E.coli, tiempo y temperatura de inducción y concentración del inductor 

(IPTG) para determinar las mejores condiciones en donde se obtiene mayor concentración 

y ClpC1 soluble. 
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3.2. Objetivos generales   

 

● Comparar el rendimiento (concentración) y porcentaje de solubilidad estimados 

de la proteína ClpC1 de M. tuberculosis expresada de manera recombinante en 

diferentes sistemas de expresión en E.coli. 

● Evaluar los parámetros de solubilidad del modelo bioinformático de ClpC1 y 

ClpC1- MBP. 

 

3.3. Objetivos específicos  

 

● Clonar el gen Rv3596c en los plásmidos pET28a (+) y pMAL-cHT en E. coli.  

● Expresar ClpC1 de M. tuberculosis en pET28a(+)-ClpC1 y pMAL-cHT-ClpC1 

en diferentes cepas de E.coli, concentración de IPTG, tiempo y temperatura de 

expresión. 

● Comparar la concentración y porcentaje de solubilidad de ClpC1 recombinante 

en las todas condiciones de expresión. 

● Verificar la solubilidad de la proteína ClpC1 al remover MBP de ClpC1-MBP. 

● Modelar in silico ClpC1 y ClpC1-MBP por homología usando como base el 

monómero de ClpC1 de B. subtilis para hallar los parámetros de solubilidad de 

ambas proteínas. 

 

4. METODOLOGÍA 

 

4.1. Diseño de primers Rv3596c 

 

Se diseñaron los primers forward y reverse para el clonar el gen Rv3596c en los 

vectores pET28a(+) y pMAL-cHT utilizando el protocolo In-Fusion (Takara Bio- USA) 

(Laboratories Inc, 2011). Cada primer contiene secuencias de corte de enzimas específicas, 

NcoI (forward) y HindIII (reverse) para el vector pET28a(+) y EcoRI (forward) y HindIII 

(reverse) para el vector pMAL-cHT. Se evaluó longitud, contenido de GC y la temperatura 

de melting en la herramienta OligoAnalyzer 3.1 (Owczarzy et al, 2008). 
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4.2. Amplificación del gen Rv3596c 

 

Se realizó un PCR convencional para la amplificación del gen Rv3596c en un 

termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). La reacción de amplificación se realizó en 

un volumen final de 20 μl con  0.4U Phusion DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific), 

1.5 mM de MgCl2, 200 μM de cada dNTPs, 0.5 μM de cada primer, y 50 ng del ADN de 

M. tuberculosis. La amplificación se logró mediante un ciclo de denaturación inicial a 

98°C por 2 minutos, 30 ciclos de denaturación a 98°C por 45 segundos, hibridación a 72°C 

por 30 segundos y extensión a 72°C por 1 minuto, y finalmente un último ciclo de 

extensión final a 72°C por 10 minutos. La amplificación se corroboró a través de una 

electroforesis de gel de agarosa al 1 % y TAE 1X a un voltaje constante de 95 V por 1 

hora. 

 

4.3. Clonación con In-fusion del gen Rv3596c  

 

El vector de clonación pET28a(+) se digirió con las enzimas de restricción NcoI y 

HindIII mientras que el vector pMAL-cHT con EcoRI y HindIII. Se corroboró la digestión 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los fragmentos de DNA correspondientes 

a los plásmidos digeridos se purificaron por el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit 

(Zymo Research). Finalmente, estos fueron ligados y clonados siguiendo las indicaciones 

de fabricante del protocolo de In-Fusion 5X (NEB) (Laboratories Inc, 2011). Las células 

de  E. coli Novablue fueron tratadas con CaCl2 para luego ser transformadas con los 

plásmidos mediante shock térmico. Luego, para la verificación de las colonias 

transformadas, se seleccionaron aleatoriamente 7 – de cada plásmido clonado- para extraer 

y digerir los plásmidos con cada enzima mencionada. Posteriormente, se verificó la 

digestión a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

 

4.4. Secuenciación del gen Rv3596c 

 

La secuenciación de los plásmidos recombinantes se realizó por el método de Sanger 

(Macrogen USA). La tabla 2 muestra los primers utilizados para cada plásmido clonado. 
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Los datos de la secuenciación fueron analizados en el programa Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA) (https://www.megasoftware.net/docs). 

 

Tabla 2. Lista de primers utilizados para la secuenciación de Rv3596c en pMAL-cHT y 

pET28a(+). 

 

Plásmido Primers de secuenciación  

pMAL-cHT 

Rv3596c_Sec_Fw_5'-GCTCTCCGTCTACGTCCTTG-3'  

Rv3596c_Sec_Fw2_5'-GAGTTCGATGAGAAGATCGCCG-3'  

pMAL Fw 5' TGTCGATGAAGCCCTGAAAGACGC 3'   

  

pET28a(+) 

Rv3596c_Sec_Fw_5'-GCTCTCCGTCTACGTCCTTG-3'  

Rv3596c_Sec_Fw2_5'-GAGTTCGATGAGAAGATCGCCG-3'  

pET28a(+) Fw 5' AGGAGATATA CCATG GGC TTC GAA CGA TTT 

ACC GAC 3' 

 
 

 

pET28a(+) Rv 5' GTGCGGCCGCAAGCTTCCGCGCGGCCGG 3'  

 

 

4.5. Expresión de ClpC1 recombinante 

 

Se transformaron las cepas de E. coli BL21(DE3)pLysS, Rosetta(DE3)pLysS y 

Lemo(DE3)pLysS con los plásmidos recombinantes obtenidos en la sección 5.3. Para la 

expresión de ClpC1 en pET28a (+) y pMAL- cHT, se cultivó una colonia de las células 

transformadas en 5 ml de caldo LB con kanamicina (40 µg/ ml) y cloranfenicol (30 µg/ml) 

para pET28a(+)-ClpC1, y una colonia (de cada cepa) en 5 ml de caldo LB con ampicilina 

(100 ng/ ml) y cloranfenicol (30 µg/ml) para pMAL-cHT-ClpC1 a 37 ºC  225 rpm durante 

18 horas. Luego se transfirió 2.5 ml del cultivo a un matraz con 50 ml de caldo LB con los 

respectivos antibióticos a 37ºC en agitación hasta llegar a un OD600 de 0.6-0.8. Se tomó 1 

ml de muestra de caldo, para utilizarlo como control (no inducido), y se indujo la 

pMAL Rv 5' AAC TGT TGG GAA GGG CGA TCG GTG 3'  

https://www.megasoftware.net/docs


21 
 

expresión con IPTG a una concentración final de 0.25, 0.5, 1 y 2 mM. Se evaluó la 

expresión incubando los cultivos por 4, 4 y 10 horas, a 30ºC, 37ºC y 16ºC 

respectivamente, para cada concentración de IPTG y sistema de expresión. Transcurrido el 

tiempo de inducción se tomó 500 μL de cada cultivo para utilizarlo como control inducido. 

En cada condición ClpC1 fue expresada por triplicado. La Tabla 3 muestra las diferentes 

condiciones probadas. 

 

Tabla 3. Tabla resumen de las diferentes condiciones probadas en cada expresión. 

 

Tipo de cepa de E. coli Tipo de 

plásmido 

Temperatura (C°)/ Tiempo 

(h) 

Concentración de IPTG 

(mM) 

Bl21(DE3)pLysS 

pET28a(+)-ClpC1 

16/10 0.25 0.5 1 2 

30/4 0.25 0.5 1 2 

37/4 0.25 0.5 1 2 

pMAL-cHT-

ClpC1 

16/10 0.25 0.5 1 2 

30/4 0.25 0.5 1 2 

37/4 0.25 0.5 1 2 

Lemo(DE3)pLysS 

pET28a(+)-ClpC1 

16/10 0.25 0.5 1 2 

30/4 0.25 0.5 1 2 

37/4 0.25 0.5 1 2 

pMAL-cHT-

ClpC1 

16/10 0.25 0.5 1 2 

30/4 0.25 0.5 1 2 

37/4 0.25 0.5 1 2 

 

 

 

 

 

Rosetta(DE3)pLysS 

pET28a(+)-ClpC1 

16/10 0.25 0.5 1 2 

30/4 0.25 0.5 1 2 

37/4 0.25 0.5 1 2 

pMAL-cHT-

ClpC1 

16/10 0.25 0.5 1 2 

30/4 0.25 0.5 1 2 
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37/4 0.25 0.5 1 2 

 

 

4.6. Estimación de la concentración relativa de ClpC1 recombinante en 

los sistemas de expresión. 

 

La estimación de la concentración relativa de ClpC1 se realizó comparando la 

concentración de las proteínas en la fracción no inducida y extracto crudo. La 

concentración de proteínas fue determinada después de normalizar las muestras por la 

cantidad de sedimento bacteriano. La normalización se realizó centrifugando las fracciones 

a 13 000 rpm por 1 minuto; el sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue resuspendido 

en un volumen de binding buffer (20 mM Tris-HCL, 200mM Nacl y 1mM DTT pH 7.4) 

en proporción al tamaño observado (Figura 4).  

Se tomó una alícuota de 20 µl de la fracción no inducida, la cual fue hervida a 95ºC 

por 5 min. La fracción inducida fue sonicada 3 veces (1 segundo ON/ 1 segundo OFF por 

1 minuto en intervalos de 5 min de descanso a temperatura ambiente) para obtener el 

extracto crudo, y se guardó una alícuota de 20 µl, la cual fue hervida a 95°C por 5 min 

(Figura 4). 

La concentración de proteína de la fracción no inducida y extracto crudo fue 

determinada mediante la técnica de Bradford. Esta técnica incluye la adición del colorante 

Coomassie Brillant Blue G- 250 a las muestras y la lectura a 595 nm en el lector de ELISA 

(Kruger, 1994). La curva estándar se construyó usando diluciones de BSA (5 µg/ ml, 10 

µg/ ml, 20 µg/ml, 40 µg/ml, 80 µg/ ml, 100 µg/ ml y 200 µg/ ml). Del mismo modo, se 

cuantificaron las alícuotas de las fracciones no inducidas y extracto crudo mediante 

diluciones de 1/50, 1/100, 1/300/ y 1/500. 
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Figura 4.  Normalización y determinación de la concentración de las proteínas en las 

fracciones no inducidas e inducidas.  

 

Finalmente, la concentración relativa de la proteína ClpC1 se estimó de la diferencia 

de la concentración total de proteínas entre el extracto crudo menos la concentración total 

de proteína de la fracción no inducida empleando la siguiente fórmula: 

                

Concentración relativa de ClpC1 (mg/ml) = F.ext (mg/ml)-F.NI (mg/ml) 

F.ext = Fracción del extracto crudo (mg/ml) 

F.NI = Fracción no inducida (mg/ml) 

Cada medición se realizó por triplicado, se calculó el promedio y se comparó el 

resultado de cada sistema de expresión. 

 

4.7. Estimación del porcentaje relativo de solubilidad de ClpC1 

recombinante en los sistemas de expresión. 

 

La solubilidad de ClpC1 fue estimada de manera aproximada considerando que la 

mayor parte de la proteína soluble corresponde a ClpC1. La solubilidad fue calculada 

como el porcentaje de proteína en la fracción soluble con respecto a la concentración de la 

proteína en el extracto crudo.  

Una alícuota de 20 µl de extracto crudo fue reservada; el resto del volumen fue 

centrifugado dos veces a 12 500 rpm por 20 min a 4ºC. El sobrenadante conteniendo la 

fracción soluble fue recuperado (Figura 5). El precipitado- fracción insoluble -se 
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resuspendió en buffer A (20 mM de Tris-HCl, 200mM NaCl y 8M urea pH 7.4). La 

concentración de proteínas del extracto crudo y de la fracción soluble fueron determinadas 

mediante la técnica de Bradford descrito anteriormente por triplicado.  

El porcentaje solubilidad fue verificado en algunas muestras mediante la observación 

de la banda de ClpC1 en gel SDS-PAGE 12%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Procedimiento de la fracción del extracto crudo y fracción soluble.  

 

El porcentaje relativo de solubilidad de ClpC1 fue obtenido usando la siguiente fórmula: 

Porcentaje relativo de ClpC1 soluble =F. Sol (mg/ml) /F.ext (mg/ml) *100% 

F. Sol = Fracción Soluble (mg/ml) 

F.ext = Fracción del extracto crudo (mg/ml) 
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4.8. Análisis estadístico 

 

Los datos estadísticos descriptivos como la media e intervalos de confianza se 

obtuvieron en la herramienta Statistica (StatSoft). Se calculó un intervalo de confianza al 

95% (95% IC) para cada la concentración y porcentaje de solubilidad de ClpC1 en cada 

condición de expresión evaluada. Los gráficos de barra se realizaron en el programa 

Sigmaplot (Systat Software Inc.).  

 

4.9. Purificación de ClpC1-MBP y remoción de MBP de ClpC1. 

 

Se seleccionó la mejor condición de expresión en donde se produce mayor 

concentración y porcentaje de proteína soluble, para realizar una prueba piloto de 

purificación y corte TEV de ClpC1-MBP. Para ello, se expresó nuevamente ClpC1 por el 

protocolo antes descrito. La fracción soluble se filtró con un filtro de 0.45 µM y purificó 

por MBPTrap HP (5ml) siguiendo el protocolo del fabricante (GE Healthcare). La fracción 

eluída se concentró por ultra-Amicon 100 KDa (Millipore). El corte TEV (NEB) se realizó 

con el protocolo del fabricante a temperaturas de 4 y 30°C por 72 y 24 horas 

respectivamente. 

 

4.10. Modelamiento estructural de ClpC1 con y sin MBP. 

 

Se modeló la estructura de la proteína ClpC1 de M. tuberculosis mediante el método 

de homología a partir de su secuencia completa (GenBank: ALB20844.1). Para ello, se usó 

el servidor web SwissModel con la configuración por defecto (Kopp & Schwede, 2004). 

Se usó como plantilla el monómero del cristal de la proteína ClpC1 de B.subtilis. Dicho 

monómero fue previamente extraído del complejo MecA121-ClpC1-485 (PDB: 3PXG; 

resolución de 3.654Å) (Wang et al, 2011) usando la herramienta VMD 

(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). 

Para evaluar la integridad del modelo por homología, se realizó un alineamiento 

estructural global entre este y la región N-terminal del cristal de la proteína ClpC1 de M. 

tuberculosis (PDB: 3WDB) (Vasudevan et al, 2013). Se usó el servidor web TM-align 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-aling/) con los parámetros por defecto (Y. 

https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-aling/
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Zhang & Skolnick, 2005). De la misma manera, se modeló ClpC1-MBP mediante el 

programa I-TASSER (https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 

 

4.11. Estimación de los parámetros de solubilidad de ClpC1 con y sin MBP. 

 

Por último, para determinar los parámetros de solubilidad de ClpC1 y ClpC1-MBP, 

se halló el porcentaje de residuos hidrofóbicos e hidrofílicos; así como el área total y 

SASA; y el QuerySol de cada modelo mediante los programas I-TASSER, VMD y 

protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/), respectivamente. 

 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1. Diseño de primers para el gen Rv3596c 

  

Se diseñaron dos sets de primer uno para cada vector de expresión, cada uno con 

diferentes características, como se muestra en la tabla 4.  

 

Tabla 4. Características de los primers diseñados para la clonación de Rv3596c en los 

plásmidos pET28a(+) y pMAL-cHT. Sitios de restricción: NcoI (CCA TGG), HindIII 

(AAGCTT) y EcoRI (GAATTC). 

 

Plásmido Primer 
Longitud 

(bp) 

Tm 

(C°) 

GC 

(%) 

pET28a(+) 

5'-AGG AGA TAT ACC ATG GGC TTC GAA CGA 

TTT ACC GAC-3' 

34 75.4  73.50 

5'-GTG CGG CCG CAA GCT TCC GCG CGG CCG G-3' 28 77.3  82.10 

pMAL-Cht 

5'- TCA CCA TCA CGA ATT CAT GTT CGA ACG ATT 

TAC CGA CC 3' 

38 64.4  44.70 

5'- GGC CAG TGC CAA GCT TCT ACC GCG CGG 

CCG GCT C 3' 

34 75.4  73.50 

 

https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://protein-sol.manchester.ac.uk/
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5.2. Amplificación del gen Rv3596c 

 

La amplificación del gen Rv3596c mostro una banda única de aproximadamente 

2574 bp en la electroforesis empleando agarosa (figuras 6 y 7). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Amplificación del gen Rv3596c con los primers diseñados para el plásmido 

pET28a(+). Carril 1: Marcador 1Kb plus, carril 2: Gen Rv3596c (2547 bp). 

 

  

  

  

 

 

 

 

 

Figura 7. Amplificación del gen Rv3596c con los primers diseñados para el plásmido 

pMAL-cHT. Carril 1: Marcador 1Kb plus, carril 2: Gen Rv3596c (2547 bp). 
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5.3. Clonación con In-fusion del gen Rv3596c  

 

Con respecto a las cepas E. coli Novablue transformadas con pET28a(+)-ClpC1, las 

clonas 3 y 6 presentan el plásmido recombinante. La figura 8 muestra el gel de 

electroforesis de las clonas mencionadas, en donde se observa el plásmido pET28a(+) 

linealizado (5369 bp) y el inserto Rv3596c (2547 bp) en los carriles 7 y 10, 

respectivamente para las clonas 3 y 6. En las cepas E. coli Novablue transformadas con 

pMAL-cHT-ClpC1, las clonas 5 y 6 presentan el plásmido recombinante. En la figura 9, 

los carriles 7 y 10, respectivamente para las clonas 5 y 6, muestran el plásmido pMAL-

cHT linealizado (6679 bp) y el inserto Rv3596c en dos tamaños, debido a que el inserto 

tiene un sitio de reconocimiento para la enzima EcoRI.  El primer tamaño es de 

aproximadamente 1700 bp y el segundo de 847 bp. 

Finalmente, el gen Rv3596c se clonó de manera correcta, sin mutaciones y en la 

dirección adecuada en ambos plásmidos (pET28a(+) y pMAL-cHT) (Anexo 2). 

 

  

  

 

  

 

 

Figura 8. Digestión simple (SD) con HindIII y digestión doble (DD) con HindIII y 

NcoI del plásmido pET28a(+)-ClpC1. 1: Marcador 1Kb Plus, 2: pET28a(+) sin digerir, 

3: pET28a(+) SD, 4: pET28a DD, 5: pET28a(+), clona 3, 6: pET28a(+), clona 3 SD, 7: 

pET28a(+), clona 3 DD, 8: pET28a(+), clona 6, 9: pET28a(+), clona 6 SD, 10: pET28a(+), 

clona 6 DD. SD: Simple digestión; DD: Doble digestión. Bp: pares de bases 
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Figura 9. Digestión simple (SD) con HindIII y digestión doble (DD) con HindIII y 

EcoRI del plásmido pMAL-cHT-ClpC1. 1: Marcador 1Kb Plus, 2: pMAL-cHT sin 

digerir, 3: pMAL-cHT SD, 4: pMAL-cHT DD, 5: pMAL-cHT clona 5, 6: pMAL-cHT, 

clona 5 SD, 7: pMAL-cHT, clona 5 DD, 8: pMAL-cHT, clona 6, 9: pMAL-cHT, clona 6 

SD, 10: pMAL-cHT, clona 6 DD. SD: Simple digestión; DD: Doble digestión. 

 

5.4. Expresión de ClpC1 recombinante 

 

La proteína se expresó eficientemente y de manera distinta en las diferentes 

condiciones probadas (Tabla 3). ClpC1 expresada en las tres cepas de E. coli 

transformadas con el plásmido pET28a(+)-ClpC1 en las diferentes temperaturas, tiempo y 

concentración de IPTG; se expresó en mayor cantidad de manera insoluble (Figura 10). 

Por otro lado, la expresión de ClpC1 en E coli transformada con el plásmido pMAL-cHT-

ClpC1 fue mayor en la fracción soluble. ClpC1 pesa 92 kDa y al expresarla utilizando el 

plásmido pMAL-cHT, se adiciona en el extremo C-terminal la proteína de unión a maltosa 

(MBP) la cual pesa alrededor de 42.5 kDa, por lo cual el peso total de ClpC1 recombinante 

es de 134.5 kDa (Figura 11).  
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Figura 10. Expresión de ClpC1 recombinante en la cepa BL21(DE3)pLysS con 

el plásmido pET28a(+)-ClpC1.  1: Marcador de peso molecular de proteínas, 2: Fracción 

no inducida, 3: Fracción inducida; 4: Extracto crudo; 5: Fracción soluble, 6: Fracción 

insoluble. 

 

  

  

 

  

 

 

 

Figura 11. Expresión de ClpC1 recombinante en la cepa BL21(DE3)pLySs clonada 

con el plásmido  pMAL- cHT-ClpC1. 1: Marcador de peso molecular de proteínas, 2: 

Fracción no inducida, 3: Fracción inducida; 4: Extracto crudo; 5: Fracción soluble, 6: 

Fracción insoluble. 

 

5.5. Comparación de la concentración y porcentaje de solubilidad de ClpC1 

recombinante en los sistemas de expresión. 

 

La concentración promedio total de ClpC1 fue mayor en las cepas transformadas con 

el plásmido pET28a(+)-ClpC1; sin embargo, se obtuvo mayor porcentaje de ClpC1 soluble 

en las cepas con el plásmido pMAL-cHT-ClpC1. Entre las cepas utilizadas, la cepa 

BL21(DE3)pLysS con el plásmido pMAL-cHT-ClpC1evidenció una mayor concentración, 

así como un mayor porcentaje de ClpC1 soluble. Además, la temperatura y tiempo óptimo 



31 
 

en la cual se obtiene mayor concentración y solubilidad de ClpC1 fue de 16 grados/10 

horas a una concentración final de 0.5 mM de IPTG. 

En la figura 12a, se observa que la concentración de ClpC1 fue de 20,15 mg/ml (IC 

95% 17,89 - 22,42) en las cepas con pET28a(+)-ClpC1 y de 18,86 mg/ml (IC 95% 17,47 - 

20,24) en cepas con pMAL-cHT-ClpC1.  

Por otro lado, el porcentaje de solubilidad obtenido en las cepas con pMAL-cHT-

ClpC1fue del 56 % (IC 95% 53,42 - 58,71) a comparación de las cepas con pET28a(+)-

ClpC1 que fue del 27.61% (IC 95% 25,91 - 29,31) (figura 12b). Por ello, la concentración 

de ClpC1 fue mayor en cepas transformadas el plásmido pET28a(+)-ClpC1 mientras que 

el porcentaje de ClpC1 soluble fue mayor en cepas transformadas el plásmido pMAL-

cHT-ClpC1.  

 

 

 

         a. 

  

.  
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b.  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estimación de la concentración total promedio y porcentaje de solubilidad 

de ClpC1 entre los plásmidos pET28a(+) y pMAL- cHT.  (a) Promedio de la 

concentración total de ClpC1 obtenida con el plásmido pET28a(+) fue de 20,15 mg/ml (IC 

95% 17,89 - 22,42) mientras que con pMAL-cHT fue de 18,86 mg/ml (IC 95% 17,47 - 

20,24). (b) El porcentaje de solubilidad de ClpC1 recombinante obtenido con pET28a(+) 

fue del 27.61% (IC 95% 25,91 - 29,31) mientras que con pMAL-cHT fue de 56% (IC 95% 

53,42 - 58,71). 

 

Entre las cepas con pET28a(+)-ClpC1, la mayor concentración de ClpC1 fue en la 

cepa Rosetta(DE3)pLysS con 21,37 mg/ml (IC 95% 17,62 - 25,12), seguido por la cepa 

BL21(DE3)pLysS con 19,79 mg/ml (IC 95% 15,26 - 24,32) y, por último, 

Lemo(DE3)pLysS con 19,31 mg/ml (IC 95% 15,49 - 23,13). Por otro lado, la mayor 

concentración de ClpC1 en la cepa BL21(DE3)pLysS con pMAL-cHT-ClpC1 fue de 23,55 

mg/ml (IC 95% 20,69 - 26,40),  seguido por la cepa Rosetta(DE3)pLysS 18,03 mg/ml (IC 

95% 16,46 - 19,62) y, finalmente,  Lemo(DE3)pLysS 14,99 mg/ml (IC 95% 13,16 - 16,83) 

(Figura 13a). 

En relación al porcentaje de solubilidad, se alcanzó el mayor porcentaje en las cepas 

con pMAL-cHT-ClpC1 a comparación de las cepas con pET28a(+)-ClpC1. En las cepas 

BL21(DE3) pLysS, Lemo(DE3) pLysS y Rosetta(DE3) pLysS con pMAL-cHT-ClpC1se 

obtuvo 71,84 % (IC 95% 67,95 - 75,74), 51 % (IC 95% 49,67 - 52,36) y 45.3% (IC 95% 
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43,25 - 47,43), respectivamente.  Asimismo, en las cepas BL21(DE3) pLysS, 

Lemo(DE3)pLysS y Rosetta (DE3)pLysS con pET28a(+)-ClpC1 se obtuvo 27.9 % (IC 

95% 25,54 - 30,32), 28.4% (IC 95% 25,22 - 31,59) y 26.5% (IC 95% 23,08 - 29,91), 

respectivamente (Figura 13b). 
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Figura 13. Estimación de la concentración total promedio y porcentaje de solubilidad 

de ClpC1 recombinante en las cepas BL21(DE3)pLysS, Lemo(DE3)pLysS y 

Rosetta(DE3)pLysS con los plásmidos pET28a (+) y pMAL- cHT.  (a)  Promedio de la 
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concentración de ClpC1 expresada en las cepas con pET28a(+) y pMAL-cHT. Se obtuvo 

mayor concentración de ClpC1 en la cepa Bl21(DE3)pLysS 23,55 mg/ml (IC 95% 20,69 -

26,40) con pMAL-cHT.(b) Porcentaje de solubilidad de ClpC1 expresada en las cepas con 

pET28a (+) y pMAL-cHT.  El mayor porcentaje que se obtuvo fue en las cepas 

Bl21(DE3)pLysS con pMAL-cHT con 71,84 % (IC 95% 67,95 - 75,74). 

 

Referente a la estimación de la concentración y porcentaje de solubilidad de ClpC1 

expresada en las cepas transformadas con pET28a(+)-ClpC1 y pMAL-cHT-ClpC1a 

diferentes concentraciones de IPTG, se evidenció que la mayor concentración  de ClpC1 fue 

de 25,09 mg/ml (IC 95% 20,22 -29,97) a una concentración final de 1mM de IPTG en cepas 

con pET28a(+)-ClpC1. Mientras que en cepas con pMAL-cHT-ClpC1se obtuvo una 

concentración de 24,39 mg/ml (IC 95% 20,54 - 28,25) a una concentración final de IPTG de 

0.5 mM.  

Se obtuvieron en cepas transformadas con pET28a(+)-ClpC1 8,49 mg/ml (IC 95% 

7,95 - 9.02), 23,86 mg/ml (IC 95% 18,92 -28,80) y 23,18 mg/ml  (IC 95% 19,61 - 26,75), a 

las concentraciones finales de 0.25, 0.5 y 2 mM de IPTG respectivamente. De la misma 

manera, en cepas transformadas con pMAL-cHT-ClpC1se produjeron 12,31 mg/ml (IC 95% 

9.95 - 14,68), 18,91 mg/ml (IC 95% 18,04 - 19,77) y 19,82 mg/ml (IC 95% 19,02 - 20,62) 

de concentración de ClpC1 a las concentraciones de 0.25, 1 y 2 mM de IPTG (Figura 14a). 

En base al porcentaje de solubilidad, en las cepas con pET28a(+)-ClpC1 se muestra 

34, 25% (IC 95% 31,28 - 37,23), 30,12 % (IC 95% 27,45 - 32,79), 25,47 % (IC 95% 22,26 - 

28,69) y 20,60% (IC 95% 17,8 - 23,40) a las concentraciones finales de  0.25, 0.5, 1 y 2 mM 

de IPTG respectivamente. Mientras que las cepas con pMAL-cHT-ClpC1 muestran 60, 82 % 

(IC 95% 54,39 - 67,26), 55,32 % (IC 95% 49,50 - 61,14), 55,04 % (IC 95% 49,45 - 60,63) y 

53,07 % (IC 95% 49,65 - 56,49) a las concentraciones finales de 0.25, 0.5, 1 y 2 mM de 

IPTG respectivamente (Figura 14b).  
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Figura 14. Estimación de la concentración total promedio y porcentaje de solubilidad 

de ClpC1 referente a las diferentes concentraciones de IPTG en cepas clonadas con 

pET28a(+) y pMAL-cHT. (a) Promedio de la concentración de ClpC1 expresada en las 

cepas con pET28a(+) y pMAL-cHT. Se obtuvo la mayor concentración de ClpC1 en las 

cepas con pET28a(+) 25,09 mg/ml (IC 95% 20,22 -29,97) a una concentración final de 1 

mM de IPTG. (b) Porcentaje de solubilidad de ClpC1 expresada en las cepas con pET28a 
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(+) y pMAL-cHT. Las cepas con pMAL-cHT mostraron un 60,82 % (IC 95% 54,39 - 

67,26) a una concentración final de 0.25 mM de IPTG.  

 

En cuanto a la concentración y porcentaje estimados con respecto a la temperatura y 

al tiempo de expresión, se evidenció que la mayor concentración de ClpC1 fue 31,08 

mg/ml (IC 95% 26,26 - 35,92) a 16ºC por 10 horas en cepas con pET28a(+)-ClpC1, 

mientras que en cepas transformadas con pMAL-cHT-ClpC1 se obtuvo como mayor 

concentración de ClpC1 19,93 mg/ml (IC 95% 16,79 - 23,05) en las mismas condiciones 

descritas. Las concentraciones producidas en las cepas con pET28a(+)-ClpC1 fueron 15,34 

mg/ml (IC 95% 13,86 - 16,83) y 14,03 mg/ml (IC 95% 12,38 - 15,70) en las condiciones 

de 30ºC/ 4 horas y 37ºC/ 4 horas respectivamente. Igualmente, las concentraciones de 

ClpC1 en cepas con pMAL-cHT-ClpC1, fueron de 18,94 mg/ml (IC 95% 16,83 - 21,05) y 

17,72 mg/ml (IC 95% 15,74 - 19,69) en las condiciones de 30ºC/4 horas y 37ºC/4 horas 

respectivamente (Figura 15a).  

Acerca del porcentaje de solubilidad de ClpC1, se obtuvo como mayor porcentaje 

60,08% (IC 95% 54,17 - 65,98) en cepas transformadas con pMAL-cHT-ClpC1a 

condiciones de temperatura y tiempo de 16ºC/10 horas de expresión. En las cepas con 

pET28a(+)-ClpC1, se obtuvieron 31,39 % (IC 95% 28,28 - 34,49), 28, 12% (IC 95% 25,15 

- 31,10) y 23,32% (IC 95% 20,99 - 25,65) a condiciones de 37ºC /4 horas, 30ºC/4 horas y 

16ºC/10 horas respectivamente. De igual modo, en cepas con pMAL-cHT-ClpC1, los 

porcentajes fueron de 53,17 % (IC 95% 49,0 - 57,33) y 54,95 % (IC 95% 51,50 - 58,39) a 

condiciones de 30ºC/4 horas y 37ºC/4 horas respectivamente (Figura 15 b).  
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Figura 15.  Estimación de la concentración total promedio y porcentaje de 

solubilidad de ClpC1 concernientes a las diferentes temperaturas y tiempos de 

expresión en cepas clonadas con pET28a (+) y pMAL-cHT. (a) Promedio de la 

concentración de ClpC1 expresada en las cepas con pET28a (+) y pMAL-cHT.  Se obtuvo 

la mayor concentración de ClpC1 en las cepas con pET28a(+) 31,08 mg/ml (IC 95% 26,26 

- 35,92) a condiciones de  16ºC/10 horas. (b) Porcentaje de solubilidad de ClpC1 

expresada en las cepas con pET28a (+) y pMAL-cHT.  El mayor porcentaje se obtuvo en 

cepas con pMAL-cHT 60,08% a condiciones de 16°C/10 horas. 

 

Al analizar el efecto de las interacciones de cada condición descrita, ClpC1 en 

pET28a(+) se expresó como mayor concentración 45,65 mg/ml (IC 95% 44,67 - 46,64) en 

la cepa BL21(DE3)pLysS con 0.5 mM de IPTG a 16 °C por 10 horas y con mayor 

porcentaje de solubilidad 44.09%  (IC 95% 43,84 - 44,35) en la cepa BL21(DE3)pLysS 

con 0.25 mM de IPTG a 37°C por 4 horas. Del mismo modo, ClpC1 en pMAL-cHT 

expresó como mayor concentración 45,55 mg/ml (IC 95% 44,69 - 46,41) en la cepa 

BL21(DE3)pLysS con 0.5 mM de IPTG a 16°C por 10 horas y con mayor porcentaje de 

solubilidad 93.22% (IC 95% 92.33 - 94.11) en la cepa BL21(DE3)pLysS con 0.25 mM de 

IPTG a 16°C por 10 horas (Anexo 1). 
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Por último, las mejores condiciones para expresar ClpC1 de manera recombinante en 

E. coli es en la cepa BL21(DE3)pLysS transformadas con pMAL-cHT-ClpC1, a una 

concentración final de 0.5 mM de IPTG por 10 horas a 16°C. Con estas características, se 

obtuvo como concentración total promedio 45,55 mg/ml (IC 95% 44,69 - 46,41) y 86.93% 

(IC 95% 80,41 - 93,45) de porcentaje de solubilidad (Anexo 1). 

 

 

5.6. Purificación de ClpC1-MBP y remoción de MBP de ClpC1. 

 

ClpC1-MBP fue purificada, usando las condiciones seleccionadas 

(BL21(DE3)pLysS, pMAL-cHT-ClpC1, 0.5 mM de IPTG, 16°C/10h), por cromatografía 

de afinidad utilizando la columna MBPTrap-HP; sin embargo, se evidenció la presencia de 

otras proteínas en la fracción eluída (Figura 16). Asimismo, MBP fue removida de ClpC1 

fue removida por la proteasa TEV en los diferentes temperaturas y tiempos probados 

(4°C/72 h y 30°C/24 h) (Figura 16).  ClpC1 fue obtenida en forma soluble al remover 

MBP, sin embargo, al almacenarla por aproximadamente 2 meses, se observó una 

precipitación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Purificación y corte de ClpC1-MBP.  1: Marcador de peso molecular de 

proteínas, 2: Fracción soluble, 3: Fracción Eluida, 4: Muestra concentrada; 5: Corte TEV 

4°C/72 horas, 6: Corte TEV 30°C/24 horas. 
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5.7. Modelamiento estructural de ClpC1 con y sin MBP 

 

Al comparar las estructuras de ClpC1 con/ sin MBP, la estructura modelada de 

ClpC1 sin MBP mostró como porcentaje de identidad a nivel de la secuencia de 

aminoácidos entre el modelo de ClpC1 y la plantilla un 63.35%. Asimismo, el modelo 

generado por homología reportó un GMQE de 0.44 y un score de calidad (QMEAN) de -

5.32. El posterior alineamiento estructural reportó un porcentaje de identidad de 33.4% y 

similitud de 42.1%. De la misma manera, se obtuvo un RMSD de 1.36 Å y un T-Score de 

0.90589 (Figura 17). Por otro lado, el modelo de ClpC1 con MBP presentó un RMSD de 

11 Å y un T-Score de 0. 57 (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estructura tridimensional de ClpC1 sin MBP.  
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Figura 18. Estructura tridimensional de ClpC1 con MBP. ClpC1 se muestra de color 

azul, sitio TEV de color rojo y MBP de color rojo. 

 

5.8. Estimación de los parámetros de solubilidad de ClpC1 con y sin MBP 

 

ClpC1 presenta 848 residuos de los cuales 175 son hidrofóbicos, lo que corresponde 

un 20.6% de residuos hidrofóbicos y 79.4% de residuos hidrofílicos (figura 19); mientras 

que ClpC1 con MBP - Rv3596c clonado en pMAL-cHT- presenta 1241 residuos, de los 

cuales 344 residuos son hidrofóbicos, lo que representa el 27.8% de residuos hidrofóbicos 

y 72.2 % de residuos hidrofílicos (figura 20). Por otro lado, el área superficial 

correspondiente a ClpC1 presentó un valor de 5150.7 A2 del cual el SASA corresponde el 

23.845.1 A2 (46.29%); mientras que el área superficial correspondiente a ClpC1 con MBP 

presentó un valor de 94143 A2  del cual el SASA corresponde el 42525 A2 (45.17%). 

Finalmente, los valores de QuerySol para cada modelo fue mayor a 0.45, ClpC1 presentó 

un valor de 0.56 y ClpC1 con MBP 0.59 (Tabla 5). 
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Figura 19. Porcentaje de residuos hidrofóbicos e hidrofílicos de ClpC1 sin MBP. Los 

residuos hidrofóbicos se encuentran en color azul (20.6%) que los hidrofílicos de color 

rojo (79.4%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Porcentaje de residuos hidrofóbicos e hidrofílicos de ClpC1 con MBP. Los 

residuos hidrofóbicos se encuentran en color azul (27.8%) que los hidrofílicos de color 

rojo (72.2%). 
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Tabla 5. Resumen de los parámetros de solubilidad de ClpC1 sin y con MBP. 

 

6. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se clonó y expresó de manera exitosa la proteína ClpC1 de M. 

tuberculosis en las diferentes condiciones y vectores de expresión en E. coli. De la misma 

manera, se logró comparar la concentración y solubilidad de la proteína recombinante 

ClpC1 de M. tuberculosis en todos los sistemas de expresión. Además, se modeló de 

manera correcta ClpC1 con y sin MBP y se hallaron los parámetros de solubilidad. 

Los resultados obtenidos muestran que se logró clonar de manera eficiente el gen 

Rv3596c en los plásmidos pET28a(+) y pMAL-cHT siguiendo el protocolo In-fusion 

siguiendo las recomendaciones del fabricante (Laboratories Inc, 2011).  La secuenciación 

evidenció la correcta clonación, dirección y ninguna mutación en el gen (Anexo 2). Solo el 

gen Rv3596c fusionado con el gen de malE (Maltose Binding Protein) (clonado en pMAL-

cHT) se expresó en mayor porcentaje de forma soluble en las diferentes condiciones 

evaluadas (sistema de expresión, concentración de IPTG y temperatura), en otras palabras, 

ClpC1 + MBP se encontró en mayor cantidad en la fracción soluble (Figura 11). Se 

demostró que la mejor condición para lograr una mayor concentración estimada así como 

porcentaje de solubilidad fue al expresar ClpC1 en el plásmido pMAL-cHT en la cepa 

BL21(DE3)pLysS a una concentración final de 0.5 mM de IPTG por 10 horas a una 

temperatura de 16°C (Anexo 1). 

Una posible explicación por la cual se obtuvo mayor concentración relativa de 

ClpC1 producida en pET28a(+) se debe principalmente al promotor T7 el cual es más 

eficaz (unión a la RNA pol) que el promotor tac presente en pMAL-cHT y en 

consecuencia se produce mayor cantidad de mRNA (de Boer et al, 1983; Rosano & 
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Ceccarelli, 2014; Samuelson, 2011). El plásmido pET28a(+) contiene el origen de 

replicación del plásmido pBR322, el cual se considera que es de bajo número de copias 

debido a que solo se encuentran 15-20 copias por bacteria, al igual que el origen ColE1 de 

pMAL-cHT, por lo cual no hay diferencias entre el número de copias de plásmidos entre 

ellos (Lee et al, 2006; Schmidt & Inselburg, 1982). 

Por el contrario, se demostró que el mayor porcentaje de solubilidad relativo de 

ClpC1 se dio con pMAL-cHT. Como ya se mencionó, el plásmido pMAL- cHT añade a la 

proteína de interés la proteína MBP, lo cual aumenta la solubilidad de la proteína. El 

mecanismo por el cual MBP aumenta la solubilidad de una proteína aún no se conoce en 

su totalidad, pero se postula que MBP mejora la estabilidad de las proteínas fusión debido 

a que actúa como una “chaperona” al promover el plegamiento de la proteína fusión 

(Kapust & Waugh, 1999). Adicionalmente, se demostró la proteína fusión (proteína de 

interés + MBP) es más afín a las chaperonas GroELS (Bernier et al, 2018; Kapust & 

Waugh, 1999).  

Para tener acceso suficiente a estas chaperonas es muy importante que E.coli se 

encuentre en un estado metabólico óptimo, este se alcanza con la inducción de la expresión 

cuando se tiene un OD600 entre 0.4-0.6. De la misma manera, se sabe que MBP es muy 

estable y “enmascara” la insolubilidad de la proteína; por ello, la solubilidad neta de la 

proteína fusión se mantiene. Asimismo, no se sabe si los agregados proteicos de las 

proteínas fusión se forman antes o después del plegamiento de MBP, este punto es crítico 

para entender si MBP presenta otro mecanismo adicional en la solubilidad de las proteínas 

fusión.  

Por otro lado, la cepa BL21(DE3)pLysS es utilizada para aumentar la solubilidad de 

proteínas tóxicas o insolubles (Angius et al, 2018), en nuestros resultados esta cepa 

produjo mayor porcentaje de solubilidad de ClpC1 aunque esta no sea considerada tóxica. 

La concentración de IPTG óptima para la expresión soluble de ClpC1 fue 0.5 mM, esto se 

explica debido a la capacidad de las chaperonas de la bacteria. Las concentraciones altas 

de IPTG (> 1mM) pueden limitar la disponibilidad de las chaperonas y en consecuencia la 

formación de agregados proteicos, en otras palabras, proteínas insolubles. Por último, 

temperaturas bajas de expresión como 16 ° C mejoran la solubilidad de las proteínas al 

alterar el recambio metabólico de la bacteria y de esta manera garantizar la disponibilidad 

de chaperonas para el correcto plegamiento de la proteína de interés (Vera et al, 2007). 
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Además, se sabe que la energía de activación durante el plegamiento de las proteínas 

depende de la temperatura, a temperaturas bajas se ve favorecida (Naganathan et al, 2007). 

Por otra parte, el modelo de ClpC1 presentó valores de RMSD de 1.63 A y T-Score 

de 0.9, los cuales se encuentran dentro del rango establecido por la literatura; al contrario 

del modelo ClpC1-MBP ( RMSD de 11ª y T- Score de 0.57) (Zhang, 2005; Sargsyan, 

2017).  Con respecto a los parámetros de solubilidad, los resultados se asemejan 

ligeramente a los obtenidos experimentalmente. La solubilidad de una proteína se ve 

influenciada por la naturaleza de sus aminoácidos, proteínas con un mayor porcentaje de 

residuos no polares, hidrofóbicos en su superficie, generalmente tienden a precipitar 

cuando se producen de manera recombinante (Idicula-Thomas & Balaji, 2005). Asimismo, 

proteínas con alto porcentaje de residuos hidrofílicos en su superficie tienden a ser más 

estables y solubles (Strub et al, 2004). Cuando una proteína se desestabiliza, tiende a 

formar cuerpos de inclusión los cuales se forman por interacciones hidrofóbicas 

inespecíficas entre los polipéptidos en formación, estas interacciones se ven favorecidas 

por el alto porcentaje de residuos hidrofóbicos que puede poseer la estructura primaria de 

una proteína (Ventura & Villaverde, 2006). 

El porcentaje de residuos hidrofílicos fue mayor en ClpC1 sin MBP (Tabla 4), por 

ende ClpC1-MBP presentar mayor cantidad de residuos hidrofóbicos, sin embargo ClpC1-

MBP in vitro es más soluble que ClpC1 sin MBP. Aunque ClpC1-MBP presente más 

residuos hidrofóbicos, este resultado no nos indica si la mayoría de estos se encuentran en 

mayor proporción en la superficie de la proteína. 

Asimismo, el valor de SASA fue mayor en ClpC1 sin MBP, este resultado es 

controversial, debido a que nos muestra que hay mayor superficie accesible al solvente en 

ClpC1 sin embargo en esta superficie pueden estar tanto los residuos hidrofóbicos como 

hidrofílicos. En relación al valor de QuerySol, este fue ligeramente mayor en ClpC1 -MBP 

(Tabla 4), se puede concluir que al adicionar MBP aumenta la solubilidad global de la 

proteína. Esto concuerda con los resultados experimentales obtenidos.  

Con respecto a la purificación de ClpC1-MBP, se evidencia claramente la presencia 

de proteínas contaminantes, debido a ello es necesario una segunda purificación para 

obtener ClpC1 más pura. De la misma manera, al remover MBP de ClpC1, se verificó la 

solubilidad de ClpC1. Sin embargo, esta precipitó al almacenarse por un tiempo de dos 

meses. Por ello es necesario encontrar las mejores condiciones de almacenamiento de 

ClpC1. Aunque ClpC1 permanezca soluble después del corte, esta podría ser 
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biológicamente inactiva. Debido a ello, para corroborar su correcto plegamiento y función 

son necesarios futuros experimentos de su actividad. 

Existen otros factores que afectan la solubilidad de ClpC1, como el pH, la fuerza 

iónica y el tipo de solvente que no han sido estudiados en este trabajo. Se necesitan futuros 

estudios para determinar el rol de MBP en la solubilidad de ClpC1. 

 

7. CONCLUSIONES 

 

● El gen Rv3596c fue clonado correctamente en los plásmidos pET28a (+) 

y pMAL-cHT en E. coli.  

● ClpC1 en pET28a(+) fue expresada en mayor concentración en la cepa 

BL21(DE3)pLysS con 0.5 mM de IPTG a 16°C por 10 horas y con mayor 

solubilidad en la cepa BL21(DE3)pLysS con 0.25 mM de IPTG a 37°C por 4 

horas. 

● ClpC1 en pMAL-cHT fue expresada en mayor concentración en la cepa 

BL21(DE3)pLysS con 0.5 mM de IPTG a 16°C por 10 horas y con mayor 

solubilidad en la cepa BL21(DE3)pLysS con 0.25 mM de IPTG a 16°C por 10 

horas. 

● Las mejores condiciones para obtener mayor concentración de ClpC1 soluble 

fue empleando la cepa BL21(DE3)pLysS transformada con el plásmido pMAL-

cHT-ClpC1 a una concentración final de 0.5 mM de IPTG, 16°C y 10 horas de 

expresión. 

● Se verificó la presencia de ClpC1 soluble después de remover MBP de ClpC1-

MBP. 

● Los valores de los parámetros de calidad del modelo de ClpC1 de M. 

tuberculosis se encontraron entre los rangos establecidos por la literatura, 

mientras que en el de ClpC1 -MBP no. 

● El porcentaje de residuos hidrofílicos fue mayor en la estructura de ClpC1 

(79.4%) a comparación de ClpC1 -MBP (72.2%). 

● La solubilidad global de ClpC1 -MBP fue mayor a la de Clpc1. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

En este trabajo, se logró encontrar las mejores condiciones para aumentar la 

expresión de ClpC1 de manera soluble, esto ayudará a obtener mayor cantidad y calidad de 

proteína después de su purificación. Es necesario pasos adicionales antes de evaluar 

funcionalmente a ClpC1, la proteína debe purificada por afinidad, usando una resina de 

amilosa, y luego, ser cortada para separar MBP de la estructura nativa de ClpC1, esto es 

fácil y sencillo de realizar gracias a la proteasa TEV, la cual actúa a diferentes 

temperaturas adecuándose de esta manera a la susceptibilidad de la proteína de interés 

como se corroboró en la prueba piloto realizada. Una vez removida MBP de ClpC1, será 

necesario realizar una purificación por 6X-His Tag y de esta manera obtener ClpC1 de una 

manera más pura y realizar futuros experimentos de su actividad. Además, la obtención de 

ClpC1 nativa contribuirá a futuros estudios que deseen investigar su rol dentro del 

mecanismo de pirazinamida u otros fármacos antituberculosos. 

Adicionalmente, es necesario medir el crecimiento bacteriano mediante densidad 

óptica (OD600) para normalizar las fracciones de una manera más precisa. Por último, la 

limitación más importante de este trabajo fue que no se logró purificar la proteína ClpC1 

de las fracciones solubles e insolubles en todas las condiciones descritas, esto es 

importante determinar la concentración final de ClpC1 de una forma más precisa. De la 

misma manera, los valores de los parámetros de calidad del modelo bioinformático de 

ClpC1-MBP (RMSD Y T-Score) se encontraron fuera del rango establecido por la 

literatura. El valor de RMSD podría disminuir al comparar el modelo de ClpC1-MBP con 

una estructura cristalizada de ClpC1 en unión con MBP.   
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10. ANEXOS 

 

ANEXO 1 

Resultado del efecto de las interacciones de tipo de plásmidos, cepa, concentración de IPTG y 

temperatura en las concentraciones y porcentaje de solubilidad de ClpC1. 

Interacción Concentración de 

proteína (mg/ml) 

Solubilidad 

(%) 

Plásmido Tipo de cepa [] 

IPTG 

(mM) 

Temperatura 

(C°) y tiempo 

(h) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pET28a 

(+)-

ClpC1 

BL21(DE3) pLysS 0.25 16 y 10  7 24.74 

BL21(DE3) pLysS 0.25 30  y 4  9.27 31.08 

BL21(DE3) pLysS 0.25 37 y 4  8.92 44.09 

BL21(DE3) pLysS 0.5 16 y 10  45.65 22.25 

BL21(DE3) pLysS 0.5 30  y 4  14.63 35.44 

BL21(DE3) pLysS 0.5 37 y 4  12.81 29.38 

BL21(DE3) pLysS 1 16 y 10  44.87 19.21 

BL21(DE3) pLysS 1 30  y 4  16.64 22.49 
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BL21(DE3) pLysS 1 37 y 4  12.08 34.46 

BL21(DE3) pLysS 2 16 y 10  33.98 27.26 

BL21(DE3) pLysS 2 30  y 4  19.03 21.66 

BL21(DE3) pLysS 2 37 y 4  12.61 23.13 

Lemo(DE3)pLysS 0.25 16 y 10  7.54 22.28 

Lemo(DE3)pLysS 0.25 30  y 4  8.37 31.43 

Lemo(DE3)pLysS 0.25 37 y 4  11.58 42.4 

Lemo(DE3)pLysS 0.5 16 y 10  38.74 30.7 

Lemo(DE3)pLysS 0.5 30  y 4  16.072 42.19 

Lemo(DE3)pLysS 0.5 37 y 4  13.93 34.64 

Lemo(DE3)pLysS 1 16 y 10  40.66 21.27 

Lemo(DE3)pLysS 1 30  y 4  16.46 20.6 

Lemo(DE3)pLysS 1 37 y 4  12.07 31.57 
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Lemo(DE3)pLysS 2 16 y 10  33.77 8.34 

Lemo(DE3)pLysS 2 30  y 4  18.1 23.87 

Lemo(DE3)pLysS 2 37 y 4  14.48 31.67 

Rosetta(DE3)pLysS 0.25 16 y 10  7.85 38.28 

Rosetta(DE3)pLysS 0.25 30  y 4  7.7182 32.42 

Rosetta(DE3)pLysS 0.25 37 y 4  8.1472 41.6 

Rosetta(DE3)pLysS 0.5 16 y 10  38.14 22.52 

Rosetta(DE3)pLysS 0.5 30  y 4  18.03 21.47 

Rosetta(DE3)pLysS 0.5 37 y 4  16.77 32.54 

Rosetta(DE3)pLysS 1 16 y 10  37.14 20.91 

Rosetta(DE3)pLysS 1 30  y 4  18.39 41.81 

Rosetta(DE3)pLysS 1 37 y 4  27.5646 16.94 

Rosetta(DE3)pLysS 2 16 y 10  37.74 22.15 
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Rosetta(DE3)pLysS 2 30  y 4  21.44 13.05 

Rosetta(DE3)pLysS 2 37 y 4  17.49 14.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pMAL-

cHT-

ClpC1 

BL21(DE3) pLysS 0.25 16 y 10  22.07 93.23 

BL21(DE3) pLysS 0.25 30  y 4  19.5 82.66 

BL21(DE3) pLysS 0.25 37 y 4  18.57 65.03 

BL21(DE3) pLysS 0.5 16 y 10  45.55 86.93 

BL21(DE3) pLysS 0.5 30  y 4  33.55 59.24 

BL21(DE3) pLysS 0.5 37 y 4  29.83 68.89 

BL21(DE3) pLysS 1 16 y 10  23.54 84.6 

BL21(DE3) pLysS 1 30  y 4  18.77 68.41 

BL21(DE3) pLysS 1 37 y 4  15.15 63.84 

BL21(DE3) pLysS 2 16 y 10  18.63 60.55 

BL21(DE3) pLysS 2 30  y 4  19.41 61.47 
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BL21(DE3) pLysS 2 37 y 4  17.98 67.27 

Lemo(DE3)pLysS 0.25 16 y 10  6.06 50.81 

Lemo(DE3)pLysS 0.25 30  y 4  6.49 48.42 

Lemo(DE3)pLysS 0.25 37 y 4  6.12 52.48 

Lemo(DE3)pLysS 0.5 16 y 10  17.54 44.85 

Lemo(DE3)pLysS 0.5 30  y 4  17.44 49.74 

Lemo(DE3)pLysS 0.5 37 y 4  13.05 59.9 

Lemo(DE3)pLysS 1 16 y 10  18.07 46.57 

Lemo(DE3)pLysS 1 30  y 4  20.14 49.15 

Lemo(DE3)pLysS 1 37 y 4  19.62 54.66 

Lemo(DE3)pLysS 2 16 y 10  19.27 52.72 

Lemo(DE3)pLysS 2 30  y 4  17.99 49.25 

Lemo(DE3)pLysS 2 37 y 4  18.16 53.68 



63 
 

Rosetta(DE3)pLysS 0.25 16 y 10  9.09 60.64 

Rosetta(DE3)pLysS 0.25 30  y 4  11.05 43.02 

Rosetta(DE3)pLysS 0.25 37 y 4  11.83 51.18 

Rosetta(DE3)pLysS 0.5 16 y 10  19.86 46.85 

Rosetta(DE3)pLysS 0.5 30  y 4  21.77 38.6 

Rosetta(DE3)pLysS 0.5 37 y 4  20.96 42.87 

Rosetta(DE3)pLysS 1 16 y 10  18.55 43.68 

Rosetta(DE3)pLysS 1 30  y 4  18.93 43.85 

Rosetta(DE3)pLysS 1 37 y 4  17.43 40.64 

Rosetta(DE3)pLysS 2 16 y 10  20.89 49.54 

Rosetta(DE3)pLysS 2 30  y 4  22.17 44.23 

Rosetta(DE3)pLysS 2 37 y 4  23.91 38.99 
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ANEXO 2 

 

Con la finalidad de secuenciar todo el gen Rv3596c en los plásmidos clonados, se diseñaron un 

par de primers para pMAL-cHT y pET28a(+) y dos primers forward para Rv3596c. En ambos 

resultados, Rv3596c se clonó sin mutaciones, en la dirección correcta y con un 100% de 

identidad con respecto a la secuencia nativa de Rv3596c. 

La siguiente figura muestra el análisis de los resultados de la secuenciación en pMAL-cHT-

ClpC1. 
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De la misma manera, el análisis de los resultados de la secuenciación en pET28a(+)- ClpC1 

se muestran en la siguiente figura. 
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