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RESUMEN 

 

Los inhibidores de la familia Bowman-Birk (BBI) son inhibidores de proteasas de plantas 

que se encuentran en concentraciones elevadas en leguminosas tales como soja, guisante, lenteja y 

garbanzo, y que presentan la capacidad de inhibir una o varias serín proteasas, incluyendo las 

enzimas digestivas tripsina y quimotripsina. Estos inhibidores interaccionan con el sitio activo de la 

enzima en forma canónica mediante la exposición de sus dominios de inhibición. BBI es capaz de 

resistir tanto las condiciones ácidas como la acción de enzimas proteolíticas en el estómago e 

intestino delgado, permitiendo que cantidades significativas lleguen al intestino grueso en forma 

activa, con el fin de ejercer sus propiedades anti-cancerígenas y anti-inflamatorias en el tracto 

gastrointestinal de mamíferos. La familia BBI presenta polimorfismo a nivel inter- e intraespecífico. 

Un número limitado de aminoácidos presentes en el dominio de inhibición es responsable de las 

actividades funcionales y biológicas de las proteínas BBI. Sin embargo, variaciones en la secuencia 

de los dominios de inhibición, modificaciones postraduccionales en los extremos N- y C-terminal, 

así como diferencias en la naturaleza multimérica de los inhibidores, pueden influir en las 

propiedades funcionales y el papel fisiológico de las proteínas BBI. 

 

En esta tesis doctoral, una forma recombinante de TI1, isoinhibidor BBI mayoritario en 

guisante, y mutantes derivados del mismo obtenidos mediante mutagénesis dirigida, con dos 

dominios de inhibición idénticos frente a la enzima tripsina o quimotripsina, han demostrado influir 

negativamente en el crecimiento de células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal 

humano in vitro. Sin embargo, un mutante inactivo derivado de TI1, obtenido mediante la 

sustitución de la posición P1 por glicina, no mostró efecto alguno en la proliferación de células 

HT29, sugiriéndose que el efecto anti-proliferativo que ejercen las proteínas BBI en células 

cancerígenas de colon es consecuencia de su capacidad intrínseca de inhibir las actividades 

proteolíticas de serín proteasas. Como consecuencia, tanto las enzimas de tipo tripsina como las 

enzimas del tipo quimotripsina involucradas en etapas iniciales de procesos cancerígenos 

colorrectales deberían ser consideradas como dianas potenciales de las proteínas BBI. Mediante 

síntesis química, el uso de péptidos cíclicos sintéticos que imitan a los dominios de inhibición de las 

proteínas BBI puede facilitar la manipulación, el screening y la selección de variantes con potencial 

terapéutico. Sin embargo, los resultados obtenidos con péptidos cíclicos sintéticos que imitan a los 

dominios de inhibición de TI1 e IBB1, de guisante y soja, respectivamente, indicaron un descenso 
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significativo de actividad inhibidora respecto a las proteínas parentales y, probablemente como 

consecuencia, no tuvieron efecto alguno en la proliferación de células HT29. 

 

La leche de soja es una bebida beneficiosa para la salud, cuyo consumo está creciendo 

considerablemente en la población española. Los productos de soja se han asociado con parámetros 

tales como capacidad antioxidante, propiedades anti-inflamatorias y disminución en el riesgo de 

desarrollar procesos cancerígenos, debido a su contenido en polifenoles e inhibidores de proteasas, 

entre otros compuestos bioactivos. El contenido en proteínas BBI de soja ha sido analizado mediante 

métodos enzimáticos e inmunológicos, con los cuales no se consigue cuantificar isoformas activas. 

Dado que las propiedades preventivas y terapéuticas de los inhibidores BBI están directamente 

relacionados con su capacidad inhibidora, en esta tesis doctoral se ha cuantificado la cantidad de los 

isoinhibidores BBI, IBB1 e IBBD2, presentes en forma activa en leches de soja comerciales, que 

pudieran ejercer efectos beneficiosos en los consumidores. Las concentraciones de IBB1 e IBBD2 

varían entre 0.44-5.20 y 0.27-4.6 mg por cada 100 mL de leche de soja, respectivamente. Estos 

datos sugieren que las leches de soja comerciales presentan cantidades fisiológicamente relevantes 

de BBI activos, pudiendo ejercer efectos beneficiosos para la salud. 

 

La actividad inhibidora de tripsina asociada a las proteínas BBI de leguminosas afecta a la 

digestibilidad proteica y, por tanto, limita el uso de semillas en nutrición animal. Mediante 

metodología TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genome), hemos analizado tres mutaciones 

puntuales en TI1 con las que podemos concluir que (1) la eliminación de uno de los puentes 

disulfuro cercano al dominio de inhibición de quimotripsina (C8-C12) es crítico para la inhibición de 

ambas enzimas, tripsina y quimotripsina; (2) la sustitución del aminoácido serina, presente en la 

posición P1’ del dominio de inhibición de quimotripsina, por fenilalanina reduce la inhibición de esta 

enzima y presenta un ligero aumento en la inhibición de tripsina, probablemente debido a cambios 

conformacionales de la proteína; y (3) el cambio en la carga del extremo C-terminal, como 

consecuencia de la sustitución de glutámico por lisina, no afecta a las propiedades inhibidoras de la 

proteína pero podría modificar su capacidad de formar oligómeros, estando este hecho asociado a 

la estabilidad proteica de los BBI. 
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ABSTRACT 

 

Bowman-Birk inhibitors (BBI) from legumes, such as soybean, pea, lentil and chickpea, are 

naturally occurring plant protease inhibitors which have the capacity to inhibit one or more of a 

range of serine proteases, including the digestive enzymes trypsin and chymotrypsin. They interact 

with the active sites of serine proteases in a ‘canonical’ manner via exposed reactive site loops of 

conserved conformation within the inhibitor. BBI can survive both acidic conditions and the action 

of proteolytic enzymes within the stomach and small intestine, permitting significant amounts to 

reach the large intestine in active form to exert their reported anti-carcinogenic and anti-

inflammatory properties within the mammalian gastrointestinal tract. Multiple BBI variants can be 

found within and among species. A limited number of amino acids located within the inhibitory 

domain is responsible for the primary functional and biological activities of BBI-like proteins. 

However, sequence variation in binding loops, post-translational modifications at the amino- and 

carboxi-terminal ends, as well as differences in the multimeric nature of the inhibitors may act in 

combination to influence the functional properties and the physiological role of BBI-like proteins.  

 

In this thesis, a recombinant form of TI1, representing a major BBI isoinhibitor from pea, 

and related mutants obtained by site-directed mutagenesis that have identical inhibitory domains 

against trypsin or chymotrypsin only, have shown to influence negatively the growth of human 

colorectal adenocarcinoma HT29 cells in vitro. However, inactive mutant obtained by substitution 

of P1 position for glycine showed a non-significant effect on the proliferation of HT29 cells 

suggesting that their anti-proliferative effect in colorectal cancer cells is a consequence of their 

intrinsic ability to inhibit the proteolytic activities of serine proteases. Both trypsin- and 

chymotrypsin-like proteases involved in early stages of carcinogenesis should be considered as 

potential targets of BBI-like proteins. The use of synthetic cyclic peptides that mimic the inhibitory 

domains of BBI-like proteins can facilitate the manipulation, screening and selection of appropriate 

variants through biotechnology. However, cyclic peptides mimicking the inhibitory domains of TI1 

and IBB1, from pea and soybean, respectively, showed less inhibitory activity than parental proteins 

and, as a probably consequence, non-effect on the growth of HT29 cells.  

  

Soymilk is a health-promoting beverage of which human consumption is steadily expanding. 

Different bioactivities have been considered with soy products such as antioxidant capacity, anti-

inflammatory properties or decrease of cancer development risk. These activities have been related 
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to the presence of several compounds, including polyphenols and serine protease inhibitors such as 

Bowman-Birk inhibitors. In order to quantify BBI in soy food, enzymatic and immunological assays 

have been developed; however, no comprehensive information on the concentration of BBI in soy 

foods is currently available. The emerging evidence suggests that soybean BBI exert their preventive 

and therapeutic properties via protease inhibition. In this study, we have quantified the amount of 

active BBI isoinhibitors, IBB1 and IBBD2, present in commercial soymilks that could exert potential 

health benefits to consumers. IBB1 and IBBD2 concentrations ranged from 0.44 to 5.20 and 0.27 

to 4.60 mg/100 mL of soymilk, respectively. These data show that physiological relative amounts 

of active BBI are present in commercial soymilk and may exert potential health-promoting effects. 

  

In animal nutrition, the use of several classes of seed proteins are limited, often leading to 

a requirement for heat-treatment of seed products during processing for feed uses. Reduction or 

removal of these proteins could greatly enhanced seed protein quality and various strategies have 

been used to try to achieve this with limited success. A TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN 

Genome) mutagenized resource has yielded a number of alleles for fundamental studies and provides 

insights into the structure-function relationships of the targeted protein. Using this approach, we 

have analysed three mutations in TI1 and we can conclude that (1) the disruption of one of the 

disulphide bridges closed to the chymotrypsin inhibitory domain is critical for the inhibition of both 

enzymes, trypsin and chymotrypsin; (2) the substitution of the amino acid present in the P1’ position 

of chymotrypsin domain reduces the inhibition of this enzyme with a slightly increase in the trypsin 

inhibition; and (3) the change in the charge of the carboxy- terminal end does not affect the 

inhibitory properties of the protein but can modifies their ability to form oligomers, probably due 

to the role of the aspartate in the dimer formation of BBI proteins. 
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1.1 SERÍN PROTEASAS 

Las enzimas proteolíticas, también denominadas proteasas, son enzimas capaces de 

hidrolizar enlaces peptídicos covalentes específicos (1). En 1967, se estableció un sistema de 

nomenclatura para ocho posiciones dentro de la secuencia de una enzima (2), entre las cuales se 

incluye el sitio activo, denominándose S1-S4 a las posiciones más cercanas al extremo N-terminal, y 

S1’-S4’ a las posiciones más cercanas al extremo C-terminal. De forma complementaria, los sustratos 

capaces de unirse al sitio activo de la enzima presentan residuos en posiciones P1-P4 o P1’-P4’, en 

función de la posición que ocupen. Según su mecanismo de acción, las enzimas proteolíticas pueden 

clasificarse en endoproteasas, que actúan en el interior de la cadena peptídica, y exoproteasas, que 

rompen enlaces peptídicos en los extremos N- y/o C-terminal de la proteína. A su vez, las 

endoproteasas se clasifican en cinco clases principales (aspartato, metalo-, cisteín, serín y treonín 

proteasas) (1), en función del residuo que presenten en su centro activo (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Clasificación de endoproteasas en función del residuo que participe en su centro activo. 

Proteasa Residuo involucrado en el centro activo Ejemplos 

Aspartato proteasa Aspártico Proteasa HIV, renina 

Metaloproteasa 
Histidina o glutámico unido a un metal  

(zinc, ocasionalmente cobalto) 
MMPs, ADAMs 

Cisteín proteasa Cisteína Caspasas 

Serín proteasa Serina Tripsina, quimotripsina 

Treonín proteasa Treonina Proteosoma 

MMPs: metaloproteasas de matriz; ADAMs: proteasas con dominio metaloproteasa y desintegrina. 

 

Las serín proteasas presentan el aminoácido serina en su centro activo, el cual consiste en 

una triada catalítica de serina, histidina y aspártico (Ser195/His57/Asp102). Mediante la formación de 

un complejo de Michaelis, la enzima se une al sustrato exponiendo el grupo carbonilo del enlace 

amida a un ataque nucleofílico con el grupo hidroxilo de la Ser195 de la triada catalítica, en medio 

básico generado por el grupo imidazol de la His57 (Figura 1A). El intermediario tetraédrico que se 

forma se estabiliza por un puente de hidrógeno entre el NH de la Ser195 -numeración de aminoácidos 

de la quimotripsina- y la Gly193, que forma el agujero oxianión. El protón de la His57 se transfiere a 

la amina del intermediario para facilitar la expulsión del fragmento C-terminal del sustrato, 

generando un complejo acilo (Figura 1B). El agua actúa sobre este complejo acil-enzima, 
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formando un nuevo intermediario tetraédrico (Figura 1C) con la consecuente ruptura vía catálisis 

ácida de la His57 para dar el fragmento N-terminal del sustrato y regenerar la Ser195 (Figura 1D) 

(3). 

 

 

Figura 1. Mecanismo catalítico general de las serín proteasas. A) Interacciones por puente de hidrógeno con 

la His57 y el Asp102 de la triada catalítica, activando el grupo hidroxilo de la Ser195 para el ataque nucleofílico al enlace 

peptídico, formando el primer intermediario tetraédrico hemiacetálico. B) Transferencia del protón de la His57 a la 

amina del intermediario lo que facilita la expulsión del fragmento C-terminal del sustrato para dar el complejo covalente 

acilo. C) Ataque del agua al complejo para formar el segundo intermediario tetraédrico D) que colapsa por catálisis 

ácida de la His57 para regenerar la Ser195 y el extremo N-terminal del sustrato (3). 

 

Según su especificidad por el sustrato, las serín proteasas se dividen a su vez en tres grupos 

según el tipo de aminoácido del sitio de ruptura (P1) y la estructura que presenta la cavidad de la 

enzima donde se aloja el sustrato junto al sitio activo (S1). Así, las serín proteasas del tipo tripsina 

presentan una cavidad muy abierta con carga negativa del aspártico (Asp189), por lo que tienen 

preferencia por la hidrólisis de enlaces peptídicos situados a continuación de aminoácidos cargados 

positivamente, tales como arginina y lisina. Las proteasas del tipo quimotripsina también presentan 

cavidades muy abiertas pero la serina presente en el fondo (Ser198) hace que la cavidad no tenga 
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carga e hidrolice enlaces peptídicos que se encuentran a continuación de aminoácidos grandes e 

hidrofóbicos, sin carga, como triptófano, fenilalanina, tirosina o leucina. La cavidad junto al sitio 

activo de la elastasa es muy diferente; la mayor parte está ocupada por residuos grandes como valina 

(Val216) y treonina (Thr226), por lo que solo se pueden acoplar aminoácidos pequeños, hidrofóbicos 

y sin carga como alanina y valina (3,4). Algunas de las serín proteasas más destacadas son las enzimas 

tripsina, quimotripsina, elastasa, quimasa, catepsina G, plasmina, trombina y subtilisina (5). 

 

1.1.1 Serín proteasas y homeostasis celular 

El control de la homeostasis celular y del organismo, así como una amplia gama de procesos 

fisiológicos y patológicos, tienen lugar gracias a reacciones en las cuales las proteínas son degradadas 

y/o procesadas mediante enzimas proteolíticas. Las serín proteasas son esenciales en procesos 

biológicos tales como el crecimiento celular y desarrollo, coagulación sanguínea, fibrinólisis, 

activación del tripsinógeno durante la digestión, liberación de hormonas a partir de moléculas 

precursoras, apoptosis y activación del complemento (6). Sin embargo, tal y como se muestra en la 

Tabla 2, el comportamiento aberrante de ciertas serín proteasas también puede dar lugar a 

desórdenes fisiológicos y patológicos, tales como procesos cancerígenos e inflamatorios, 

angiogénesis, artritis reumatoide, enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, entre otras 

(1,7,8,9).  

 

Por tanto, se necesita un elevado control de las actividades proteolíticas de estas enzimas, 

el cual se consigue gracias a mecanismos reguladores, entre los que se incluye la regulación de la 

expresión génica y secreción proteica, la activación de precursores de proteasas inactivos 

(zimógenos) mediante proteólisis específica y limitada, la localización diferencial de enzima y 

sustrato, la unión del cofactor, y la interacción con otras proteínas y/o mediante la inhibición de la 

proteolisis por parte de inhibidores de proteasas (IP) específicos, los cuales pueden formar 

complejos estables con estas enzimas (10,11,12). Este último mecanismo normalmente implica la 

competición con el sustrato para acceder al sitio activo de la enzima (13). Un mayor conocimiento 

acerca del papel que juegan las serín proteasas, así como sus inhibidores específicos, naturales o 

sintéticos, como moduladores de sus actividades proteolíticas, daría lugar a nuevas oportunidades 

para la prevención y/o intervención terapéutica (14). En la actualidad, existe un gran interés en la 

identificación y caracterización de inhibidores de serín proteasas que presenten un alto grado de 

especificidad frente a serín proteasas involucradas en enfermedades humanas. 
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Tabla 2. Serín proteasas involucradas en procesos patológicos como posibles dianas terapéuticas de 

inhibidores de proteasas (15,16). 

Serín 

proteasa 
Función Procesos patológicos Referencia 

Triptasa 

Fagocitosis, degradación de los 

componentes de la matriz extracelular, 

regulación de la respuesta inflamatoria, 

coagulación sanguínea 

Aterosclerosis, asma, desórdenes 

inflamatorios 
(17,18) 

Catepsina G 

Degradación de la matriz extracelular, 

migración, regulación de desórdenes 

inflamatorios 

Inflamación, metástasis (19) 

Matriptasa 

Degradación de la matriz, regulación de 

la barrera intestinal, metabolismo del 

hierro 

Patogénesis de tejidos epiteliales, 

crecimiento y progresión tumoral 
(20) 

Elastasa 

humana 

Eliminación de patógenos, degradación 

de la matriz extracelular, desórdenes 

inflamatorios 

Enfermedad pulmonar, 

inflamación 
(19,21) 

Quimasa 

Degradación de componentes de la 

matriz extracelular, regulación de 

procesos inflamatorios 

Inflamación, asma, cáncer gástrico (22) 

Proteosoma 

Degradación proteica, proliferación 

celular, diferenciación, angiogénesis y 

apoptosis 

Carcinogénesis, inflamación, 

procesos neurodegenerativos 
(23,24,25) 

 

1.2 INHIBIDORES DE PROTEASAS DE PLANTAS 

Los inhibidores de proteasas (IP) vegetales son proteínas de bajo peso molecular, 

generalmente presentes a elevadas concentraciones en tejidos de almacenamiento, tales como 

tubérculos y semillas, pudiendo alcanzar hasta un 10 % del contenido proteico (26). También 

pueden detectarse en partes aéreas de la planta, como hojas, tallos y flores (27), donde puede ser 

inducida su expresión como respuesta al ataque de insectos, hongos y microorganismos patógenos 

(26). Los IP de plantas son capaces de formar complejos estables con sus enzimas diana, mediante 
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la competición con el sustrato para acceder al sitio activo de la enzima, pudiéndose inhibir de manera 

irreversible sus actividades proteolíticas. Estos son capaces de inhibir proteasas de distintas fuentes, 

incluyendo proteasas digestivas de mamíferos e insectos, y enzimas de bacterias y hongos, estando 

también involucrados en la regulación de proteasas endógenas de la planta (28,29,30,31). 

 

Existen diez familias de IP en plantas, clasificadas de acuerdo a su homología de secuencia, 

naturaleza del sitio activo y mecanismo de interacción con las proteasas a las que inhiben (32), tal 

como queda reflejado en la base de datos PLANT-PI (http://plantpis.ba.itb.cnr.it) (Tabla 3), 

la cual proporciona información sobre la secuencia proteica, fuente vegetal y actividad inhibidora 

de un gran número de IP de plantas superiores (33). A diferencia de las proteasas, las familias de 

inhibidores de proteasas no pueden ser agrupadas según el tipo catalítico de las enzimas que inhiben, 

dado que algunas familias contienen inhibidores que actúan sobre distintas clases de proteasas (34). 

 

Tabla 3. Familias de inhibidores de proteasas de plantas (32,33) 

Familia de inhibidores de 

proteasas de plantas 
Principales proteasas diana 

Distribución en familias de 

plantas 

Inhibidores de serín proteasas 

Bowman-Birk 
Tripsina, quimotripsina, elastasa Leguminosas, Gramíneas 

Inhibidores de α-amilasa y 

tripsina de cereal 
Amilasa, tripsina Gramíneas 

Inhibidores de cisteín 

proteasas 
Papaína, catepsina 

Gramíneas, Brasicáceas, 

Leguminosas, Compositáceas 

Inhibidores de 

metalocarboxipeptidasas 
Carboxipeptidasas Solanáceas 

Inhibidores de tripsina de 

mostaza 
Tripsina, quimotripsina Brasicáceas 

Inhibidores tipo I de patata Tripsina, quimotripsina, subtilisina 
Solanáceas, Gramíneas, 

Leguminosas 

Inhibidores de proteasas tipo 

II de patata 
Tripsina, quimotripsina Solanáceas 

Serpinas Tripsina, quimotripsina Gramíneas 

Inhibidores de tripsina de soja 

(Kunitz) 
Tripsina, quimotripsina Leguminosas 

Inhibidores de proteasas 

Squash 
Tripsina Cucurbitáceas 

http://plantpis.ba.itb.cnr.it/
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La interacción de los IP de plantas con sus proteasas diana es objeto de estudio por parte de 

la comunidad científica en áreas tan diversas como la nutrición animal y humana, protección de las 

plantas frente al ataque de insectos y hongos y, más recientemente, en medicina terapéutica y/o 

preventiva. Se han purificado y caracterizado numerosos IP de origen vegetal, determinándose su 

secuencia de aminoácidos, especificidad enzimática, estructura tridimensional y naturaleza de los 

complejos formados con sus proteasas diana. En concreto, se ha prestado especial atención a los 

inhibidores de serín proteasas del tipo Bowman-Birk (BBI) (apartado 1.3), dado su potencial como 

agentes quimiopreventivos y/o propiedades terapéuticas en enfermedades humanas, incluyendo 

distintos tipos de cáncer, enfermedades neurodegenerativas y desórdenes inflamatorios (16). 

 

1.2.1 Funciones fisiológicas de los inhibidores de proteasas en plantas 

Los inhibidores de proteasas, además de tener propiedades nutricionales y funcionales como 

componentes de la dieta, juegan un papel importante en la fisiología de las plantas (30,35). Estos 

sirven como almacenamiento de aminoácidos azufrados que son utilizados durante la germinación 

y posterior desarrollo de la semilla, pudiendo además actuar como reguladores de enzimas 

endógenas de la planta, jugando un importante papel protector frente al ataque de insectos, hongos 

y microorganismos (36,37,38,39). Numerosos estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado 

la capacidad de los IP de inhibir la actividad de algunas enzimas proteolíticas presentes en el tracto 

digestivo de insectos (26,40), afectando de manera significativa a su crecimiento, desarrollo y 

reproducción (35,41,42). El papel de los IP frente al ataque de insectos se ha demostrado mediante 

el uso de plantas transgénicas. Así, un gen que codifica a un IP de la familia Bowman-Birk de judías 

pintas (Vigna unguiculata) ha sido expresado en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), disminuyendo 

como consecuencia sus tasas de infección por larvas de gusano (Heliothis virescens) (43). Sin embargo, 

su uso se ve dificultado debido a la rápida respuesta adaptativa de los insectos frente a la presencia 

de IP, dando lugar a la aparición de nuevas proteasas con funciones similares que no son inactivadas 

por el IP (44). 

 

Además de proteger a la planta frente al ataque de insectos, los IP juegan un papel protector 

frente al ataque de hongos, como en el caso de hongos filamentosos del género Fusarium (45). 

Mediante el uso de plantas transgénicas de arroz (Oryza sativa), se ha demostrado que IP 

pertenecientes a la familia Bowman-Birk confieren resistencia al ataque de hongos patógenos 

(Pyricularia oryzae) in vivo (46). Por otra parte, también se ha descrito la participación de las proteínas 
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BBI frente a situaciones de estrés abiótico (47,48,49). La sobreexpresión de inhibidores de tripsina 

en plantas de trigo (Triticum aestivum) mejora la tolerancia a la salinidad de las plantas (49), de 

manera similar a lo que ocurre en hojas de cacahuete (Arachis hypogaea) (50). 

 

1.3 INHIBIDORES DE SERÍN PROTEASAS DE LA FAMILIA BOWMAN-

BIRK 

Las proteínas Bowman-Birk son inhibidores de serín proteasas que presentan un mecanismo 

canónico, también denominado estándar o de Laskowski, y cuyo nombre viene dado tras su 

identificación y caracterización por parte de los científicos Bowman y Birk (51,52). Se encuentran 

ampliamente distribuidos en el reino vegetal, estando presentes a elevadas concentraciones en 

semillas de leguminosas en comparación con otros órganos vegetativos y familias botánicas. Su 

miembro más estudiado procede de semillas de soja (Glycine max), aunque existen proteínas 

homólogas aisladas y caracterizadas en otras leguminosas, tales como el garbanzo (Cicer arietinum), 

la judía común (Phaseolus vulgaris), la lenteja (Lens culinaris) y el guisante (Pisum sativum), y en cereales 

como el trigo, el arroz y la cebada (Hordeum vulgare).  

 

Los BBI de leguminosas son proteínas de bajo peso molecular (6-9 kDa) y presentan una 

estructura simétrica de dos dominios tricíclicos; cada dominio comprende una región nonapeptídica 

unida mediante un puente disulfuro en el que participan dos moléculas de cisteína. Ambos dominios 

de inhibición están muy expuestos, por lo que son fácilmente accesibles por parte de las enzimas 

proteolíticas, presentando una conformación similar a la del sustrato (Figura 2) (53,54). Esta 

estructura permite la interacción de forma simultánea e independiente con dos proteasas diana, no 

necesariamente idénticas, sin ningún cambio conformacional sustancial (55), formando complejos 

estequiométricos estables con enzimas digestivas tales como tripsina, quimotripsina, elastasa, 

catepsina G o duodenasa. En presencia de una mezcla de tripsina y quimotripsina, BBI es capaz de 

formar una estructura terciaria con ambas enzimas (56). La estructura tridimensional de las 

proteínas BBI se ha descrito tanto en su forma libre (53,55,57,58,59,60,61,62,63) como formando 

complejos con las enzimas digestivas tripsina y quimotripsina (64,65,66,67,68,69). 
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Figura 2. Estructura de la proteína Bowman-Birk procedente de semillas de judías pintas (Vigna 

unguiculata) en complejo con la enzima β-tripsina (código PDB 2g81) (69). Los dominios de inhibición de 

tripsina (T) y quimotripsina (C) están indicados en la figura. La representación estructural se generó utilizando el 

programa Jmol de RCSB PDB (70). 

 

Las proteínas BBI presentan catorce cisteínas involucradas en siete puentes disulfuro 

intramoleculares (71), de los cuales cuatro se encuentran cercanos al dominio de inhibición N-

terminal (C1-C14, C2-C6, C3-C13, C4-C5) y tres al dominio de inhibición C-terminal (C7-C9, C8-C12 

y C10-C11) (Figura 3). Tanto el número como la distribución de las cisteínas que participan en la 

red de puentes disulfuro de las proteínas BBI juegan un papel fundamental en el mantenimiento de 

la estabilidad estructural de los dominios de inhibición (72,73), consiguiendo mantener su capacidad 

de inhibir proteasas bajo condiciones extremas de temperatura y pH (74,75). La disrupción de uno 

de los puentes disulfuro cercano al dominio de inhibición C-terminal (C3-C13), en la isoforma BBI 

mayoritaria de Dolichos biflorus (HGI-III), parece desestabilizar la proteína, afectando tanto a su 

estabilidad térmica como a la capacidad de inhibir las enzimas tripsina y quimotripsina (73).  

 

Al igual que otros IP, el reconocimiento molecular de serín proteasas por parte de los 

inhibidores BBI viene determinado por el aminoácido de la posición P1 (2), el cual se inserta en la 

cavidad S1 de la enzima formando un complejo enzima-inhibidor (Figura 4) (67). En general, el 

dominio de inhibición cercano al extremo N-terminal en los inhibidores BBI de semillas de 

leguminosas presenta un aminoácido con carga positiva, arginina o lisina, en la posición P1, 

inhibiendo proteasas del tipo tripsina. El dominio de inhibición cercano al extremo C-terminal 

presenta una mayor variación en cuanto al aminoácido situado en la posición P1; la presencia de 

arginina determina especificidad frente a serín proteasas del tipo tripsina mientras que los 
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aminoácidos fenilalanina, tirosina o leucina determinan inhibición frente a serín proteasas del tipo 

quimotripsina (32,76). Por tanto, en semillas de leguminosas, podemos encontrar inhibidores BBI 

del tipo tripsina/tripsina y tripsina/quimotripsina, los cuales han demostrado ser potentes 

inhibidores de ambas enzimas, mostrando constantes de inhibición (Ki) a nivel nanomolar en 

distintas especies de leguminosas, tales como soja (77), guisante (78), lenteja (37) y altramuz 

(Lupinus albus) (79). 

 

 

Figura 3. Secuencia de aminoácidos y mapa de puentes disulfuro de la proteína TI1 de guisante. Los 

dominios de inhibición de tripsina (T) y quimotripsina (C) presentan la secuencia CTKSNPPTC y CAYSNPPKC, 

respectivamente, mostrándose los siete puentes disulfuro mediante líneas conectadas. Las posiciones P1 y P1’ (en negrita) 

constituyen el sitio de unión con la enzima diana. La proteolisis limitada de TI1 mediante la eliminación de nueve 

aminoácidos en el extremo C-terminal, que ocurre in vivo durante el periodo de desecación de la semilla, se indica en 

cursiva (15). 

 

El aminoácido serina en la posición P1’ (Figura 3) se encuentra muy conservado en ambos 

dominios de inhibición. Este residuo está implicado en uniones de hidrógeno intramoleculares a lo 

largo del dominio de inhibición (65), contribuyendo a la afinidad por la enzima, pero sin jugar un 

papel esencial en la integridad estructural de la proteína (80). El aminoácido prolina que se 

encuentra de forma muy conservada en la posición P3’ (Figura 3) es esencial para la actividad 

inhibidora de ambos dominios de inhibición, mientras que la prolina en la posición P4’, aunque 

menos conservada, juega un papel importante en la conformación correcta del inhibidor (81).  
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Figura 4. Representación esquemática del sitio activo de una enzima e interacción con su inhibidor, 

mediante la nomenclatura de Schechter y Berger (1967) (2). 

 

La relevancia biológica de ambos dominios de inhibición, tripsina y quimotripsina, 

presentes en las proteínas BBI parece ser diferente, si bien en la actualidad esta idea es objeto de 

cierta controversia. El dominio de inhibición de tripsina juega un papel importante en la defensa de 

la planta frente al ataque de insectos y hongos (82) (apartado 1.2.1) estando, además, asociada su 

presencia con un descenso en la biodisponibilidad de las proteínas de la dieta (apartado 1.5.1). 

Por otro lado, el dominio de inhibición de quimotripsina parece estar involucrado específicamente 

en las propiedades anti-cancerígenas de estas proteínas (83,84) (apartado 1.5.2). Esta hipótesis se 

estableció tras los estudios de Yavelow y col. (1985) (85), en los cuales la escisión de BBI de soja, 

mediante bromuro de cianógeno y pepsina, daba lugar a dos fragmentos proteicos, uno con actividad 

inhibidora de tripsina y otro con actividad inhibidora de quimotripsina, siendo este último 

fragmento capaz de disminuir la transformación in vitro inducida por radiación. Sin embargo, 

recientemente se ha demostrado el papel que juega el dominio de inhibición de tripsina en su 

capacidad de inhibir la proliferación de células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal 

humano por parte de IBBD2, un inhibidor BBI mayoritario de soja, el cual presenta dos dominios 

de inhibición de tripsina (77). De manera similar, el inhibidor de tripsina MsTI, procedente de 

semillas de Medicago scutella, disminuye la supervivencia clonogénica de células cancerígenas de 

mama (MCF-7) y células de cáncer cervical (HeLa), tras tratamiento de 24 h (86). En conjunto, 

estos estudios pioneros postulan que los dominios de inhibición frente a tripsina pudieran ejercer 

un papel beneficioso en salud. 
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1.4 POLIMORFISMO DE LA FAMILIA DE INHIBIDORES BOWMAN-

BIRK 

Las proteínas Bowman-Birk se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal y, 

aunque en la mayoría de los casos los aminoácidos presentes en los dominios de inhibición se 

encuentran conservados, existe cierto polimorfismo en las proteínas BBI de leguminosas, a nivel 

inter- e intra-específico, debido a variaciones de secuencia existentes en los dominios de inhibición, 

modificaciones postraduccionales en los extremos N- y C-terminal de la proteína, y formación de 

oligómeros que pudieran influir en la actividad funcional y biológica de las proteínas BBI. 

 

1.4.1 Variación de secuencia 

Tal como se ha descrito en el apartado anterior (apartado 1.3), en la mayoría de 

leguminosas analizadas, el dominio de inhibición N-terminal de las proteínas BBI inhibe la enzima 

tripsina y presenta los aminoácidos arginina o lisina en la posición P1 (Tabla 4). Existen excepciones 

en las que se puede encontrar el aminoácido alanina en dicha posición, el cual determina 

especificidad frente a elastasa (21), tal y como está descrito en soja silvestre (Glycine soja) (87) y 

almorta (Lathyrus sativus) (88). Por otro lado, proteínas BBI de judías pintas presentan el aminoácido 

glutámico en la posición P1 del dominio de inhibición N-terminal, lo cual podría resultar en formas 

inactivas de la proteína. La posición P1 del dominio de inhibición C-terminal de las proteínas BBI 

de leguminosas presenta una mayor variabilidad (Tabla 5). La elevada afinidad que presentan las 

proteasas del tipo quimotripsina por aminoácidos aromáticos (tirosina o fenilalanina) queda reflejada 

en estos inhibidores, mostrando mayor potencia aquellos que presentan tirosina en la posición P1 

(89). Variaciones en la secuencia de aminoácidos de ambos dominios de inhibición pueden ser 

importantes en términos de relevancia biológica de los inhibidores BBI como agentes 

quimiopreventivos. Estudios in vitro demuestran que dos isoformas BBI recombinantes de guisante, 

rTI1 y rTI2, con diferencias en las posiciones P1, P1’ y P2’ dentro del dominio de inhibición de 

quimotripsina (Tyr-Ser-Asn y Leu-Ser-Tyr, respectivamente) presentan diferencias en sus 

propiedades antiproliferativas frente a células HT29, mostrando valores de IC50 (concentración del 

inhibidor requerida para alcanzar una inhibición del 50%) de 46 y 73 µM, respectivamente (90). 

Otras modificaciones en posiciones adyacentes al sitio reactivo (P1-P1’) también pueden afectar a la 

afinidad del inhibidor frente a sus proteasas diana.  
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A la hora de caracterizar funcionalmente las proteínas Bowman-Birk, los dos factores más 

relevantes son la constante de inhibición (Ki) y la tasa de hidrólisis por parte de la enzima a la que 

inhiben (91). Ambos factores dependen, en gran medida, de la secuencia de aminoácidos de la 

proteína, por lo que es importante estudiar las variaciones que se producen en dicha secuencia, las 

cuales pueden modificar la afinidad o especificidad frente a proteasas diana, así como los 

requerimientos estructurales que determinan la estabilidad y resistencia a proteolisis de sus 

dominios de inhibición (32). Con el uso de péptidos cíclicos sintéticos de un tamaño menor que 

sean capaces de retener, al menos parcialmente, la actividad biológica de la proteína parental, sería 

posible evaluar variaciones de secuencia que pudieran influir en la actividad inhibidora y tasa de 

hidrólisis de los dominios de inhibición de las proteínas BBI (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Péptidos cíclicos sintéticos que imitan a los dominios de inhibición de las proteínas 

Bowman-Birk (Adaptado de la página web del laboratorio del Prof. Robin Leatherbarrow del 

Imperial College, Reino Unido). 

 

Los primeros intentos para la obtención de péptidos sintéticos activos que imitan a los 

dominios de inhibición de las proteínas BBI se llevaron a cabo con péptidos cíclicos de 9 

aminoácidos, imitando al dominio de inhibición de tripsina de las proteínas BBI de soja (92). Estos 

péptidos presentaban actividad inhibidora frente a la enzima tripsina (Ki = 750 nM), si bien 

mostraron una menor afinidad por la enzima comparada con la mostrada por la proteína parental 

(Ki = 3 nM) (93). Péptidos cíclicos de 11 aminoácidos mostraron una mayor actividad inhibidora 

frente a la enzima tripsina en relación a péptidos de menor tamaño molecular (94). La ciclación de 

estos péptidos, mediante un puente disulfuro entre dos moléculas de cisteína, es necesaria para que 
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estos sean activos frente a las enzimas tripsina, quimotripsina y elastasa (Figura 6); por el contrario, 

péptidos lineales de secuencia similar en los cuales se reducen los residuos de cisteína, no muestran 

capacidad de inhibición alguna frente a estas serín proteasas (95). Es interesante destacar que la 

conformación estructural de un péptido derivado del inhibidor de tripsina de Phaseolus aureus roxb, 

tras su unión con tripsina, es similar a la estructura que presenta el dominio de inhibición de la 

proteína BBI parental con dicha enzima (66).  

 

 

Figura 6. Representación esquemática de un péptido cíclico sintético unido a una resina mediante un 

espaciador de pentaglicina. Dos cisteínas en posiciones opuestas participan de un puente disulfuro intramolecular. 

Las posiciones P1-P1´ constituyen el sitio de unión con la enzima tripsina, siendo el aminoácido localizado en la posición 

P1 determinante de su especificidad. Adaptado de Clemente y Domoney (2006) (32).  

 

Mediante el uso de librerías de péptidos cíclicos que imitan a los dominios de inhibición de 

las proteínas BBI se ha estudiado la relación existente entre secuencia de aminoácidos y actividad 

inhibidora, especificidad y potencia de inhibición así como la resistencia a hidrólisis frente a sus 

proteasas diana (96,97). Al igual que ocurre con la proteína BBI parental, el aminoácido presente 

en la posición P1 es responsable de la especificidad de la enzima a la que inhiben (2). Del mismo 

modo, variaciones en la posición P1 de péptidos cíclicos sintéticos producen cambios relevantes en 

la especificidad frente a la enzima diana. Así, la presencia de los aminoácidos lisina o arginina en 

péptidos cíclicos determina especificidad frente a la enzima tripsina. La capacidad de inhibir esta 

enzima también se ve modificada por variaciones en la posición P2´, obteniéndose diferencias 

significativas de varios órdenes de magnitud en los valores de Ki, siendo el aminoácido isoleucina el 

que muestra una menor Ki (9 nM), seguido de los aminoácidos norleucina (500 nM), arginina y 

leucina (1 µM) (96). 
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Por otro lado, los aminoácidos leucina, fenilalanina y tirosina en la posición P1 determinan 

especificidad frente a quimotripsina, siendo aquellos péptidos con fenilalanina y tirosina en la 

posición P1 los que presentan una menor Ki (95). McBride y col. (1996) (98) diseñaron una librería 

de péptidos inmovilizados, utilizando como molde la secuencia CXXSXPPECT, correspondiente al 

dominio de inhibición de tripsina del inhibidor D4 procedente de Macrotyloma axillare, con el fin de 

evaluar su capacidad de inhibir la enzima quimotripsina mediante variaciones en las posiciones P2, 

P1 y P2’. Los investigadores obtuvieron 8000 combinaciones de las cuales sólo el 0.05 % se unían 

covalentemente a la enzima quimotripsina biotinilada. El análisis en solución de los péptidos activos 

resintetizados reflejó una secuencia consenso que presenta el aminoácido treonina en la posición P2, 

los aminoácidos aromáticos tirosina o fenilalanina en la posición P1, e isoleucina, leucina o 

norleucina en la posición P2´. Una librería peptídica de segunda generación con variación en las 

posiciones P4, P1 y P2´ permitió la selección de secuencias peptídicas con capacidad de inhibir 

quimotripsina con valores de Ki en el rango nanomolar (99), siendo la secuencia QCTFSLPPQCY 

la que presentaba una mayor potencia de inhibición (Ki = 3.4 nM).  

 

Aunque la tasa de hidrólisis no siempre se correlaciona con la potencia de inhibición, 

aquellos péptidos que presentan menores valores de Ki tienden a ser hidrolizados más lentamente 

(96). Tal es el caso de péptidos cíclicos que presentan el aminoácido treonina en posición P2 (100), 

con valores de Ki extraordinariamente bajos frente a quimotripsina (19 nM), o isoleucina en posición 

P2’. Sin embargo, esta afirmación no siempre puede aplicarse a otras posiciones tales como la P1, 

observándose que péptidos cíclicos sintéticos que muestran valores más bajos de Ki frente a la enzima 

tripsina, con arginina en posición P1, presentan una mayor tasa de hidrólisis (95). Sin embargo, 

péptidos con los aminoácidos metionina, leucina y norleucina en posición P1, los cuales presentan 

valores elevados de Ki frente a quimotripsina, tienen una tasa de hidrólisis menor.  

 

Tal y como se describe en el apartado 1.1.1, ciertas serín proteasas juegan un papel clave 

en el desarrollo tumoral, procesos inflamatorios y metástasis. Algunas de ellas, como la triptasa, 

específica de mastocitos e involucrada en asma y procesos inflamatorios (101), presenta una 

organización multimérica cuyas dimensiones, así como ciertos impedimentos estéricos, limitan el 

acceso a posibles inhibidores, como el inhibidor de tripsina bovino. Sin embargo, diversos péptidos 

cíclicos que simulan los dominios de inhibición de las proteínas BBI son potentes inhibidores de 

triptasa (102). El menor tamaño de estos péptidos, comparado con las proteínas parentales, parece 

ser la clave para permitir el acceso al sitio activo de la enzima. Otra serín proteasa considerada una 

diana terapéutica para péptidos derivados de proteínas BBI es la enzima elastasa, la cual está 
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involucrada en la destrucción de tejidos en procesos inflamatorios. Mediante la evaluación de una 

librería de péptidos derivados de BBI se han identificado secuencias de péptidos capaces de inhibir 

esta enzima, mostrándose valores de Ki de 65 nM, los cuales mostraban bajas tasas de hidrólisis 

(103).  

 

Existe un péptido natural estructuralmente similar al dominio de inhibición de las proteínas 

BBI denominado SFTI-1, presente en semillas de girasol (Helianthus annuus), el cual fue aislado y 

caracterizado por Luckett y col. en 1999 (104) y, más recientemente, se ha expresado de forma 

recombinante en E. coli (105). Se trata del inhibidor de proteasas de origen vegetal más pequeño 

descubierto hasta la fecha (1513 Da), con una estructura rígida de catorce aminoácidos y un puente 

disulfuro que aumenta su estabilidad y divide al péptido en dos regiones, un dominio reactivo y otro 

cíclico de nueve y siete aminoácidos, respectivamente. SFTI-1 es un inhibidor potente de tripsina 

(Ki = 0.1 nM), muy resistente a la hidrólisis por parte de la misma (106). También es capaz de 

inhibir la enzima catepsina G (Ki = 0.15 nM), mostrando una gran selectividad, siendo menos 

potente frente a quimotripsina (Ki = 7.4 µM), elastasa (Ki = 105 µM) y trombina (Ki = 136 µM) 

(104). Su estructura molecular, secuencia y mecanismo de inhibición son muy similares al dominio 

de inhibición de tripsina de las proteínas BBI por lo que, utilizando su secuencia como molde, se 

han obtenido péptidos que presentan una elevada inhibición frente a la enzima furina (Ki = 0.49 

nM) (107), matriptasa-2 (Ki = 2.6 nM) y frente a la unidad 20S del proteosoma (108).  

 

1.4.2 Modificaciones postraduccionales 

Las proteínas Bowman-Birk pueden sufrir modificaciones postraduccionales que pueden 

afectar a su funcionalidad y modular su actividad biológica. En Dolichos biflorus, varias isoformas 

(HGIs) desaparecen durante la germinación de las semillas, apareciendo isoformas nuevas (HGGIs) 

debido a la proteolisis que ocurre en los extremos N- y C-terminal de la proteína (109), 

posiblemente debida a la acción de metaloproteasas (110). Esta proteolisis ocurre principalmente 

durante la etapa de desecación de las semillas, tal como se ha descrito en semillas de guisante (111), 

haba (Vicia faba) y garbanzo (112). De manera similar, durante la germinación de semillas de judía 

mungo (Vigna radiata) aparecen isoformas procesadas en el extremo C-terminal (MBI-E y MBI-C), 

procedentes del inhibidor mayoritario MBI-F (113). En semillas de guisante de invierno podemos 

encontrar hasta seis isoformas BBI (114) de las cuales cuatro han sido secuenciadas (PsTI-I, PsTI-II, 
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PsTI-IVa y PsTI-IVb) (115). Estas isoformas presentan los primeros veinte aminoácidos del extremo 

N-terminal idénticos y difieren en el extremo C-terminal de la proteína.  

 

En semillas de guisante, los inhibidores BBI mayoritarios están codificados principalmente 

por dos genes que se encuentran estrechamente ligados, TI1 y TI2 (27,35). En éstas se pueden 

encontrar múltiples isoformas de BBI, consecuencia de procesamientos en los extremos N- y C-

terminal de las proteínas que ocurren principalmente durante la etapa de desecación y desarrollo 

de la semilla (35). En la variedad de guisante Birte, existe un procesamiento de nueve aminoácidos 

en el extremo C-terminal de las proteínas TI1 y TI2, las cuales presentan una menor 

electronegatividad en comparación con las proteínas parentales (Figura 7). El cambio en la carga 

neta de la proteína da lugar a perfiles electroforéticos diferentes cuando las proteínas son analizadas 

en geles bajo condiciones no desnaturalizantes, tratados con las enzimas tripsina y quimotripsina  

(116). Asimismo, se ha identificado procesamiento en el extremo N-terminal de inhibidores de 

guisante, sugiriéndose que ambos extremos pueden ser accesibles a la ruptura proteolítica (55). No 

obstante, la presencia de los puentes disulfuro intramoleculares parece ejercer protección frente a 

la acción de las enzimas proteolíticas, manteniéndose intacto el core de la proteína que contiene 

ambos dominios de inhibición (117). 

 

 

Figura 7. Análisis de actividad inhibidora in gel de la fracción de albúminas de guisante de la variedad 

Birte (116). Los geles de casein Blue se trataron con las enzimas digestivas tripsina (T) y quimotripsina (C); las áreas 

oscuras indican inhibición de la enzima. La dirección de la electroforesis de los geles se indica mediante una línea 

vertical. Las variantes -2 y -5 entre las isoformas presentes en la fracción de albúminas de la variedad Birte representan 

los productos génicos primarios TI1 y TI2, respectivamente.  
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El plegamiento de la proteína no parece verse afectado por el procesamiento de los 

extremos N- y C-terminal de los inhibidores Bowman-Birk; no obstante, este procesamiento podría 

influir en las propiedades funcionales y estabilidad de estas proteínas. La proteolisis de nueve 

aminoácidos del extremo C-terminal se ha asociado con un incremento en la afinidad de los 

inhibidores por la enzima tripsina, incrementándose la actividad inhibidora de tripsina (TIA) in vivo 

(111,118). Sin embargo, se observan los mismos valores de Km frente a la enzima tripsina en dos 

isoformas de guisante de invierno, PsTI-II y PsTI-IVb, a pesar de que PsTI-II no presenta el extremo 

C-terminal (55). En el complejo tripsina:PsTI-IVb:quimotripsina, el extremo C-terminal del 

inhibidor parece interactuar con la enzima tripsina, pero no con quimotripsina (55). Sin embargo, 

mediante estudios de rayos X, no se han encontrado evidencias suficientes que corroboren una 

posible interacción del extremo C-terminal del inhibidor BBI de judía azuki (Vigna angularis), AB-I, 

con la enzima tripsina (64).  

 

1.4.3 Oligomerización 

El extremo C-terminal de las proteínas Bowman-Birk parece no interactuar de forma 

directa con la enzima diana, pero juega un papel fundamental en el estado de dimerización de estas 

proteínas. En solución acuosa, las proteínas BBI se encuentran en un equilibrio entre formas 

monoméricas y distintas formas oligoméricas, tal y como se ha descrito en especies tales como el 

guisante de invierno (55), judías pintas (63,119) y Dolichos biflorus (110,120,121). En semillas de 

Dolichos biflorus, el inhibidor mayoritario HGI-III y la isoforma procesada que aparece durante la 

germinación de las semillas, HGGI-III, se encuentran principalmente en forma dimérica y 

monomérica en solución, respectivamente. La principal diferencia entre ambos inhibidores es la 

proteolisis en los extremos N- y C-terminal de HGGI-III de doce y cuatro aminoácidos, 

respectivamente (110). Dado que el inhibidor HGI-I también se encuentra en forma dimérica en 

solución, aun presentando proteolisis en el extremo N-terminal, la eliminación de los aminoácidos 

Ser-His-Asp-Asp en el extremo C-terminal de HGGI-III sugiere un papel principal en el estado de 

dimerización de la proteína. El estado en forma dimérica del inhibidor HGI-III tiene lugar mediante 

un enlace salino, con el que se produce una interacción electroestática entre el grupo amino de la 

Lys24 en la posición P1 del dominio de inhibición N-terminal de un monómero y el grupo carboxilo 

del Asp75 en el extremo C-terminal del segundo monómero (Figura 8) (110,121). Estos datos 

fueron confirmados mediante las mutaciones puntuales K24A (120) y D75A (121), las cuales dieron 

lugar a formas monoméricas de la proteína. Además, para la formación de dímeros en HGI-III 
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también es necesaria la formación de un enlace salino entre los aminoácidos Lys71-Asp76 en el 

extremo C-terminal de un monómero (121); durante la germinación de las semillas, la pérdida del 

Asp76 impide la formación de las interacciones necesarias para la formación de dímeros, dando lugar 

a formas monoméricas (110).  

 

 

Figura 8. Modelo de dimerización del inhibidor Bowman-Birk, HGI-III, procedente de semillas de 

Dolichos biflorus. Los dos monómeros están indicados en distintos colores (amarillo y gris). La interacción inter-

monómeros tiene lugar mediante un puente salino entre los aminoácidos Lys24-Asp75 y la interacción intra-monómeros 

mediante un puente salino entre los aminoácidos Lys71-Asp76 del extremo C-terminal de un mismo monómero (121). 

 

En semillas de guisante de invierno, el inhibidor PsTI-IVb se encuentra en forma dimérica 

mediante la formación de puentes de hidrógeno e interacciones electroestáticas en las cuales están 

involucrados los aminoácidos básicos del extremo N-terminal de un monómero (Arg23 y Lys16) y el 

extremo C-terminal con carga del segundo monómero (Glu68 y Glu69) (55). Del mismo modo, en 

semillas de almorta, la isoforma LSI-2a se encuentra en forma dimérica, siendo los aminoácidos 

Arg23 y Lys26 de un monómero los que presentan interacciones con los aminoácidos Glu67 y Glu68 

del extremo C-terminal del segundo monómero (122). En cuanto a la estabilidad de formas 

monoméricas y diméricas de las proteínas Bowman-Birk, la mayoría de los aminoácidos 

hidrofóbicos de un monómero se encuentran protegidos del solvente por el segundo monómero, 

por lo que cabría esperar una mayor estabilidad de las formas diméricas con respecto a las formas 

monoméricas (55). En este sentido, las formas monoméricas parecen ser menos estables que las 

formas diméricas a altas temperaturas (120,121) y la transición de dímeros a monómeros parece 

ser crucial para unirse a las enzimas tripsina y quimotripsina y ejercer su actividad inhibidora 

(55,121). 
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1.5 PROPIEDADES NUTRICIONALES Y FUNCIONALES DE LOS 

INHIBIDORES BOWMAN-BIRK 

 

1.5.1 Propiedades anti-nutricionales 

Las enzimas tripsina y quimotripsina son serín proteasas digestivas producidas en el páncreas 

en forma de precursores inactivos (tripsinógeno y quimotripsinógeno, respectivamente), los cuales 

son activados mediante hidrólisis en el duodeno, jugando un papel esencial en el proceso de 

digestión proteica. Los inhibidores de proteasas presentes en semillas de leguminosas, como los 

inhibidores Bowman-Birk, son capaces de mantener su actividad biológica durante el proceso 

digestivo debido a su elevada estabilidad frente a las condiciones extremas del tracto gastrointestinal 

(pH ácido y actividad de enzimas digestivas). Estos pueden formar complejos estables con las 

enzimas digestivas dentro el tracto gastrointestinal (TGI) (123,124), los cuales son posteriormente 

excretados. La disminución de los niveles de las enzimas digestivas en el intestino delgado da lugar 

a una mayor síntesis de enzimas proteolíticas por parte del páncreas, a través de un mecanismo de 

feedback negativo, incrementándose los niveles de la hormona colecistoquinina (CCK) por parte de 

la mucosa intestinal (Figura 9) (125,126).  

 

 

Figura 9. Mecanismo de acción de los inhibidores Bowman-Birk de soja en el páncreas (32,127). Los 

inhibidores BBI pueden unirse a enzimas digestivas como tripsina, formando complejos que son excretados y, como 

consecuencia, se produce una mayor síntesis de la enzima por parte del páncreas, siendo regulado por la hormona 

digestiva colecistoquinina (CCK). 
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En roedores, se ha observado que la hipersecreción de proteasas pancreáticas en respuesta 

a la acción de las proteínas BBI puede derivar en hiperplasia e hipertrofia pancreática. Sin embargo, 

las consecuencias de este feedback en la función pancreática difieren considerablemente entre las 

distintas especies animales, por lo que la extrapolación de los resultados de unas especies a otras 

resulta inadecuada (124,128). Así, la relación entre el tamaño del páncreas y el peso corporal total 

parece ser un factor clave, ya que aquellos animales cuyo páncreas excede del 0.3% del peso 

corporal total (por ejemplo, ratas, ratones y pollos) se ven afectados por hipertrofia pancreática; 

sin embargo, no se ha observado elongación del páncreas en animales de mayor tamaño, tales como 

perros, cerdos y monos, los cuales presentan un tamaño pancreático relativo menor (32). En 

humanos cabe esperar un efecto anti-nutricional mínimo o nulo debido al tamaño relativo del 

páncreas (0.06-0.24%) respecto al peso corporal total, si bien se ha demostrado una mayor 

producción de las enzimas tripsina y quimotripsina tras el consumo de BBI (129), no demostrándose 

efectos adversos evidentes. El consumo de semillas de leguminosas se ha relacionado de forma 

negativa con el crecimiento animal (123,130) como consecuencia de su contenido limitado en 

aminoácidos azufrados (126,131). Además, la ingesta de BBI en la dieta conduce a una pérdida de 

proteínas endógenas ricas en aminoácidos azufrados, como son las enzimas tripsina y quimotripsina 

(132), estando esta pérdida asociada a la excreción del complejo proteasa-inhibidor. De este modo, 

ratas alimentadas con dietas ricas en proteínas BBI de soja presentan un menor crecimiento con 

respecto a ratas alimentadas con dietas libres de IP (133). Estudios llevados a cabo con roedores 

utilizando dietas que contenían líneas isogénicas de guisante, las cuales diferían cuantitativamente 

en los niveles de actividad inhibidora de tripsina (8.73-7.40 y 1.45-1.78 TIU·mg-1 de materia seca, 

respectivamente), demuestran una relación directa entre actividad inhibidora y descenso de 

digestibilidad proteica y valor biológico de la proteína (134). En pollos alimentados con líneas 

isogénicas de guisante que presentan un menor contenido en TIA (135), se observa una mejora en 

la digestibilidad proteica obteniéndose un mayor coeficiente de digestibilidad ileal de aminoácidos 

(CAID), incluidos cisteína y metionina, entre otros.  

 

Aunque la presencia de proteínas BBI puede limitar el uso de leguminosas grano en 

alimentación animal (136),  la mayoría de estudios se han llevado a cabo en animales de pequeño 

tamaño que consumen grandes cantidades de estas proteínas durante un periodo de tiempo 

relativamente largo. Las diferencias en el TGI de las distintas especies animales, así como el grado 

de inactivación de los inhibidores en el estómago y la forma en que estos son ingeridos, son factores 

importantes a tener en cuenta con objeto de evaluar sus efectos anti-nutricionales. Tal como se 

detalla en el siguiente apartado (apartado 1.5.2), ensayos clínicos llevados a cabo en humanos 
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parecen demostrar la capacidad de las proteínas BBI como agentes quimiopreventivos, sin mostrar 

efectos secundarios aparentes con dosis de hasta 2000 unidades de inhibición de quimotripsina 

(CIU) por día (137). Es de destacar que, en 1992, la Administración estadounidense de Alimentos 

y Medicamentos (FDA) consideró a BBIC (un extracto proteico de soja enriquecido en inhibidores 

BBI) como nueva droga a investigar, utilizándose desde entonces en ensayos clínicos en humanos 

con hiperplasia prostática benigna, leucoplasia oral y colitis ulcerosa. 

 

1.5.2 Propiedades quimiopreventivas 

Tras el procesado de alimentos y durante su paso a través del TGI, las proteínas Bowman-

Birk necesitan mantener su actividad biológica, al menos en parte, para ser consideradas como 

componentes bioactivos integrantes de la dieta (15). Bajo condiciones simuladas de digestión 

gástrica e intestinal, las proteínas BBI resisten las condiciones ácidas y la acción de las enzimas 

digestivas pepsina y pancreatina (138), manteniendo sus características estructurales y funcionales. 

Además, proteínas BBI de soja, bajo condiciones similares, ejercen un efecto protector sobre el 

péptido lunasina, el cual posee propiedades quimiopreventivas, antioxidantes y anti-inflamatorias 

(139). La resistencia de las proteínas BBI a las condiciones extremas del TGI puede favorecer el 

transporte de formas biológicamente activas a través del epitelio gastrointestinal, permitiendo su 

distribución a tejidos y órganos diana, con el fin de ejercer sus propiedades beneficiosas a nivel local 

y sistémico (16). La rigidez conformacional de las proteínas BBI, consecuencia del número y 

distribución de los puentes disulfuro intramoleculares, es responsable de la estabilidad de estas 

proteínas frente a las condiciones adversas del TGI (condiciones ácidas y enzimas proteolíticas) y 

ayuda a mantener las características estructurales y funcionales de sus sitios activos (73,140,141). 

La reducción de los puentes disulfuro y la alquilación de los grupos cisteín sulfidrilo elimina casi 

totalmente tanto la actividad inhibidora de tripsina como de quimotripsina de BBI de soja debido a 

cambios conformacionales y/o desplegamiento de la proteína (77); estos cambios estructurales 

incrementan la vulnerabilidad de las proteínas BBI frente a proteasas digestivas y disminuyen su 

estabilidad térmica. 

 

Estudios in vivo han demostrado la presencia de BBI en el intestino delgado de roedores y 

cerdos. En ratas, se detectaron y cuantificaron formas inmunológicamente reactivas de BBI de soja 

(5% del total ingerido) (142) si bien no se evaluó su capacidad de inhibir serín proteasas. Estudios 

llevados a cabo en cerdos canulados en el íleon terminal han demostrado que las proteínas BBI de 
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garbanzo permanecen activas (5-8% del total ingerido) durante su tránsito a través del estómago e 

intestino delgado, llegando al intestino grueso donde pueden ejercer sus propiedades beneficiosas 

(117). Además, ensayos de fermentación in vitro realizados con heces de cerdo demuestran que la 

actividad inhibidora de tripsina y quimotripsina de las proteínas BBI no se ven afectadas por las 

actividades enzimáticas y metabólicas de la microbiota intestinal (143).   

 

A nivel mundial, en los últimos años se han diagnosticado millones de nuevos casos de 

cáncer colorrectal (CCR). En términos de incidencia, el CCR ocupa la tercera posición, tanto en 

hombres como en mujeres; en concreto, en 2012 se diagnosticaron alrededor de 1.4 millones de 

nuevos casos (144). Se estima que alrededor de un 30-40% de los casos se puede prevenir llevando 

a cabo estilos de vida saludables y a través de una dieta equilibrada (145). En este sentido, el 

consumo de legumbres se ha asociado de manera inversa con el riesgo de padecer CCR (146), 

observándose un efecto protector tras la ingesta continuada de dos raciones semanales (una ración 

equivale a 100 g de legumbres) (147). Las leguminosas presentan una gran variedad de compuestos 

bioactivos, principalmente proteínas (BBI y la fracción de albúminas 2S) e hidratos de carbono (fibra 

soluble e insoluble, almidón resistente y oligosacáridos de la familia rafinosa) que pueden incidir 

positivamente en la salud gastrointestinal del individuo (148). En concreto, las proteínas BBI 

previenen o suprimen la transformación in vitro inducida por radiación o mediante exposición a 

agentes cancerígenos, así como procesos inflamatorios asociados en el TGI de mamíferos (Tabla 6) 

(15,16,149,150,151). Estudios llevados a cabo en ratones (149,152) y ratas (151), tratados con 

dimetilhidracina (DMH) como agente cancerígeno, han demostrado que las proteínas BBI de soja 

incorporadas en la dieta ejercen un efecto protector, reduciendo la incidencia y frecuencia de 

tumores colorrectales respecto a aquellos animales a los que no se les incorporó proteínas BBI en 

sus dietas. En estos experimentos, las proteínas BBI no ejercieron efecto adverso documentado 

alguno, tanto en relación con el crecimiento animal como en la fisiología de sus órganos. Más 

recientemente, se han obtenido resultados similares en ratones tratados con DMH y proteínas BBI 

de soja y M. axillare, en los cuales no se observan lesiones displásicas tras 24 semanas de tratamiento 

(24). En ratas tratadas con DMH alimentadas con BBIC autoclavado, en el cual se suprimen las 

actividades inhibidoras de serín proteasas, no se observa efecto supresor alguno (151), lo cual 

sugiere que las actividades inhibidoras de proteasas de las proteínas BBI son responsables de los 

efectos anti-inflamatorios de las mismas. 
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En líneas celulares humanas cancerígenas de colon HT29, concentraciones fisiológicamente 

relevantes de proteínas BBI de guisante (90), soja (77) y lenteja (154) muestran valores de IC50 en 

el rango de 32-73 µM. Sin embargo, las proteínas BBI de soja no afectan al crecimiento de células 

fibroblásticas humanas de colon (CCD18-Co) (77). Resultados similares se han observado con 

proteínas BBI de soja en las cuales se elimina su capacidad de inhibir serín proteasas mediante agentes 

reductores (DTT) y alquilantes (IAA), las cuales no inhiben la proliferación celular de células HT29, 

sugiriéndose una relación entre capacidad inhibidora y efecto anti-proliferativo (77). En estos 

estudios, las proteínas BBI se someten a tratamientos drásticos en los cuales pierden su capacidad 

estructural y funcional. 

 

Aunque, en muchos casos, la capacidad intrínseca de BBI de inhibir serín proteasas ha sido 

relacionada con propiedades beneficiosas para la salud, los mecanismos de acción y la identidad de 

sus dianas terapéuticas son aún desconocidas (16). Uno de los mecanismos de acción postulados en 

la literatura científica implica la inhibición de las actividades proteolíticas (tripsina, quimotripsina y 

caspasa) del proteosoma, las cuales generalmente se encuentran incrementadas en células 

cancerígenas como consecuencia de la proliferación celular, el incremento del estrés oxidativo y los 

niveles elevados de citoquinas (165). La inhibición del proteosoma da lugar a la pérdida de la 

homeostasis celular (166) e inducción de la apoptosis (167), por lo que los inhibidores de 

proteosoma se han caracterizado por ser importantes compuestos en terapia frente al cáncer (168). 

Las proteínas BBI son capaces de inhibir la actividad proteosómica in vitro (25,169) e in vivo (23), 

siendo capaces de internalizarse en células HT29 (170) y en células MCF-7, en las cuales se 

colocaliza con el proteosoma en citoplasma y núcleo (25). En células MCF-7, mediante la inhibición 

de la actividad del proteosoma, las proteínas BBI parecen inducir la expresión de la fosfatasa 1 

(MKP-1), proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK) (Figura 10). Esta proteína inactiva la 

vía de señalización ERK1/2 involucrada en el control de la proliferación celular, lo cual provoca 

una acumulación de los sustratos del proteosoma p27Kip1 y p21Cip1/WAF1, con la consecuente 

disminución de las ciclinas D1 y E y, posiblemente, desórdenes en la progresión del ciclo celular, 

sugiriendo que las proteínas BBI pueden inducir la detención del ciclo celular en la fase G1/S (23). 

El contenido de ADN en células HT29, tras un tratamiento de 24 h con inhibidores BBI de soja, se 

encuentra incrementado en la fase G0-G1 con respecto al control (no tratadas con proteínas BBI), 

mientras que la población celular en las fases G2-M y S disminuye de manera significativa (77). 
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Figura 10. Posible mecanismo de acción de las proteínas Bowman Birk en la cascada de señalización 

de progresión tumoral mediante la inhibición de la actividad proteosómica. La inhibición del proteosoma 

mediante las proteínas BBI da lugar a la acumulación de proteínas ubiquitinizadas y los sustratos proteosómicos p27Kip1 

y p21Cip1/WAF1, junto con una disminución de las ciclinas D1 y E, lo cual da lugar a la detención del ciclo celular en la 

fase G1/S (A). Además, BBI provoca la inducción de MKP-1, la cual a su vez disminuye la actividad de ERK1/2 y el 

crecimiento celular (B).  

 

La enzima matriptasa (MT-SP1) pertenece a la familia de serín proteasas transmembrana 

tipo II, y juega un papel importante en la diferenciación y función de la epidermis, el epitelio 

gastrointestinal y otros tejidos epiteliales (171). Es considerada una enzima del tipo tripsina asociada 

a procesos tumorales, estando sobreexpresada en tumores de próstata, ovario, útero y colon (172). 

Esta serín proteasa contribuye a la integridad epitelial y a la activación de proteínas reguladoras a 

nivel celular, incluyendo el activador de plasminógeno del tipo uroquinasa (uPA), el factor de 
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crecimiento de hepatocitos (HGF) y el receptor activado por proteasas (PAR), estando implicada 

en procesos de invasión tumoral y metástasis (173,174). Diversos estudios han demostrado la 

inhibición de una forma recombinante de matriptasa por parte de inhibidores de proteasas tales 

como los BBI de soja, el inhibidor de tripsina de judía de Lima (Phaseolus lunatus) y el péptido cíclico 

SFTI-1 (20,106), no estando aún probada su relevancia clínica. Otras serín proteasas están 

involucradas en procesos inflamatorios y respuesta inmune, por lo que existe un gran interés en la 

identificación de inhibidores de serín proteasas que puedan ser utilizados en el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias. En este sentido, existen estudios en los que se demuestra la inhibición 

de las enzimas catepsina G (19), elastasa (19,21) y quimasa (22) por parte de proteínas BBI de soja 

(Tabla 1) aunque, una vez más, la correlación clínica entre la inhibición de estas serín proteasas y 

las propiedades anti-inflamatorias asociadas a BBI de soja y proteínas homólogas necesita ser 

investigada. 

 

En ensayos clínicos llevados a cabo en humanos con hiperplasia prostática benigna (Tabla 

7), condición que precede al cáncer de próstata, y síntomas urinarios menores, el tratamiento con 

BBIC durante seis meses redujo los niveles del antígeno específico de próstata (PSA), biomarcador 

clínico de cáncer de próstata, y el volumen de la próstata (175). En pacientes con leucoplasia oral, 

se han desarrollado hasta cuatro ensayos clínicos en humanos utilizando BBIC. En fase I se demostró 

que no existen evidencias clínicas de toxicidad u otros efectos secundarios con una dosis diaria de 

800 unidades de inhibición de quimotripsina (CIU) durante un mes (163). En la fase IIa, tras un mes 

de tratamiento, el tamaño de la lesión oral se vio reducido de manera dosis-dependiente en el 31% 

de los pacientes, asociándose dicho efecto positivo con la modulación de la actividad de proteasas y 

el oncogén neu (biomarcador del ensayo), en células de la mucosa oral exfoliadas (164). Más 

recientemente, en la fase IIb del ensayo, y tras tratamiento de los pacientes durante un periodo de 

seis meses, se concluyó que BBIC no es clínicamente efectivo como agente quimiopreventivo para 

el control de la leucoplasia oral (176). En este último ensayo no se observaron diferencias 

significativas en términos de disminución del área de la lesión principal y en la respuesta clínica 

observada en los pacientes tratados con BBIC y placebo (177). En pacientes con colitis ulcerosa, una 

dosis diaria de 800 CIU se ha relacionado con una respuesta clínica y una inducción de la remisión 

en el 50% y 36% de los pacientes, respectivamente, sin presentar el tratamiento toxicidad aparente 

(178). Estudios de intervención clínica posteriores deben ratificar estos resultados prometedores.
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1.6 INHIBIDORES BOWMAN-BIRK: SISTEMAS DE EXPRESIÓN Y 

VARIACIÓN INDUCIDA 

 

1.6.1 Sistemas de expresión eucariotas para la producción de proteínas 

Bowman-Birk 

La elección del microorganismo adecuado para expresar la proteína de interés depende en 

gran medida de las características físico-químicas de la proteína a producir. Los sistemas de 

expresión procariotas presentan ventajas en cuanto a la facilidad de realizar modificaciones 

genéticas, rápido crecimiento en medio mínimo, elevados niveles de producción, así como permitir 

la producción de proteínas recombinantes a gran escala. Sin embargo, presentan ciertas desventajas 

como son la incapacidad de realizar modificaciones postraduccionales (glicosilación y formación de 

puentes disulfuro) y/o plegamiento de la proteína, lo que implica su restructuración in vitro (179). 

Si bien E. coli es el microorganismo más empleado para la producción de proteínas recombinantes, 

debido en parte al mayor conocimiento de la biología molecular del mismo, no todos los genes 

pueden expresarse eficientemente en este microorganismo. 

 

Los sistemas de expresión eucariotas, como levaduras y hongos, introducen modificaciones 

postraduccionales como glicosilaciones, eliminación de la metionina inicial y ruptura proteolítica 

del precursor, así como la formación de puentes disulfuro, entre otros, asemejando las proteínas 

recombinantes a las endógenas (180). En este sentido, los sistemas eucariotas han sido utilizados 

para la expresión de proteínas ricas en puentes disulfuro, tal como es el caso de las proteínas 

Bowman-Birk aunque, recientemente, se ha expresado de manera exitosa en E. coli el inhibidor BBI, 

RbTI, de frijol arroz (Vigna umbellata) (181). Dentro de los sistemas eucariotas, el hongo Aspergillus 

niger y la levadura Pichia pastoris son capaces de plegar y secretar correctamente proteínas ricas en 

puentes disulfuro, tales como el inhibidor pancreático de tripsina bovino (182) e inhibidores BBI de 

guisante (90,183), lenteja (154) y almorta (88). P. pastoris es una levadura metilotrófica anaeróbica 

facultativa, cuya característica principal es su capacidad de crecer en medio mínimo conteniendo 

metanol como única fuente de carbono y de energía (184). El metanol presente en la célula es 

inicialmente metabolizado por una vía metabólica que involucra las enzimas alcohol oxidasa (AOX), 

catalasa y formaldehído deshidrogenasa, entre otras (Figura 11) (185). 
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Figura 11. Metabolismo del metanol en la levadura Pichia pastoris. 1) Alcohol oxidasa; 2) Catalasa; 3) 

Formaldehido deshidrogenasa; 4) Formiato deshidrogenasa; 5) Dihidroxiacetona sintasa; 6) Dihidroxiacetona quinasa; 

y 7) Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa 8) Fructosa 1,6 bifosfatasa (185). 

 

La reacción inicial comienza en el interior de los peroxisomas con la oxidación del metanol 

a formaldehído, produciéndose también peróxido de hidrógeno como subproducto de la reacción, 

mediante la enzima AOX, utilizando para ello una molécula de oxígeno (186). Esta enzima, 

codificada principalmente por el gen AOX1, presenta baja afinidad por el oxígeno por lo que, con el 

fin de compensar su baja actividad catalítica, aumenta su tasa de síntesis con la finalidad de obtener 

elevadas concentraciones de la enzima. Este hecho es muy importante en la expresión de proteínas 

heterólogas que se hallan bajo el control del promotor del gen que codifica esta enzima (187). La 

expresión de este gen está fuertemente regulada; cuando la levadura crece en medio conteniendo 

glucosa, etanol o glicerol, la producción de AOX no es detectable (188). Sin embargo, cuando el 

medio contiene metanol, los niveles de esta enzima pueden alcanzar hasta un 30% del valor 

correspondiente a las proteínas solubles totales de la célula (186). Además, la levadura P. pastoris 

lleva a cabo modificaciones postraduccionales, produce niveles de proteínas recombinantes de uno 

a dos órdenes de magnitud por encima de Saccharomyces cerevisiae (189) y es capaz de secretar 

proteínas heterólogas al medio de cultivo, donde los niveles de proteínas nativas son muy bajos. 

 

El vector de expresión pPIC9, utilizado en esta tesis doctoral, se ha utilizado para conducir 

la expresión de proteínas BBI, incorporando los genes tras el promotor del gen AOX. Este plásmido 

contiene un marcador de selección (Amp) y el gen de la histidina deshidrogenasa (HIS4) que 

CH3OH 
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complementa el gen mutado his4 del genoma de P. pastoris permitiendo el crecimiento de los clones 

transformados en un medio deficiente en histidina. Además, contiene un pre-pro-péptido señal de 

secreción, el factor-α de S. cerevisiae, para guiar la proteína de interés al medio extracelular 

(190,191). 

 

1.6.2 Variación inducida en la secuencia de aminoácidos 

La mutagénesis consiste en producir, de manera intencionada, variabilidad genética a través 

de métodos físicos o químicos, provocando cambios en el ADN y, por tanto, también en los genes 

y en el organismo. En plantas, la mutagénesis generalmente se aplica en las semillas por lo que es 

necesario esperar, al menos, a la segunda generación para observar efectos fenotípicos (192). En 

esta tesis doctoral se han llevado a cabo dos tipos de mutagénesis: 1) Mutagénesis dirigida mediante 

PCR solapante en el gen TI1, que codifica a la proteína TI1 de guisante, con el fin de obtener 

mutantes derivados que presentan mutaciones precisas en uno o ambos dominios de inhibición de 

tripsina y/o quimotripsina, expresados de manera recombinante en la levadura P. pastoris y 2) 

Mutagénesis inducida por el mutágeno metanosulfonato de etilo (EMS) para provocar cambios al 

azar en el genoma de semillas de guisante de la variedad Cameor, con el fin de localizar mutaciones 

puntuales en el gen TI1. Para ello, se llevó a cabo la metodología TILLING (Targeting Induced Local 

Lesions IN Genome), la cual es una técnica de genética inversa que combina la generación de 

mutaciones puntuales (SNPs) con una técnica eficiente de rastreo molecular para identificar 

polimorfismos a nivel de secuencia nucleotídica (193,194). El mutágeno químico EMS causa SNPs 

por sustitución de nucleótidos, especialmente por alquilación de guaninas, haciendo que el 

emparejamiento sea con la timina y no con la citosina y por lo tanto provoca transiciones del tipo 

G/C-A/T (Figura 12) (195,196,197). 

 

 

Figura 12. Efecto del etil metano sulfonato (EMS) a nivel molecular, utilizado para generar mutaciones 

al azar en el genoma de plantas. Las guaninas (G) se metilan y ese cambio químico hace que se comporten como 

una adenina (A) y, en consecuencia, complementan con bases distintas a las que deberían complementarse.  
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La metodología TILLING se utilizó por primera vez en la planta modelo Arabidopsis thaliana 

(193) y, desde entonces, se ha utilizado con éxito en varios organismos vegetales, entre ellos, soja 

(198) y guisante (199). Con esta técnica, es posible localizar una serie alélica de mutaciones 

puntuales inducidas en genes de interés en una población constituida por miles de individuos (200). 

Entre sus ventajas, cabe destacar que no se requiere el uso de transformación genética y, por lo 

tanto, los mutantes obtenidos no son transgénicos. Además, es una técnica que puede ser 

automatizada y optimizada permitiendo analizar un gran número de muestras en un tiempo mínimo, 

y pueden obtenerse no solo mutaciones sin sentido, sino también mutaciones del tipo sustitutivo 

que afecten a la función del gen sin llegar a inactivarlo, es decir, creando series alélicas. 

 

1.7 INHIBIDORES BOWMAN-BIRK PRESENTES EN LECHES DE SOJA 

COMERCIALES 

La soja es una leguminosa ampliamente utilizada en nutrición humana, cuyo contenido 

proteico incluye hasta un 6% de inhibidores de tripsina y quimotripsina (201). En semillas, 

encontramos dos isoformas BBI mayoritarias, IBB1 e IBBD2, que presentan diferencias significativas 

en cuanto a la secuencia de sus dominios de inhibición. IBB1 es capaz de inhibir las enzimas tripsina 

y quimotripsina, mientras que IBBD2 solo inhibe la enzima tripsina (77). KTI es una proteína de 21 

kDa con un solo dominio de inhibición y dos puentes disulfuro intramoleculares, capaz de inhibir 

principalmente la enzima tripsina (202). Con el fin de mejorar la calidad nutricional de los 

productos derivados de la soja, los inhibidores de proteasas suelen ser inactivados durante el 

procesamiento de las semillas debido a sus propiedades anti-nutricionales, descritas en el apartado 

1.5.1. En concreto, en leches de soja, la actividad inhibidora de tripsina residual tras el tratamiento 

térmico es atribuida principalmente a las proteínas BBI, ya que presentan una gran estabilidad 

térmica, mientras que KTI es fácilmente inactivado mediante su rápida incorporación en forma de 

agregados proteicos a través de interacciones covalentes (S-S) y no covalentes (203).  

 

El procesamiento de las leches de soja implica tres pasos principales (204,205). En primer 

lugar, la soja se remoja en agua para eliminar la cáscara y, a continuación, se lleva a cabo la 

desecación, molienda, tamizado y cocción acuosa, para dar lugar a una mezcla líquida a la cual se 

añaden aditivos, azúcares y vitaminas, sometiéndose a un proceso de esterilización y 

homogeneizado. El tratamiento térmico durante la cocción y esterilización puede dar lugar a un 

descenso en la actividad de ciertos componentes de la leche de soja, como las proteínas BBI y KTI, 
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disminuyendo la actividad inhibidora de tripsina en distinto grado según el método utilizado (206). 

La calidad proteica y digestibilidad también pueden verse disminuidas debido a la reacción de 

Maillard (RM) (207,208), cuyas etapas iniciales e intermediarias pueden ser analizadas mediante los 

indicadores furosina (209) e hidroximetilfurfural (HMF) (210), respectivamente. La furosina es un 

aminoácido sintético que se forma mediante la interacción de los grupos amino del aminoácido lisina 

con glucosa, lactosa y maltosa (211). En este sentido, las leches de soja contienen proteínas ricas en 

aminoácidos esenciales como la lisina, cuya reactividad frente a la RM es significativa, incluso en 

ausencia de tratamiento térmico (205). Este proceso de glicación podría afectar al aminoácido lisina 

presente en los dominios de inhibición de las proteínas BBI, disminuyendo, por tanto, su capacidad 

de inhibir tripsina (212,213).  

 

El contenido de proteínas BBI en leches de soja comerciales varía en el intervalo 7.2-55.9 

mg por cada 100 mL de leche de soja (214,215). Sin embargo, la presencia de estas proteínas no se 

detecta en fórmulas infantiles de soja. En otros productos de soja como tofu, queso de soja y tortitas, 

el contenido en proteínas BBI es notable, aunque su concentración varía dependiendo del producto 

analizado (215). Por contra, en productos fermentados no se detecta la presencia de proteínas BBI, 

por lo que el proceso de fermentación podría inducir la degradación de estas proteínas. En general, 

la variación en la concentración de proteínas BBI en los alimentos puede ser debida a la variedad de 

soja utilizada (216), el producto final y los procesos tecnológicos utilizados para su preparación 

(217). Las cantidades de proteínas BBI presentes en leches de soja parecen ser fisiológicamente 

relevantes para ejercer efectos anticancerígenos en humanos (84), descritos en el apartado 1.5.2; 

sin embargo, estos datos están basados en formas inmunológicamente reactivas de BBI, las cuales 

podrían ser funcionalmente inactivas. Mediante el tratamiento de proteínas BBI con agentes 

reductores y alquilantes, se reduce de manera sustancial su actividad inhibidora (77), necesaria para 

ejercer sus propiedades anti-proliferativas mediante la inhibición de proteasas. Por tanto, es de gran 

utilidad obtener datos a nivel cuantitativo acerca de la cantidad de BBI activo presente en leches de 

soja comerciales, ya que su actividad inhibidora parece estar relacionada directamente a sus 

propiedades anti-cancerígenas y anti-inflamatorias 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

 

P
ágina- 84 - 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

 

P
ág

in
a-

 8
7 

- 

2.1 OBJETIVOS 

A través de los proyectos de investigación financiados por el Ministerio de Ciencia e 

Innovación (AGL2007-60007/ALI), Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

(PIE200970I054) y Proyecto de Excelencia de la Junta de Andalucía (AGR2006-706), se ha 

comenzado a dilucidar la relevancia del polimorfismo de la familia de proteínas Bowman-Birk en 

relación a su actividad biológica. En colaboración con el Dr. Donald MacKenzie (Institute of Food 

Research, Reino Unido) y la Prof. Claire Domoney (John Innes Centre, Reino Unido), hemos 

clonado y expresado las proteínas TI1 y TI2 de guisante en Aspergillus niger, sistema heterólogo de 

expresión capaz de producir eficientemente proteínas con un alto contenido en puentes disulfuro 

(90). En colaboración con el Prof. Ian Johnson (Institute of Food Research, Reino Unido), hemos 

establecido un sistema modelo de análisis in vitro para investigar los efectos de las proteínas BBI, 

naturales y recombinantes, sobre la proliferación y viabilidad celular en modelos celulares humanos 

de colon (77,90,154). Estudios previos han demostrado que la proteína recombinante TI1 de 

guisante es altamente efectiva como agente anti-proliferativo, ejerciendo su actividad citotóxica de 

manera dosis-dependiente, en células procedentes de adenocarcinoma colorrectal (90). Mas 

recientemente, se ha demostrado que una mezcla de isoinhibidores de soja afecta negativamente al 

crecimiento de células cancerígenas de colon HT29 (77); sin embargo, cuando estas proteínas 

pierden su conformación nativa mediante rotura de sus puentes disulfuro y bloqueo de sus grupos 

sulfidrilo, desaparece la capacidad que presentan de inhibir la proliferación de células cancerígenas. 

Estos datos sugieren que la capacidad de las proteínas BBI de ejercer actividad anti-proliferativa en 

células cancerígenas de colon está relacionada con su capacidad intrínseca de inhibir serín proteasas. 

No obstante, esta asociación está basada en evidencias indirectas utilizando proteínas BBI 

desnaturalizadas, bien mediante tratamiento térmico (autoclave) (151,152) bien mediante 

tratamiento químico (reducción y posterior alquilación de puentes disulfuro) (77). 

 

Los antecedentes presentados justifican los objetivos de esta tesis doctoral. Estos son: 

 

 Obtención mediante mutagénesis dirigida por PCR solapante de un mutante inactivo 

derivado de la proteína TI1 de guisante, asi como de los mutantes rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym 

con dos dominios de inhibición idénticos de tripsina y quimotripsina, respectivamente. 
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 Producción de la proteína rTI1 y sus mutantes derivados en un sistema de expresión 

heterólogo, Pichia pastoris, capaz de producir eficientemente proteínas con un alto contenido 

en puentes disulfuro. Autentificación y caracterización funcional de las proteínas 

recombinantes. 

 

 Determinación de la relación existente entre actividad inhibidora de proteasas y actividad 

anti-proliferativa en líneas celulares de colon (HT29 y CCD18-Co), con objeto de investigar 

la relevancia de ambos dominios de inhibición. 

 

 Estudio del efecto de mutaciones puntuales introducidas en la proteina TI1 de guisante 

mediante la metodologia TILLING con el fin de profundizar en la relación existente entre 

estructura y funcionalidad de los BBI. 

 

 Caracterización funcional y efecto anti-proliferativo en células procedentes de 

adenocarcinoma colorrectal humano de péptidos cíclicos sintéticos que imitan a los dominios 

de inhibición de las proteínas BBI, TI1 e IBB1, de guisante y soja, respectivamente. 

 

 Caracterización y cuantificación de los inhibidores BBI, IBB1 e IBBD2, en leches de soja 

comerciales, así como el estudio de la relación existente entre actividad inhibidora y 

glicación, mediante el análisis de marcadores de la reacción de Maillard. 
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3.1 MICROORGANISMOS 

 

3.1.1 Escherichia coli 

El clonaje de plásmidos se llevó a cabo utilizando la cepa DH5α de células competentes de 

Escherichia coli (Invitrogen 18265-017, MA, USA), que proporciona una eficiencia de 

transformación superior a 109 ufc·mg-1 de ADN plasmídico [Genotipo: F- Φ80lacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-]. 

 

3.1.2 Pichia pastoris 

La cepa GS115 (Invitrogen C181-00) de la levadura metilotrófica Pichia pastoris se utilizó 

como sistema hospedador para la sobreexpresión del gen TI1 (apartado 3.7), que codifica al 

inhibidor de serín proteasas TI1 de la familia Bowman-Birk, mayoritario en semillas de guisante 

(27,35), así como de tres mutantes derivados de TI1 (rTI1inactivo, rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym), 

obtenidos mediante mutagénesis dirigida por PCR solapante (apartado 3.8). La cepa GS115 

presenta una mutación en el gen de la histidina deshidrogenasa (his4), enzima implicada en la 

biosíntesis de histidina. Esto permitió transformar la levadura con vectores de expresión que 

contienen una copia correcta del gen HIS4, seleccionándose los transformantes en medio mínimo 

con dextrosa (MD) sin histidina (apartado 3.4.2.1). 

 

3.2 VECTOR DE EXPRESIÓN pPIC9 

La integración del gen TI1 (apartado 3.7) y sus mutantes derivados (apartado 3.8) en el 

genoma de P. pastoris, mediante recombinación homóloga, se llevó a cabo utilizando el vector de 

expresión pPIC9 (Figura 13). Este vector contiene un origen de replicación de E. coli (pBR322) y 

Amp, un gen que confiere resistencia a ampicilina. Además, presenta la región promotora (5´AOX1) 

y de terminación (TT) de la transcripción del gen AOX1 que codifica a la enzima alcohol oxidasa 

(AOX), implicada en el primer paso del metabolismo del metanol, y entre ambas se encuentra la 

región de clonaje, permitiendo expresar tanto TI1 como sus mutantes derivados bajo el control de 

dicho promotor. Tras el promotor (5´AOX1), se encuentra el factor-α de Saccharomyces cerevisiae (S), 

una secuencia señal que permite secretar la proteína recombinante al medio extracelular. Este factor 

incluye el sitio de procesamiento de KEX2 (codificando Lys-Arg) seguido de dos repeticiones Glu-
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Ala, justo antes de la zona N-terminal de la proteína recombinante TI1 (rTI1) (apartado 3.7) o de 

sus mutantes derivados (apartado 3.8), con objeto de aumentar la eficiencia de la proteolisis de la 

endoproteasa KEX2; ambos dipéptidos Glu-Ala deben ser eliminados mediante la enzima STE13 

endógena de P. pastoris. La secreción de la proteína expresada al medio de crecimiento es una ventaja 

importante en el proceso posterior de purificación dado que los niveles de secreción de proteína de 

P. pastoris son muy bajos. El vector de expresión pPIC9 incluye una copia completa del gen HIS4, 

el cual le permite crecer en medio MD sin histidina (apartado 3.4.2.1). Por tanto, los 

transformantes His+ pueden ser aislados únicamente si la recombinación ocurre entre el plásmido y 

el genoma de P. pastoris. 

 

 

Figura 13. Diagrama del vector de expresión, pPIC9, utilizado en la producción de proteínas 

Bowman-Birk recombinantes en la levadura Pichia pastoris. El vector pPIC9 incluye una región promotora 

del gen AOX1 (5’AOX1), el factor-α de Saccharomyces cerevisiae (S) para la secreción de la proteína recombinante al medio 

extracelular, la región de clonación del gen TI1 o sus mutantes derivados (mediante enzimas de restricción), la región 

de terminación (TT), copia completa del gen HIS4, la región 3’ del gen de la enzima AOX (3’AOX1), el origen de 

replicación de E. coli (pBR322) y un marcador de selección para P. pastoris (Amp). 

 

3.3 OLIGONUCLEÓTIDOS CEBADORES 

Todos los cebadores se sintetizaron y purificaron mediante filtración en gel por la compañía 

Roche Life Science (Barcelona, España). En la Tabla 8 se recogen las secuencias de todos los 

oligonucleótidos utilizados como cebadores en las reacciones de PCR y de secuenciación realizadas. 
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Tabla 8. Cebadores específicos utilizados para (A) la clonación de TI1, (B) llevar a cabo mutaciones 

de aminoácidos localizados en distintas posiciones (P1, P2 y/o P5’ del dominio de inhibición N y/o C-

terminal) para la obtención de mutantes derivados de rTI1 y (C) la verificación de la presencia del 

gen de interés en el vector de expresión pPIC9. En las secuencias N_peaTI1 y C_peaTI1 se incluyen las dianas 

de restricción XhoI (CTC GAG) y EcoRI (GAA TTC) (subrayadas), así como el sitio de procesamiento de KEX2 (AAA 

AGA) seguido de repeticiones de Glu-Ala (GAG GCT GAA GCT) de la señal de secreción factor-α de S. cerevisiae (en 

negrita). Los codones mutados se encuentran sombreados. La numeración de los aminoácidos sustituidos no incluye el 

pre-pro-péptido de 42 aminoácidos de TI1. Los cebadores 5’AOX1 y 3’AOX1, específicos del vector de expresión 

pPIC9, se utilizaron para verificar la presencia del gen de interés en el vector de expresión pPIC9. 

 Cebador Secuencia de nucleótidos Finalidad 

A 

N_peaTI1 GTA TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GGT GAT GAT GTC AAA TC 
Gen 

completo 
C_peaTI1 CCT AGG GAA TTC TCA GTT CTT AAT GAC CTC CT 

B 

D1 GC CTT TGC ACA GGA TCA AAC CCT CC 
Mutación 

K16G 
R1 GG AGG GTT TGA TCC TGT GCA AAG GC 

D2 GC ATT TGT GCA GGT TCT AAT CCT CC 
Mutación 

Y42G 
R2 GG AGG ATT AGA ACC TGC ACA AAT GC 

D11 CC TGC CTT TGC GCA TAT TCA AAC CCT CCT ACG 
Mutaciones 

T15A:K16Y 
R11 GG AGG GTT TGA ATA TGC GCA AAG GCA GG 

D12 C AAA CCC TCC TAA GTG TCG CTG TGT TG 
Mutación 

T21K 
R12 CA CAG CGA CAC TTA GGA GGG TTT G 

D21 GT TGC ATT TGT ACA AAA TCT AAT CCT CCC 
Mutaciones 

A41T:Y42K 
R21 GG AGG ATT AGA TTT TGT ACA AAT GCA ACT GTC G 

D22 C TAA TCC TCC CAC GTG TCA GTG CTT TG 
Mutación 

K47T 
R22 G CAC TGA CAC GTG GGA GGA TTA G 

C 

5’AOX1 GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC Verificar 

gen en 

pPIC9 3’AOX1 GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC 

D: directo; R: reverso. 
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3.4 MEDIOS DE CULTIVO 

 

3.4.1 Medio de cultivo de E. coli 

✓ Medio Luria-Bertani (LB): medio utilizado para el crecimiento de E. coli. Este medio 

contiene 0.5% extracto de levadura (p/v), 1% bactotriptona (p/v) y 1% NaCl (p/v). Para los 

cultivos bacterianos crecidos en medio sólido se añadió 1.5% agar bacteriológico (p/v). Para la 

selección de transformantes de E. coli se adicionó a los medios, previamente esterilizados y enfriados 

a ≈50 ºC, el antibiótico ampicilina (Sigma-Aldrich A0166, MO, USA), en una concentración final 

de 0.05 mg·mL-1.  

 

3.4.2 Medios de cultivo de P. pastoris 

 

3.4.2.1 Medios de crecimiento y selección de transformantes 

✓ Medio de extracto de levadura, peptona y dextrosa (YPD): medio utilizado para el 

crecimiento rutinario de la levadura P. pastoris. Este medio contiene 1% extracto de levadura (p/v), 

2% bactopeptona (p/v) y 2% glucosa (p/v). Para solidificar el medio se añadió 2% agar (p/v). 

 

✓ Medio mínimo con dextrosa (MD): medio utilizado para el crecimiento de la levadura P. 

pastoris en condiciones selectivas. Este medio contiene 1.34% base de nitrógeno para levaduras sin 

aminoácidos (YNB) (p/v), 4 x 10-5% biotina (p/v) y 2% dextrosa (p/v). Para solidificar el medio 

se añadió 1.5% agar (p/v). 

 

3.4.2.2 Medios utilizados para la producción de proteína 

recombinante 

✓ Medio mínimo de glicerol (BMG): medio de enriquecimiento. Este medio contiene fosfato 

potásico 100 mM pH 6.0, 1.34% YNB (p/v), 4 x 10-5% biotina (p/v) y 1% glicerol (v/v). 

 

✓ Medio mínimo de metanol (BMM): medio de inducción. Este medio contiene fosfato 

potásico 100 mM pH 6.0, 1.34% YNB (p/v), 4 x 10-5% biotina (p/v) y 0.5% metanol (v/v). 
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Las cepas de P. pastoris que portaban las diferentes construcciones plasmídicas se 

almacenaron a -80 ºC en medio YPD (apartado 3.4.2.1) suplementado con 15% glicerol (v/v). 

La esterilización de los medios se llevó a cabo autoclavando durante un ciclo de 20 min a 121 ºC y 

1.8 atmósferas de presión, o mediante filtración a través de membranas de nitrocelulosa de 0.22 

µm (Millipore GSWP04700, MA, USA). 

 

3.5 MATERIAL VEGETAL 

La Prof. Claire Domoney suministró el material vegetal utilizado en esta tesis doctoral 

(Figura 14), así como el ADNc de TI1, firmándose el correspondiente acuerdo de transferencia de 

material vegetal con el John Innes Centre (Norwich, Reino Unido). Las semillas de guisante 

utilizadas para la obtención de fracciones proteicas enriquecidas en inhibidores Bowman-Birk 

procedieron de las variedades Birte y Cameor. 

 

 

Figura 14. Diversidad de semillas de guisante.  

 

3.6 LÍNEAS CELULARES 

Se utilizaron células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano (Figura 

15) y células humanas fibroblásticas de colon no cancerígenas CCD-18Co, suministradas por el 

Banco Celular del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada (CIC-UGR, 

Granada, España), para llevar a cabo los ensayos celulares incluidos en esta tesis doctoral (apartado 
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3.29). Para su crecimiento, se utilizó medio esencial mínimo Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich 

D5796) con elevados niveles de glucosa (4.5 mg·mL-1), manteniéndose las células en frascos de 

cultivo de 75 cm2 (Corning 430641U, NY, USA) a 37 ºC en aire humidificado y 5% CO2 (v/v), 

mediante pases seriados. El medio de cultivo se suplementó con 5% (v/v) de suero fetal bovino 

(FBS, Sigma-Aldrich F9665), glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich G7513) y 1% solución antibiótica-

antimicótica (penicilina-estreptomicina, Sigma-Aldrich P4333), a concentración final. El medio de 

crecimiento de células fibroblásticas CCD-18Co se suplementó, además, con 1% (p/v) de 

aminoácidos no esenciales (Sigma-Aldrich M7145). 

 

 

Figura 15. Células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano. Células cancerígenas de 

colon utilizadas en esta tesis doctoral para ensayos de internalización y proliferación celular tras tratamiento con 

proteínas BBI. 

 

3.7 AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE PCR 

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Px2 Thermal Cycler 

(Thermo Scientific, MA, USA), en volúmenes de 0.05 mL. Las mezclas de reacción consistieron en 

0.005 mL de tampón PCR 10X, 0.005 mL de ADN genómico (≈0.001 mg), 0.001 mL de dNTPs 

100 mM (25 mM cada uno), 0.005 mL de cebador directo (0.1 mg·mL-1), 0.005 mL de cebador 

reverso (0.1 mg·mL-1), agua estéril hasta 0.05 mL y 5000 U·mL-1 de Taq polimerasa. Las reacciones 

de PCR se realizaron bajo las condiciones que se muestran en la Tabla 9. 
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Tabla 9. Protocolo general de PCR. Programa de amplificación llevado a cabo mediante PCR para la amplificación 

de fragmentos de ADN. 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 °C 5 min 1 

Desnaturalización 94 °C 30 seg 

35 Hibridación 56 °C 30 seg 

Polimerización 56 °C 1 min 

Elongación 68 °C 5 min 1 

 

La secuencia correspondiente a TI1, inhibidor Bowman-Birk mayoritario expresado en 

semillas de guisante in vivo, se amplificó a partir del ADNc pTI12-36 (27), utilizando los cebadores 

específicos N_peaTI1 y C_peaTI1 (Tabla 8), los cuales también se utilizaron para amplificar el 

producto final de las mutaciones introducidas en mutantes derivados de TI1 (apartado 3.8) 

obtenidos mediante mutagénesis dirigida por PCR solapante (Tabla 10). En las reacciones de PCR 

se utilizó la enzima ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen 11304-011), bajo las condiciones 

descritas anteriormente. Los productos de PCR amplificados se purificaron a partir de geles de 

agarosa, mediante columnas MBL-Agarosa Quick Clean (Molecular Bio Laboratory MBL070, 

Córdoba, España) (apartado 3.10), conservándose el producto amplificado a -20 ºC hasta su 

utilización. 

 

Tabla 10. Secuencia peptídica de rTI1 y sus mutantes derivados rTI1inactivo, rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym. 

Las secuencias de aminoácidos de los dominios de inhibición se muestran subrayadas. P1-P1’ son las posiciones que 

corresponden al sitio reactivo de los inhibidores (en negrita). K en la posición P1 determina especificidad frente a la 

enzima tripsina, mientras que Y determina especificidad frente a quimotripsina. Los aminoácidos sustituidos a través de 

mutagénesis dirigida mediante PCR solapante se encuentran sombreados.  

 1-------10--------20--------30--------40--------50--------60--------70-- 

rTI1 GDDVKSACCDTCLCTKSNPPTCRCVDVRETCHSACDSCICAYSNPPKCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

rTI1 

inactivo 
GDDVKSACCDTCLCTGSNPPTCRCVDVRETCHSACDSCICAGSNPPKCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

rTI1Tryp-

Tryp 
GDDVKSACCDTCLCTKSNPPTCRCVDVRETCHSACDSCICTKSNPPTCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

rTI1Chym-

Chym 
GDDVKSACCDTCLCAYSNPPKCRCVDVRETCHSACDSCICAYSNPPKCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

 1-------10--------20--------30--------40--------50--------60--------70-- 
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3.8 MUTAGÉNESIS DIRIGIDA MEDIANTE PCR SOLAPANTE 

El ADNc de TI1 (apartado 3.7) se utilizó como molde para la obtención de mutantes 

derivados, bien inactivo (rTI1inactivo) o bien con dos dominios de inhibición idénticos de tripsina 

(rTI1Tryp-Tryp) o quimotripsina (rTI1Chym-Chym), a diferencia de la proteína rTI1 que presenta un 

dominio de inhibición frente a la enzima tripsina y otro frente a quimotripsina (Tabla 10). La 

obtención de los mutantes derivados de TI1 se llevó a cabo mediante mutagénesis dirigida por PCR 

solapante, la cual es un sistema eficiente para la introducción de mutaciones puntuales en una 

secuencia de ADN silvestre, utilizando la enzima ADN polimerasa Platinum Pfx, bajo las 

condiciones de PCR descritas en el apartado anterior (apartado 3.7). La PCR solapante se realizó 

siguiendo el método descrito por Camacho y Casadesús (2005) (218) y se llevó a cabo en dos rondas, 

que a su vez constaban de dos fases cada una, esquematizadas en la Figura 16.  

 

 

Figura 16. Esquema de PCR solapante utilizada para introducir mutaciones puntuales en la secuencia 

de nucleótidos de TI1. Fase 1) Dos PCRs independientes (PCR-A y PCR-B), en las que se obtienen dos fragmentos 

con mutación en el gen TI1, utilizado como molde, mediante la combinación de cebadores 1-1M y 2M-2. Fase 2) 

Obtención del gen completo, utilizando como molde los dos fragmentos de ADN mutados de la Fase 1, mediante la 

combinación de cebadores 1 y 2. Cebadores 1 y 2: externos a la región a mutar. Cebadores 1M y 2M: internos de la 

región a mutar, que contienen la mutación a insertar. 

 

La obtención del mutante derivado inactivo se llevó a cabo mediante la sustitución del 

aminoácido presente en la posición P1 de ambos dominios de inhibición, por el aminoácido glicina. 

En la primera ronda de mutagénesis dirigida mediante PCR solapante se obtuvo TI1 con el dominio 

de inhibición N-terminal mutado, y en la segunda ronda se llevó a cabo la sustitución del aminoácido 

de la posición P1 del dominio de inhibición C-terminal por glicina, obteniendo el mutante inactivo 
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derivado de rTI1, con ambos dominios de inhibición mutados. En el caso de los mutantes derivados 

rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym, se llevó a cabo la sustitución de los aminoácidos en las posiciones P2, P1 

y P5’ del dominio de inhibición C- y N-terminal, respectivamente. En una primera ronda se 

sustituyeron los aminoácidos de las posiciones P2 y P1, mientras que en la segunda ronda se sustituyó 

el aminoácido de la posición P5’, obteniendo así mutantes derivados de rTI1 con ambos dominios 

de inhibición idénticos de tripsina y quimotripsina, respectivamente. 

 

De manera general, en la primera ronda, se realizaron dos PCRs independientes en una 

primera fase (Figura 16 Fase 1 PCR-A y PCR-B), utilizando como molde el gen TI1 y la 

combinación de cebadores 1-1M y 2M-2, es decir, cada PCR incluía un cebador externo a la región 

a amplificar (cebadores 1 y 2), y uno interno que contiene la mutación a insertar (cebadores 1M y 

2M). Cada oligonucleótido interno (1M y 2M) contenía las mutaciones centradas en su secuencia 

flanqueadas por unos 10 nucleótidos de secuencia silvestre, siendo los dos oligonucleótidos mutados 

complementarios entre sí. Los fragmentos amplificados obtenidos en las PCRs (A y B) se purificaron 

según su tamaño en un gel de agarosa (apartado 3.10), para ser utilizados como molde en una 

segunda fase con el fin de obtener el gen completo con las mutaciones de oligonucleótidos 

introducidas en la primera fase. 

 

En la segunda fase, los dos fragmentos amplificados obtenidos anteriormente se mezclaron 

y se utilizaron como molde en cantidades aproximadamente equimoleculares para una tercera PCR 

(Figura 16 Fase 2 PCR-C) en la que los cebadores utilizados fueron los dos oligonucleótidos más 

externos (cebadores 1 y 2). De esta forma, se genera un único fragmento de ADN con el tamaño 

del gen silvestre y las mutaciones introducidas en la primera fase. Este producto de PCR solapante 

se purificó a partir de un gel de agarosa (apartado 3.10) y, tras ser digerido mediante las enzimas 

de restricción XhoI y EcoRI (Roche Diagnostics 10899194001 y 10703737001, Basel, Suiza) 

(apartado 3.12), se ligó al vector de expresión pPIC9 (apartado 3.13) para su clonación en E. 

coli (apartado 3.14), comprobándose la mutación llevada a cabo en TI1 mediante análisis de 

secuenciación (apartado 3.15). Este producto de PCR con mutaciones en TI1 se utilizó como 

molde en una segunda ronda, que consta de las fases 1 y 2 descritas anteriormente, con el fin de 

obtener el mutante rTI1inactivo, así como los mutantes rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym, derivados de rTI1. 

Las parejas de cebadores utilizadas para la obtención de los mutantes derivados de TI1 se recogen 

en la Tabla 11, cuya secuencia de nucleótidos se encuentra detallada en la Tabla 8. 
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Tabla 11. Parejas de cebadores utilizadas para la obtención de mutantes derivados de TI1. La obtención 

de mutantes derivados de TI1 se llevó a cabo mediante mutagénesis dirigida por PCR solapante, la cual consta de dos 

rondas que, a su vez, se llevan a cabo en dos fases. En la primera fase, utilizando como molde el gen TI1, los fragmentos 

obtenidos de las PCRs A y B se utilizaron como molde en la segunda fase (PCR-C). Cebadores 1 y 2: externos a la 

región a mutar. Cebadores 1M y 2M: internos de la región a mutar, que contienen la mutación a insertar. 

 

Ronda 1 Ronda 2 

Fase 1 Fase 2 Fase 1 Fase 2 

PCR A 

(1-1M) 

PCR B 

(2M-2) 
PCR C (1-2) 

PCR A 

(1-1M) 

PCR B 

(2M-2) 
PCR C (1-2) 

rTI1inactivo 
N_peaTI1-

R1 

D1-

C_peaTI1 

N_peaTI1-

C_peaTI1 

N_peaTI1-

R2 

D2-

C_peaTI1 

N_peaTI1-

C_peaTI1 
rTI1Tryp-Tryp 

N_peaTI1-

R21 

D21-

C_peaTI1 

N_peaTI1-

R22 

D22-

C_peaTI1 

rTI1Chym-Chym 
N_peaTI1-

R11 

D11-

C_peaTI1 

N_peaTI1-

R12 

D12-

C_peaTI1 

 

3.9 ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO DE ADN EN GELES DE AGAROSA 

El ADN plasmídico, así como el procedente de digestiones con las enzimas de restricción y 

el de reacciones de PCR se analizó mediante electroforesis, desarrollada a temperatura ambiente, 

en geles horizontales de agarosa al 0.8-2% (p/v), en tampón comercial TAE 1X (Tris 40 mM pH 

8.5, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM) (AppliChem A1691, Barcelona, España). El tamaño de 

los fragmentos de interés se estimó por comparación con marcadores de peso molecular de ADN 

comercial (100-1000 pb DNA ladder Molecular Weight Marker, Molecular Bio Laboratory 

MBL020), siendo el ADN visualizado mediante tinción con Gel Red (Biotium 41003, CA, USA) e 

iluminación con luz ultravioleta, utilizando el analizador de imagen transiluminador Gel Doc XR+ 

System (Bio-Rad, CA, USA).  

 

3.10 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN A 

PARTIR DE GELES DE AGAROSA 

La extracción de ADN a partir de geles de agarosa (apartado 3.9) se realizó utilizando 

columnas MBL-Agarosa Quick Clean. Las bandas de interés (identificadas por su tamaño cuando los 
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geles se observaban bajo luz ultravioleta) se cortaron mediante la utilización de un bisturí estéril, y 

a continuación se siguieron las instrucciones del fabricante para extraer el producto amplificado, 

conservándose a -20 ºC hasta su uso. 

 

3.11 MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN Y PUREZA DE ADN 

La concentración de ADN en solución, tanto plasmídico como genómico, se estimó 

utilizando un espectrofotómetro Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies, DE, USA), basado 

en la tecnología de retención de muestra que permite la utilización de 0.001-0.002 mL de la misma 

sin necesidad de diluirla. La relación DO260nm/DO280nm y DO260nm/DO230nm se utilizó para estimar la 

contaminación de la muestra por proteínas y otros compuestos como polisacáridos, alcoholes, etc., 

respectivamente, cuyos valores deben estar comprendidos entre 1.8-2.0. 

 

3.12 DIGESTIONES ENZIMÁTICAS DE FRAGMENTOS DE ADN 

Previa a la ligación del gen TI1 (apartado 3.7) o sus mutantes derivados (apartado 3.8) 

en el vector de expresión pPIC9 (apartado 3.13), genes y plásmido se digirieron mediante las 

endonucleasas de restricción XhoI y EcoRI, siguiendo las recomendaciones dadas por el fabricante 

respecto al tipo de tampón y temperatura de reacción. Una reacción de digestión tipo incluía 0.001-

0.005 mg de plásmido o 1-5 x 10-4 mg de fragmento de ADN, tampón específico 1X de cada enzima 

y 1-5 U de enzima (1 U es definida como la cantidad de enzima que digiere 0.001 mg de ADN en 

1 h bajo las condiciones óptimas de reacción) en un volumen total de 0.02 mL. Las reacciones de 

digestión se desarrollaron durante 2-16 h a las condiciones óptimas de temperatura específica para 

cada enzima, generalmente 37 ºC. 

 

3.13 REACCIONES DE LIGACIÓN EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pPIC9 

Las reacciones de ligación de TI1 (apartado 3.7) o sus mutantes derivados (apartado 

3.8) en el vector de expresión pPIC9, previamente digeridos mediante las enzimas de restricción 

XhoI y EcoRI (apartado 3.12), se llevaron a cabo mediante la enzima T4-ADN ligasa (Molecular 

Bio Laboratory MBL223), que cataliza la formación de un enlace fosfodiéster entre los extremos 

adyacentes 3’ hidroxilo y 5’ fosfato de ADN de cadena doble o ARN tanto con extremos romos 



Material y Métodos 

 

P
ágina- 102 - 

como cohesivos. La mezcla de ligación contenía 5 x 10-5 mg de vector lineal (ADN), un volumen 

de inserto en relación molar 5:1 o 3:1 (inserto:vector), 0.001 mL de tampón T4-ADN ligasa 10X, 

0.001 mL de enzima T4-ADN ligasa (5000 U Weiss·mL-1) y agua de calidad Milli-Q hasta un 

volumen total de 0.01 mL, incubándose durante 1 h a 22 ºC. La enzima se inactivó a 65 ºC durante 

10 min. A continuación, se llevó a cabo la transformación de células competentes de E. coli 

(apartado 3.14) con los productos de ligación obtenidos. 

 

3.14 TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES DE E. coli 

MEDIANTE CHOQUE TÉRMICO 

La transformación de la cepa DH5α de células químicamente competentes de E. coli se llevó 

a cabo a partir de alícuotas de 0.05 mL, almacenadas a -80 ºC, que se descongelaron en hielo durante 

5 min y a la cuales se adicionaron 0.001-0.01 mL de producto de ligación (1-2 x 10-4 mg de ADN 

plasmídico con TI1 o sus mutantes derivados) (apartado 3.13). La mezcla se incubó en hielo 

durante 5 min. Tras este periodo, las células se sometieron a un choque térmico mediante una 

incubación a 42 ºC durante 30 seg y un enfriamiento posterior durante 2 min en hielo, facilitando 

la entrada de ADN a la célula. A continuación, se añadió 1 mL de medio LB (apartado 3.4.1) y las 

células transformadas se incubaron en agitación durante 60 min a 37 ºC. Las células se centrifugaron 

y solubilizaron en un volumen adecuado, sembrándose en placas de LB con el antibiótico de 

selección ampicilina, e incubándose a 37 ºC durante 16-18 h. Los transformantes que contenían el 

vector de expresión, resistentes a la ampicilina, dieron lugar a colonias viables que se analizaron 

mediante PCR de colonia, descrita a continuación (apartado 3.14.1). Para confirmar la presencia 

del gen TI1 o sus mutantes derivados, se utilizaron los cebadores específicos de pPIC9, 5’AOX1 y 

3’AOX1 (Tabla 8). 

 

3.14.1 PCR de colonia 

Las colonias se picaron con un palillo estéril para ser replicadas en una placa de LB con el 

antibiótico de selección ampicilina (apartado 3.4.1); a continuación, el resto de células que 

quedaban en el palillo se descargaron en 0.01 mL de agua estéril, directamente en un tubo de PCR. 

Las células de E. coli se lisaron en un primer paso de desnaturalización de la PCR (95 ºC 10 min) 

(apartado 3.7) para liberar el ADN plasmídico y el gen se amplificó utilizando para ello los 
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cebadores 5’AOX1 y 3’AOX1 (Tabla 8). Tras la verificación, los clones positivos se crecieron en 

medio LB con ampicilina y se conservaron en glicerol al 15% (v/v) a -80 ºC hasta su uso. 

 

3.14.2 Aislamiento de ADN plasmídico 

El aislamiento de plásmidos amplificados en E. coli se llevó a cabo mediante el sistema 

comercial GenElute Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich PLN10), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

 

3.15 SECUENCIACIÓN DE ADN Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

La identificación positiva, así como la obtención de la secuencia y comprobaciones de la 

fidelidad de la misma de cada uno de los clones que contenían tanto los insertos como las mutaciones 

se hizo mediante secuenciación en un secuenciador automático de fluorescencia ABI-Prism (Applied 

Biosystems, CA, USA), utilizando el kit de secuenciación ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 

Secuencing Ready Reaction, PE, y se llevó a cabo por el Servicio de Genómica y Síntesis de 

Oligonucleótidos y Secuenciación, Instituto de Parasitología y Biomedicina, López-Neyra, CSIC 

(Granada, España). 

 

La longitud de la secuenciación abarcaba, por término medio, unas 700-1000 pb. Las 

muestras se prepararon para su envío a dicho servicio en un volumen final de 0.012 mL de agua 

libre de DNasas, conteniendo 5 x 10-4 mg de ADN plasmídico o 3-9 x 10-5 mg de fragmento de 

PCR purificado y 3.2 picomoles de cada uno de los cebadores (Tabla 8), directo o reverso, para la 

secuenciación en ambos sentidos, de las zonas que flanquean la zona de inserción o cebadores 

específicos del fragmento mutado. El análisis y ensamblaje de las secuencias se llevó a cabo mediante 

el programa ChromasPro y el alineamiento de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas 

deducidas se determinó utilizando el programa Biology WorkBench (San Diego Supercomputer 

Centre), herramientas bioinformáticas de uso libre disponibles en Internet. 
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3.16 TRANSFORMACIÓN DE LA CEPA GS115 DE Pichia pastoris 

MEDIANTE ELECTROPORACIÓN 

Tanto el vector de expresión, pPIC9, descrito en el apartado 3.2, como el gen TI1 

(apartado 3.7) y sus mutantes derivados (apartado 3.8) se digirieron mediante las enzimas de 

restricción XhoI y EcoRI (apartado 3.12) y, posteriormente, genes y plásmido se ligaron con la 

enzima T4-ADN ligasa (apartado 3.13). Tras su clonación en E. coli (apartado 3.14), se llevó a 

cabo el aislamiento de plásmidos (apartado 3.14.2); las células de la cepa GS115 de P. pastoris se 

hicieron electrocompetentes (apartado 3.16.1), para ser transformadas mediante electroporación 

(apartado 3.16.2) con 0.005-0.02 mg de los vectores, linealizados a través de la enzima SalI 

(Roche Diagnostic 10567663001), para su integración en el locus his4 de su genoma (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Diagrama esquemático del cassette de expresión pPIC9-TI1 en el genoma de Pichia pastoris. 

El gen TI1 o sus mutantes derivados se clonaron en el vector de expresión pPIC9 utilizando las dianas de restricción 

XhoI y EcoRI. El plásmido se linealizó, previo a la transformación de P. pastoris, utilizando la enzima SalI. Se introdujo 

un sitio de procesamiento KEX2 seguido de dos repeticiones de Glu-Ala (EAEA), con objeto de aumentar la eficiencia 

de la acción proteolítica de la endoproteasa KEX2. Las repeticiones Glu-Ala deben ser eliminadas por la enzima STE13, 

endógena de P. pastoris. 

 

3.16.1 Preparación de células electrocompetentes GS115 

Las células de la cepa GS115 de P. pastoris se mantuvieron en 5 mL de YPD (apartado 

3.4.2.1) durante 16-18 h a 30 ºC, previo al proceso de electroporación. Se añadieron 0.1-0.5 mL 

de este pre-inóculo en 500 mL de YPD y se incubó durante 16-18 h hasta obtener una DO600nm de 

1.3-1.5. Las células se centrifugaron a 1500 g durante 5 min a 4 ºC y el precipitado se solubilizó en 

500 mL de agua estéril, previamente enfriada en hielo. Tras centrifugar las células, el precipitado 

se solubilizó en 250 mL de agua estéril y se llevaron a cabo dos últimas centrifugaciones, en idénticas 

condiciones a las anteriores, solubilizando el precipitado en 20 mL y 1 mL de sorbitol 1 M, 

respectivamente, previamente enfriado en hielo, obteniéndose un volumen final aproximado de 1.5 
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mL. Las células electrocompetentes se dividieron en volúmenes de 0.08 mL y se electroporaron 

inmediatamente con los plásmidos a transformar, tal y como está descrito en el siguiente apartado 

(apartado 3.16.2). 

 

3.16.2 Electroporación de la cepa GS115 

La transformación de células de la cepa GS115 de P. pastoris se llevó a cabo transfiriendo 

alícuotas de 0.08 mL de células electrocompetentes junto con 0.005-0.02 mg de ADN linealizado, 

en 0.005-0.01 mL de agua desionizada y estéril, a una cubeta de electroporación, previamente 

enfriada en hielo, incubándose durante 5 min en hielo. De acuerdo con las condiciones descritas 

por el fabricante (1500 V, 25 µF y 200 R; Gene Pulser XCell, Bio-Rad), se llevó a cabo la 

electroporación e, inmediatamente después, se añadió 1 mL de sorbitol 1 M, previamente enfriado 

en hielo. Se sembraron placas de MD (apartado 3.4.2.1) con alícuotas de 0.2-0.6 mL y se 

incubaron a 30 ºC hasta la aparición de colonias (período de tiempo de incubación aproximado: 36-

48 h). El vector de expresión pPIC9 vacío se utilizó como control del proceso de transformación y 

de expresión. Los transformantes de P. pastoris de la cepa GS115 se seleccionaron en placas de MD 

(apartado 3.4.2.1), sin histidina, ya que el plásmido pPIC9 contiene el gen HIS4 que complementa 

a la cepa GS115 que tiene una mutación en el gen de la histidina deshidrogenasa (his4), que le impide 

sintetizar histidina (Figura 17). Más de 40 colonias de cada una de las construcciones se analizaron 

mediante PCR para confirmar la presencia de TI1 (apartado 3.7) o sus mutantes derivados 

(apartado 3.8), utilizando los cebadores específicos de pPIC9, 5’AOX1 y 3’AOX1 (Tabla 8). 

Tras la verificación, los clones positivos se crecieron en YPD (apartado 3.4.2.1) y se conservaron 

en glicerol al 15% (v/v) a -80 ºC hasta su uso. 

 

3.17 PRODUCCION DE PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK 

RECOMBINANTES EN Pichia pastoris 

 

3.17.1 Producción a pequeña escala 

Con el fin de seleccionar las colonias transformadas de P. pastoris que mostraban mayores 

niveles de producción de proteínas recombinantes, se crecieron 16 colonias individuales que 

contenían, integrado en su genoma, el vector de expresión pPIC9, y que presentaban TI1 

(apartado 3.7) o uno de sus mutantes derivados (apartado 3.8). Las colonias se crecieron en 100 
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mL de medio BMG (apartado 3.4.2.2), en un agitador orbital, hasta alcanzar valores de DO600nm 

de 2-6, en un rango de temperatura de 28-30 ºC y 250 rpm. Las células se centrifugaron a 3000 g 

durante 10 min, y posteriormente se solubilizaron en 20 mL de medio BMM (apartado 3.4.2.2). 

La inducción se continuó durante un periodo de 6 días añadiendo metanol (0.5% v/v) cada 24 h 

para compensar su consumo y evaporación. La evolución de las producciones se monitorizó 

mediante ensayos de actividad inhibidora de tripsina (TIA) y quimotripsina (CIA), utilizando los 

sustratos específicos BAPNA (N-α-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride, Sigma-

Aldrich B4875) (apartado 3.24.1.2) y BTEE (N-Benzoyl-L-tyrosine ethyl ester, Sigma-Aldrich 

B6125) (apartado 3.24.2.1), respectivamente. Para ello, se recogieron alícuotas de 1 mL cada 24 

h con el objeto de monitorizar la producción de las distintas proteínas recombinantes que 

presentaban actividad inhibidora. En el caso del mutante derivado inactivo, las alícuotas se 

monitorizaron mediante PAGE-SDS (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 

sódico) con el objeto de visualizar bandas electroforéticas de peso molecular similar al de rTI1 

(apartado 3.26). Las cepas que secretaron los niveles más elevados de las proteínas rTI1 o sus 

mutantes derivados se seleccionaron para llevar a cabo su expresión a gran escala (apartado 

3.17.2), conservándolas en medio YPD (apartado 3.4.2.1) suplementado con 15% glicerol (v/v). 

 

3.17.2 Producción a gran escala 

Las cepas seleccionadas, descritas en el apartado anterior, se inocularon en 40 mL de medio 

BMG (apartado 3.4.2.2) y se incubaron en agitación a 28-30 ºC y 250 rpm hasta llegar a una 

densidad óptica (DO600nm) con valores en el rango de 2-6 (tiempo de incubación aproximado: 16 

h). Una vez alcanzados los valores de densidad óptica adecuados, se inocularon 3 L de medio BMG 

con 30 mL de pre-inóculo. El cultivo creció bajo condiciones controladas (28-30 ºC y 250 rpm), 

hasta alcanzar una densidad óptica (DO600nm) con valores en el rango de 2-6 (tiempo de incubación 

aproximado: 48 h). Las células se centrifugaron a 8500 g durante 10 min, y posteriormente se 

solubilizaron en 400 mL de medio BMM (apartado 3.4.2.2). La expresión de las proteínas 

recombinantes se indujo durante un periodo de 6 días, manteniendo las levaduras a 28-30 ºC, con 

una agitación de 250 rpm, y añadiendo 1% metanol (v/v) al medio cada 24 h, evitando así la pérdida 

generada por su uso o evaporación. Tras el periodo de inducción, las células se centrifugaron a 

17500 g durante 10 min a 4 ºC y el sobrenadante se dializó mediante membranas de 3.5 kDa de 

tamaño de poro (Spectrum Laboratories 734-0687, CA, USA) frente a agua destilada a 4 ºC. Las 

muestras dializadas se liofilizaron y se almacenaron a 4 ºC hasta su posterior análisis. 
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3.18 METODOLOGÍA TILLING 

La metodología TILLING es una técnica de genética reversa que combina la generación de 

mutaciones puntuales (o SNPs, de inglés Single Nucleotide Polimorphism) con una técnica eficiente de 

rastreo molecular (Figura 18), que permite la identificación de polimorfismos dentro de la 

secuencia de nucleótidos (193,194). En el laboratorio de la Prof. Claire Domoney, la metodología 

TILLING se utilizó para localizar mutaciones puntuales inducidas mediante metanosulfonato de 

etilo (EMS) en el gen TI1 en semillas de guisante de la variedad Cameor (apartado 3.5). El cambio 

de nucleótido asociado a la mutación provocó un cambio puntual de aminoácido en la secuencia de 

TI1 (Tabla 12). En concreto, se obtuvieron tres mutantes que podrían ocasionar cambios 

conformacionales y/o funcionales de la proteína TI1: C77Y, involucrado en uno de los puentes 

disulfuro intramoleculares entre las cisteínas C8-C12; S85F, cambio que ocurre en el dominio de 

inhibición C-terminal; y E109K, cambio que ocurre en el extremo nonapéptido C-terminal, el cual 

mediante proteolisis es eliminado in vivo durante el periodo de desecación de la semilla, pudiendo 

afectar al estado de oligomerización de la proteína (111). 

 

Las semillas de guisante de la variedad Cameor suministradas por la Prof. Claire Domoney, 

tanto líneas silvestres como mutantes obtenidas mediante la metodología TILLING, se analizaron 

mediante medidas de TIA y CIA. Tras la molienda de 8-10 semillas de las distintas líneas silvestre y 

mutante, se obtuvo la fracción proteica sometiendo a extracción ácida 50 mg de harina, mediante 

agitación suave en 1 mL de HCl 50 mM durante 2 h a 4 ºC. Tras centrifugación a 15000 g durante 

15 min, el sobrenadante se analizó mediante medidas de TIA, CIA y AEP (actividad endógena de 

proteasas), utilizando los sustratos específicos BAPNA (apartado 3.24.1.2) y BTPNA (N-Benzoyl-

L-tyrosine p-nitroanilide, Sigma-Aldrich B6760) (apartado 3.24.2.2).  
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Tabla 12. Semillas de guisante de la variedad Cameor, líneas silvestre y mutante, obtenidas mediante 

la metodología TILLING. Las tres mutaciones puntuales introducidas en la secuencia de nucleótidos del gen TI1 dan 

como resultado la sustitución de los aminoácidos cisteína por tirosina (C77Y), serina por fenilalanina (S85F) y glutámico 

por lisina (E109K), respectivamente. La numeración de los aminoácidos incluye el pre-pro-péptido de 42 aminoácidos 

de TI1. 

Mutación TI1 Mutación TI1 Familia Líneas silvestres Líneas mutantes 

G230A C77Y 2808 
1/1/4 

1/1/6 

2/1/3 

2/1/6 

C254T S85F 671 

19/6 

19/7 

19/13 

19/4 

19/11 

19/16 

19/24 

G325A E109K 895 

1/2/6 

1/1/14 

1/2/7 

1/1/15 

1/2/4 

1/2/9 

 

3.19 PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK 

 

3.19.1 Purificación de proteínas BBI recombinantes expresadas en P. pastoris 

Tras la inducción a gran escala de las colonias transformadas de P. pastoris que mostraron los 

mayores niveles de producción de rTI1 o sus mutantes derivados, el medio extracelular se 

centrifugó, se dializó frente a agua destilada y se liofilizó, tal y como se describe en el apartado 

3.17.2. El material liofilizado (50 mg procedentes del sobrenadante obtenido tras el crecimiento de 

la levadura P. pastoris transformada con rTI1 o sus mutantes derivados) se mantuvo en agitación en 

10 mL de tampón acetato sódico 25 mM pH 4.4, durante 30 min a 4 ºC. Tras filtración mediante 

filtros de 0.22 µm, la muestra se fraccionó en una columna de intercambio catiónico MonoS 5/50 

GL (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), conectada a un sistema AKTA FPLC (GE Healthcare). Para 

ello, se utilizó un gradiente lineal de NaCl de 0-0.22 M en tampón acetato sódico 25 mM pH 4.4, 

a un flujo de 1 mL·min-1. La elución se monitorizó a 280 nm, recolectándose fracciones de 0.5 mL. 

La monitorización de la actividad inhibidora de tripsina de cada una de las fracciones obtenidas se 

llevó a cabo en microplacas de fondo plano, utilizándose BAPNA como sustrato específico, tal y 

como se describe en el apartado 3.24.1.1. La actividad inhibidora de quimotripsina se llevó a cabo 

en cubetas semi-micro, utilizando BTEE como sustrato específico (apartado 3.24.2.1). Aquellas 

fracciones que presentaban TIA y/o CIA se reunieron, se dializaron frente a agua destilada a 4 ºC 
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en una membrana de diálisis de 3.5 kDa de tamaño de poro y se liofilizaron, almacenándose a -20 

ºC hasta su uso. En el caso del mutante derivado inactivo, y dado que no presentaba TIA ni CIA, su 

monitorización se llevó a cabo mediante PAGE-SDS (apartado 3.26). La identificación y 

autentificación de las proteínas recombinantes, rTI1 y sus mutantes derivados, se llevó a cabo 

mediante análisis de huella peptídica (apartado 3.27) y masa molecular (apartado 3.28).  

 

3.19.2 Purificación de proteínas BBI de semillas de guisante 

Tras la molienda de 8-10 semillas de guisante de las líneas silvestre y mutante obtenidas 

mediante metodología TILLING, 150 mg de harina se sometieron a extracción ácida mediante 

agitación en 3 mL de HCl 50 mM durante 2 h a 4 ºC. Tras centrifugación a 15000 g durante 15 

min, el sobrenadante se dializó frente a tampón acetato sódico 25 mM pH 4.4 durante 24 h a 4 ºC 

en una membrana de diálisis de 3.5 kDa de tamaño de poro (Spectrum Laboratories 734-0684). 

 

 

Figura 19. Perfil de elución de las proteínas Bowman-Birk procedentes de semillas de guisante de la 

variedad Cameor mediante cromatografía de intercambio catiónico en columna MonoS 5/50 GL. La 

absorbancia a 280 nm y el gradiente de NaCl (0-0.22 M) durante la elución queda indicado con línea continua y 

punteada, respectivamente. La actividad inhibidora de tripsina (▲) y quimotripsina (∆) se evaluó en cada fracción, 

utilizándose los sustratos específicos BAPNA y BTPNA, respectivamente. Los picos de elución correspondientes a los 

distintos isoinhibidores están enumerados como 1-4. 
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La muestra se centrifugó a 15000 g durante 15 min y se filtró a través de filtros de 0.22 

µm. Posteriormente, el sobrenadante se fraccionó tal y como se describe en el apartado anterior 

(apartado 3.19.1). Las medidas de TIA y CIA se monitorizaron utilizando los sustratos específicos 

BAPNA (apartado 3.24.1.1) y BTPNA (apartado 3.24.2.2), respectivamente. Las fracciones que 

contenían TIA y CIA se reunieron de manera individual y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso. El 

perfil de elución de semillas de la variedad Cameor se utilizó como control, obteniéndose los picos 

cromatográficos 1, 2, 3 y 4 (en orden de elución en la cromatografía de intercambio catiónico) 

(Figura 19), los cuales se identificaron mediante análisis de huella peptídica (apartado 3.27) y 

masa molecular (apartado 3.28).  

 

3.19.3 Purificación de IBB1 e IBBD2, isoformas BBI mayoritarias de soja 

 

3.19.3.1 Separación de isoformas IBB1 e IBBD2 en preparaciones 

comerciales 

Una mezcla comercial de inhibidores BBI de soja (Sigma-Aldrich T9777), que incluía los 

isoinhibidores IBB1 e IBBD2 (Tabla 13), se solubilizó en tampón acetato sódico 25 mM pH 4.4 y, 

una vez filtrada mediante filtros de 0.22 µm, la muestra se fraccionó tal y como se describe en el 

apartado 3.19.1 (77). Las medidas de TIA y CIA se monitorizaron utilizando BAPNA (apartado 

3.24.1.1) y BTEE (apartado 3.24.2.1) como sustratos específicos, respectivamente. Las fracciones 

que contenían TIA y CIA se recolectaron y dializaron de manera independiente frente a agua 

destilada a 4 ºC en una membrana de diálisis de 3.5 kDa de tamaño de poro y, posteriormente, se 

liofilizaron y almacenaron a -20 ºC hasta su uso. Su identificación se llevó a cabo mediante análisis 

de huella peptídica (apartado 3.27) y masa molecular (apartado 3.28), confirmándose los picos 

I y II obtenidos mediante columna MonoS, como IBB1 e IBBD2, respectivamente. 

 

Tabla 13. Secuencia peptídica de IBB1 e IBBD2, isoformas Bowman-Birk mayoritarias de soja. Las 

secuencias de aminoácidos de los dominios de inhibición han sido subrayadas. P1-P1’ son las posiciones que corresponden 

al sitio reactivo de los inhibidores (en negrita). K o R en la posición P1 determina especificidad frente a la enzima 

tripsina, mientras que L determina especificidad frente a quimotripsina.  

 1--------10--------20--------30--------40--------50--------60--------70--------- 

IBB1 --------DDESSKPCCDQCACTKSNPPQCRCSDMRLNSCHSACKSCICALSYPAQCFCVDITDFCYEPCKPSEDDKEN 

IBBD2 SDQSSSYDDDEYSKPCCDLCMCTRSMPPQCSCEDIRLNSCHSDCKSCMCTRSQPGQCRCLDTNDFCYKPCKSRDD---- 

 1--------10--------20--------30--------40--------50--------60--------70--------- 
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Dado que los productos derivados de la soja contienen los isoinhibidores BBI, IBB1 e 

IBBD2, y el inhibidor de tripsina tipo Kunitz (KTI), fue necesario el obtener una mezcla patrón con 

los inhibidores BBI liofilizados y el inhibidor tipo KTI (Sigma-Aldrich T2327) en un ratio 1:1:1, 

mediante agitación suave en 10 mL acetato sódico 25 mM pH 4.4. La mezcla se fraccionó tal y como 

está descrito anteriormente con modificación en el gradiente de NaCl (0-0.16 M), con el fin de 

optimizar la separación de los isoinhibidores BBI y KTI. Se analizó TIA (apartado 3.24.1.1) y CIA 

(apartado 3.24.2.1) y se corroboró la identificación de las isoformas IBB1, IBBD2 y KTI mediante 

análisis de huella peptídica (apartado 3.27) y masa molecular (apartado 3.28), en los picos I, II 

y III, respectivamente. Además, se llevaron a cabo medidas de TIA (apartado 3.24.1.2) y CIA 

(apartado 3.24.2.1) de IBB1, IBBD2 y KTI purificados para calcular su actividad inhibidora 

específica (U∙mg-1 de proteína) y poder así analizar la cantidad de inhibidores BBI activos presentes 

en leches de soja comerciales (apartado 3.19.3.2). 

 

3.19.3.2 Purificación de proteínas BBI presentes en leches de soja 

comerciales y cuantificación de isoformas 

Se utilizaron seis leches de soja comerciales (SM1-SM6) para analizar su composición en 

isoinhibidores IBB1 e IBBD2 de la familia BBI. Cuatro muestras de cada marca comercial (500 mL) 

se liofilizaron individualmente y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso. Las distintas leches de soja 

liofilizadas (500 mg) se solubilizaron en 10 mL de tampón acetato sódico 25 mM pH 4.4 mediante 

agitación suave durante 1 h a temperatura ambiente. Los extractos se centrifugaron a 2270 g durante 

15 min y el sobrenadante se dializó a través de una membrana de 3.5 kDa de tamaño de poro frente 

a tampón acetato sódico 25 mM pH 4.4 durante 24 h a 4 ºC. A continuación, los extractos proteicos 

de las preparaciones de leche de soja se centrifugaron y filtraron en las condiciones descritas 

anteriormente, recogiéndose alícuotas de 1 mL para llevar a cabo medidas de TIA y CIA, utilizando 

como sustratos específicos BAPNA (apartado 3.24.1.2) y BTEE (apartado 3.24.2.1), 

respectivamente. Los extractos proteicos SM1-SM6 se fraccionaron tal y como está descrito en el 

apartado anterior (apartado 3.19.3.1). TIA y CIA se monitorizaron mediante los sustratos 

específicos BAPNA (apartado 3.24.1.1) y BTEE (apartado 3.24.2.1), respectivamente. Aquellas 

fracciones que presentaban TIA y CIA se reunieron, se liofilizaron y posteriormente se solubilizaron 

en agua de calidad Milli-Q para llevar a cabo medidas de TIA (apartado 3.24.1.2) y CIA 

(apartado 3.24.2.1), con el fin de cuantificar las cantidades de IBB1, IBBD2 y Kunitz presentes en 
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las leches de soja comerciales SM1-SM6, en función de la actividad TIA y CIA de los mismos, 

analizadas como tal y como se describe en el apartado anterior (apartado 3.19.3.1). 

 

3.20 OLIGOMERIZACIÓN DE PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK DE 

SEMILLAS DE GUISANTE 

El extremo nonapéptido C-terminal de TI1, eliminado in vivo durante el proceso de 

desecación de la semilla (111), y en particular su residuo Glu109, parece estar implicado en el estado 

de dimerización de la proteína (55). Por tanto, el efecto de la mutación E109K obtenida mediante 

metodología TILLING (apartado 3.18) sobre el perfil de oligomerización de la proteína TI1 se 

analizó mediante cromatografía de exclusión molecular (SEC). El perfil de oligomerización de 

inhibidores BBI procedentes de semillas de la variedad Cameor se utilizó como control de las líneas 

silvestre y mutante (E109K) (no mostrado). La obtención de la fracción de albúminas se llevó a 

cabo mediante la extracción de 10 g de harina en 100 mL de tampón fosfato sódico 0.1 M pH 7.0 

con NaCl 0.5 M, mediante agitación durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó 

a 15000 g durante 10 min y el sobrenadante se dializó utilizando membranas de diálisis de 3.5 kDa 

de tamaño de poro frente a tampón citrato sódico 25 mM pH 4.6 durante 36-48 h a 4 ºC (219). 

Tras centrifugar a 15000 g durante 10 min a 4 ºC, las albúminas permanecieron solubles mientras 

que las globulinas (fracciones 11S y 7S) precipitaron por punto isoeléctrico (pH 4.6). La fracción 

de albúminas se dializó frente a agua destilada a 4 ºC, se liofilizó y se almacenó a -20 ºC hasta su uso 

(Figura 20). 

 

El perfil de oligomerización de las proteínas BBI de semillas de guisante de la variedad 

Cameor, líneas silvestre y mutante (E109K), se determinó mediante cromatografía de exclusión 

molecular seguida de cromatografía de intercambio catiónico (apartado 3.19.1) e identificación 

mediante análisis de huella peptídica (apartado 3.27) y masa molecular (apartado 3.28). En 

primer lugar, las fracciones de albúminas liofilizadas (60 mg) se solubilizaron en 3.5 mL de tampón 

Tris 50 mM pH 7.5 mediante cromatografía de exclusión molecular en una columna HiPrep 26/60 

Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare), conectada a un sistema AKTA FPLC. La elución se llevó a 

cabo con tampón Tris 50 mM pH 7.5, a un flujo de 0.3 mL·min-1, y se monitorizó a 280 nm, 

recolectándose fracciones de 2.2 mL. La monitorización de TIA se llevó a cabo según se describe 

en el apartado 3.24.1.1. Las fracciones que contenían TIA (denominadas A, B y C, en orden de 

elución de la cromatografía de exclusión molecular) se dializaron en una membrana de diálisis de 
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3.5 kDa frente a agua destilada a 4 ºC, y posteriormente se liofilizaron y almacenaron a -20 ºC hasta 

su uso.  

 

 

Figura 20. Diagrama de separación de las fracciones de albúminas y globulinas de guisante (219). 

 

Las masas moleculares estimadas de aquellas fracciones que contenían TIA se determinaron 

mediante una recta de calibrado utilizando marcadores de peso molecular en el rango de 6.5-63.5 

kDa (GE Healthcare 17-0442-01), los cuales incluían albúmina de suero bovino (63.5 kDa), 

ovoalbúmina (48.1 kDa), quimotripsinógeno A (20.4 kDa), ribonucleasa A (15.6 kDa) y aprotinina 

(6.5 kDa), obteniéndose la recta de calibrado Kav = -0.5619 + 1.072 · PM, siendo Kav = (Ve-

V0)/(Vt-V0); Ve: volumen de elución, V0: volumen de exclusión (89.09 mL), Vt: volumen total de 

columna (320 mL) y PM: peso molecular (Figura 21). 
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Figura 21. Recta de calibrado para la determinación de pesos moleculares por cromatografía de 

exclusión molecular (SEC) mediante columna HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 HR. 

 

A continuación, las fracciones liofilizadas (A, B y C) se solubilizaron en 3 mL de tampón 

acetato sódico 25 mM pH 4.4 y fraccionaron en una columna de intercambio catiónico MonoS 5/50 

GL (apartado 3.19.1). Las fracciones que presentaban TIA (apartado 3.24.1.1) se reunieron de 

manera individual, siendo almacenadas a -20 ºC hasta su uso. La identificación de las isoformas 

individuales se llevó a cabo mediante análisis de huella peptídica (apartado 3.27) y masa molecular 

(apartado 3.28).  

 

3.21 DETERMINACIÓN DE FUROSINA E HIDROXIMETILFURFURAL 

EN LECHES DE SOJA COMERCIALES 

La reacción de Maillard (RM), en la cual participa el aminoácido lisina en presencia de 

azúcares reductores, se evaluó en seis leches de soja comerciales (SM1-SM6) mediante el análisis de 

los productos generados tanto en las primeras etapas de la RM (furosina) como en las etapas 

intermedias (hidroximetilfurfural, HMF).  

 

3.21.1 Cuantificación de furosina 

La determinación de furosina en leches de soja comerciales (SM1-SM6) se llevó a cabo 

mezclando 1 mL de muestra con 7 mL de HCl 9.08 M. Se borboteó nitrógeno de alta pureza a 

través de las muestras durante 2 min y se hidrolizaron a 120 ºC durante 23 h. El hidrolizado 

resultante se filtró con papel de filtro de grado medio y la furosina se purificó mediante cartuchos 
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de extracción de fase sólida (SPE) Sep-Pak Plus C18 (Waters JJAN20229, MA, USA). Para ello, 

0.5 mL de hidrolizado se eluyeron por un cartucho, previamente activado con 5 mL de metanol y 

10 mL de agua desionizada. La elución de la furosina se realizó con 3 mL de HCl 3N, evaporando 

el ácido mediante rotavapor (220). Finalmente, la furosina purificada se solubilizó en 3 mL de una 

mezcla de agua, acetonitrilo y ácido fórmico (95:5:0.2); 0.02 mL de la solución resultante se 

analizaron mediante cromatografía líquida de alta presión UPLC Accela 600 (Thermo-Fisher, 

Dreieich, Alemania) con par iónico (221), utilizando una columna Extrasyl-ODS2 (25 x 0.4 cm, 5 

m tamaño de partícula, Tecknokroma, Barcelona, España). La furosina se eluyó isocráticamente a 

32 ºC, con un flujo de 1 mL·min-1 de una fase móvil compuesta por una solución acuosa de 

heptanosulfonato sódico 5 mM (Sigma-Aldrich H2766) en 20% acetonitrilo y 0.2% ácido fórmico. 

La detección se llevó a cabo mediante un detector de fotodiodo a 280 nm. La cuantificación se 

realizó mediante el método de estándar externo con una recta de calibración de furosina comercial 

(Polypeptide SC494, Estrasburgo, Francia) con concentraciones 1.2-42.8 mg·L-1. Los resultados se 

expresaron en mg·L-1 de leche de soja. 

 

Además, con el fin de analizar el efecto del tratamiento térmico y la glicosilación sobre la 

actividad inhibidora de las proteínas BBI, se utilizó un sistema modelo compuesto por BBI de soja 

comercial (1 mg·mL-1) y glucosa (1 mg·mL-1), ambas disueltas en tampón fosfato 0.1 M pH 6.5. 

Alícuotas de 3 mL se sumergieron en un baño de glicerol a 120 ºC durante 30 min, monitorizándose 

las actividades inhibidoras de tripsina (apartado 3.24.1.2) y quimotripsina (apartado 3.24.2.1) 

así como el contenido en furosina, cada 5 min. Las muestras se enfriaron en hielo y se almacenaron 

a -80 ºC hasta su evaluación. Los tiempos de tratamiento térmico excluyen el periodo de “heating-

up”, estimado en 2 min. Como control, las proteínas BBI se sometieron a tratamiento térmico en 

ausencia de glucosa. 

 

3.21.2 Cuantificación de hidroximetilfurfural 

En el caso del HMF, las muestras procedentes de las leches de soja comerciales (1 mL) se 

clarificaron mediante la adición de Carrez I (15% ferrocianuro potásico) y II (30% acetato de zinc). 

Tras centrifugación a 4500 g durante 10 min a 4 °C, 0.02 mL de la solución resultante se analizaron 

mediante cromatografía líquida de alta presión UPLC mediante el método descrito en Rufián-

Henares y col., (2006) (210), en una columna Extrasyl-ODS2. El HMF se eluyó isocráticamente a 

32 °C, con un flujo de 1 mL·min-1 de una fase móvil compuesta por una solución acuosa con un 5% 
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de acetonitrilo. La detección se llevó a cabo mediante un detector de fotodiodo a 284 nm. La 

cuantificación se realizó mediante el método de estándar externo con una recta de calibración de 

HMF comercial (Sigma-Aldrich W501808) con concentraciones entre 0.01-10 mg·mL-1. Los 

resultados se expresaron en mg·L-1 de leche de soja. 

 

3.22 SÍNTESIS DE PÉPTIDOS CÍCLICOS QUE IMITAN A LOS 

DOMINIOS DE INHIBICIÓN DE LAS PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK 

La síntesis de péptidos cíclicos que imitan a los dominios de inhibición de tripsina y 

quimotripsina de las proteínas BBI se llevó a cabo basándose en las secuencias peptídicas de las 

proteínas TI1 (Tabla 10) e IBB1 (Tabla 13), procedentes de guisante y soja, respectivamente. Los 

péptidos utilizados se sintetizaron mediante la técnica Fmoc (Figura 22), siendo suministrados por 

Biomedal (Sevilla, España) (Tabla 14). 

 

 

Figura 22. Síntesis química de péptidos sobre un soporte polimérico insoluble. Las reacciones 1-4 son 

necesarias para la formación de cada enlace peptídico. El grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) (sombreado en azul) 

impide reacciones no deseadas del grupo α-amino del aminoácido (sombreado en rojo). La síntesis química transcurre 

desde el extremo C-terminal al extremo N-terminal, la dirección inversa a la dirección de síntesis proteica in vivo (222). 
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La obtención de péptidos derivados, deducidos inactivos, se llevó a cabo mediante la 

sustitución del aminoácido de la posición P1, responsable de la especificidad del inhibidor, por el 

aminoácido glicina. Un péptido derivado de IBB1 en el cual se sustituyó el aminoácido de la posición 

P4’ del dominio de inhibición C-terminal por el aminoácido prolina, se sintetizó con el objeto de 

analizar su potencia de inhibición frente a la enzima quimotripsina. El proceso de ciclación de los 

péptidos, con el fin de imitar la estructura de los dominios de inhibición de TI1 e IBB1, se llevó a 

cabo mediante un puente disulfuro entre dos cisteínas opuestas en la secuencia. Estas cisteínas se 

sustituyeron por el aminoácido alanina para obtener péptidos lineales potencialmente inactivos. 

 

Tabla 14. Péptidos sintéticos que imitan a los dominios de inhibición de las proteínas Bowman-Birk, 

TI1 e IBB1, de guisante y soja, respectivamente. A partir de la secuencia correspondiente a los dominios de 

inhibición N- (Tryp) y C-terminal (Chym) de las proteínas parentales TI1 e IBB1, se obtuvieron péptidos derivados que 

imitan a sus dominios de inhibición; péptidos derivados, deducidos inactivos, mediante la sustitución del aminoácido 

de la posición P1 por glicina (modP1); péptidos lineales derivados de TI1; y un péptido derivado del dominio de 

inhibición C-terminal de IBB1 con sustitución del aminoácido de la posición P4’ por prolina (modP4’). Los aminoácidos 

sustituidos se encuentran sombreados.  

*Ciclación de péptidos sintéticos mediante un puente disulfuro entre dos cisteínas opuestas en la molécula. 

 Secuencia de aminoácidos de los dominios de inhibición 

Péptidos sintéticos P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’ P4’ P5’ P6’ P7’ 

TI1 (Tryp) L C* T K S N P P T C* R 

TI1 (Tryp-modP1) L C* T G S N P P T C* R 

TI1 (Tryp-lineal) L A T K S N P P T A R 

TI1 (Chym) I C* A Y S N P P K C* Q 

TI1 (Chym-modP1) I C* A G S N P P K C* Q 

TI1 (Chym-lineal) I A A Y S N P P K A Q 

IBB1 (Tryp) A C* T K S N P P Q C* R 

IBB1 (Tryp-modP1) A C* T G S N P P Q C* R 

IBB1 (Chym) I C* A L S Y P A Q C* F 

IBB1 (Chym-modP1) I C* A G S Y P A Q C* F 

IBB1 (Chym-modP4’) I C* A L S Y P P Q C* F 



Material y Métodos 

 

P
ág

in
a-

 1
19

 -
 

La purificación de los péptidos se llevó a cabo mediante HPLC en una columna Inertsil 

OSD-SP, 5 µm (4.6 x 250 mm) (GL Sciences, CA, USA). La fase móvil utilizada fue 0.1% TFA en 

acetonitrilo (A) y 0.1% TFA en agua (B), con un gradiente lineal de 10 a 60% durante 25 min y un 

flujo de 1 mL·min-1. La elución se monitorizó a 220 nm y la pureza de los péptidos fue superior al 

95%, siendo analizados mediante MALDI-TOF MS con el objeto de confirmar su identidad. Las 

medidas de actividad inhibidora de tripsina y quimotripsina de los péptidos sintéticos derivados de 

TI1 e IBB1, se analizaron utilizando los sustratos específicos BAPNA (apartado 3.24.1.2) y BTEE 

(apartado 3.24.2.1), respectivamente.  

 

3.23 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

La cuantificación de proteínas solubles se determinó mediante el sistema comercial Pierce 

BCA Protein Assay (Thermo Scientific 23225), siguiendo las instrucciones del fabricante. Distintas 

concentraciones de albúmina de suero bovino (BSA) se utilizaron como estándar (0-2 mg·mL-1), 

excepto en la cuantificación de proteínas purificadas BBI expresadas en P. pastoris (apartado 

3.19.1), en cuyo caso las concentraciones estándar se realizaron con proteínas BBI purificadas, ya 

que presentan distinta curva patrón probablemente debido a la diferencia en el ratio de los 

aminoácidos cisteína, triptófano y tirosina, frente a aminoácidos totales (Figura 23). 

 

 

Figura 23. Recta de calibrado para la cuantificación de proteínas con ácido bicinconínico (BCA) 

utilizando las proteínas albúmina de suero bovino (BSA, en verde) y Bowman-Birk (BBI, en rojo).  
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La cuantificación de proteínas mediante el método BCA se analizó en cubetas semi-micro 

o en microplacas de fondo plano. En cubetas semi-micro, se realizaron incubaciones de 0.1 mL de 

muestra o estándar y 2 mL de reactivo de trabajo durante 30 min a 37 ºC; la absorbancia (DO562nm) 

se midió en un espectrofotómetro Genesys 10uv (Thermo Scientific). El análisis en microplacas de 

fondo plano se llevó a cabo mediante incubaciones de 0.01 mL de muestra o estándar y 0.2 mL de 

reactivo de trabajo, durante 30 min a 37 ºC, previa agitación de 30 seg; la absorbancia (DO540nm) se 

midió en un lector de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad). 

 

3.24 CARACTERIZACIÓN ENZIMÁTICA 

 

3.24.1 Actividad inhibidora de tripsina 

 

3.24.1.1 Ensayo semicuantitativo 

La actividad inhibidora de tripsina (TIA), de manera semicuantitativa, se determinó en 

microplacas de fondo plano utilizando BAPNA como sustrato específico y Tris 50 mM pH 7.5 como 

tampón del ensayo enzimático (Figura 24) (117). Una alícuota de 0.05 mL de solución de tripsina 

de páncreas bovino (tipo III, Sigma-Aldrich T1426) (0.02 mg·mL-1 en HCl 1 mM) se pre-incubó 

durante 1 min a 37 ºC con tampón Tris 50 mM pH 7.5 y una solución de inhibidor hasta un volumen 

total de 0.075 mL con objeto de favorecer la interacción proteasa-inhibidor.  

 

 

Figura 24. Diagrama del ensayo enzimático utilizado para evaluar la actividad inhibidora de tripsina 

(TIA) de manera semicuantitativa. BAPNA se utilizó como sustrato específico (117). 
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Tras el periodo de incubación, la reacción se inició adicionando 0.125 mL de sustrato 

específico BAPNA (0.893 mM), disuelto en DMSO (40 mg·mL-1) y solubilizado en tampón Tris 50 

mM pH 8.2 con CaCl2 20 mM. Tras 10 min de incubación a 37 ºC, la absorbancia (DO405nm) se 

midió en un lector de placas Victor X5 2030 (Perkin Elmer, MA, USA), tras una agitación suave de 

5 seg. 

 

3.24.1.2 Ensayo cuantitativo 

La actividad inhibidora de tripsina (TIA), de manera cuantitativa, se determinó mediante 

un ensayo modificado a pequeña escala (Figura 25), utilizando BAPNA como sustrato específico y 

Tris 50 mM pH 7.5 como tampón del ensayo enzimático (223). Una alícuota de 0.2 mL de solución 

de tripsina de páncreas bovino (0.02 mg·mL-1 en HCl 1 mM) se pre-incubó durante 1 min a 37 ºC 

con tampón Tris 50 mM pH 7.5 y una solución de inhibidor hasta un volumen total de 0.4 mL.  

 

 

Figura 25. Diagrama del ensayo enzimático utilizado para evaluar la actividad inhibidora de tripsina 

(TIA) de manera cuantitativa. BAPNA se utilizó como sustrato específico (223). 

 

Tras el periodo de incubación, la reacción se inició adicionando 0.5 mL de sustrato 

específico BAPNA (0.893 mM), disuelto en DMSO (40 mg·mL-1) y solubilizado en tampón Tris 50 

mM pH 8.2 con CaCl2 20 mM. Tras 10 min de incubación a 37 ºC, la reacción se paró adicionando 

0.1 mL de ácido acético al 30%. Tras centrifugación a 15000 g durante 1 min, se llevó a cabo la 
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medición de absorbancia (DO410nm) en un espectrofotómetro Genesys 10uv. Las muestras se 

analizaron por triplicado, acompañadas de controles positivos, en ausencia del inhibidor, y controles 

negativos a los que se adicionó ácido acético (30%) previa a la adición del sustrato. Una unidad 

inhibidora de tripsina (TIU) se definió como aquella que proporciona una reducción en la 

absorbancia a 410 nm de 0.01, en función de las reacciones control de tripsina, en un volumen de 

ensayo definido de 10 mL (223). La actividad inhibidora de tripsina específica se expresó en 

unidades de inhibición de tripsina por miligramo de proteína (TIU·mg-1), cuantificada tal y como se 

describe en el apartado 3.23. 

 

La actividad endógena de proteasas (AEP) del tipo tripsina que puede presentar el extracto 

proteico, interfiriendo así en la medida de actividad inhibidora de tripsina por parte de los 

inhibidores BBI presentes en fracciones proteicas de guisante, se determinó siguiendo el 

procedimiento anterior, y sustituyendo la enzima tripsina por 0.2 mL de HCl 1 mM. El valor de 

absorbancia obtenido a DO410nm se sustrajo al valor de absorbancia obtenido en la muestra para 

calcular las unidades de inhibición de tripsina (TIU): 

 

 

 

3.24.2 Actividad inhibidora de quimotripsina 

 

3.24.2.1 Sustrato BTEE 

La actividad inhibidora de quimotripsina (CIA) se determinó utilizando BTEE como sustrato 

específico y Tris 0.1 M pH 7.8 como tampón de ensayo enzimático (Figura 26) (90). Una alícuota 

de 0.035 mL de solución de quimotripsina de páncreas bovino (tipo VII, Sigma-Aldrich C3142) 

(0.02 mg·mL-1 en HCl 1 mM) se pre-incubó durante 2 min a 30 ºC con tampón Tris 0.1 M pH 7.8 

con CaCl2 10 mM y una solución de inhibidor hasta un volumen total de 0.465 mL.  
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Figura 26. Diagrama del ensayo enzimático utilizado para evaluar la actividad inhibidora de 

quimotripsina (CIA), utilizando BTEE como sustrato específico (90). 

 

Tras el periodo de incubación, la reacción se inició adicionando 0.5 mL de sustrato específico 

BTEE (0.964 mM), disuelto en 50% metanol. La lectura de la absorbancia (DO256nm) se midió en 

un espectrofotómetro Genesys 10uv durante 5 min a 30 ºC. Las muestras se analizaron por 

triplicado y se incluyeron controles positivos en ausencia de inhibidor. Una unidad inhibidora de 

quimotripsina (CIU) se definió como aquella que proporciona una reducción en la absorbancia a 

256 nm de 0.01, en función de las reacciones control de quimotripsina, en 5 min de reacción, en 

un volumen de ensayo definido de 10 mL, tal como está descrito anteriormente (90). La actividad 

inhibidora de quimotripsina específica se expresó en unidades de inhibición de quimotripsina por 

miligramo de proteína (CIU·mg-1), cuantificada tal y como se describe en el apartado 3.23. 

 

3.24.2.2 Sustrato BTPNA 

La actividad inhibidora de quimotripsina de los extractos proteicos obtenidos en las líneas 

silvestre y mutante de semillas de guisante de la variedad Cameor (apartado 3.18) se determinó 

utilizando el sustrato específico BTPNA, siguiendo el protocolo de Erlanger y col. (1961) (224), 

con modificaciones (Figura 27), debido a la turbidez formada al añadir el sustrato BTEE a la 

extracción proteica. Una alícuota de 0.2 mL de solución de quimotripsina de páncreas bovino (0.02 



Material y Métodos 

 

 

P
ágina- 124 - 

mg·mL-1 en HCl 1 mM) se pre-incubó durante 1 min a 37 ºC con tampón Tris 50 mM pH 7.5 con 

CaCl2 20 mM y una solución de inhibidor hasta un volumen total de 0.4 mL.  

 

 

Figura 27. Diagrama del ensayo enzimático utilizado para evaluar la actividad inhibidora de 

quimotripsina (CIA), utilizando BTPNA como sustrato específico (Erlanger y col., 1961, con 

modificaciones) (224). 

 

Tras el periodo de incubación, la reacción se inició adicionando 0.5 mL de sustrato 

específico BTPNA (0.495 mM), disuelto en DMSO (20.3 mg·mL-1) y solubilizado en tampón Tris 

50 mM pH 7.5 con 20% DMSO. Tras 16 min a 37 ºC, la reacción se paró adicionando 0.1 mL de 

ácido acético al 30%. La lectura de la absorbancia (DO410nm) se midió en un espectrofotómetro 

Genesys 10uv, tras centrifugación a 15000 g durante 1 min. Las muestras se analizaron por 

triplicado, acompañadas de controles positivos, en ausencia del inhibidor, y controles negativos a 

los que se adicionaba ácido acético (30%) antes de la adición del sustrato. Una unidad inhibidora de 

quimotripsina (CIU) se definió como aquella que proporciona una reducción en la absorbancia a 

410 nm de 0.01, en función de las reacciones control de quimotripsina, en un volumen de ensayo 

definido de 10 mL. La actividad inhibidora de quimotripsina específica se expresó en unidades de 

inhibición de quimotripsina por miligramo de proteína (CIU·mg-1), cuantificada tal y como se 

describe en el apartado 3.23. 
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3.24.3 Cinética enzimática 

 

3.24.3.1 Determinación de Km de las enzimas tripsina y quimotripsina  

Para determinar la velocidad máxima (Vmax) de las enzimas tripsina y quimotripsina, se 

añadieron concentraciones crecientes de sustrato (BAPNA o BTEE, respectivamente) hasta alcanzar 

una velocidad constante de formación de producto. Mediante la concentración de sustrato a la cual 

la velocidad de reacción es la mitad de la Vmax, se calculó la constante de Michaelis-Menten (Km) de 

cada enzima. Las reacciones enzimáticas llevadas a cabo fueron las descritas en los apartados 

3.24.1.2 y 3.24.2.1, con modificaciones. 

 

3.24.3.2 Determinación de Ki de proteínas BBI recombinantes y 

péptidos sintéticos derivados 

Las constantes de inhibición (Ki), tanto de las proteínas BBI expresadas de manera 

recombinante en P. pastoris (apartado 3.19.1) como de los péptidos sintéticos que imitan a los 

dominios de inhibición de TI1 e IBB1 (apartado 3.22), frente a las enzimas tripsina (pH 7.5) y 

quimotripsina (pH 7.8), se determinaron mediante curvas dosis-respuesta de ensayos competitivos, 

utilizando los sustratos específicos BAPNA y BTEE, respectivamente. Las reacciones se iniciaron 

según está descrito en los apartados 3.24.1.2 y 3.24.2.1, mediante la adición de tripsina (108 nM) 

o quimotripsina (28 nM), con ligeras modificaciones en las concentraciones de sustrato, ajustadas 

mediante medidas de Km obtenidas tal y como se describe en el apartado anterior (apartado 

3.24.3.1). Para cada enzima, se determinó la concentración de inhibidor requerida para alcanzar 

una inhibición del 50% (IC50), utilizándose el software GraFit (GraFit versión 5, Erithacus Software 

Limited, Reino Unido). Las Ki se calcularon a partir de los valores IC50 utilizando las ecuaciones 

para inhibidores competitivos del tipo tigh-binding descritas previamente por Copeland y col., 1995 

(Figura 28) (225). 

 

 

Figura 28. Cálculo de la Ki de inhibidores competitivos del tipo tigh-binding (225). Ki: constante de 

inhibición; IC50: concentración del inhibidor requerida para alcanzar una inhibición del 50%; [Et]: concentración total 

de enzima; [S]: concentración de sustrato; Km: constante de Michaelis-Menten. 



Material y Métodos 

 

 

P
ágina- 126 - 

3.25 GELES DE ACTIVIDAD INHIBIDORA DE PROTEÍNAS BOWMAN-

BIRK 

El patrón de inhibición de las proteínas recombinantes BBI expresadas en la levadura P. 

pastoris (apartado 3.19.1) frente a las enzimas tripsina y quimotripsina, así como el de los 

inhibidores BBI procedentes de semillas de guisante de la variedad Cameor (líneas silvestres) y 

obtenidas mediante metodología TILLING (líneas mutantes) (apartado 3.18), se analizó mediante 

geles de actividad (zimogramas), utilizando geles Novex Zimogram Blue Casein 4-16% (Invitrogen 

EC6415). Las muestras se solubilizaron en agua de calidad Milli-Q, mezclándose con un volumen 

similar de tampón de muestra Novex Tris-Glycine Native Sample Buffer 2X (Invitrogen LC2673). 

Tras cargar la muestra en el gel, este se sometió a un voltaje constante de 125 V durante 

aproximadamente 180 min a 4 ºC, utilizándose como tampón de recorrido Novex Tris-Glycine 

Native Running Buffer (Invitrogen LC2672). El perfil de inhibición de las proteínas BBI 

recombinantes se comparó con el perfil obtenido de la fracción de albúminas de semillas de guisante 

de la variedad Birte mientras que, en el caso de las semillas obtenidas mediante metodología 

TILLING procedentes de semillas de la variedad Cameor, se comparó con albúminas procedentes 

de semillas de esta variedad de guisante. La fracción de albúminas se obtuvo tal y como se describe 

en el apartado 3.20. 

 

Tras electroforesis, y siguiendo las instrucciones del fabricante, los geles se incubaron en 

tampón renaturalizante Novex Zymogram Renaturing Buffer (Invitrogen LC2670) durante 30 min 

a temperatura ambiente mediante agitación suave, se equilibraron con tampón de desarrollo Novex 

Zymogram Developing Buffer (Invitrogen LC2671) durante 30 min a 37 ºC y, finalmente, se 

revelaron con una solución de las enzimas tripsina o quimotripsina (0.08 mg·mL-1) en tampón de 

revelado Novex Zymogram Developing Buffer a 37 ºC durante 1.5 h. Los geles se lavaron con agua 

destilada y se visualizaron utilizando un transiluminador Gel Doc XR+ System; las áreas de los geles 

que se mantuvieron azules indicaban las zonas donde las enzimas tripsina y quimotripsina habían 

sido inhibidas de manera específica.  
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3.26 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON 

DODECILSULFATO SÓDICO 

Las proteínas se separaron electroforéticamente en geles prefabricados de poliacrilamida 

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris (Invitrogen NP0335BOX), utilizando NuPAGE MES SDS Running 

Buffer (MES 50 mM, Tris base 50 mM, 0.1% SDS, EDTA 1 mM, pH 7.3) como tampón de 

recorrido (Invitrogen NP0002), añadiendo 0.5 mL antioxidante NuPAGE (Invitrogen NP0005) al 

tampón de la cámara interna para evitar que las proteínas reducidas se reoxidaran durante el proceso 

electroforético. Antes de realizar la carga, las muestras liofilizadas se solubilizaron en 0.02 mL de 

agua de calidad Milli-Q y 7.5 x 10-3 mL de tampón de muestra NuPAGE LDS 4X (dodecil sulfato 

de litio pH 8.4, Invitrogen NP0007), reduciéndose con 0.003 mL de DL-ditiotreitol 0.5 M (DTT, 

Sigma-Aldrich D9163) durante 10 min a 70 ºC. En algunos casos, las muestras se alquilaron 

adicionando, tras el proceso de reducción, 0.01 mL de iodoacetamida 0.25 M (IAA, Sigma-Aldrich 

I6125) durante 15 min a 50 ºC, en condiciones de oscuridad. Tras una centrifugación a 15000 g 

durante 1 min, las muestras se cargaron en el gel, el cual se sometió a un voltaje constante de 125 

V, durante 45 min aproximadamente.  

 

El peso aparente de las proteínas se estimó por comparación con marcadores de peso 

molecular comerciales Mark12 (Invitrogen LC5677), no teñidos, que incluía proteínas con un peso 

molecular desde 2.5 a 200 kDa: miosina (200.0 kDa), β-galactosidasa (116.3 kDa), fosforilasa B 

(97.4 kDa), BSA (66.3 kDa), deshidrogenasa glutámica (55.4 kDa), lactato deshidrogenasa (36.5 

kDa), anhidrasa carbónica (31.0 kDa), inhibidor de tripsina (21.5 kDa), lisozima (14.4 kDa), 

aprotinina (6.0 kDa), y las cadenas B (3.5 kDa) y A (2.5 kDa) de la insulina. Tras electroforesis, los 

geles se tiñeron para la visualización de las proteínas utilizando Colloidal Blue (Invitrogen LC6025), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteínas se fijaron mediante la incubación del gel en 

100 mL de tampón fijador (50% metanol, 10% ácido acético), en agitación suave durante 10 min a 

temperatura ambiente, y se tiñeron mediante su incubación en 100 mL de tampón de tinción (20% 

metanol, 20% Stainer A), añadiendo 5% Stainer B (Colloidal Blue) una vez transcurridos 10 min 

en agitación, durante 2 h. A continuación, el gel se lavó con agua destilada durante 16-18 h, hasta 

su visualización en el transiluminador Gel Doc XR+ System. 
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3.27 IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE ANÁLISIS DE 

HUELLA PEPTÍDICA 

La obtención de muestras para el análisis de huella peptídica se llevó a cabo recortando las 

bandas electroforéticas individuales previamente teñidas con Colloidal Blue (apartado 3.26), las 

cuales se sometieron a digestión in-gel con tripsina bovina en el Servicio de Instrumentación del 

Instituto de Parasitología y Biomedicina, López-Neyra, CSIC. Los fragmentos peptídicos de las 

proteínas digeridas se desalinizaron y concentraron mediante columnas C-18 ZipTip (Millipore 

ZTC18S096), añadiéndose directamente en placas MALDI, utilizando ácido cianohidroxicinámico 

como matriz para el análisis MALDI-MS. Los espectros MS se obtuvieron de forma automática en 

un analizador proteómico 4700 (Applied Biosystems) que funciona en modo reflectón con 

extracción retardada. Los datos de masas peptídicas obtenidos se utilizaron para la identificación de 

proteínas en comparación con la base de datos de secuencia proteica MS 

(www.matrixscience.com).  

 

El análisis de huella peptídica de los mutantes derivados de rTI1 expresados en P. pastoris 

(apartado 3.8), así como de los inhibidores BBI procedentes de semillas de guisante de la variedad 

Cameor que presentaban mutaciones en su secuencia de aminoácidos mediante la metodología 

TILLING (apartado 3.18), se efectuó manualmente, llevándose a cabo digestiones in silico de las 

proteínas con la enzima tripsina. 

 

3.28 DETERMINACIÓN DE MASA MOLECULAR 

La determinación de masa molecular se llevó a cabo mediante la solubilización de las 

proteínas purificadas y liofilizadas en 1% TFA, mezclándose con un volumen similar de matriz (3 

mg·mL-1 ácido cianohidroxicinámico en 70% (v/v) acetonitrilo/0.1% TFA), depositado en una 

sonda MALDI y secándose a temperatura ambiente. Los espectros de masas se obtuvieron de manera 

automática en un analizador proteómico 4700, en el rango de masa/carga 800-10000 (m/z), 

calculándose las masas moleculares medias de las proteínas. 

 

 

 

 

http://www.matrixscience.com/
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3.29 ENSAYOS CELULARES 

 

3.29.1 Análisis de proliferación celular en líneas celulares humanas (HT29 y 

CCD18-Co) 

Las líneas celulares de colon HT29 y CCD-18Co humanas se cultivaron bajo las condiciones 

descritas en el apartado 3.6, determinadas previamente por Clemente y col. (2005) (90). Tras 

alcanzar una confluencia en el rango 70-80%, se llevó a cabo el proceso de tripsinización, en el cual 

las células adheridas a la superficie se separaron de manera individualizada mediante una incubación 

con 6 mL de solución tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich T4049) durante 5 min a 37 ºC. Con el fin de 

neutralizar la acción de la tripsina, se adicionaron 7 mL de DMEM y las células se centrifugaron 

durante 5 min a 144 g. El precipitado se solubilizó en 5-10 mL de DMEM y las células 

individualizadas se contabilizaron mediante un contador automático de células Countess Automated 

Cell Counter (Invitrogen), a través de su tinción con 0.4% Trypan Blue Stain (Invitrogen T10282), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

En placas de 96 pocillos (Corning 3598), se crecieron 2000 células HT29 o CCD-18Co por 

pocillo en 0.2 mL de medio de crecimiento (DMEM), incubándose a 37 ºC en aire humidificado y 

5% CO2 durante un periodo de 24 h, con el objeto de permitir que las células se adhirieran a la base 

de los pocillos. Transcurrido ese periodo, el medio se sustituyó por 0.2 mL de DMEM en el que se 

solubilizaron las proteínas BBI expresadas de forma recombinante en P. pastoris (apartado 3.19.1) 

o los péptidos cíclicos sintéticos que imitan a sus dominios de inhibición (apartado 3.22), en un 

rango de concentraciones establecido, añadiéndose a las células en condiciones de esterilidad 

mediante filtrado con filtros de 0.22 µm. Como control, se crecieron células HT29 y CCD-18Co 

en ausencia de inhibidores BBI. El efecto de los BBI sobre la proliferación celular se evaluó tras un 

periodo de incubación de 96 h (77). 

 

La viabilidad de las células se analizó mediante estudios de proliferación celular basados en 

la tinción vital celular con rojo neutro (RN, 3-amino-7-dimethylamino-2-methyl-phenazine 

hydrochloride, Sigma-Aldrich N4638). Este ensayo se basa en la habilidad que presentan las células 

viables de incorporar y fijar activamente RN en los lisosomas. Transcurrido el tiempo de incubación 

de las células HT29 o CCD-18Co junto con las proteínas BBI o péptidos cíclicos sintéticos, se llevó 

a cabo el proceso de tinción. El medio se sustituyó por 0.2 mL de DMEM en el que se había 

solubilizado RN (12.5 x 10-3 mL de una solución 0.4% NR (p/v) por cada mL de DMEM) y las 
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células se incubaron durante 2 h a 37 ºC en aire humidificado y 5% CO2. El proceso de fijación 

celular se llevó a cabo sumergiendo la placa en 0.5% formaldehído con 0.1% CaCl2 1M durante 30 

seg a temperatura ambiente. La placa se lavó finalmente mediante dos breves inmersiones en 

tampón fosfato salino (PBS, fosfato sódico 0.01 M, NaCl 0.15 M) y se adicionaron 0.2 mL de una 

solución de etanol acidificada (50% etanol, 1% ácido acético) con el fin de extraer RN de las células 

viables, incubándose durante 16-18 h a 4 ºC. La absorbancia se midió a DO540nm en un lector de 

placas iMark (Figura 29). La concentración de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados, así 

como de los péptidos cíclicos sintéticos derivados, que redujeron un 50% la viabilidad celular (IC50) 

se calculó mediante una curva de regresión no lineal, utilizando el software GraFit. 

 

 

Figura 29. Diagrama del ensayo de proliferación celular mediante tinción vital con objeto de evaluar 

las propiedades anti-proliferativas de las proteínas Bowman-Birk recombinantes, utilizando la línea 

celular HT29 procedente de adenocarcinoma colorrectal humano. 

 

3.29.2 Marcado con fluorescencia e internalización celular de proteínas BBI 

recombinantes en células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano 

En colaboración con el laboratorio de los Dres. Antonio Jesús Castro y Juan de Dios Alché 

de la Estación Experimental del Zaidín, CSIC (Granada, España), las proteínas BBI recombinantes 

expresadas en la levadura P. pastoris (apartado 3.19.1) se marcaron con los fluorocromos CyDye 

(GE Healthcare 25-8010-65), los cuales poseen un grupo éster NHS que reacciona de forma 

covalente e irreversible con el grupo amino Ɛ de la lisina mediante un enlace amida. Se siguió el 

protocolo “minimal labelling”, el cual permite marcar una única lisina por cada proteína, con objeto 
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de minimizar el daño potencial sobre la actividad enzimática del dominio de inhibición de tripsina, 

cuya posición P1 (responsable de la especificidad) está ocupada por dicho aminoácido.  

 

Los fluorocromos CyDye2 y CyDye3 se reconstituyeron de manera independiente en 0.005 

mL de DMF (N,N-dimetilformamida), obteniéndose una concentración final de 1 mM. El 

fluorocromo CyDye2 (con un máximo de absorbancia a 491±3 nm y un máximo de emisión a 

506±5 nm) se utilizó para marcar la proteína rTI1 y su mutante derivado rTI1Tryp-Tryp, mientras que 

el fluorocromo CyDye3 (con un máximo de absorbancia a 548±3 nm y un máximo de emisión a 

560±5 nm) se utilizó para marcar la proteína rTI1inactivo y el mutante rTI1Chym-Chym. Las proteínas 

purificadas y liofilizadas (0.25 mg) se reconstituyeron en 0.25 mL de tampón de lisis (Tris 30 mM, 

urea 7 M, tiourea 2 M, 4% CHAPS pH 8.5), al cual se adicionaron 2.5 x 10-3 mL del fluorocromo 

CyDye correspondiente. Las muestras se incubaron durante 30 min a 4 ºC, en condiciones de 

oscuridad. Tras adicionar 0.001 mL de una solución de lisina 10 mM, la mezcla se incubó en 

condiciones idénticas durante 10 min. Se añadió DMEM hasta un volumen final de 0.5 mL y se 

eliminó el CyDye libre (no unido a proteína) en un sistema de filtración en columna Amicon Ultra-

0.5, 3K (Millipore UFC500308), mediante una centrifugación a 14000 g durante 30 min. Tras la 

centrifugación, se añadió DMEM al concentrado (0.05 mL), hasta un volumen final de 0.5 mL, y 

se repitió el proceso de filtrado dos veces. Tras la última centrifugación, las proteínas marcadas se 

almacenaron en alícuotas de 0.050 mL a -80 ºC hasta su uso. La calidad del marcado de las distintas 

proteínas se comprobó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) 

(apartado 3.25). El gel de las proteínas marcadas y de sus controles correspondientes (CyDyes de 

las fracciones filtradas) se visualizó en un escáner Pharos FX (Bio-Rad) mediante excitación a 488 

nm con un láser de Ar en el caso del fluorocromo CyDye2 y a 532 nm con un láser de He-Ne en el 

caso del CyDye3.  

 

Tras el proceso de tripsinización (apartado 3.29.1), se sembraron 25000 células HT29 

(apartado 3.6) sobre placas de 0.18 mm de grosor (Ibidi 80444, Martinsried, Alemania) y se 

incubaron a 37 ºC en 5% CO2 en aire humidificado durante 24 h, tiempo en el cual las células crecen 

en pequeños grupos de 2-10 unidades. Tras este periodo de crecimiento, se adicionaron 0.05 mg 

de proteína marcada y se tomaron imágenes a intervalos regulares de tiempo (1, 15, 20 y 40 min). 

La internalización de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados se monitorizó en un microscopio 

Eclipse Ti-U (Nikon), equipado con un sistema de iluminación Cool LED300. Las proteínas 

marcadas con CyDye2 (rTI1 y rTI1Tryp-Tryp) y CyDye3 (rTI1inactivo y rTI1Chym-Chym) se visualizaron 
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mediante excitación a 430-505 nm con una lámpara LED azul y a 525-570 nm con una lámpara 

LED verde, respectivamente.  

 

3.30 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los experimentos se analizaron mediante un análisis descriptivo, estimándose los 

valores medios y la desviación estándar de, al menos, tres experimentos independientes (n ≥ 3 por 

experimento). Los datos se analizaron estadísticamente mediante el test de Bonferroni con objeto 

de comparar los valores medios, estableciéndose una significancia estadística a P < 0.05, excepto 

en los ensayos realizados con semillas de guisante obtenidas mediante metodología TILLING, en los 

cuales se estableció una significancia estadística de P < 0.01.  En la determinación de furosina e 

HMF en leches de soja comerciales, la homogeneidad de la varianza se estudió en primer lugar 

mediante el test de Levene, estableciéndose una significancia estadística de P < 0.05. La significancia 

estadística de los datos se evaluó mediante el análisis de la varianza (ANOVA) de una sola vía seguido 

del test de Duncan para comparar las medias que presentaron una diferencia significativa (P < 0.05). 

Para evaluar la relación entre los diferentes ensayos que se realizaron, se determinó el coeficiente 

de correlación lineal de Pearson, estableciéndose una significancia estadística a P < 0.05.  
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4.1 PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE 

PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK EXPRESADAS EN LA LEVADURA Pichia 

pastoris 

 

4.1.1 Clonación de TI1 

El inhibidor TI1 es un inhibidor de proteasas de la familia Bowman-Birk, mayoritario en 

semillas de guisante (27,35). La secuencia correspondiente a la proteína TI1 madura (Tabla 10), 

en ausencia de su pro-péptido, se amplificó a partir del ADNc pTI12-36, en colaboración con el 

laboratorio de la Prof. Claire Domoney (John Innes Centre, Norwich, Reino Unido). Tal y como 

está descrito anteriormente (35,111), la traducción in silico del ADNc pTI12-36 reveló la presencia 

de dos dominios de inhibición y catorce cisteínas en posiciones conservadas (Figura 30), unidas 

mediante siete puentes disulfuro intramoleculares (C1-C14, C2-C6, C3-C13, C4-C5, C7-C9, C8-C12 y 

C10-C11). La posición P1 del dominio de inhibición N- (CTKSNPPTC) y C-terminal (CAYSNPPKC) 

(2), responsable de la especificidad de la enzima, muestra los aminoácidos lisina (Lys16) y tirosina 

(Tyr42), respectivamente, los cuales confieren especificidad frente a serín proteasas del tipo tripsina 

y quimotripsina. 

 

 

Figura 30. Secuencia de aminoácidos de la proteína TI1 de guisante. Los dominios de inhibición de tripsina 

y quimotripsina presentan la secuencia CTKSNPPTC y CAYSNPPKC, respectivamente, mostrándose los siete puentes 

disulfuro intramoleculares que unen las catorce cisteínas mediante líneas conectadas. Las posiciones P1 y P1’ de los 

dominios de inhibición de tripsina (T) y quimotripsina (C) constituyen el sitio de unión a las enzimas diana. 



Resultados y Discusión 

 
 

P
ágina- 136 - 

La clonación de TI1 se llevó a cabo tras amplificación mediante PCR (apartado 3.7), 

utilizando los cebadores específicos N_peaTI1 y C_peaTI1 (Tabla 8) para la obtención del gen 

completo, tal y como se muestra en la Figura 31 A, obteniéndose un tamaño esperado de 260 pb. 

Tras digestión con XhoI y EcoRI (apartado 3.12) y ligación con T4-ADN ligasa del fragmento de 

ADN en el vector de expresión pPIC9 (apartado 3.13), éste se introdujo en células DH5α de E. 

coli y los clones positivos se seleccionaron en placas de LB con ampicilina (apartado 3.14). 

Mediante PCR de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX (Tabla 8) se comprobó la inserción 

efectiva de TI1 (Figura 31 B), en la cual los clones positivos mostraron un tamaño de 740 pb (240 

pb correspondientes a TI1 y 500 pb correspondientes al vector de expresión pPIC9). Los clones que 

habían incorporado el vector vacío presentaron un tamaño de 500 pb. Los análisis de secuencia 

mostraron los nucleótidos AAA y TAT, que codifican para los aminoácidos lisina y tirosina en la 

posición P1 de los dominios de inhibición N- y C-terminal, respectivamente (Figura 31 C). 

 

 

Figura 31. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

clonación de TI1. A) Gen completo obtenido mediante los cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1. B) Selección de 

transformantes mediante PCR de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 3, 6 y 9 son productos de PCR 

de 740 pb y corresponden a clones positivos que contienen el gen TI1. Las calles 2, 4-5, 7, 10-13 son clones de 500 pb 

que contienen el vector vacío. El marcador está localizado en las calles 1 y 14 (A y B). C) Secuencia de nucleótidos de 

TI1. Los nucleótidos que codifican para el aminoácido de la posición P1 de ambos dominios de inhibición (Lys y Tyr, 

respectivamente) se muestran sombreados.  
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4.1.2 Obtención de mutantes derivados de TI1 mediante mutagénesis 

dirigida por PCR solapante 

Los mutantes derivados de la proteína TI1 se obtuvieron mediante la introducción de 

mutaciones puntuales en los dominios de inhibición de tripsina y/o quimotripsina mediante 

mutagénesis dirigida por PCR solapante (apartado 3.8), utilizando el ADNc de TI1 como molde 

(apartado 4.1.1). Se obtuvieron así los mutantes derivados inactivo (rTI1inactivo) y aquellos que 

presentaban dos dominios de inhibición idénticos de tripsina (rTI1Tryp-Tryp) o quimotripsina (rTI1Chym-

Chym) (Tabla 15).  

 

Tabla 15. Secuencia peptídica de los dominios de inhibición de rTI1 y sus mutantes derivados 

rTI1inactivo, rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym. P1-P1’ son las posiciones que corresponden al sitio reactivo de los inhibidores 

(en negrita). K en la posición P1 determina especificidad frente a la enzima tripsina mientras que Y determina 

especificidad frente a quimotripsina. Los aminoácidos sustituidos a través de mutagénesis dirigida mediante PCR 

solapante se encuentran sombreados.  

Proteínas BBI recombinantes 
Dominio de inhibición 

N-terminal 

Dominio de inhibición 

C-terminal 

rTI1 CTKSNPPTC CAYSNPPKC 

rTI1inactivo CTGSNPPTC CAGSNPPKC 

rTI1Tryp-Tryp CTKSNPPTC CTKSNPPTC 

rTI1Chym-Chym CAYSNPPKC CAYSNPPKC 

 

4.1.2.1 Mutante derivado rTI1inactivo 

El mutante inactivo derivado de rTI1 se obtuvo mediante la sustitución, en ambos dominios 

de inhibición, del aminoácido en la posición P1, responsable de la especificidad de la enzima, por el 

aminoácido glicina (K16G:Y42G) (Figura 32).  
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Figura 32. Esquema de la estrategia utilizada para la obtención del mutante derivado rTI1inactivo 

obtenido mediante la sustitución de los residuos P1, responsables de la especificidad dentro de los 

dominios de inhibición, por el aminoácido glicina. Sustitución de los codones AAA y TAT, que codifican para 

los residuos Lys y Tyr de la posición P1 de los dominios de inhibición N- y C-terminal, respectivamente, por los codones 

GGA y GGT, que codifican al aminoácido Gly. Los nucleótidos mutados se muestran sombreados. 

 

En la primera ronda de mutagénesis (apartado 3.8) se llevó a cabo una primera fase con 

dos PCRs independientes, en las que utilizando el ADNc de TI1 como molde, se obtuvieron dos 

fragmentos que solapaban en la región mutada de su secuencia. Con la combinación de cebadores 

N_peaTI1-R1 y D1-C_peaTI1 (Tabla 8), se llevó a cabo la sustitución del aminoácido lisina por 

glicina (K16G) en la posición P1 del dominio de inhibición N-terminal (CTGSNPPTC) (Figura 33 

A). Los dos productos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa (apartado 3.10) y se 

utilizaron como molde en una segunda fase de PCR, con los cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1 

(Tabla 8), para la obtención del gen completo con el dominio de inhibición N-terminal mutado 

(Figura 33 B). El gen mutado se clonó en E. coli, tal y como está descrito en el apartado anterior 

(apartado 4.1.1) y, en los clones seleccionados en placas de LB con ampicilina (apartado 3.14), 

se comprobó la inserción de TI1 con el dominio de inhibición N-terminal mutado, mediante PCR 

de colonia, utilizando los cebadores 5’AOX y 3’AOX (Tabla 8). 

 

Los clones positivos presentaron un tamaño de 740 pb (Figura 33 C), correspondientes a 

240 pb de TI1 con el dominio de inhibición N-terminal mutado más 500 pb del vector de expresión 

pPIC9, mientras que los clones que solo amplificaron la parte de pPIC9 presentaban 500 pb. Las 

mutaciones puntuales introducidas en TI1 se comprobaron secuenciando los productos de PCR de 

los clones positivos (apartado 3.15), utilizando los cebadores 5’AOX y 3’AOX (Tabla 8). La 

posición P1 del dominio de inhibición N-terminal mostraba los nucleótidos GGA, que codifican para 

el aminoácido glicina, sustituyendo a los nucleótidos AAA, que codifican para lisina (Figura 33 D). 
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Figura 33. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

mutagénesis dirigida de TI1 por PCR solapante para la mutación del dominio de inhibición N-

terminal en la posición P1, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1inactivo, y PCR de colonia de 

clones en E. coli.  A) calle 2: Fragmento obtenido con el par de cebadores N_peaTI1-R1; calle 3: Fragmento obtenido 

con el par de cebadores D1-C_peaTI1. B) calle 2: Gen completo tras mutagénesis, obtenido mediante los cebadores 

N_peaTI1 y C_peaTI1. El marcador está localizado en la calle 1 (A y B). C) Selección de transformantes mediante PCR 

de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 2 y 3 son productos de PCR de 740 pb y corresponden a 

clones positivos que contienen el gen TI1 con el dominio de inhibición N-terminal mutado. La calle 4 es un clon de 500 

pb que contiene el vector vacío. El marcador está localizado en la calle 1. D) Secuencia de nucleótidos de TI1, con el 

dominio de inhibición N-terminal mutado en la posición P1. Los nucleótidos mutados se muestran sombreados.  

 

La mutación del dominio de inhibición C-terminal se llevó a cabo en una segunda ronda de 

PCR solapante (apartado 3.8). En la primera fase se utilizó como molde el ADNc de TI1 con el 

dominio de inhibición N-terminal mutado, obtenido anteriormente, y la combinación de cebadores 

N_peaTI1-R2 y D2-C_peaTI1 (Tabla 8) para la sustitución de tirosina por glicina (Y42G) en la 

posición P1 del dominio de inhibición C-terminal (CAGSNPPKC) (Figura 34 A). Los dos 

productos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa (apartado 3.10) y se utilizaron como 

molde en la segunda fase de PCR, con los cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1 (Tabla 8), para obtener 

el gen completo con ambos dominios de inhibición mutados (Figura 34 B). El gen mutado se clonó 

en E. coli, tal y como está descrito en el apartado anterior (apartado 4.1.1) y, mediante los 

cebadores 5’AOX y 3’AOX (Tabla 8), se comprobó la inserción de TI1 con ambos dominios de 
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inhibición mutados en los clones seleccionados en placas de LB con ampicilina (apartado 3.14). 

Tal y como muestra la Figura 34 C, los clones positivos mostraron un tamaño de 740 pb (240 pb 

del mutante inactivo derivado de TI1 y 500 pb de pPIC9), mientras que los clones que únicamente 

amplificaron el vector de expresión vacío mostraron un tamaño de 500 pb. Mediante análisis de su 

secuencia (apartado 3.15), se comprobó la sustitución de los nucleótidos TAT, que codifican para 

el aminoácido tirosina, por GGT, que codifican para glicina, en la posición P1 del dominio de 

inhibición C-terminal (Figura 34 D). De esta forma se obtuvo la secuencia de TI1 con los dos 

dominios de inhibición mutados en la posición P1, dando como resultado lo que denominamos 

rTI1inactivo. 

 

 

Figura 34. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

mutagénesis dirigida de TI1 por PCR solapante para la mutación del dominio de inhibición C-terminal 

en la posición P1, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1inactivo, y PCR de colonia de clones en 

E. coli.  A) calle 2: Fragmento obtenido con el par de cebadores N_peaTI1-R2; calle 3: Fragmento obtenido con el par 

de cebadores D2-C_peaTI1. B) calle 2: Gen completo tras mutagénesis, obtenido mediante los cebadores N_peaTI1 y 

C_peaTI1. El marcador está localizado en la calle 1 (A y B). C) Selección de transformantes mediante PCR de colonia 

con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 2, 3 y 4 son productos de PCR de 740 pb y corresponden a clones 

positivos que contienen el gen TI1 inactivo. Las calles 5 y 6 son clones de 500 pb que contienen el vector vacío. El 

marcador está localizado en las calles 1 y 7. D) Secuencia de nucleótidos del mutante inactivo derivado de TI1, con 

ambos dominios de inhibición mutados en la posición P1. Los nucleótidos mutados se muestran sombreados. 
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4.1.2.2 Mutante derivado rTI1Tryp-Tryp 

El mutante derivado rTI1Tryp-Tryp se obtuvo mediante la sustitución de los aminoácidos 

alanina, tirosina y lisina en las posiciones P2, P1 y P5’ del dominio de inhibición C-terminal por los 

aminoácidos treonina, lisina y treonina (A41T:Y42K:K47T), con el fin de obtener una proteína con 

dos dominios de inhibición de tripsina idénticos (CTKSNPPTC) (Figura 35).  

 

 

Figura 35. Esquema de la estrategia utilizada para la obtención del mutante derivado rTI1Tryp-Tryp 

obtenido mediante la sustitución de los residuos P2, P1 (responsable de la especificidad dentro de los 

dominios de inhibición) y P5’ en el dominio de inhibición C-terminal. Sustitución de los codones GCA, 

TAT y AAG, que codifican para los residuos Ala, Tyr y Lys de las posiciones P2, P1 y P5’ dentro del dominio de inhibición 

C-terminal, respectivamente, por los codones ACA, AAA y ACG, que codifican a los aminoácidos Thr, Lys y Thr. Los 

nucleótidos mutados se muestran sombreados. 

 

De manera similar a como está descrito para la obtención del mutante derivado rTI1inactivo 

(apartado 4.1.2.1), el mutante derivado rTI1Tryp-Tryp se obtuvo mediante dos rondas de 

mutagénesis dirigida por PCR solapante, constituidas cada una, a su vez, por dos fases (apartado 

3.8). En una primera ronda (primera fase) se utilizó el ADNc de TI1 como molde, con la 

combinación de cebadores N_peaTI1-R21 y D21-C_peaTI1 (Tabla 8), para la sustitución de alanina 

y tirosina por treonina y lisina (A41T:Y42K) en las posiciones P2 y P1 del dominio de inhibición C-

terminal (Figura 36 A). Los dos productos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa 

(apartado 3.10) y se utilizaron como molde en una segunda fase, con los cebadores N_peaTI1 y 

C_peaTI1 (Tabla 8), para la obtención del gen completo con mutaciones en las posiciones P2 y P1 

del dominio de inhibición C-terminal (Figura 36 B), el cual se clonó en E. coli tal y como está 

descrito en el apartado 4.1.1. Los clones positivos mostraron un tamaño de 740 pb equivalentes 

a 240 pb del gen y 500 pb del vector pPIC9 en todos los transformantes analizados (Figura 36 C). 

Las mutaciones introducidas se comprobaron mediante secuenciación (apartado 3.15), utilizando 

los cebadores 5’AOX y 3’AOX (Tabla 8), verificándose las sustituciones de los nucleótidos GCA 
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y TAT, que codifican para los aminoácidos alanina y tirosina en las posiciones P2 y P1 del dominio 

de inhibición C-terminal, por los nucleótidos ACA y AAA, que codifican para treonina y lisina 

(Figura 36 D). 

 

 

Figura 36. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

mutagénesis dirigida de TI1 por PCR solapante para la mutación del dominio de inhibición C-terminal 

en las posiciones P2 y P1, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1Tryp-Tryp, y PCR de colonia de 

clones en E. coli.  A) calle 1: Fragmento obtenido con el par de cebadores N_peaTI1-R21; calle 3: Fragmento obtenido 

con el par de cebadores D21-C_peaTI1. B) calle 2: Gen completo tras mutagénesis, obtenido mediante los cebadores 

N_peaTI1 y C_peaTI1. El marcador está localizado en las calles 3 (A) y 1 (B). C) Selección de transformantes mediante 

PCR de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 2-6 son productos de PCR de 740 pb y corresponden a 

clones positivos que contienen el gen del mutante derivado rTI1Tryp-Tryp. Ningún transformante corresponde a clones 

que contengan el vector vacío de 500 pb. El marcador está localizado en la calle 1. D) Secuencia de nucleótidos del 

mutante derivado rTI1Tryp-Tryp, con mutaciones en las posiciones P2 y P1 en el dominio de inhibición C-terminal. Los 

nucleótidos mutados se muestran sombreados. 

 

El gen TI1 con el dominio de inhibición C-terminal mutado en las posiciones P2 y P1 se 

utilizó como molde en una segunda ronda de PCR solapante (apartado 3.8) con la combinación 

de cebadores N_peaTI1-R22 y D22-C_peaTI1 (Tabla 8), para la sustitución de lisina por treonina 

(K47T) en la posición P5’ del dominio de inhibición C-terminal (Figura 37 A). Los productos de 

PCR obtenidos en esta primera fase se utilizaron como molde en una segunda fase para obtener el 

gen completo con el dominio de inhibición C-terminal mutado (Figura 37 B), utilizando los 
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cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1 (Tabla 8). Tal y como está descrito en el apartado 4.1.1, el gen 

con el dominio de inhibición C-terminal mutado se clonó en E. coli. Todos los clones mostraron un 

tamaño de 740 pb (correspondientes al gen y pPIC9) (Figura 37 C) y las mutaciones introducidas 

se verificaron mediante secuenciación (apartado 3.15), utilizando los cebadores 5’AOX y 3’AOX 

(Tabla 8), comprobando la sustitución de los nucleótidos AAG, que codifican para el aminoácido 

lisina en la posición P5’ del dominio de inhibición C-terminal, por los nucleótidos ACG, que 

codifican para treonina (Figura 37 D). De esta forma, se obtuvo la secuencia de rTI1 con el 

dominio de inhibición C-terminal mutado dando como resultado lo que denominamos rTI1Tryp-Tryp. 

 

 

Figura 37. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

mutagénesis dirigida de TI1 por PCR solapante para la mutación del dominio de inhibición C-terminal 

en la posición P5’, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1Tryp-Tryp, y PCR de colonia de clones en 

E. coli.  A) calle 1: Fragmento obtenido con el par de cebadores N_peaTI1-R22; calle 3: Fragmento obtenido con el 

par de cebadores D22-C_peaTI1. B) calle 2: Gen completo tras mutagénesis, obtenido mediante los cebadores 

N_peaTI1 y C_peaTI1. El marcador está localizado en la calle 1 (A y B). C) Selección de transformantes mediante PCR 

de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 2-11 son productos de PCR de 740 pb y corresponden a 

clones positivos que contienen el gen del mutante derivado rTI1Tryp-Tryp. Ningún transformante corresponde a clones 

que contengan el vector vacío de 500 pb. El marcador está localizado en las calles 1 y 12. D) Secuencia de nucleótidos 

del mutante derivado rTI1Tryp-Tryp, con mutaciones en las posiciones P2, P1 y P5’ en el dominio de inhibición C-terminal. 

Los nucleótidos mutados se muestran sombreados. 
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4.1.2.3 Mutante derivado rTI1Chym-Chym 

La obtención de una proteína con dos dominios de inhibición de quimotripsina (mutante 

derivado rTI1Chym-Chym) se llevó a cabo mediante sustituciones de los aminoácidos treonina, lisina y 

treonina en las posiciones P2, P1 y P5’ del dominio de inhibición N-terminal por los aminoácidos 

alanina, tirosina y lisina (T15A:K16Y:T21K), obteniéndose una proteína con dos dominios de 

inhibición de quimotripsina idénticos (CAYSNPPKC) (Figura 38). Las dos rondas de mutagénesis 

dirigida mediante PCR solapante (apartado 3.8), así como el análisis en sus distintas etapas y la 

verificación de las secuencias, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1Chym-Chym, se llevó a cabo 

tal y como ha sido descrito en el apartado anterior para la obtención del mutante derivado rTI1Tryp-

Tryp (apartado 4.1.2.2), con modificaciones en el dominio de inhibición mutado y las parejas de 

cebadores utilizadas (Tabla 8).  

 

 

Figura 38. Esquema de la estrategia utilizada para la obtención del mutante derivado rTI1Chym-Chym 

obtenido mediante la sustitución de los residuos P2, P1 (responsable de la especificidad dentro de los 

dominios de inhibición) y P5’ en el dominio de inhibición N-terminal. Sustitución de los codones ACA, 

AAA y ACG, que codifican para los residuos Thr, Lys y Thr de las posiciones P2, P1 y P5’ dentro del dominio de inhibición 

N-terminal, respectivamente, por los codones GCA, TAT y AAG, que codifican a los aminoácidos Ala, Tyr y Lys. Los 

nucleótidos mutados se muestran sombreados.  

 

En la primera ronda de PCR solapante (Fase 1) se utilizó el ADNc de TI1 como molde, con 

la combinación de cebadores N_peaTI1-R11 y D11-C_peaTI1 (Tabla 8), para sustituir los 

aminoácidos treonina y lisina por alanina y tirosina (T15A:K16Y) en las posiciones P2 y P1 del 

dominio de inhibición N-terminal  (Figura 39 A). Estos productos de PCR se purificaron a partir 

de geles de agarosa (apartado 3.10) y se utilizaron como molde en una segunda fase, con los 

cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1 (Tabla 8), para obtener el gen completo con el dominio de 

inhibición N-terminal mutado en las posiciones P2 y P1 (Figura 39 B), el cual se clonó en E. coli, 

tal y como está descrito previamente (apartado 4.1.1). Los clones positivos mostraron 740 pb 
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correspondientes al gen (240 pb) junto con el vector de expresión pPIC9 (500 pb), mientras que 

los clones que solo incorporaron el vector vacío mostraron el tamaño correspondiente a este último 

(500 pb) (Figura 39 C). Mediante secuenciación (apartado 3.15), con los cebadores 5’AOX y 

3’AOX (Tabla 8), se verificó la sustitución de los nucleótidos ACA y AAA, que codifican para los 

aminoácidos treonina y lisina en las posiciones P2 y P1 del dominio de inhibición N-terminal, por 

los nucleótidos GCA y TAT, que codifican para alanina y tirosina (Figura 39 D). 

 

 

Figura 39. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

mutagénesis dirigida de TI1 por PCR solapante para la mutación del dominio de inhibición N-

terminal en las posiciones P2 y P1, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1Chym-Chym, y PCR de 

colonia de clones en E. coli.  A) calle 1: Fragmento obtenido con el par de cebadores N_peaTI1-R11; calle 3: 

Fragmento obtenido con el par de cebadores D11-C_peaTI1. B) calle 2: Gen completo tras mutagénesis, obtenido 

mediante los cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1. El marcador está localizado en la calle 1 (A y B). C) Selección de 

transformantes mediante PCR de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 2 y 3 son productos de PCR 

de 740 pb y corresponden a clones positivos que contienen el gen del mutante derivado rTI1Chym-Chym. La calle 4 es un 

clon de 500 pb que contiene el vector vacío. El marcador está localizado en la calle 1. D) Secuencia de nucleótidos del 

mutante derivado rTI1Chym-Chym, con mutaciones en las posiciones P2 y P1 en el dominio de inhibición N-terminal. Los 

nucleótidos mutados se muestran sombreados. 

 

La segunda ronda de PCR solapante se llevó a cabo utilizando la combinación de cebadores 

N_peaTI1-R12 y D12-C_peaTI1 (Tabla 8), para sustituir el aminoácido treonina por lisina (T21K) 

en la posición P5’ del dominio de inhibición N-terminal (Figura 40 A). Los productos de PCR 
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obtenidos en esta primera fase, purificados a partir de geles de agarosa (apartado 3.10), se 

utilizaron como molde para obtener el gen completo con el dominio de inhibición N-terminal 

mutado (Figura 40 B), utilizando los cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1 (Tabla 8). El gen se clonó 

en E. coli tal y como está descrito en el apartado 4.1.1. Los clones positivos (gen ligado en el 

vector de expresión pPIC9) y los clones que contenían el vector vacío, mostraron un tamaño de 

740 pb y 500 pb, respectivamente (Figura 40 C). La secuencia de nucleótidos, analizada mediante 

secuenciación (apartado 3.15), mostró la sustitución de los nucleótidos ACG, que codifican para 

el aminoácido treonina en la posición P5’ del dominio de inhibición N-terminal, por los nucleótidos 

AAG, que codifican para lisina (Figura 40 D). De esta forma, se obtuvo la secuencia de TI1 con el 

dominio de inhibición N-terminal mutado dando como resultado lo que denominamos rTI1Chym-Chym. 

 

 

Figura 40. Geles de agarosa de los productos de PCR durante las distintas fases del proceso de 

mutagénesis dirigida de TI1 por PCR solapante para la mutación del dominio de inhibición N-

terminal en la posición P5’, con el fin de obtener el mutante derivado rTI1Chym-Chym, y PCR de colonia 

de clones en E. coli.  A) calle 1: Fragmento obtenido con el par de cebadores N_peaTI1-R12; calle 3: Fragmento 

obtenido con el par de cebadores D12-C_peaTI1. B) calle 2: Gen completo tras mutagénesis, obtenido mediante los 

cebadores N_peaTI1 y C_peaTI1. El marcador está localizado en la calle 1 (A y B). C) Selección de transformantes 

mediante PCR de colonia con los cebadores 5’AOX y 3’AOX. Las calles 2-9 y 11 son productos de PCR de 740 pb y 

corresponden a clones positivos que contienen el gen del mutante derivado rTI1Chym-Chym. La calle 10 es un clon de 500 

pb que contiene el vector vacío. El marcador está localizado en las calles 1 y 12. D) Secuencia de nucleótidos del 

mutante derivado rTI1Chym-Chym, con mutaciones en las posiciones P2, P1 y P5’ en el dominio de inhibición N-terminal. 

Los nucleótidos mutados se muestran sombreados. 
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Las secuencias de aminoácidos de los dominios de inhibición N- y C-terminal, así como la 

secuencia completa correspondiente a la proteína rTI1 y sus mutantes derivados rTI1inactivo, rTI1Tryp-

Tryp y rTI1Chym-Chym, se encuentran reflejadas en la Tablas 10 y 15. 

 

4.1.3 Transformación de P. pastoris con TI1 y sus mutantes derivados  

La expresión heteróloga tanto de rTI1 (apartado 4.1.1) como de sus mutantes derivados 

(apartado 4.1.2) se llevó a cabo en la levadura P. pastoris. Tanto los vectores de expresión pPIC9 

vacíos, como los que contenían TI1 o sus mutantes derivados se linealizaron utilizando la enzima de 

restricción SalI para su integración en el genoma de P. pastoris, según está descrito en el apartado 

3.16. La linealización se llevó a cabo de manera efectiva, tal y como se muestra en la Figura 41. 

Los vectores linealizados que presentaban TI1 o sus mutantes derivados mostraron un tamaño 

esperado de 8.2 Kb, siendo 8 Kb correspondientes al vector de expresión pPIC9. 

 

 

Figura 41. Linealización del vector de expresión pPIC9 mediante la acción de la enzima SalI. A) calles 

2 y 3: Vector linealizado pPIC9_TI1 y pPIC9_TI1inactivo, respectivamente; calle 4: Vector pPIC9_TI1 no linealizado; 

calles 5 y 6: Vector pPIC9 vacío linealizado y sin linealizar, respectivamente. B) calles 1 y 2: Vector linealizado 

pPIC9_TI1Tryp-Tryp y pPIC9_TI1Chym-Chym, respectivamente; calles 3 y 4: Vector pPIC9_ TI1Tryp-Tryp y pPIC9_ TI1Chym-Chym, 

respectivamente, sin linealizar. El marcador está localizado en las calles 1 (A) y 5 (B). El vector de expresión pPIC9 

vacío presenta un tamaño de 8 Kb y cuando contiene TI1 o sus mutantes derivados, 8.2 Kb.  

 

Los productos lineales se utilizaron para transformar eficientemente células competentes 

GS115 de P. pastoris, sistema heterólogo con el que se consigue expresar proteínas recombinantes 

que presentan un elevado número de puentes disulfuro, tal y como se ha demostrado anteriormente 

en lenteja (154) y otros inhibidores de proteasas no relacionados (226). Los transformantes 

positivos que habían incorporado el vector de expresión pPIC9 se analizaron mediante placas de 

MD, sin histidina (apartado 3.16). El vector de expresión pPIC9 contiene el gen HIS4 que 
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complementa a la cepa GS115 de P. pastoris, la cual tiene una mutación en el gen de la histidina 

deshidrogenasa (his4) que le impide sintetizar histidina (Figura 17). Por tanto, los transformantes 

se seleccionaron por su capacidad para crecer en medio deficiente en histidina. La electroporación 

de la cepa GS115 de P. pastoris (apartado 3.16.2) con los vectores de expresión linealizados dio 

lugar a un número elevado de colonias individuales que se analizaron mediante PCR de colonia 

(apartado 3.14.1), utilizando los cebadores 5’AOX y 3’AOX (Tabla 8). Tal y como se muestra 

en la Figura 42, todas las colonias evaluadas demostraron ser transformantes positivos de rTI1 y 

de sus mutantes derivados, mostrando productos de PCR de 740 pb. En el caso del vector de 

expresión vacío, utilizado como control del proceso de transformación y expresión, presentó un 

producto con tamaño de 500 pb. 

 

 

Figura 42. PCR de colonia utilizando los cebadores AOX con objeto de demostrar la transformación 

efectiva de la cepa GS115 de Pichia pastoris. Monitorización de transformantes de P. pastoris que contenían el 

vector de expresión pPIC9 integrado en su genoma junto con TI1 o sus mutantes derivados. A) pPIC9_TI1, B) 

pPIC9_TI1inactivo, C) pPIC9_TI1Tryp-Tryp, D) pPIC9_TI1Chym-Chym y E) pPIC9 vacío. El marcador está localizado en la 

calle 1 (A-E). 
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4.1.4 Producción de rTI1 y sus mutantes derivados en P. pastoris 

La expresión de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados en la levadura metilotrófica P. 

pastoris se llevó a cabo mediante su inducción con metanol, siendo posteriormente secretadas al 

medio de cultivo gracias al factor-α de S. cerevisiae, incorporado en el vector de expresión pPIC9. 

Las colonias transformadas de P. pastoris que mostraron los mayores niveles de producción de la 

proteína rTI1, o sus mutantes derivados, se seleccionaron mediante producciones a pequeña escala 

(apartado 3.17.1). Se obtuvieron alícuotas cada 24 h del sobrenadante generado durante el 

proceso de incubación para analizar la presencia de las proteínas recombinantes mediante PAGE-

SDS (apartado 3.26). Además, se evaluó su actividad inhibidora mediante medidas de TIA 

(apartado 3.24.1.2), para rTI1 y su mutante derivado rTI1Tryp-Tryp, y CIA (apartado 3.24.2.1), 

en el caso del mutante derivado rTI1Chym-Chym. Los transformantes que contenían el vector vacío se 

cultivaron durante un periodo de 96 h, no observándose capacidad alguna de inhibir las enzimas 

tripsina y quimotripsina (no mostrado).  

 

La monitorización de los distintos transformantes positivos llevada a cabo mediante medidas 

de TIA y CIA, junto con los perfiles electroforéticos, se utilizaron para seleccionar los mejores 

transformantes y establecer los tiempos idóneos de inducción por metanol, con el objeto de llevar 

a cabo la producción a gran escala (apartado 3.17.2). Los sobrenadantes obtenidos de los mejores 

transformantes que expresaban la proteína rTI1 o sus mutantes derivados (rTI1-T2, rTI1inactivo-S8, 

rTI1Tryp-Tryp-TT1 y rTI1Chym-Chym-CC10) se evaluaron mediante PAGE-SDS (apartado 3.26), 

observándose una banda electroforética de masa molecular adecuada en el rango de 9-10 kDa, 

ausente en el sobrenadante obtenido de transformantes que habían incorporado el vector de 

expresión pPIC9 vacío (no mostrado). Tras la producción a gran escala y purificación mediante 

cromatografía de intercambio catiónico (apartado 3.19.1), se alcanzaron niveles de producción 

en el rango de 5-25 mg·L-1 de medio de cultivo. Se han obtenido elevados niveles de producción  

de proteínas BBI de lenteja (154), así como de otros IP como el inhibidor MTI2 (40-160 mg·L-1) 

(227), con la utilización del factor de secreción α, que dirige la proteína recombinante a la vía de 

secreción de P. pastoris al medio de cultivo. 
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4.1.5 Purificación de rTI1 y sus mutantes derivados mediante cromatografía 

de intercambio catiónico 

Con objeto de caracterizar las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados, expresadas en la 

levadura P. pastoris, se llevó a cabo la purificación de las mismas mediante cromatografía de 

intercambio catiónico, utilizando una columna MonoS acoplada a un sistema AKTA FPLC 

(apartado 3.19.1). Todas las proteínas recombinantes se retuvieron en columna MonoS a pH 4.4, 

siendo eluídas en presencia de NaCl (Figura 43). El patrón de elución se monitorizó a 280 nm y 

mediante medidas de actividad inhibidora de tripsina (apartado 3.24.1.1) y quimotripsina 

(apartado 3.24.2.1), así como PAGE-SDS en el caso del mutante derivado rTI1inactivo, dado que no 

presentaba TIA ni CIA (apartado 3.26). La monitorización mediante TIA y CIA demostró la 

presencia de dos picos cromatográficos en la elución de rTI1, en el rango de 0.07-0.10 M NaCl 

(Pico 1) y 0.13-0.16 M NaCl (Pico 2), los cuales presentaron capacidad de inhibir tanto la enzima 

tripsina como quimotripsina (Figura 43 A). El mutante derivado rTI1inactivo eluyó en un único pico 

cromatográfico (Figura 43 B), en el rango de 0.04-0.09 M NaCl, tal y como se demostró mediante 

PAGE-SDS, no mostrando TIA ni CIA, en concordancia con la sustitución del aminoácido en 

posición P1 de ambos dominios de inhibición por el aminoácido glicina. Del mismo modo, el 

mutante derivado rTI1Tryp-Tryp eluyó en dos picos cromatográficos (Figura 43 C), en un rango de 

0.08-0.10 M NaCl (Pico 1) y 0.12-0.17 M NaCl (Pico 2). Ambos picos presentaban TIA, pero no 

CIA. El mutante derivado rTI1Chym-Chym también eluyó en dos picos cromatográficos (Figura 43 D) 

en un rango de 0.04-0.06 M NaCl (Pico 1) y 0.09-0.15 M NaCl (Pico 2), los cuales presentaban 

CIA, exclusivamente.  

 

Las proteínas TI1 y TI2, inhibidores BBI mayoritarios en semillas de guisante, habían sido 

anteriormente purificadas con éxito mediante cromatografía de intercambio catiónico en columna 

MonoS a pH 4.4, tras su expresión de forma recombinante en A. niger, eluyendo en un único pico 

cromatográfico en un rango de 0.2-0.25 M NaCl (90,183). Sin embargo, mediante cromatografía 

de intercambio aniónico en columna MonoQ a pH 7.8 los inhibidores de proteasas de guisante no 

fueron capaces de retenerse en columna (183). Así mismo, las formas completa y procesada de 

proteínas recombinantes BBI de lenteja, expresadas en P. pastoris, han sido purificadas mediante 

cromatografía de intercambio catiónico a pH 2.4, sin diferencias apreciables en su perfil de elución 

(154). 
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4.1.6 Autentificación de rTI1 y sus mutantes derivados mediante análisis de 

huella peptídica y masa molecular 

Las proteínas BBI recombinantes purificadas mediante cromatografía de intercambio 

catiónico (apartado 4.1.5) se analizaron mediante PAGE-SDS (apartado 3.26). El pico 

cromatográfico 1 de la proteína rTI1 presentó una mayor movilidad electroforética con respecto al 

pico 2, el cual presentaba un tamaño esperado de 9-10 kDa (Figura 44). De manera similar, el pico 

2 de los mutantes rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym, presentaba una banda mayoritaria de 9-10 kDa y una 

banda minoritaria de mayor movilidad electroforética. El mutante rTI1inactivo presentó una única 

banda electroforética del tamaño esperado (9-10 kDa). 

 

 

Figura 44. PAGE-SDS bajo condiciones desnaturalizantes de rTI1 y sus mutantes derivados. A) calle 2: 

rTI1inactivo; calles 3 y 4: Picos 1 y 2 de rTI1, respectivamente. B) calles 2 y 3: Pico 2 de los mutantes derivados rTI1Tryp-

Tryp y rTI1Chym-Chym, respectivamente. Los marcadores de peso molecular están localizados en la calle 1 (A y B). 

 

La autenticidad de las proteínas BBI recombinantes se confirmó mediante estudios de huella 

peptídica (apartado 3.27) y masa molecular (apartado 3.28), comparando los datos obtenidos 

con los adquiridos de la base de datos Swiss-Prot para la proteína TI1 de guisante (número de acceso: 

Q41065) (Tabla 16). Los valores experimentales m/z obtenidos para los picos 1 y 2 de la proteína 

rTI1 fueron 7694 y 8146 Da, respectivamente, presentando el pico 1 un procesamiento de cuatro 

aminoácidos en el extremo C-terminal (VIKN). Esta proteolisis está en concordancia con la mayor 

movilidad electroforética del pico 1 con respecto al pico 2 observada en PAGE-SDS (Figura 44). 

La caracterización posterior de rTI1 se llevó a cabo con la forma completa de la proteína (pico 2). 

El mutante derivado rTI1inactivo contenía una mezcla de tres isoinhibidores, incluyendo la forma 
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completa de 7968 Da e isoinhibidores con un procesamiento en el extremo C-terminal de cuatro 

(VIKN) y cinco (EVIKN) aminoácidos, con masas moleculares de 7515 y 7386 Da, 

respectivamente. La presencia de estas tres isoformas no se reveló en PAGE-SDS (Figura 44), 

probablemente debido a diferencias en las proporciones de las mismas. La caracterización del 

mutante derivado inactivo se llevó a cabo con la mezcla de isoinhibidores, sin una separación 

cromatográfica posterior, dada su falta de actividad inhibidora. En el caso de los mutantes rTI1Tryp-

Tryp y rTI1Chym-Chym, los análisis se llevaron a cabo con el pico 2 por ser el pico mayoritario tras la 

purificación cromatográfica. El pico 2 de los mutantes rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym mostró valores 

experimentales de 8114 y 8178 Da, respectivamente, siendo identificadas como formas completas, 

sin procesamiento en el extremo C-terminal (Figura 44). Las masas moleculares de las proteínas 

recombinantes fueron consistentes con una correcta formación de los siete puentes disulfuro 

intramoleculares. 

 

Las secuencias de aminoácidos de las proteínas BBI recombinantes se dedujeron mediante 

análisis de huella peptídica (Tabla 16). Las bandas electroforéticas obtenidas mediante PAGE-SDS, 

previa alquilación, se sometieron a digestión in gel frente a la enzima tripsina, seguida de la 

separación de los péptidos generados y posterior análisis de sus masas peptídicas. La identificación 

de secuencias asociadas a las masas peptídicas se realizó frente a la base de datos Swiss-Prot (entrada: 

IBBA_PEA), que permitió la identificación de la proteína rTI1; la identificación de péptidos 

asociados a las masas peptídicas de sus mutantes derivados se llevó a cabo in silico. Los porcentajes 

de identificación de la secuencia de aminoácidos para las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados 

rTI1inactivo, rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym fueron 86%, 82%, 35% y 76%, respectivamente. Las 

secuencias identificadas de los mutantes derivados incluían las sustituciones de los aminoácidos en 

la posición P1, responsables de la especificidad, llevadas a cabo mediante mutagénesis dirigida por 

PCR solapante (apartado 3.8), en los dominios de inhibición N- y C-terminal. Los datos obtenidos 

de masa molecular y huella peptídica muestran que las proteínas recombinantes presentaban una 

extensión EA de 200 Da en el extremo N-terminal, tal y como ha sido descrito previamente en la 

expresión de proteínas BBI de lenteja en P. pastoris (154). Aunque la endoproteasa KEX2 de P. 

pastoris elimina teóricamente de forma efectiva el péptido señal, la extensión EAEA incluida en la 

construcción para aumentar la eficiencia de KEX2 no se eliminó de manera eficiente (apartado 

3.2), probablemente debido a la actividad ineficiente de la enzima STE13 dipeptidil aminopeptidasa 

endógena de P. pastoris. No se observaron formas recombinantes que presentaran la extensión 

completa EAEA ni formas en las que se produjera la eliminación completa de dicha extensión.
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Con el sistema de expresión eucariota P. pastoris hemos conseguido producir formas 

completas de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados, así como formas procesadas en el extremo 

C-terminal de la proteína de rTI1 y su derivado inactivo. La expresión heteróloga de rTI1 en A. 

niger también dio lugar a formas procesadas, con la pérdida de tres (GDD) o seis (GDDVKS) 

aminoácidos en el extremo N-terminal, y de ocho (EVEEVIKN) o nueve (SEVEEVIKN) 

aminoácidos en el extremo C-terminal de la proteína (183). Esta proteolisis puede ser debida a la 

acción de proteasas endógenas de P. pastoris y, aunque podría no afectar a la capacidad de inhibir las 

enzimas tripsina y/o quimotripsina, el extremo C-terminal está involucrado en el estado de 

oligomerización de las proteínas BBI. En concreto, los aminoácidos Lys24 y Asp75 de la isoforma BBI 

mayoritaria de Dolichos biflorus, HGI-III, parecen ser necesarios para que se produzca el enlace entre 

dos monómeros (121). Por tanto, con el sistema de expresión P. pastoris, se consiguen isoformas 

completas sin procesamiento en el extremo C-terminal, en las que su capacidad de formar dímeros 

no debería verse afectada. Sin embargo, la mutación introducida en la posición P1 del mutante 

rTI1Chym-Chym (K16Y), podría afectar al perfil de oligomerización de la proteína. 

 

4.1.7 Caracterización funcional de rTI1 y sus mutantes derivados 

Tras la identificación molecular de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados, se evaluó la 

capacidad que presentaban de inhibir las enzimas tripsina y quimotripsina utilizando para ello los 

sustratos específicos BAPNA (apartado 3.24.1.2) y BTEE (apartado 3.24.2.1), respectivamente 

(Tabla 17). La actividad específica TIA y CIA de rTI1 (pico 2) fue de 2476 ± 238 y 2956 ± 196 

unidades de inhibición (IU) por miligramo de proteína, respectivamente, mientras que el mutante 

derivado inactivo fue incapaz de inhibir ninguna de las enzimas tripsina y quimotripsina. La actividad 

específica frente a la enzima tripsina del pico 2 del mutante derivado rTI1Tryp-Tryp fue de 5489 ± 66 

TIU·mg-1 de proteína y no se detectó CIA. Por el contrario, TIA no se detectó en el pico 2 del 

mutante derivado rTI1Chym-Chym y su actividad específica frente a la enzima quimotripsina fue de 3700 

± 56 CIU·mg-1 de proteína. Los valores de Ki de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados frente 

a las enzimas tripsina y quimotripsina se calcularon siguiendo la fórmula de Copeland y col., (1995) 

(225), en base a los valores de IC50 (concentración del inhibidor requerida para alcanzar una 

inhibición del 50%), descrita en el apartado 3.24.3. Tal y como se refleja en la Tabla 17, la 

proteína rTI1 demostró ser un potente inhibidor de tripsina (Ki = 21 ± 2 nM) y quimotripsina (Ki 

= 8 ± 1nM). De igual modo, los mutantes derivados rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym demostraron ser 
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potentes inhibidores frente a las enzimas tripsina (Ki = 42 ± 1 nM) y quimotripsina (Ki = 25 ± 0.6 

nM), respectivamente.  

 

Los valores obtenidos se asemejan a la proteína rTI1 expresada de forma recombinante en 

A. niger, que presentaba valores de Ki de 19 y 13 nM para las enzimas tripsina y quimotripsina, 

respectivamente (183). En semillas de guisante de invierno, han sido purificadas hasta seis isoformas 

BBI que presentan una actividad inhibidora de tripsina en el rango de 2980-3350 UI·mg-1 de proteína 

(78). Respecto al inhibidor rTI1, con un dominio de inhibición frente a la enzima tripsina y otro 

frente a quimotripsina, el mutante derivado rTI1Tryp-Tryp presenta más del doble de actividad 

inhibidora específica frente a la enzima tripsina, estando en concordancia con la presencia de dos 

dominios idénticos de inhibición de la misma; sin embargo, el aumento en la actividad inhibidora 

de quimotripsina del mutante derivado rTI1Chym-Chym no es tan significativa. Dado que presenta 

mayor valor de Ki con respecto al inhibidor rTI1, es posible que las mutaciones llevadas a cabo en 

el mutante derivado rTI1Chym-Chym en las posiciones P2, P1 y P5’ del dominio de inhibición N-terminal, 

con el fin de obtener un mutante con dos dominios de inhibición idénticos frente a la enzima 

quimotripsina, pudieran provocar cambios en la conformación de la proteína, la cual podría no ser 

favorable para su unión a la enzima. Ensayos futuros de modelización podrían aportar una mayor 

información acerca de la unión de los distintos inhibidores con sus correspondientes enzimas diana. 

 

Tabla 17. Constante de inhibición (Ki) y actividad inhibidora específica frente a las enzimas tripsina y 

quimotripsina de rTI1 y sus mutantes derivados. Las actividades específicas y los valores de Ki representan la 

media ± desviación estándar de, al menos, cinco determinaciones independientes. P1-P1’, el sitio activo de enlace, está 

marcado en negrita. K en la posición P1 determina especificidad por tripsina, mientras que Y determina especificidad 

frente quimotripsina. En los mutantes derivados, la sustitución de los distintos aminoácidos en las posiciones P2, P1 y/o 

P5’ se muestran sombreados.  

 
Secuencia de los dominios de 

inhibición 
Ki (nM) 

Actividad inhibidora 

específica 

(IU·mg-1 proteína) 

 

Dominio de 

inhibición  

N-terminal 

Dominio de 

inhibición  

C-terminal 

T C T C 

rTI1 CTKSNPPTC CAYSNPPKC 21 ± 2 8 ± 1 2476 ± 238 2956 ± 196 

rTI1inactivo CTGSNPPTC CAGSNPPKC ND ND ND ND 

rTI1Tryp-Tryp CTKSNPPTC CTKSNPPTC 42 ± 1 ND 5489 ± 66 ND 

rTI1Chym-Chym CAYSNPPKC CAYSNPPKC ND 25 ± 0.6 ND 3700 ± 56 

ND: no detectado. 
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Los datos obtenidos mediante zimogramas desarrollados bajo condiciones no 

desnaturalizantes (apartado 3.25), estuvieron en concordancia con los datos cromatográficos 

(Figura 43), electroforéticos (Figura 44) y cinéticos (Tabla 17). Tal como queda reflejado en la 

Figura 45, una banda electroforética principal con actividades inhibidoras frente a las enzimas 

tripsina y quimotripsina se detectó en zimogramas desarrollados para la proteína rTI1 (pico 2). Los 

zimogramas desarrollados para el pico 2 del mutante derivado rTI1Tryp-Tryp mostraron una banda 

mayoritaria en geles tratados con tripsina mientras que aquellos zimogramas tratados con 

quimotripsina no mostraron banda electroforética alguna. Por el contrario, en zimogramas 

desarrollados para el pico 2 del mutante derivado rTI1Chym-Chym se detectaron tres bandas 

electroforéticas en geles tratados con quimotripsina, pero ninguna banda electroforética en geles 

tratados con la enzima tripsina. El mutante derivado inactivo no inhibió in gel las actividades de las 

enzimas tripsina y quimotripsina. La movilidad aparente de las proteínas recombinantes en los 

zimogramas (-3) se vio incrementada por la extensión EA en el extremo N-terminal, de 200 Da, 

cuando se comparó con el producto génico primario TI1 observado en semillas de guisante de la 

variedad Birte, el cual mostró menor movilidad aparente (-2).  

 

 

Figura 45. Análisis de actividad inhibidora in gel de rTI1 y sus mutantes derivados. Los geles casein Blue 

se trataron con las enzimas digestivas tripsina (T) y quimotripsina (C); las áreas oscuras indican inhibición de la enzima. 

A) calle 2: rTI1; calle 3: rTI1inactivo. B) calle 2: rTI1Tryp-Tryp; calle 3: rTI1Chym-Chym. La calle 1 (A y B) contiene 1.5 mg 

de fracción de albúminas de guisante variedad Birte, mientras que las calles 2 y 3 (A y B) contienen 24 µg de proteína. 

La dirección de la electroforesis de los geles se indica mediante una línea vertical. Las variantes -2 y -5 entre las isoformas 

presentes en la fracción de albúminas de la variedad Birte representan los productos génicos primarios TI1 y TI2, 

respectivamente.  
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4.1.8 Internalización de rTI1 y sus mutantes derivados en células HT29 

procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano 

En colaboración con el laboratorio de los Dres. Antonio Jesús Castro y Juan de Dios Alché 

(Estación Experimental del Zaidín, Granada, España), las proteínas BBI recombinantes se marcaron 

mediante los fluorocromos CyDye 2 (rTI1 y rTI1Tryp-Tryp) y CyDye 3 (rTI1inactivo y rTI1Chym-Chym) para 

monitorizar su internalización en células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano 

(apartado 3.29.2). Las células HT29, creciendo de forma individualizada o en pequeños grupos 

de 2-10 unidades tras una incubación previa de 24 h, se incubaron con 50 µg de proteína 

recombinante marcada y se tomaron imágenes a intervalos regulares de tiempo (1, 15, 25 y 40 min) 

(Figura 46).  

 

 

Figura 46. Internalización de las proteínas Bowman-Birk recombinantes en células HT29 procedentes 

de adenocarcinoma colorrectal humano. A) Internalización de las proteínas rTI1 y rTI1inactivo, marcadas con 

fluorescencia (CyDye 2 y CyDy3, respectivamente). El núcleo fue marcado con el marcador fluorescente DAPI, que 

se une a secuencias de ADN. B) Internalización de los mutantes derivados de rTI1, rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym, marcados 

con fluorescencia (CyDye 2 y CyDy3, respectivamente) en distintos intervalos de tiempo (1, 15, 25 y 40 min). 
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Tanto la proteína rTI1 como sus mutantes derivados internalizaron en las células HT29, 

atravesando rápidamente la membrana celular y acumulándose en su interior de manera gradual, 

formando pequeños puntos fluorescentes que se distribuyeron de manera aleatoria en el citoplasma 

e incrementaron en intensidad de la señal a medida que transcurría el tiempo de incubación (Figura 

46). Anteriormente en nuestro laboratorio, mediante microscopia confocal, demostramos la 

internalización en células HT29 del inhibidor BBI mayoritario de soja, IBB1, el cual presenta 

inhibición frente a las enzimas tripsina y quimotripsina (170). Dado que el mutante derivado rTI1 

inactivo mostró un perfil de internalización similar a IBB1 y las proteínas recombinantes que 

presentaban actividad inhibidora de tripsina y/o quimotripsina, la internalización de las proteínas 

BBI en células cancerígenas de colon parece ser independiente de su capacidad de inhibir serín 

proteasas. Estudios en los que se prolonguen los tiempos de incubación a los ya analizados en esta 

tesis doctoral podrían dilucidar si las proteínas BBI permanecen en el citoplasma para ejercer su 

actividad inhibidora o si éstas atraviesan la membrana nuclear, en cuyo caso se podría determinar si 

la actividad inhibidora de proteasas juega en ese proceso un papel relevante. 

 

En las proteínas BBI, el aminoácido lisina presente en la posición P1 del dominio de 

inhibición de tripsina de un monómero es capaz de interaccionar con el aminoácido aspartato del 

extremo C-terminal de un segundo monómero para formar una estructura dimérica estable 

(110,121). Por tanto, de acuerdo a la secuencia del mutante rTI1Tryp-Tryp, las mutaciones 

introducidas no deberían afectar a la conformación nativa de la proteína, pudiéndose encontrar en 

forma dimérica en solución. Sin embargo, las mutaciones introducidas en el mutante derivado 

rTI1Chym-Chym, entre las que se incluye la sustitución del aminoácido lisina por tirosina en la posición 

P1 del dominio de inhibición N-terminal, podrían afectar al estado de oligomerización de la 

proteína. De este modo, la posible conformación del mutante rTI1Chym-Chym en forma monomérica, 

debido a la mutación llevada a cabo en la posición P1 del domino de inhibición N-terminal, podría 

ser responsable de la mayor velocidad de internalización observada al interior de la célula (Figura 

46). 

 

El paso a través de la membrana celular también transcurre de forma rápida en células 

epiteliales del intestino y células fibroblásticas NIH/3T3 procedentes de embriones de ratones, tras 

tratamiento con proteínas BBI de soja marcadas con fluorescencia (TRITC). Estas proteínas parecen 

permanecer principalmente en el citosol, en forma activa, hasta 12 h después de un tratamiento de 

2 h con BBI (228), y núcleo, incluso tras un proceso de digestión gastrointestinal simulada (138). 

De manera similar, estudios de microscopía confocal demuestran que proteínas BBI procedentes de 
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judías pintas atraviesan la membrana de células cancerígenas de mama (MCF-7) y co-localizan con 

el proteosoma en el citoplasma y núcleo, inhibiendo la actividad del tipo tripsina, quimotripsina y 

caspasa del mismo (25). El mecanismo por el cual las proteínas BBI son capaces de internalizar en 

células cancerígenas de colon aún se desconoce. Existen estudios en células Hep G2 procedentes de 

hepatoma humano en los que proteínas BBI de Fagopyrum esculentum, marcadas mediante isocianato 

de fluoresceína (FITC-BTI), co-localizan con la proteína transportadora especifica del hierro en 

plasma, transferrina, lo cual implica que las proteínas BTI internalizan en las células Hep G2 

mediante endocitosis mediada por clatrina  (229). 

 

4.1.9 Actividad anti-proliferativa de rTI1 y sus mutantes derivados en líneas 

celulares humanas de colon 

 

4.1.9.1 Propiedades anti-proliferativas de rTI1 y sus mutantes 

derivados en células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano 

Las proteínas Bowman-Birk, presentes a elevadas concentraciones en semillas de 

leguminosas, son consideradas como potenciales agentes quimiopreventivos dentro del TGI (151). 

Han demostrado ser capaces de prevenir o suprimir la transformación in vitro inducida por radiación 

y carcinógenos químicos, así como la carcinogénesis in vivo desarrollada en distintos sistemas modelo 

(15,32,83,84,230). Los efectos anti-proliferativos de las proteínas rTI1 y sus mutantes derivados, 

expresadas en la levadura P. pastoris, se analizaron en células HT29 (apartado 3.6), utilizando 

células cultivadas en ausencia de proteínas BBI como control, tal y como está descrito en el 

apartado 3.29.1. Tras tratamiento de 96 h, los efectos anti-proliferativos se monitorizaron a través 

de la tinción vital con RN (90). Todas las proteínas, a excepción del mutante derivado inactivo, 

ejercieron un efecto dosis-dependiente en el rango de concentraciones testado, observándose efecto 

significativo (P ˂ 0.05) a concentraciones tan bajas como 15 µM (Figura 47). 

 

Varios estudios han demostrado la capacidad de proteínas BBI de soja (77), lenteja (154) y 

guisante (90) de disminuir de manera dosis-dependiente el crecimiento celular de células 

cancerígenas de colon (HT29, LoVo, Caco2); sin embargo, proteínas BBI de soja tratadas con 

agentes reductores y alquilantes, con los cuales se reduce de manera sustancial su capacidad de 

inhibir serín proteasas, son incapaces de inhibir la proliferación celular de células cancerígenas de 

colon (77). Estos tratamientos dan lugar a modificaciones químicas en las cuales se alquilan los 
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grupos sulfidrilo y, dada la importancia de los puentes disulfuro en la estructura y actividad 

inhibidora de las proteínas BBI (231), la pérdida de su conformación nativa va acompañada con la 

pérdida de su actividad inhibidora de tripsina y quimotripsina. Por tanto, la relación entre actividad 

inhibidora de proteasas, estructura proteica y efectos anti-cancerígenos no queda claramente 

establecida. En células HT29 tratadas con el mutante rTI1inactivo, el cual se encuentra en 

conformación nativa, no se observó efecto anti-proliferativo alguno incluso a las concentraciones 

más elevadas (61 µM) estableciéndose, por tanto, una relación directa entre los efectos anti-

proliferativos que ejercen las proteínas BBI sobre células cancerígenas de colon y su capacidad 

intrínseca de inhibir serín proteasas.  

 

 

Figura 47. Efecto de las proteínas rTI1 (A) y sus mutantes derivados rTI1inactivo (B), rTI1Tryp-Tryp (C) y 

rTI1Chym-Chym (D) sobre el crecimiento in vivo de células cancerígenas HT29 procedentes de 

adenocarcinoma colorrectal humano. El medio de crecimiento se suplementó con concentraciones de proteínas 

recombinantes en el rango testado, siendo las células tratadas durante un periodo de 96 h. Los datos son la media de, 

al menos, tres experimentos independientes, cada uno con cuatro replicados técnicos. Los valores medios con letras 

difieren significativamente (P < 0.05; test de Bonferroni). Los valores de IC50 de cada proteína recombinante están 

indicados en cada histograma. 

 

La proteína recombinante que mostró el menor valor de IC50 (concentración del inhibidor 

requerida para alcanzar una inhibición de la proliferación celular del 50%) fue el mutante rTI1Chym-
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Chym (25 ± 1 µM), seguido de rTI1 (31 ± 7 µM) y rTI1Tryp-Tryp (51 ± 4 µM). En 1985, Yavelow y 

col., (1985) (85) demostraron que proteínas BBI modificadas químicamente, que presentaban la 

capacidad de inhibir la enzima quimotripsina exclusivamente, eran efectivas frente a la 

transformación in vitro inducida por radiación, mientras que las proteínas BBI modificadas que 

únicamente mostraban actividad inhibidora de tripsina resultaban ser inefectivas. Esto condujo a la 

hipótesis de que las dianas potenciales de las proteínas BBI en procesos cancerígenos eran proteasas 

del tipo quimotripsina. Sin embargo, más recientemente nuestro grupo de investigación ha 

demostrado que un inhibidor de soja mayoritario, IBBD2, que presenta capacidad de inhibir la 

enzima tripsina, es capaz de ejercer efectos anti-proliferativos frente a células cancerígenas de colon 

(77). Hasta la fecha, se desconoce tanto el mecanismo de acción como las posibles dianas 

terapéuticas de las proteínas BBI (6,15), pero estos datos, junto con los resultados obtenidos en esta 

tesis doctoral, parecen indicar que tanto enzimas del tipo tripsina como quimotripsina deberían ser 

tenidas en cuenta como posibles dianas terapéuticas en fases iniciales de procesos cancerígenos 

colorrectales.  

 

En la naturaleza, encontramos inhibidores BBI que presentan, en su mayoría, un dominio 

de inhibición de tripsina (Tabla 4) y otro de quimotripsina (Tabla 5), aunque también se pueden 

encontrar isoformas con ambos dominios de inhibición frente a la enzima tripsina, como ocurre en 

distintas especies de leguminosas como soja, soja silvestre, lenteja, Medicago scutella y Medicago sativa, 

entre otras. Sin embargo, hasta la fecha, no han sido descubiertos inhibidores BBI que presenten 

ambos dominios de inhibición frente a quimotripsina. En este sentido, el mutante derivado de rTI1 

con dos dominios de inhibición de quimotripsina idénticos (rTI1Chym-Chym), ha demostrado ser un 

potente inhibidor de la proliferación celular de células HT29 (IC50 = 25 ± 1 µM). 

 

4.1.9.2 Propiedades anti-proliferativas de rTI1 y su mutante derivado 

rTI1inactivo en células fibroblásticas de colon no cancerígenas CCD18-Co 

Los efectos anti-proliferativos de la proteína rTI1, y su mutante derivado rTI1inactivo, en el 

crecimiento de células fibroblásticas de colon no cancerígenas CCD18-Co (apartado 3.6) se 

determinó utilizando como control células cultivadas en ausencia de BBI y mediante un ensayo 

monitorizado a través de la tinción vital con RN (apartado 3.29.1). El crecimiento de la línea 

celular CCD18-Co no se vio afectado por la proteína rTI1 ni por su mutante derivado inactivo en 

el rango de concentraciones testado (0-61 µM), incluso a las concentraciones más elevadas (Figura 
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48). Los resultados obtenidos confirman estudios previos llevados a cabo por nuestro laboratorio 

donde se demostró que tanto proteínas BBI de soja con actividad inhibidora de tripsina y 

quimotripsina, como proteínas BBI de soja inactivadas químicamente, sin capacidad de inhibir las 

enzimas tripsina y quimotripsina y con su estructura nativa alterada, eran incapaces de inhibir la 

proliferación de células CCD18-Co (77).  

 

 

Figura 48. Efecto de las proteínas rTI1 (barras negras) y su mutante derivado rTI1inactivo (barras blancas) 

sobre el crecimiento in vivo de células fibroblásticas de colon no cancerígenas CCD18-Co. El medio de 

crecimiento se suplementó con concentraciones de proteínas recombinantes en el rango de 15-61 µM, siendo las células 

tratadas durante un periodo de 96 h. Los datos son la media de, al menos, tres experimentos independientes, cada uno 

con cuatro replicados técnicos. Los valores medios no difieren estadísticamente (P < 0.05; test de Bonferroni). 

 

Estudios llevados a cabo con proteínas BBI (BTCI) procedentes de semillas de Vigna 

unguiculata demuestran que, aunque estas presentan capacidad de inhibir la proliferación celular de 

células cancerígenas de mama MCF-7, no ejercen ningún efecto en el crecimiento de células 

humanas de mama no cancerígenas MCF-10A (156). El comportamiento aberrante de ciertas serín 

proteasas en procesos cancerígenos, en los que se encuentran incrementados sus niveles de 

expresión, podría explicar el efecto de los inhibidores BBI en células cancerígenas, en las cuales 

pueden inhibir proteasas diana involucradas en procesos tumorales. En este sentido, será necesaria 

la realización de estudios de interacción proteína-proteína que determinen sus posibles dianas 

terapéuticas. 
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4.2 PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK EN SEMILLAS DE GUISANTE 

OBTENIDAS MEDIANTE METODOLOGÍA TILLING 

Las semillas de leguminosas son utilizadas ampliamente en la nutrición de monogástricos; 

sin embargo, su uso se ve limitado por presentar un alto contenido en factores anti-nutricionales 

como lectinas, taninos e inhibidores de proteasas, que dificultan la digestibilidad proteica. Los IP de 

leguminosas son capaces de formar complejos estables con las enzimas digestivas y reducir la 

absorción de nutrientes, pudiendo dar lugar a hiperplasia e hipertrofia pancreática en animales 

pequeños como ratas, ratones y pollos (32). Por tanto, la disminución en el contenido de IP de 

semillas es una estrategia de notable interés a desarrollar con objeto de mejorar de manera 

considerable su calidad proteica. En semillas de soja, el inhibidor KTI está codificado por un solo 

gen (232), lo cual facilitó la obtención de una variedad de soja con una variante nula de KTI, en la 

que se redujeron sus efectos anti-nutricionales (233,234). Sin embargo, los inhibidores BBI de soja 

están codificados por distintos genes, por lo que conseguir mutantes nulos resulta más complicado. 

En líneas transgénicas de soja, aun cuando el inhibidor KTI se encontraba en forma activa en las 

semillas, se consiguió una disminución en la actividad inhibidora de proteasas del 20-50% mediante 

la expresión de un mutante BBI inactivo, en el que se introdujo el aminoácido glicina en los sitios 

activos de ambos dominios de inhibición (235). 

 

En el caso de semillas de guisante, un estudio realizado sobre 195 cultivos demostró 

variaciones en la actividad inhibidora de tripsina en un rango de 1.8-14.6 TIU·mg-1 de materia seca 

(236). Más recientemente, mediante estudios del locus genético Tri, el cual contiene la mayoría de 

los genes que codifican para los TI de semillas de guisante, se observaron diferencias cuantitativas, 

así como variaciones en la secuencia entre los distintos inhibidores de tripsina presentes en especies 

de guisante como Birte, Frisson y Victor (237). Este polimorfismo parece ser debido principalmente 

a la secuencia del promotor que, junto con las variaciones de secuencia dentro de los dominios de 

inhibición, determinarán la actividad inhibidora de tripsina en semillas. Una técnica útil para 

identificar y caracterizar mutaciones en la secuencia de las proteínas BBI, con la cual se pueden 

estudiar las características funcionales de las mismas, es la metodología TILLING (apartado 3.18). 

Esta metodología ha sido descrita y utilizada con éxito (199), mediante la utilización del mutágeno 

EMS, con el fin de identificar mutaciones puntuales en el gen de interés. De este modo, es posible 

analizar isoformas con mutaciones que provoquen una menor actividad inhibidora de proteasas o 

incluso variantes nulas, analizando la relación entre estructura y función de las proteínas BBI.  
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Los IP de semillas de guisante son principalmente proteínas de la familia Bowman-Birk. En 

concreto, dos genes estrechamente ligados, TI1 y TI2, son los responsables de expresar las isoformas 

BBI mayoritarias, TI1 y TI2, las cuales tienen capacidad de inhibir las enzimas tripsina y 

quimotripsina (27,35). Estas proteínas son sintetizadas como precursores de 100 aminoácidos 

aproximadamente, que posteriormente dan lugar a proteínas maduras con un peso molecular de 6-

9 kDa (Figura 30). En el laboratorio de la Prof. Claire Domoney se utilizó la metodología TILLING 

(apartado 3.18) para generar mutaciones puntuales inducidas mediante EMS en semillas de 

guisante de la variedad Cameor. Se identificaron trece cambios nucleotídicos en la secuencia de TI1, 

de los cuales siete se encontraban en fragmentos de ADN no codificante y seis en la región 

codificante. Dentro de estos últimos, dos cambios nucleotídicos producían mutaciones silenciosas, 

uno provocaba una mutación sin sentido en la región del pre-pro-péptido (T33I) y tres podrían 

ocasionar cambios conformacionales y/o funcionales de la proteína TI1 (Figura 49).  

 

 

Figura 49. Mutaciones de la proteína TI1, inhibidor Bowman-Birk mayoritario de semillas de guisante, 

obtenidas mediante la metodología TILLING. Modelo homólogo a TI1 en el que los dominios de inhibición de 

tripsina y quimotripsina se muestran en azul y rojo, respectivamente. La identidad y localización de las mutaciones están 

indicadas mediante esferas de color cian y los puentes disulfuro en verde. N: extremo amino terminal; C: extremo 

carboxilo terminal (238). 

 

El cambio nucleotídico asociado a la mutación G230A es responsable de la sustitución del 

aminoácido cisteína por tirosina (C77Y) en uno de los puentes disulfuro intramoleculares (C8-C12); 

la mutación C254T causa la sustitución de aminoácido serina por fenilalanina (S85F) en el dominio 
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de inhibición C-terminal; y la mutación G325A es responsable de la sustitución del aminoácido 

glutámico por lisina (E109K) en el extremo nonapéptido C-terminal, eliminado in vivo durante el 

periodo de desecación de la semilla (111). La numeración de los aminoácidos incluye el pre-pro-

péptido de 42 aminoácidos (Tabla 18). 

 

Tabla 18. Cambio de aminoácidos en la proteína TI1 de semillas de guisante de la variedad Cameor 

debido a mutaciones inducidas en TI1 mediante la metodología TILLING. Las tres mutaciones introducidas 

en la secuencia de nucleótidos del gen TI1 dan como resultado la sustitución de los aminoácidos cisteína por tirosina 

(C77Y), serina por fenilalanina (S85F) y glutámico por lisina (E109K), respectivamente. La numeración de los 

aminoácidos incluye el pre-pro-péptido de 42 aminoácidos de TI1. 

Mutación TI1 
Sustitución de 

aminoácidos 
Posibles consecuencias 

C77Y Cys77:Tyr77 Rotura del puente disulfuro entre C8-C12 

S85F Ser85:Phe85 Modificación en la interacción inhibidor-quimotripsina 

E109K Glu109:Lys109 Cambios en el equilibrio monómero-dímero 

 

Las líneas silvestre y mutante (C77Y, S85F, E109K) se evaluaron a partir de extractos 

proteicos, obtenidos tal y como se describe en el apartado 3.18, y tras su fraccionamiento en 

columna de intercambio catiónico (apartado 3.19.2), mediante medidas de actividad inhibidora 

de tripsina (apartado 3.24.1.1) y quimotripsina (apartado 3.24.2.2), y geles de actividad 

(zimogramas) tratados con ambas enzimas (apartado 3.25). 

 

4.2.1 Caracterización funcional de proteínas BBI en semillas de guisante 

obtenidas mediante la metodología TILLING 

Con el fin de evaluar los posibles efectos de las mutaciones puntuales inducidas en la 

proteína TI1 (C77Y, S85F, E109K) (Tabla 18), se llevaron a cabo medidas de actividad inhibidora 

de tripsina (apartado 3.24.1.2) y quimotripsina (apartado 3.24.2.2), utilizando BAPNA y 

BTPNA como sustratos específicos, respectivamente. Para ello, se realizaron extracciones ácidas a 

partir de semillas de guisante de la variedad Cameor (líneas silvestre y mutante), tal y como está 

descrito en el apartado 3.18. Las unidades de inhibición de tripsina (TIU) y quimotripsina (CIU) 

se expresaron tanto por mg de harina (Figura 50 A-B) como por mg de proteína (Figura 50 C-

D).  
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Figura 50. Actividad inhibidora de tripsina y quimotripsina de las líneas silvestre y mutante de 

guisante obtenidas mediante metodología TILLING. Unidades de inhibición de tripsina (TIU, A, C) y 

quimotripsina (CIU, B, D) por mg de harina (A, B) o por mg de proteína (C, D) de las tres líneas mutantes obtenidas 

mediante metodología TILLING (C77Y, S85F, E109K) y sus correspondientes líneas silvestres. Los datos son la media 

de, al menos, tres experimentos independientes, cada uno con cuatro replicados técnicos. Los valores medios con letras 

difieren significativamente (P < 0.01; test de Bonferroni). 

 

La mutación C77Y, cuyo aminoácido mutado forma parte de un puente disulfuro 

involucrado en la estabilidad del dominio de inhibición C-terminal (C8-C12) (Figura 3), presentó 

una disminución de TIA y CIA superior al 60% con respecto al extracto proteico procedente de las 

líneas silvestres. En semillas de Dolichos biflorus, la rotura de un puente disulfuro de la proteína HGI-

III cercano al dominio de inhibición N-terminal (C3-C13) disminuye su capacidad de inhibir las 

enzimas tripsina y quimotripsina, así como a su estabilidad térmica, aumentando la susceptibilidad 

a hidrólisis por parte de la enzima a la que inhiben (73). Por tanto, ambos dominios de inhibición 

parecen no comportarse de un modo totalmente independiente ya que, en el caso del mutante 

C77Y, cuyo desarreglo estructural tiene lugar en el dominio de inhibición de quimotripsina tras la 

sustitución del aminoácido cisteína por tirosina, se ve afectada la capacidad de inhibir ambas 

enzimas, tripsina y quimotripsina.  
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La mutación S85F, con sustitución del aminoácido serina por fenilalanina dentro el dominio 

de inhibición C-terminal, presentó una disminución en la actividad inhibidora de quimotripsina, a 

la vez que un pequeño pero significativo aumento en la actividad inhibidora de tripsina cuando se 

comparaba con las líneas silvestres. El aminoácido serina presente en la posición P1’ de ambos 

dominios de inhibición se encuentra muy conservado a lo largo de las distintas isoformas BBI 

presentes en leguminosas (Tablas 4 y 5). Aunque parece no estar implicado en la integridad 

estructural de la proteína (80), su implicación en las uniones de hidrógeno a lo largo del dominio 

de inhibición (65) parece proporcionar una ligera contribución a la afinidad por la enzima, lo cual 

podría explicar la reducción encontrada. Por último, la mutación E109K, con sustitución del 

aminoácido glutámico por lisina en el extremo C-terminal de la proteína, aunque de manera no 

significativa, presentó una ligera disminución en la actividad inhibidora de las enzimas tripsina y 

quimotripsina. Esta mutación parece no tener un efecto directo en la capacidad de inhibir ambas 

enzimas, pero podría afectar al estado de oligomerización de la proteína. El aminoácido aspártico 

presente en el extremo C-terminal de las proteínas BBI, el cual presenta carga negativa al igual que 

el aminoácido glutámico, ha demostrado estar implicado en las interacciones entre monómeros para 

dar lugar a formas diméricas en solución (110,121).  

 

4.2.2 Identificación de isoformas BBI en líneas silvestres de guisante 

Los extractos proteicos procedentes de semillas de guisante de la variedad Cameor, línea 

parental utilizada como control, y de las líneas silvestres, se fraccionaron mediante cromatografía 

de intercambio catiónico (apartado 3.19.2) y se monitorizaron mediante medidas de TIA 

(apartado 3.24.1.1) y CIA (apartado 3.24.2.2). Tal y como se muestra en las Figuras 51, 52 y 

53 (A-B ▲), las líneas silvestres eluyeron en cuatro picos cromatográficos, denominados picos 1, 

2, 3 y 4 (en orden de elución en la cromatografía de intercambio catiónico), con capacidad de inhibir 

las enzimas tripsina y quimotripsina. Extractos proteicos obtenidos de semillas de guisante de la 

variedad Cameor utilizadas como control mostraron un perfil de elución similar a las líneas silvestres 

(Figura 19). Los picos cromatográficos se analizaron mediante PAGE-SDS, tal y como se describe 

en el apartado 3.26, para su posterior identificación mediante análisis de huella peptídica 

(apartado 3.27).  

 

Los picos 1, 2, 3 y 4 se identificaron como formas madura y procesada de las proteínas TI1 

y TI2 (Tabla 19). Los picos 1 y 2 contenían la proteína TI2, presentando el aminoácido aspártico 
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en posición P2’ dentro del dominio de inhibición N-terminal. Los picos 3 y 4 contenían la proteína 

TI1, presentando el aminoácido asparagina en la posición P2’ de ambos dominios de inhibición y los 

aminoácidos tirosina y lisina en las posiciones P1 y P5’ del dominio de inhibición C-terminal. La 

identificación del extremo C-terminal (CHNSEVEEVIKN) en los picos 2 y 4 indicaba que estos 

picos contenían la forma madura no procesada de las proteínas TI2 y TI1, respectivamente (Tabla 

19). Esta secuencia C-terminal incluye el extremo nonapéptido que es eliminado in vivo durante el 

proceso de desecación de la semilla, mediante proteolisis (111). Por tanto, se puede concluir que 

el perfil de elución de las distintas isoformas en las líneas silvestres analizadas es: TI2 procesada, TI2 

no procesada, TI1 procesada, TI1 no procesada. 

 

Tabla 19. Determinación de la secuencia de aminoácidos deducida por huella peptídica de las formas 

procesada y no procesada de las proteínas TI1 y TI2 de semillas de guisante de la variedad Cameor 

obtenidas mediante la metodología TILLING. El número de acceso de TI1 (Q41065) y TI2 (Q41066) pertenece 

a la base de datos Swiss-Prot. Las secuencias se aminoácidos de los dominios de inhibición están subrayadas. P1-P1’ son 

las posiciones que corresponden al sitio reactivo de los inhibidores (en negrita). K en la posición P1 determina 

especificidad frente a la enzima tripsina, mientras que L e Y determinan especificidad frente a quimotripsina.  

 1------10------20------30------40------50------60------70-- 

TI2 

(Q41066) 
GDDVKSACCDTCLCTKSDPPTCRCVDVGETCHSACDSCICALSYPPQCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

TI2  

Pico 1 GDDVKSACCDTCLCTKSDPPTCR 

Pico 2 GDDVKSACCDTCLCTKSDPPTCR------------------------------------ACHNSEVEEVIKN 

  

TI1 

(Q41065) 
GDDVKSACCDTCLCTKSNPPTCRCVDVRETCHSACDSCICAYSNPPKCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

TI1  

Pico 3 -----SACCDTCLCTKSNPPTCRCVDVRETCHSACDSCICAYSNPPK 

Pico 4 -----SACCDTCLCTKSNPPTCRCVDVRETCHSACDSCICAYSNPPKCQCFDTHKFCYKACHNSEVEEVIKN 

 1------10------20------30------40------50------60------70-- 

 

Los extractos proteicos procedentes de las líneas silvestres se analizaron mediante geles de 

actividad (zimogramas) (apartado 3.25). Tal y como se muestra en las Figuras 51, 52 y 53 (C), 

en geles tratados con las enzimas tripsina y quimotripsina, se muestra la existencia de tres bandas 

electroforéticas, correspondiendo a la forma madura de TI1 (-2) y a las formas procesada (-3) y 

madura (-5) de TI2. La forma procesada de TI1, bajo las condiciones desarrolladas durante la 

electroforesis (pH 7.0), presenta carga neta cero por lo que no es detectada en los geles de actividad. 
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4.2.3 Identificación de isoformas BBI en líneas mutantes (C77Y, S85F y 

E109K) de guisante 

 

4.2.3.1 Mutación C77Y 

La mutación C77Y, llevada a cabo en la proteína TI1 de semillas de guisante de la variedad 

Cameor mediante la metodología TILLING (apartado 3.18), provoca la sustitución del 

aminoácido cisteína por tirosina en la posición 77, dando lugar a la pérdida de uno de los siete 

puentes disulfuro intramoleculares (C8-C12), lo cual podría ocasionar la pérdida de rigidez 

estructural de la proteína. Los extractos proteicos procedentes de las líneas mutantes C77Y se 

fraccionaron mediante cromatografía de intercambio catiónico (apartado 3.19.2) y se 

monitorizaron mediante medidas de TIA (apartado 3.24.1.1) y CIA (apartado 3.24.2.2). Tal y 

como se muestra en la Figura 51 (A-B ▲), las líneas mutantes C77Y eluyeron en dos picos 

cromatográficos (picos 1 y 2), correspondientes a las formas procesada y madura de TI2, con 

capacidad de inhibir las enzimas tripsina y quimotripsina. A diferencia de las líneas silvestres 

(Figura 51 A-B ▲) (apartado 4.2.2), la mutación C77Y no presentaba actividad inhibidora de 

tripsina y/o quimotripsina por parte de la proteína TI1, tanto en su forma procesada (pico 3) como 

madura (pico 4). 

 

Los extractos proteicos procedentes de las líneas mutantes C77Y se analizaron mediante 

zimogramas (apartado 3.25). Tal y como se muestra en la Figura 51 (C), en geles tratados con 

las enzimas tripsina y quimotripsina, se muestra la existencia de dos bandas electroforéticas, 

correspondientes a las formas procesada (-3) y madura (-5) de TI2. Teniendo en cuenta que la forma 

procesada de TI1 (pico 3) presenta una carga neta igual a cero bajo las condiciones desarrolladas 

durante la electroforesis (pH 7.0) y que, por tanto, no se detecta en geles de actividad, solo 

podemos confirmar la pérdida de una de las dos isoformas de la proteína TI1 (forma madura o pico 

4). La mutación C77Y parece provocar un desarreglo estructural que conlleva a la pérdida de 

actividad inhibidora de ambos dominios de inhibición. La reducción de más del 60% tanto en TIA 

como en CIA en las líneas mutantes C77Y (Figura 50) implica una mayor contribución de TI1 

sobre la actividad inhibidora total (apartado 4.2.1). Estos datos sugieren que el segundo mayor 

inhibidor de semillas, TI2, contribuye en menor medida a la actividad inhibidora. 
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Figura 51. Perfil de actividad inhibidora de las líneas silvestre y mutante C77Y tras cromatografía de 

intercambio catiónico en columna MonoS 5/50 GL. A-B) La absorbancia a 280 nm y el gradiente de NaCl (0-

0.22 M) durante la elución queda indicado con línea continua (verde y roja sin símbolos) y punteada, respectivamente. 

La actividad inhibidora de tripsina (A) y quimotripsina (B) se evaluó en cada fracción de las líneas silvestre (▲) y 

mutante (▲), utilizando los sustratos específicos BAPNA y BTPNA, respectivamente. C) Análisis de actividad 

inhibidora in gel de las líneas silvestre (i, iii) y mutante C77Y (ii, iv). Los geles casein Blue se trataron con las enzimas 

digestivas tripsina (i, ii) y quimotripsina (iii, iv); las áreas oscuras indican inhibición de la enzima. La dirección de la 

electroforesis de los geles se indica mediante una línea vertical. La posición de la isoforma ausente en las líneas mutantes 

se indica mediante una línea horizontal. Las variantes -2 y -5 representan los productos génicos primarios TI1 y TI2, 

respectivamente.  

 

La pérdida tanto de TIA como de CIA de la proteína TI1 en líneas mutantes C77Y refleja 

la importancia de, al menos, uno de los siete puentes disulfuro involucrados en la estabilidad de la 

proteína (C8-C13). La pérdida de más del 60% de la actividad inhibidora, asociada a la proteína TI1 

tal y como se observa tras la separación de las distintas isoformas en la cromatografía de intercambio 

catiónico, parece indicar que el segundo mayor inhibidor de semillas de guisante, TI2, contribuye 

en menor proporción a la actividad inhibidora global. El dominio de inhibición C-terminal de las 

proteínas TI1 y TI2 presenta los aminoácidos Tyr-Ser-Asn y Leu-Ser-Tyr, respectivamente. Ambas 

proteínas, expresadas de forma recombinante, demostraron ejercer distinta actividad inhibidora 

frente a la enzima quimotripsina, siendo TI1 más activo (183). En cuanto a la actividad inhibidora 

de tripsina, el dominio de inhibición N-terminal de las proteínas TI1 y TI2 presenta los aminoácidos 

Lys-Ser-Asn y Lys-Ser-Asp. Mediante el estudio de péptidos sintéticos, el aminoácido Asn en 
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posición P2’ presenta menor valor de Ki frente a la enzima tripsina (2.5 vs. 26 µM) (96), lo cual 

estaría en concordancia con una menor contribución de TI2 en la actividad inhibidora de la misma.  

 

4.2.3.2 Mutación S85F 

La mutación S85F, llevada a cabo en la proteína TI1 de semillas de guisante de la variedad 

Cameor mediante la metodología TILLING (apartado 3.18), provoca la sustitución del 

aminoácido serina por fenilalanina en la posición 85, dentro del dominio de inhibición C-terminal, 

pudiendo por tanto afectar a la inhibición de quimotripsina. Los extractos proteicos procedentes de 

las líneas mutantes S85F se fraccionaron mediante cromatografía de intercambio catiónico 

(apartado 3.19.2) y se monitorizaron mediante medidas de TIA (apartado 3.24.1.1) y CIA 

(apartado 3.24.2.2). Al igual que las líneas silvestres (Figura 52 A-B ▲) (apartado 4.2.2), las 

líneas mutantes S85F eluyeron en cuatro picos cromatográficos (picos 1, 2, 3 y 4), con capacidad 

de inhibir la enzima tripsina, correspondientes a las formas procesada y madura de las proteínas TI2 

y TI1 (Figura 52 A-B ▲). Sin embargo, la mutación S85F no presentaba actividad inhibidora de 

quimotripsina asociada a la proteína TI1, tanto en su forma procesada (pico 3) como madura (pico 

4). 

 

Los extractos proteicos procedentes de las líneas mutantes S85F se analizaron mediante 

geles de actividad (zimogramas) (apartado 3.25). Al igual que las líneas silvestres, en geles tratados 

con la enzima tripsina se muestra la existencia de tres bandas electroforéticas, correspondientes a la 

forma madura de TI1 (-2) y a las formas procesada (-3) y madura (-5) de TI2 (Figura 52 C). Tal y 

como se ha explicado anteriormente, la forma procesada de TI1 tiene carga neta cero bajo las 

condiciones desarrolladas durante la electroforesis (pH 7.0) y, por tanto, no se detecta en geles de 

actividad. En geles tratados con la enzima quimotripsina, se confirma la pérdida de la forma madura 

de TI1 (-2). Estos datos están en concordancia con los datos obtenidos mediante medidas de TIA y 

CIA a partir de extractos procedentes de las líneas mutantes S85F (Figura 50), en los cuales había 

una disminución de la actividad inhibidora de quimotripsina, como consecuencia de la pérdida del 

residuo serina del sitio activo del dominio de inhibición C-terminal de TI1 (apartado 4.2.2). Sin 

embargo, la actividad inhibidora de tripsina no se vio afectada negativamente por esta mutación en 

las distintas isoformas, aunque la TIA global está ligeramente elevada. Este efecto en TIA en las 

líneas mutantes podría ser un reflejo de cambios estructurales de la proteína como consecuencia del 

aminoácido Phe85, el cual podría tener un impacto en la unión a la enzima tripsina.  
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Figura 52. Perfil de actividad inhibidora de las líneas silvestre y mutante S85F tras cromatografía de 

intercambio catiónico en columna MonoS 5/50 GL. A-B) La absorbancia a 280 nm y el gradiente de NaCl (0-

0.22 M) durante la elución queda indicado con línea continua (verde y roja sin símbolos) y punteada, respectivamente. 

La actividad inhibidora de tripsina (A) y quimotripsina (B) se evaluó en cada fracción de las líneas silvestre (▲) y 

mutante (▲), utilizando los sustratos específicos BAPNA y BTPNA, respectivamente. C) Análisis de actividad 

inhibidora in gel de las líneas silvestre (i, iii) y mutante S85F (ii, iv). Los geles de casein Blue se trataron con las enzimas 

digestivas tripsina (i, ii) y quimotripsina (iii, iv); las áreas oscuras indican inhibición de la enzima. La dirección de la 

electroforesis de los geles se indica mediante una línea vertical. La posición de la isoforma ausente en las líneas mutantes 

(frente a la enzima quimotripsina) se indica mediante una línea horizontal. Las variantes -2 y -5 representan los 

productos génicos primarios TI1 y TI2, respectivamente.  

 

4.2.3.3 Mutación E109K 

La mutación E109K, llevada a cabo en la proteína TI1 de semillas de guisante de la variedad 

Cameor mediante la metodología TILLING (apartado 3.18), provoca la sustitución del 

aminoácido glutámico por lisina en la posición 109, dentro del extremo C-terminal, el cual 

mediante proteolisis es eliminado in vivo durante el periodo de desecación de la semilla. Aunque no 

debería afectar de manera directa en la capacidad de TI1 de inhibir las proteasas diana, tripsina y 

quimotripsina, sí podría influir en el estado de oligomerización de la proteína. Por otro lado, la 

mutación E109K da lugar a un cambio en la carga total de la forma madura de TI1 (de 6 a 7.5) a pH 

4.4, por lo que el perfil de elución podría variar en el caso de las líneas mutantes, 

independientemente de cualquier cambio asociado a su actividad inhibidora. Los extractos proteicos 
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procedentes de las líneas mutantes E109K se fraccionaron mediante cromatografía de intercambio 

catiónico (apartado 3.19.2) y se monitorizaron mediante medidas de TIA (apartado 3.24.1.1) y 

CIA (apartado 3.24.2.2). Tal y como se muestra en la Figura 53 (A-B ▲), las líneas mutantes 

E109K eluyeron en tres picos cromatográficos (picos 1, 2 y 3), con capacidad de inhibir las enzimas 

tripsina y quimotripsina, correspondientes a las formas procesada y madura de TI2 y a la forma 

procesada de TI1, respectivamente (apartado 4.2.2). La carga deducida de la forma madura de 

TI1 (carga más positiva) está en concordancia con la aparente pérdida de actividad inhibidora 

asociada al pico 4 observada en líneas silvestres (Figura 53 A-B ▲) ya que, dado que no se 

identificó ningún otro pico cromatográfico con actividad inhibidora, ambas isoformas de TI1 

(procesada y madura) parecen co-eluir en el pico 3 de las líneas mutantes E109K. 

 

 

Figura 53. Perfil de actividad inhibidora de las líneas silvestre y mutante E109K tras cromatografía de 

intercambio catiónico en columna MonoS 5/50 GL. A-B) La absorbancia a 280 nm y el gradiente de NaCl (0-

0.22 M) durante la elución queda indicado con línea continua (verde y roja sin símbolos) y punteada, respectivamente. 

La actividad inhibidora de tripsina (A) y quimotripsina (B) se evaluó en cada fracción de las líneas silvestre (▲) y 

mutante (▲), utilizando los sustratos específicos BAPNA y BTPNA, respectivamente. C) Análisis de actividad 

inhibidora in gel de las líneas silvestre (i, iii) y mutante E109K (ii, iv). Los geles de casein Blue se trataron con las 

enzimas digestivas tripsina (i, ii) y quimotripsina (iii, iv); las áreas oscuras indican inhibición de la enzima. La dirección 

de la electroforesis de los geles se indica mediante una línea vertical. La posición de la isoforma ausente en las líneas 

mutantes se indica mediante una línea horizontal. Las variantes -2 y -5 representan los productos génicos primarios TI1 

y TI2, respectivamente.  
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Los extractos proteicos procedentes de las líneas mutantes E109K se analizaron mediante 

geles de actividad (zimogramas) (apartado 3.25). Tal y como se muestra en la Figura 53 (C), en 

geles tratados con las enzimas tripsina y quimotripsina, se muestra la existencia de dos bandas 

electroforéticas, correspondientes a las formas procesada (-3) y madura (-5) de TI2. Debido al 

cambio en la carga de la forma madura de TI1, provocado por la mutación E109K, la carga neta de 

ambas isoformas de TI1 (procesada y madura) es igual a cero bajo las condiciones desarrolladas 

durante la electroforesis (pH 7.0) y, por tanto, no son detectadas en geles de actividad. Estos datos 

están en concordancia con los datos obtenidos mediante medidas de TIA y CIA a partir de extractos 

procedentes de las líneas mutantes E109K (Figura 50), en los cuales no se reflejaba ninguna 

variación en la actividad inhibidora de tripsina y quimotripsina cuando se comparaba con las líneas 

silvestres (apartado 4.2.1). Tal y como está descrito anteriormente, no se observa interacción 

alguna entre el extremo C-terminal del inhibidor de judía azuki con la enzima tripsina (64). La 

ligera disminución de TIA y CIA obtenida en el mutante E109K sería consistente con la nula 

participación del extremo C-terminal en interacciones con las enzimas tripsina y quimotripsina. Sin 

embargo, la variación en la carga podría tener un impacto en las interacciones entre monómeros. 

 

4.2.3.3.1 Perfil de oligomerización de las líneas silvestre y 

mutante E109K de guisante 

La mutación E109K tiene lugar en una región de la proteína TI1 (extremo C-terminal) que, 

aunque parece no estar involucrada en la interacción entre el inhibidor y la enzima diana, podría ser 

importante en cuanto a la formación de dímeros. Por tanto, el posible efecto en el perfil de 

oligomerización de las isoformas, procesada y madura, de TI1 y TI2 se analizó en las líneas silvestre 

y mutante E109K mediante cromatografía de exclusión molecular (SEC), tal y como está descrito 

en el apartado 3.20. Mediante una recta de calibrado en el rango de peso molecular entre 6.5-

65.5 kDa, se estimaron las masas moleculares de los picos obtenidos tras SEC. Tal y como se 

muestra en la Figura 54, los extractos de albúminas de las líneas silvestre y mutante (E109K) 

mostraron tres picos cromatográficos, denominados picos A, B y C (en orden de elución de la 

cromatografía de exclusión molecular), con capacidad de inhibir la enzima tripsina. Las áreas 

relativas de los picos cromatográficos que presentaban TIA mostraron ser diferentes entre las líneas 

silvestre y mutante; en concreto, la actividad del pico A era significativamente superior en líneas 

silvestres que en líneas mutantes E109K. Es decir, las líneas silvestres mostraban mayor cantidad de 
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isoformas TI en forma de oligómeros, deducidos dímeros (55,63), en comparación con las líneas 

mutantes. 

 

 

Figura 54. Perfil de oligomerización de las isoformas TI en las líneas silvestre y mutante E109K 

mediante cromatografía de exclusión molecular en columna HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 HR. La 

absorbancia a 280 nm durante la elución queda indicada con línea continua (verde y roja sin símbolos). La actividad 

inhibidora de tripsina se evaluó en cada fracción de las líneas silvestre (▲) y mutante (▲), utilizando BAPNA como 

sustrato específico. 

 

Cada uno de los picos (A, B y C) que presentaban actividad inhibidora de tripsina, 

fraccionados en la cromatografía de exclusión molecular, se analizaron mediante cromatografía de 

intercambio catiónico, tal y como se describe en el apartado 3.20. Las líneas silvestres presentaban 

las isoformas maduras de TI2 y TI1 en el pico A, mientras que los picos B y C contenían formas 

procesadas en el extremo C-terminal de las proteínas TI2 y TI1, respectivamente (picos 2 y 4, 1 y 

3, respectivamente) (Figura 55). Por el contrario, las líneas mutantes E109K presentaban en el 

pico A exclusivamente isoformas maduras de TI2 (pico 2), mientras que, al igual que las líneas 

silvestres, los picos B y C de la cromatografía de exclusión molecular contenían las formas 

procesadas de TI2 y TI1 (picos 1 y 3), respectivamente. Tal y como se ha indicado en el apartado 

anterior, la forma madura de TI1 en líneas mutantes E109K mostraba alterado su comportamiento 

bajo cromatografía de intercambio catiónico debido a que la mutación producida le da una carga 

neta más positiva, por lo que se puede concluir que probablemente ambas isoformas de TI1 están 

presentes en el pico C de la cromatografía de exclusión molecular en las líneas mutantes E109K. 
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Figura 55. Perfil de actividad inhibidora de las formas oligoméricas (A-B-C) obtenidas tras 

cromatografía de exclusión molecular de las líneas silvestre y mutante E109K, mediante cromatografía 

de intercambio catiónico en columna MonoS 5/50 GL. La absorbancia a 280 nm y el gradiente de NaCl (0-

0.22 M) durante la elución queda indicado con línea continua (verde y roja sin símbolos) y punteada, respectivamente. 

La actividad inhibidora de tripsina se evaluó en cada fracción de las líneas silvestre (▲) y mutante (▲), utilizando 

BAPNA como sustrato específico.  

 

El pico A de las líneas silvestres, deducidos dímeros, fue significativamente mayor que el 

pico A de las líneas mutantes E109K. Estos datos demuestran que, aun no teniendo un efecto directo 

en la actividad inhibidora de las enzimas tripsina y quimotripsina, el extremo C-terminal influye en 

la formación de dímeros de la proteína TI1 de guisante y la diferencia de carga de la mutación E109K 

interfiere en el proceso. En estudios anteriores se ha demostrado la interacción electroestática entre 

el grupo amino de la Lys58 de un monómero y un aminoácido con carga negativa del segundo 

monómero en la formación de dímeros (110,120). Aunque existen hasta tres glutamatos en el 

extremo C-terminal de la proteína TI1 (Figura 30), el aminoácido Glu109 parece ser estrictamente 

necesario en el proceso de dimerización de TI1. Dado que los extremos C-terminal de TI1 y TI2 

son idénticos, cabría esperar la presencia de heterodímeros y homodímeros en las líneas silvestres. 

Tras la cromatografía de exclusión molecular, los picos B y C contenían formas TI2 y TI1 

procesadas, respectivamente, deducidas monómeros.  
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Se ha sugerido que las formas monoméricas y diméricas de la proteína TI1 de guisante 

difieren en forma, siendo los dímeros más compactos (55). En este trabajo, las formas procesadas 

monoméricas de TI1 y TI2 eluyen con aparentemente distinta masa molecular en el rango de 12-15 

y 22-30 kDa, respectivamente; diferencias en la secuencia de aminoácidos y la falta de formas 

compactas de los monómeros, principalmente debido a una mayor hidrofobicidad, podría explicar 

este comportamiento anómalo. La dimerización de TI1 da lugar a una estructura con cuatro 

dominios de inhibición localizados en la parte más externa de la estructura dimérica. Estudios en 

los que se determina la estructura de la isoforma PsTI-IVb de guisante (55) y estudios llevados a 

cabo con HGI-III de Dolichos biflorus (121) sugieren que las formas diméricas son más estables que 

las monoméricas. Aunque no se han encontrado diferencias significativas en cuanto a la capacidad 

de inhibir las enzimas tripsina y quimotripsina, la funcionalidad y estabilidad de las formas de TI1 

monoméricas y diméricas en las líneas mutantes puede diferir con otras enzimas distintas a las 

utilizadas en este trabajo, como por ejemplo las enzimas matriptasa (239) y el proteosoma (23), 

implicadas en el desarrollo de procesos cancerígenos. 
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4.3 PÉPTIDOS CÍCLICOS SINTÉTICOS QUE IMITAN A LOS 

DOMINIOS DE INHIBICIÓN DE LAS PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK 

 

4.3.1 Síntesis de péptidos cíclicos y lineales que imitan a los dominios de 

inhibición de proteínas BBI 

Dada la capacidad que presentan las proteínas Bowman-Birk, TI1 e IBB1, de guisante y soja, 

respectivamente, de inhibir la proliferación celular de células humanas HT29 procedentes de 

adenocarcinoma colorrectal humano mediante la inhibición de proteasas (77,90), se llevó a cabo la 

síntesis de péptidos sintéticos (Tabla 14), tal y como se describe en el apartado 3.22. Se 

obtuvieron péptidos cíclicos que imitan a los dominios de inhibición de ambas proteínas, 

denominados TI1 (Tryp), TI1 (Chym), IBB1 (Tryp) e IBB1 (Chym); péptidos cíclicos derivados 

deducidos inactivos [TI1 (Tryp-modP1), TI1 (Chym-modP1), IBB1 (Tryp-modP1) e IBB1 (Chym-

modP1)]; péptidos cíclicos con sustitución del aminoácido situado en la posición P4’ del dominio de 

inhibición C-terminal de la proteína IBB1 [IBB1 (Chym-modP4’)]; y péptidos lineales de la proteína 

TI1 [TI1 (Tryp-lineal) y TI1 (Chym-lineal)], con objeto de investigar sus propiedades funcionales y 

potenciales como agentes anti-proliferativos en modelos celulares de colon. Los datos obtenidos en 

espectrofotometría de masas y del patrón de iones de los distintos péptidos confirmaron la correcta 

secuencia de aminoácidos y la ciclación de los mismos. Tanto la ausencia de péptidos lineales tras el 

proceso de ciclación como la ausencia de dímeros formados por péptidos lineales se confirmó a 

través del análisis de masas (no mostrado).  

 

4.3.2 Caracterización funcional de péptidos sintéticos cíclicos y lineales que 

imitan a los dominios de inhibición de proteínas BBI 

La evaluación de la actividad inhibidora de las enzimas tripsina (apartado 3.24.1.2) y 

quimotripsina (apartado 4.24.2.1) se llevó a cabo tal y como está descrito anteriormente. La 

actividad específica de los péptidos sintéticos, expresada como unidades de inhibición de tripsina 

(TIU) o quimotripsina (CIU) por mg de proteína, se encuentra reflejada en las Tablas 20 y 21. Los 

valores de Ki se calcularon a partir de los valores de IC50 obtenidos mediante ensayos competitivos 

(apartado 3.24.3), utilizando la fórmula de Copeland y col. (1995) (225).  
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Tabla 20. Constante de inhibición (Ki) y actividad inhibidora específica frente a tripsina (T) y 

quimotripsina (C) de péptidos sintéticos cíclicos y lineales derivados de los dominios de inhibición 

de tripsina y quimotripsina de la proteína parental TI1 de guisante.  

Péptidos sintéticosa 

Ki (nM)b 
Actividad inhibidora específica 

(IU·mg-1 proteína)b 

T C T C 

TI1 (Tryp) 465 ± 51 ND 1382 ± 65 ND 

TI1 (Tryp-modP1) ND ND ND ND 

TI1 (Tryp-lineal) ND ND ND ND 

TI1 (Chym) ND 122 ± 16 ND 2209 ± 216 

TI1 (Chym-modP1) ND ND ND ND 

TI1 (Chym-lineal) ND ND ND ND 

rTI1c 21 ± 2 8 ± 1 2476 ± 238 2956 ± 196 

aLos péptidos cíclicos TI1 (Tryp) y (Chym) imitan los dominios de inhibición de tripsina y quimotripsina de la proteína 

parental TI1 de guisante. Los péptidos modificados en la posición P1 se obtuvieron mediante sustitución de Lys (K), 

TI1 (Tryp-modP1), o Tyr, TI1 (Chym-modP1), por Gly (G). Los péptidos lineales, TI1 (Tryp-lineal) y TI1 (Chym-

lineal) se obtuvieron mediante sustitución, en las posiciones P3 y P6’, de Cys (C) por Ala (A).  bLas actividades específicas 

y valores de Ki representan los valores medios ± SD de, al menos, cinco determinaciones independientes. cLos datos 

de inhibición de la proteína parental rTI1 provienen de la caracterización funcional llevaba a cabo en esta tesis doctoral 

(apartado 4.1.7). ND: no detectado. 

 

Tal y como se refleja en la Tabla 20, los péptidos cíclicos sintéticos que imitan a los 

dominios de inhibición N- y C-terminal de la proteína TI1 de guisante, TI1 (Tryp) y TI1 (Chym), 

que presentaban los aminoácidos lisina y tirosina en la posición P1 (Tabla 14), resultaron ser 

específicos frente a las enzimas tripsina y quimotripsina, mostrando valores de 1382 ± 65 TIU·mg-

1 de proteína y 2209 ± 216 CIU·mg-1 de proteína, respectivamente. Tras comparar los valores de 

Ki de la proteína rTI1, expresada de manera recombinante en P. pastoris (apartado 4.1.7), frente a 

los péptidos cíclicos derivados, éstos presentaron valores superiores de Ki; en concreto, mostraron 

una potencia 20 veces menor para inhibir la enzima tripsina, TI1 (Tryp) Ki = 465 nM vs. 21 nM, y 

15 veces menor frente a quimotripsina, TI1 (Chym) Ki = 122 nM vs. 8 nM. Los péptidos cíclicos 

en los cuales se modificó el aminoácido de la posición P1, TI1 (Tryp-modP1) y TI1 (Chym-modP1), 

sustituyendo los aminoácidos lisina y tirosina, respectivamente, por el aminoácido glicina (Tabla 

14), no presentaron inhibición frente a las enzimas tripsina y quimotripsina. De manera similar, no 
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presentaron capacidad de inhibir estas serín proteasas los péptidos lineales que imitaban los 

dominios de inhibición de la proteína TI1 en los que las cisteínas de las posiciones P3 y P6’, necesarias 

para la ciclación, se sustituyeron por el aminoácido alanina, TI1 (Tryp-lineal) y TI1 (Chym-lineal) 

(Tabla 14). 

 

Tabla 21. Constante de inhibición (Ki) y actividad inhibidora específica frente a tripsina (T) y 

quimotripsina (C) de péptidos sintéticos cíclicos derivados de los dominios de inhibición de tripsina 

y quimotripsina de la proteína parental IBB1 de soja.  

Péptidos sintéticosa 

Ki (nM)b 
Actividad inhibidora específica 

(IU·mg-1 proteína)b 

T C T C 

IBB1 (Tryp) 225 ± 20 ND 3763 ± 298 ND 

IBB1 (Tryp-modP1) ND ND ND ND 

IBB1 (Chym) ND 2971 ± 310 ND 48 ± 5 

IBB1 (Chym-modP1) ND ND ND ND 

IBB1 (Chym-modP4’) ND 755 ± 65 ND 292 ± 47 

IBB1c 30 ± 4 3 ± 1 2572 ± 122 5691 ± 365 

aLos péptidos cíclicos IBB1 (Tryp) y (Chym) imitan los dominios de inhibición de tripsina y quimotripsina de la proteína 

parental IBB1 de soja. Los péptidos modificados en la posición P1 se obtuvieron mediante sustitución de Lys (K), IBB1 

(Tryp-modP1), o Leu (L), IBB1 (Chym-modP1), por Gly (G). El péptido IBB1 (Chym-modP4’) modificado en la posición 

P4’ se obtuvo mediante la sustitución de Ala (A) por Pro (P). bLas actividades específicas y valores de Ki representan los 

valores medios ± SD de, al menos, cinco determinaciones independientes. cLos datos de inhibición de la proteína 

parental IBB1 provienen de Clemente y col. (2010) (77). ND: no detectado. 

 

En el caso de los péptidos sintéticos derivados de la proteína IBB1 de soja (Tabla 21), se 

observó un patrón similar al mostrado para los péptidos derivados de TI1. Los péptidos IBB1 (Tryp) 

e IBB1 (Chym), que imitan a los dominios de inhibición de la proteína parental IBB1 de soja, 

presentaban los aminoácidos lisina y leucina en la posición P1 (Tabla 14), confiriéndoles 

especificidad frente a las enzimas tripsina y quimotripsina. Estos péptidos presentaron valores de 

3763 ± 298 TIU·mg-1 de proteína y 48 ± 5 CIU·mg-1 de proteína, respectivamente. Tras comparar 

sus valores de Ki con respecto a los datos descritos previamente para la proteína parental IBB1 (77), 

se observó una reducción en la potencia de inhibición de tripsina de 7 veces, IBB1 (Tryp) Ki = 225 

nM vs. 30 nM, y una reducción aún más drástica, de tres órdenes de magnitud, para la enzima 
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quimotripsina, IBB1 (Chym) Ki = 2971 nM vs. 3 nM. De manera similar a los péptidos modificados 

derivados de TI1, la sustitución de los aminoácidos lisina y leucina en posición P1 por el aminoácido 

glicina, péptidos IBB1 (Tryp-modP1) e IBB1 (Chym-modP1), determinó la inactivación de los 

péptidos frente a las enzimas digestivas tripsina y quimotripsina. La sustitución por prolina del 

aminoácido alanina en la posición P4’ en el péptido derivado IBB1 (Chym-modP4’) consiguió 

recuperar, al menos de manera parcial, la capacidad de inhibir la enzima quimotripsina, presentando 

un valor de Ki de 755 nM. 

 

La capacidad de inhibir la enzima tripsina por parte de péptidos cíclicos sintéticos que 

presentan el aminoácido lisina o arginina en la posición P1, así como la capacidad de inhibir la enzima 

quimotripsina cuando presentan los aminoácidos leucina o tirosina, ha sido descrito previamente 

(97), tal y como es el caso de los péptidos TI1 (Tryp), TI1 (Chym), IBB1 (Tryp) e IBB1 (Chym). 

Sin embargo, se observa una disminución en la capacidad de inhibir estas enzimas en comparación 

con las proteínas parentales. Esto podría ser debido a una mayor tasa de hidrólisis de los péptidos 

sintéticos por parte de las enzimas a las que inhiben o a posibles requerimientos estructurales 

adicionales. Secuencias peptídicas más largas que incluyen un segundo puente disulfuro muestran 

mejoras con respecto a la Ki y/o estabilidad frente a proteólisis (91). La recuperación parcial de la 

actividad inhibidora frente a la enzima quimotripsina por parte del péptido IBB1 (Chym-modP4’) 

podría ser debido a la estructura del aminoácido prolina, el cual influye de manera significativa en 

la estructura proteica. Al igual que en las proteínas parentales, modificaciones en la posición P1 son 

responsables de cambios en la especificidad por la enzima diana, pudiendo resultar en formas 

inactivas. En esta tesis doctoral se demuestra que un inhibidor derivado de TI1, obtenido mediante 

mutagénesis dirigida por PCR solapante, en el que se sustituye el aminoácido de la posición P1 por 

glicina (rTI1inactivo), resulta inactivo frente a las enzimas tripsina y quimotripsina (apartado 4.1.7). 

Del mismo modo, los péptidos TI1 (Tryp-modP1), TI1 (Chym-modP1), IBB1 (Tryp-modP1) e IBB1 

(Chym-modP1), los cuales presentan el aminoácido glicina en la posición P1, no presentan actividad 

frente a estas enzimas.  

 

Tal y como está descrito anteriormente, la ciclación de los péptidos sintéticos mediante un 

puente disulfuro entre dos moléculas de cisteína es necesaria a la hora de ejercer su actividad 

inhibidora. La incapacidad de inhibir las enzimas tripsina y quimotripsina por parte de los péptidos 

lineales TI1 (Tryp-lineal) y TI1 (Chym-lineal) está en concordancia con los resultados obtenidos en 

otros estudios en los que los péptidos lineales presentaban actividad prácticamente nula frente a 

estas enzimas (95). El puente disulfuro parece ser necesario para organizar la estructura del péptido, 
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aunque la proteína parental sea capaz de ejercer actividad inhibidora en ausencia del mismo (240). 

El péptido cíclico SFTI-1, que se encuentra de manera natural en semillas de girasol, es un potente 

inhibidor de enzimas como tripsina (106) y catepsina G (104). Su estructura incluye 9 aminoácidos 

unidos mediante un puente disulfuro, similar a la secuencia utilizada como molde a la hora de 

construir péptidos cíclicos sintéticos, unidos a 7 aminoácidos que parecen aportarle una mayor 

rigidez estructural, consiguiendo obtener valores de Ki de hasta 0.1 nM frente a la enzima tripsina 

(104). 

 

4.3.3 Propiedades anti-proliferativas de péptidos cíclicos sintéticos 

en células HT29 procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano 

Los efectos anti-proliferativos de las proteínas BBI parentales, rTI1 e IBB1 (77), y de los 

péptidos cíclicos derivados se evaluaron en células HT29 procedentes de adenocarcinoma 

colorrectal humano, tras un tratamiento de 96 h con concentraciones en el rango de 15-92 µM y 

103-615 µM, respectivamente. Utilizando como control células que se cultivaron en ausencia de 

proteínas parentales y/o péptidos derivados, los efectos anti-proliferativos se monitorizaron a través 

de la tinción vital con RN, tal y como está descrito en el apartado 3.29.1. Tanto la proteína 

parental rTI1 (Figura 56 A), expresada de manera recombinante en la levadura P. pastoris 

(apartado 4.1), como la proteína IBB1 de soja (Figura 57 A), purificada a partir de una mezcla 

de inhibidores de soja comercial (77), redujeron de manera significativa el crecimiento de las células 

HT29, siendo su efecto dosis-dependiente. Por el contrario, los péptidos cíclicos derivados de TI1 

(Figura 56 B) e IBB1 (Figura 57 B) que presentaban inhibición frente a las enzimas tripsina y 

quimotripsina [TI1 (Tryp), TI1 (Chym), IBB1 (Tryp) e IBB1 (Chym)], así como el péptido con el 

aminoácido modificado de la posición P4’, IBB1(Chym-modP4’), no mostraron actividad anti-

proliferativa alguna, incluso a las concentraciones más elevadas (615 µM). A su vez, los péptidos 

cíclicos inactivos en los que se había sustituido el aminoácido de la posición P1 por glicina [TI1 

(Tryp-modP1), TI1 (Chym-modP1), IBB1 (Tryp-modP1) e IBB1 (Chym-modP1)] tampoco 

presentaron capacidad de inhibir el crecimiento celular de células HT29.  

 

Mediante la utilización de agentes reductores y alquilantes, proteínas BBI de soja pierden 

su conformación nativa, disminuyendo así su capacidad de inhibir las enzimas tripsina y 

quimotripsina y, como consecuencia, desaparece la capacidad que presentan de inhibir la 

proliferación de células cancerígenas (77). De forma similar ocurre con el inhibidor inactivo 
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derivado de TI1 obtenido en esta tesis doctoral (apartado 4.1.9.1) salvo que, en este caso, el 

inhibidor mantiene su conformación nativa. Estos datos sugieren que la capacidad de las proteínas 

BBI de ejercer actividad anti-proliferativa de células cancerígenas de colon está relacionada con su 

capacidad intrínseca de inhibir serín proteasas. Por tanto, la disminución en los valores de Ki frente 

a las enzimas tripsina y quimotripsina por parte de los péptidos cíclicos sintéticos TI1 (Tryp), TI1 

(Chym), IBB1 (Tryp), IBB1 (Chym) e IBB1(Chym-modP4’), con respecto a las proteínas parentales, 

podrían explicar, al menos parcialmente, su incapacidad de inhibir la proliferación celular de células 

HT29.  

 

 

Figura 56. Efecto de la proteína rTI1 (A) y sus péptidos derivados (B), que imitan a los dominios de 

inhibición de tripsina y quimotripsina, sobre el crecimiento in vitro de células HT29 procedentes de 

adenocarcinoma colorrectal humano. El medio de crecimiento se suplementó con concentraciones de rTI1 (15-

92 µM) o péptidos sintéticos (100-615 µM), siendo las células tratadas durante un periodo de 96 h. Los datos son la 

media de dos experimentos independientes, cada uno con cuatro replicados técnicos. Los valores medios de los péptidos 

evaluados no demostraron diferencia significativa (P < 0.05; test de Bonferroni). 
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Figura 57. Efecto de la proteína IBB1 de soja (A) y sus péptidos derivados (B), que imitan a los 

dominios de inhibición de tripsina y quimotripsina, sobre el crecimiento in vitro de células HT29 

procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano. El medio de crecimiento se suplementó con 

concentraciones de IBB1 (15-92 µM) o péptidos sintéticos (100-615 µM), siendo las células tratadas durante un periodo 

de 96 h. Los datos son la media de dos experimentos independientes, cada uno con cuatro replicados técnicos. Los 

valores medios de los péptidos evaluados no demostraron diferencia significativa (P < 0.05; test de Bonferroni). 
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4.4 PROTEÍNAS BOWMAN-BIRK PRESENTES EN LECHES DE SOJA 

COMERCIALES 

 

4.4.1 Purificación de proteínas BBI mediante cromatografía de intercambio 

catiónico 

Anteriormente en nuestro laboratorio demostramos mediante cromatografía, 

electroforesis y análisis de huella peptídica que una mezcla comercial de proteínas Bowman-Birk de 

soja estaba compuesta tanto de IBB1 como de IBBD2 con una divergencia importante en la secuencia 

de aminoácidos dentro de los dominios activos (Tabla 13) (77). En esta tesis doctoral, con el fin 

de caracterizar individualmente cada uno de los inhibidores de soja, se partió de una mezcla 

comercial que contenía purificados los isoinhibidores BBI de soja, IBB1 e IBBD2, y el inhibidor de 

tripsina tipo Kunitz (KTI). Esta mezcla de inhibidores de proteasas se fraccionó en una columna de 

intercambio catiónico (apartado 3.19.3.1) y el perfil de elución se monitorizó mediante medidas 

de TIA (apartado 3.24.1.1) y CIA (apartado 3.24.2.1) (Figura 58).  

 

 

Figura 58. Perfil de elución de una mezcla de isoinhibidores Bowman-Birk, IBB1 e IBBD2, y el 

inhibidor de tripsina tipo Kunitz (KTI) de soja en una columna de intercambio catiónico MonoS 5/50 

GL. La absorbancia a 280 nm y el gradiente de NaCl (0-0.16 M) durante la elución queda indicado con línea continua 

y punteada, respectivamente. La actividad inhibidora de tripsina (▲) y quimotripsina (∆) se evaluó en cada fracción, 

utilizando los sustratos específicos BAPNA y BTEE, respectivamente.  
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Tal y como se muestra en la Figura 58, se identificaron tres picos cromatográficos 

mayoritarios con actividad inhibidora de proteasas, los cuales se denominaron picos I, II y III, según 

su orden de elución en la cromatografía de intercambio catiónico. El pico I, que contenía proteínas 

con capacidad de inhibir tripsina y quimotripsina, no se retuvo en columna a pH 4.4. Los picos II y 

III, mostrando exclusivamente actividad inhibidora frente a la enzima tripsina, eluyeron en un rango 

de 0.05-0.08 M NaCl y 0.11-0.14 M NaCl, respectivamente.  

 

4.4.2 Identificación de proteínas BBI y KTI de soja mediante análisis de 

huella peptídica 

Con el fin de confirmar la autenticidad de los picos cromatográficos obtenidos mediante 

cromatografía de intercambio catiónico (apartado 4.4.1), los picos I, II y III se analizaron mediante 

PAGE-SDS (Figura 59), tras someter las muestras a un proceso de reducción y alquilación 

(apartado 3.26). Los picos I y II presentaron una masa molecular estimada en el rango de 10-12 

kDa mientras que el pico III mostró una única banda electroforética de 21 kDa, en concordancia 

con las bandas electroforéticas que presentaba la mezcla inicial. 

 

 

Figura 59. PAGE-SDS bajo condiciones desnaturalizantes de la mezcla de IBB1, IBBD2 y KTI (calle 2) 

y los picos cromatográficos I (calle 3), II (calle 4) y III (calle 5) tras cromatografía de intercambio 

catiónico. Los marcadores de peso molecular están localizados en la calle 1.  
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Las bandas electroforéticas se sometieron a una digestión in gel frente a la enzima tripsina, 

seguido de la separación de los péptidos generados y posterior análisis de sus masas peptídicas con 

el fin de realizar análisis de huella peptídica (apartado 3.27). La búsqueda de masas peptídicas a 

través de una base de datos de secuencia de proteínas permitió la identificación de las proteínas IBB1 

(entrada Swiss-Prot: IBB1_SOYBN), IBBD2 (entrada Swiss-Prot: IBBD2_SOYBN) y Kunitz 

(entrada Swiss-Prot: 1BA7_A) (Tabla 22), correspondientes a los picos I, II y III (Figura 58), 

respectivamente, siendo los porcentajes de identificación de la secuencia de aminoácidos 52%, 86% 

y 72%, respectivamente. 

 

Tabla 22. Identificación de los inhibidores Bowman-Birk de soja mayoritarios, IBB1 e IBBD2, y el 

inhibidor de tripsina tipo Kunitz de soja. Los números de acceso de IBB1 (GI: 157830209), IBBD2 (GI; 350045) 

y KTI (GI: 3318877) pertenecen a la base de datos MASCOT (http://www.matrixscience.com).  

Pico Proteína 

Número de 

acceso 

(NCBI) 

Entrada 

Swiss-Prot 

Porcentaje de 

identificación 

Péptidos 

identificados 
Puntuacióna 

I 

Inhibidor de 

proteasas 

Bowman-

Birk 

GI: 157830209 1BBI_A 52 3 123 

II 

Inhibidor de 

proteasas 

Bowman-

Birk tipo D-II 

GI: 350045 IBBDII 86 5 228 

III 

Inhibidor A 

de tripsina 

(tipo Kunitz) 

GI: 3318877 1BA7_A 72 16 775 

aPuntuaciones superiores a 57 fueron significativas para su identificación (P ˂ 0.05). 

 

Tal y como se muestra en la Tabla 23, la secuencia de aminoácidos de las proteínas 

Bowman-Birk, IBB1 e IBBD2 (picos I y II, respectivamente), mostró la presencia de catorce cisteínas 

en posiciones conservadas, tal y como está descrito anteriormente (77). IBB1 presentó los 

aminoácidos lisina (Lys16) y leucina (Leu42) en la posición P1 del primer y segundo dominio de 

inhibición, los cuales dan especificidad frente a las enzimas del tipo tripsina y quimotripsina, 

respectivamente. Los dominios de inhibición de IBBD2 presentaron una menor variación en la 

secuencia de aminoácidos, siendo prácticamente idéntica a excepción de las posiciones P2 y P4’, 

encontrándose el aminoácido arginina en la posición P1 de ambos dominios de inhibición (Arg24; 

Arg51), confiriendo por tanto especificidad frente a proteasas del tipo tripsina. Estos datos 

http://www.matrixscience.com/
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concuerdan con los datos obtenidos por Clemente y col. (2010) (77), tras la separación de isoformas 

BBI de una mezcla comercial de inhibidores de soja mediante RP-HPLC. 

 

Tabla 23. Determinación de la secuencia de aminoácidos deducida por huella peptídica de las 

isoformas Bowman-Birk de soja, IBB1 e IBBD2. Las secuencias de aminoácidos de los dominios de inhibición 

están subrayadas. P1-P1’ (en negrita) son las posiciones que corresponden al sitio reactivo de los inhibidores. K (Lys) y 

R (Arg) en la posición P1 determina especificidad frente a la enzima tripsina, mientras que L (Leu) determina 

especificidad frente a quimotripsina. Las secuencias de péptidos identificadas se encuentran en cursiva.  

 1------10------20------30------40------50------60------70------ 

IBB1_ 

SOYBN 
--------DDESSKPCCDQCACTKSNPPQCRCSDMRLNSCHSACKSCICALSYPAQCFCVDITDFCYEPCKPSEDDKEN 

IBBD2_ 

SOYBN 
SDQSSSYDDDEYSKPCCDLCMCTRSMPPQCSCEDIRLNSCHSDCKSCMCTRSQPGQCRCLDTNDFCYKPCKSRDD---- 

 1------10------20------30------40------50------60------70------ 

 

4.4.3 Caracterización funcional de proteínas BBI de soja 

Los picos I, II y III, identificados como IBB1, IBBD2 y KTI (apartado 4.4.2), se analizaron 

mediante medidas de TIA (apartado 3.24.1.2) y CIA (apartado 3.24.2.1). IBB1 resultó ser un 

potente inhibidor de tripsina y quimotripsina, mientras que IBBD2 solo fue capaz de inhibir la 

enzima tripsina (Tabla 24). IBB1 mostró una actividad específica frente a las enzimas tripsina y 

quimotripsina de 3828 ± 209 TIU·mg-1 de proteína y 2917 ± 292 CIU·mg-1 de proteína, 

respectivamente, mientras que IBBD2 únicamente inhibió la enzima tripsina (4819 ± 101 TIU·mg-

1 de proteína), mostrando una actividad específica superior a IBB1 frente a esta serín proteasa. Estas 

diferencias significativas reflejan la variación en la secuencia de aminoácidos dentro de los dominios 

de inhibición, la cual es determinante en cuanto a especificidad y potencia (32). KTI mostró una 

menor actividad específica, comparada con las proteínas BBI, frente a la enzima tripsina (2147 ± 

105 TIU·mg-1 de proteína) y una actividad específica prácticamente nula frente a quimotripsina (78 

± 5 CIU·mg-1 de proteína). Tanto la proteína IBBD2 de soja como el mutante derivado de TI1 de 

guisante, rTI1Tryp-Tryp, obtenido mediante mutagénesis dirigida por PCR solapante en esta tesis 

doctoral (apartado 4.1.2.2), presentan dos dominios de inhibición de tripsina, siendo en ambos 

casos su actividad específica frente a la enzima tripsina superior con respecto a IBB1 (Tabla 24) y 

rTI1 (Tablas 17), los cuales presentan un dominio de inhibición frente a tripsina y otro frente a 

quimotripsina.  
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Tabla 24. Actividad inhibidora específica frente a las enzimas tripsina (TIA) y quimotripsina (CIA) de 

los inhibidores Bowman-Birk de soja mayoritarios, IBB1 e IBBD2, y el inhibidor de tripsina tipo 

Kunitz (KTI) de soja. Las actividades específicas representan la media ± desviación estándar de, al menos, tres 

determinaciones independientes. P1-P1’, el sitio activo de enlace, está marcado en negrita. K (Lys) o R (Arg) en la 

posición P1 determina especificidad por tripsina, mientras que L (Leu) determina especificidad frente quimotripsina.  

 
Secuencia de aminoácidos de los dominios 

de inhibición 

Actividad inhibidora específica 

(IU·mg-1 proteína) 

 Dominio 1 Dominio 2 T C 

IBB1 CTKSNPPQC CALSYPAQC 3828 ± 209 2917 ± 292 

IBBD2 CTRSMPPQC CTRSQPGQC 4819 ± 101 ND 

KTI SPYRIR - 2147 ± 105 78 ± 5 

ND: no detectado. 

 

4.4.4 Cuantificación de proteínas BBI en leches de soja comerciales 

Los inhibidores BBI, en su forma activa, han demostrado en modelos preclínicos ser capaces 

de ejercer sus propiedades anti-cancerígenas y anti-inflamatorias (84). Sin embargo, no existen hasta 

la fecha estudios sobre la evaluación cuantitativa de las distintas isoformas BBI en leches de soja 

comerciales. El objetivo de este estudio fue desarrollar una metodología adecuada que combinara 

la separación de los inhibidores de serín proteasas mediante cromatografía de intercambio catiónico 

junto con determinaciones enzimáticas de TIA y CIA, con el fin de cuantificar la cantidad de 

inhibidores BBI, IBB1 e IBBD2, en forma activa, presentes en leches de soja comerciales, que 

pudiera ejercer efectos beneficiosos en la salud de los consumidores. La separación cromatográfica 

de las distintas isoformas procedentes de una mezcla comercial de inhibidores de soja, nos permitió 

evaluar cuantitativamente la presencia de dichas isoformas en seis leches de soja comerciales, 

denominadas SM1-SM6, que se analizaron mediante cromatografía de intercambio catiónico, tal y 

como está descrito en el apartado 3.19.3.2. El perfil de elución obtenido (Figura 60), 

monitorizado mediante medidas de TIA y CIA, fue similar al revelado en la mezcla comercial de 

inhibidores de proteasas de soja tras cromatografía de intercambio catiónico (Figura 58). Los tres 

picos cromatográficos revelados, denominados picos ISM, IISM y IIISM según el orden de elución en la 

cromatografía de intercambio catiónico, se analizaron mediante PAGE-SDS (apartado 3.26), para 

su identificación mediante huella peptídica (apartado 3.27) (Figura 61). El perfil electroforético, 

así como las masas moleculares estimadas fueron similares a los obtenidos para la mezcla de 

inhibidores de soja, correspondiendo los picos ISM, IISM y IISM a los inhibidores IBB1, IBBD2 y KTI, 

respectivamente. 



 R
esu

lta
d

os y D
iscu

sión
 

 

P
ágina- 194 - 

 

F
ig

u
ra 60. P

e
rfil d

e
 e

lu
c

ió
n

 d
e

 in
h

ib
id

o
re

s d
e

 p
ro

te
asas p

ro
c

e
d

e
n

te
 d

e le
c

h
e

s d
e

 so
ja c

o
m

e
rc

iale
s (SM

1
-S

M
6) e

n
 u

n
a c

o
lu

m
n

a d
e

 in
terc

am
b

io
 c

atió
n

ic
o

 M
o

n
o

S 5/
50 

G
L

. L
a absorbancia a 280 nm

 y el gradiente de N
aC

l (0
-0.16 M

) durante la elución queda indicad
o con línea continua y p

untead
a, respectivam

ente. L
a actividad in

hibidora de tripsin
a (▲

) y 

quim
otripsin

a (∆
) se evaluó en cada fracción, utilizando los sustratos específicos B

A
P

N
A

 y B
T

E
E

, respectivam
ente.  



Resultados y Discusión 

 

P
ág

in
a-

 1
95

 -
 

 

Figura 61. PAGE-SDS bajo condiciones desnaturalizantes de SM4 (calle 2) y los picos cromatográficos 

ISM (calle 3), IISM (calle 4) y IIISM (calle 5) que contienen inhibidores de proteasas. Los marcadores de peso 

molecular están localizados en la calle 1.  

 

Las medidas de actividad inhibidora de tripsina, determinadas en el apartado 4.4.3, se 

utilizaron para estimar el contenido en inhibidores de proteasas (IBB1, IBBD2 y KTI) en las leches 

de soja comerciales (Tabla 25). Las concentraciones de IBB1 e IBBD2, entre las distintas leches de 

soja SM1-SM6, variaron dentro de los intervalos 0.44-5.20 y 0.27-4.60 mg por cada 100 mL de 

leche de soja, respectivamente. La cantidad total de BBI, considerada como la suma de los 

inhibidores IBB1 e IBBD2, equivale a valores en el rango 0.59-9.18 mg BBI por cada 100 mL de 

leche de soja. KTI se encuentra en un rango de concentraciones entre 1.82-5.50 mg por cada 100 

mL de leche de soja. Los valores obtenidos en esta tesis doctoral de acuerdo con la cantidad de BBI 

en forma activa presente en distintas leches de soja comerciales difieren de los valores obtenidos 

mediante determinación inmunológica (241), en los que se determinó una concentración de BBI en 

leches de soja entre 7.2-55.9 mg por cada 100 ml de leche de soja (215). Esto puede ser debido a 

que, si bien los inmunoensayos son capaces de reconocer de manera específica a los inhibidores BBI, 

son incapaces de distinguir entre formas activas e inactivas de la proteína. Sin duda, la falta de 

anticuerpos comerciales específicos para estas proteínas dificulta de manera considerable su 

cuantificación en productos de soja. 
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Tabla 25. Actividad inhibidora de tripsina (TIA) y quimotripsina (CIA), y determinación cuantitativa 

de los isoinhibidores Bowman-Birk de soja, IBB1 e IBBD2, y el inhibidor de tripsina tipo Kunitz (KTI) 

en seis leches de soja comerciales (SM1-SM6). Los valores representan la media ± desviación estándar de, al 

menos, tres determinaciones independientes. Los datos cuantitativos de los inhibidores de proteasas individuales se 

calcularon teniendo en cuenta sus actividades inhibidoras especificas frente a la enzima tripsina (ver Tabla 24).  

Leche de 

soja 

comercial 

TIA total CIA total IBB1 (mg) 
IBBD2 

(mg) 

BBI totala 

(mg) 
KTI (mg) 

SM1 6853 ± 1727 2857 ± 382 0.44 ± 0.08 0.27 ± 0.05 0.71 ± 0.14 1.82 ± 0.58 

SM2 50857 ± 4895 15356 ± 1308 4.63 ± 0.62 4.44 ± 0.71 9.07 ± 1.18 5.50 ± 0.39 

SM3 11858 ± 1630 4913 ± 305 1.11 ± 0.15 0.67 ± 0.15 1.77 ± 0.23 1.98 ± 0.20 

SM4 43295 ± 6012 14368 ± 2888 5.20 ± 0.82 3.54 ± 0.46 8.74 ± 1.25 2.96 ± 0.17 

SM5 8495 ± 1364 8495 ± 171 0.49 ± 0.03 0.11 ± 0.03 0.60 ± 0.05 2.84 ± 0.48 

SM6 12839 ± 1408 3198 ± 251 0.80 ± 0.11 0.33 ± 0.04 1.12 ± 0.11 3.74 ± 0.44 

aBBI total es la suma de IBB1 e IBBD2. 

 

El efecto protector que ejercen las proteínas BBI frente a procesos inflamatorios y 

desarrollo tumoral ha sido atribuido específicamente a su capacidad intrínseca de inhibir serín 

proteasas (9,16), ya que formas inactivas de las proteínas no son capaces de inhibir la proliferación 

celular de células cancerígenas de colon (77). En esta tesis doctoral, hemos demostrado que un 

inhibidor BBI inactivo cuya estructura no se ve modificada por agentes reductores y alquilantes 

(rTI1inactivo), expresado de forma recombinante en P. pastoris, no ejerce efecto anti-proliferativo 

alguno en células procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano (apartado 4.1.9.1). Por 

tanto, es esencial evaluar la cantidad de inhibidores BBI presentes en productos derivados de la soja, 

en forma activa, que pudieran ejercer efectos beneficiosos para la salud de los consumidores.  

 

Mediante la separación cromatográfica de las dos isoformas BBI mayoritarias de soja, IBB1 

e IBBD2, y el inhibidor de tripsina de soja tipo Kunitz en las leches de soja comerciales, hemos 

podido determinar la actividad inhibidora de tripsina específica de los distintos inhibidores de 

manera individual. Existen diferencias en las concentraciones de los mismos en las distintas muestras 

analizadas. Esto puede ser debido a las variedades de soja utilizadas, así como al procesamiento al 

que han sido sometidas. Dado que los efectos beneficiosos de las proteínas BBI de soja han 

demostrado ser dosis-dependientes, las diferencias que existen tanto a nivel cualitativo como 
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cuantitativo en las distintas leches de soja podrían tener efectos fisiológicos relevantes, lo cual 

debería analizarse en profundidad. El tratamiento térmico que se lleva a cabo en los productos 

derivados de la soja con el fin de disminuir la actividad inhibidora de tripsina influirá sobre la 

cantidad de inhibidores BBI que permanezcan activos al final de la cadena de procesado.  

 

4.4.5 Determinación de indicadores de la reacción de Maillard en seis leches 

de soja comerciales 

La producción de leche de soja a nivel industrial incluye dos tratamientos térmicos 

principales, uno durante la etapa de cocción de las semillas de soja y otro durante la esterilización 

de la leche de soja. Con el fin de determinar si la calidad nutricional de la leche de soja se ve afectada 

por el tratamiento térmico, se evaluó la extensión de la reacción de Maillard (RM) de seis leches de 

soja comerciales (SM1-SM6) mediante el análisis de furosina e hidroximetilfurfural (HMF) (Tabla 

26), indicadores de las etapas inicial e intermediarias de la RM, respectivamente, tal y como se 

describe en el apartado 3.21.  

 

Tabla 26. Presencia de los indicadores de la reacción de Maillard (RM), furosina e 

hidroximetilfurfural (HMF), en leches de soja comerciales (SM1-SM6). Los valores representan la media ± 

desviación estándar de, al menos, tres determinaciones independientes (P < 0.05; test de Levene). 

Leche de soja comercial Furosina (mg·L-1) HMF (mg·L-1) 

SM1 96.2 ± 1.2a NDa 

SM2 24.7 ± 1.3b NDa 

SM3 84.3 ± 2.0c NDa 

SM4 31.2 ± 3.3d 0.011 ± 0.002b 

SM5 87.5 ± 2.9c NDa 

SM6 76.4 ± 2.1e 0.024 ± 0.003c 

media 66.7 ± 30.8 0.006 ± 0.001 

ND: no detectado. 

 

El contenido en furosina de las leches de soja comerciales variaba dentro de los intervalos 

24.7-96.2 mg·L-1 de leche de soja, con un valor medio de 66.7 mg·L-1. Estos datos están en 

concordancia con los publicados previamente por Toro-Funes y col. (2015) (213), los cuales 

alcanzaban valores de 29.8 mg·L-1 de leche de soja tras tratamiento a 80 °C durante 20 min, 54 

mg·L-1 tras el proceso de esterilización UHT, y hasta 100 mg·L-1 tras un almacenamiento a 
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temperatura ambiente durante cuatro meses (213). Un contenido similar también ha sido 

encontrado en leche de vaca (2-150 mg·L-1) (220). Las proteínas de soja son ricas en aminoácidos 

esenciales como la lisina, la cual tiene un papel importante en la RM, incluso en ausencia de 

tratamiento térmico (205), por lo que el contenido en furosina podría ser utilizado como un 

indicador durante el proceso de elaboración de leche de soja, con el fin de analizar la calidad 

nutricional de la misma. Sin embargo, el análisis de HMF no fue de utilidad, ya que solo dos de las 

seis muestras de leche de soja analizadas presentaban HMF en cantidades cuantificables, presentando 

menos de 0.025 mg·L-1 de leche de soja y, en ambos casos, los valores fueron menores a los 

reportados previamente en leche de vaca  (0.2-1500 mg·L-1) (242). La posible ausencia de azúcares 

reductores en el producto final podría explicar la ausencia o casi nula cantidad de HMF analizada en 

las leches de soja comerciales. En estas, el azúcar se añade antes del proceso de esterilización 

mientras que, la leche de vaca, contiene lactosa de manera natural, siendo por tanto más favorable 

la presencia de HMF. 

 

Dadas las diferencias tanto en la actividad inhibidora de tripsina y quimotripsina (Tabla 

25), como en el contenido en furosina de las leches de soja comerciales (Tabla 26), se analizó la 

correlación linear entre ambos parámetros en leches de soja. Tal y como se muestra en la Figura 

62 (A), existe una correlación lineal significativa (P < 0.05) de 0.9779 y 0.9925 para el contenido 

en furosina con respecto a TIA y CIA, respectivamente. Puesto que las proteínas BBI podrían verse 

afectadas por procesos de glicosilación durante el tratamiento térmico de las leches de soja, un 

sistema modelo de BBI, detallado en el apartado 3.20, se sometió a tratamiento térmico (120 °C) 

en presencia o ausencia de glucosa durante 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Tal y como se muestra 

en la Figura 62 (B), el comportamiento de BBI fue similar al obtenido en leches de soja 

comerciales, ya que cuanto mayor era la concentración de furosina menor era la actividad inhibidora 

de las enzimas tripsina o quimotripsina, obteniendo una correlación de 0.9924 y 0.9859 para el 

contenido en furosina con respecto a TIA y CIA, respectivamente.  Sin embargo, no se observó 

ningún cambio en el contenido de furosina o TIA-CIA cuando BBI se sometía a tratamiento térmico 

en ausencia de glucosa.  
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Figura 62. Correlación linear entre el contenido de furosina y la actividad inhibidora de tripsina (▲) 

y quimotripsina (∆) en leches de soja comerciales (A) y sistemas modelo de BBI sometidos a 

tratamiento térmico a 120 °C durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos en presencia de glucosa (B). Los 

valores representan la media ± desviación estándar de, al menos, tres determinaciones independientes (correlación 

linear Pearson, P < 0.05). 

 

Aunque las proteínas BBI han demostrado ser resistentes frente a condiciones de elevada 

temperatura y un amplio rango de pH, la glicación de la lisina que se encuentra en la posición P1 del 

dominio de inhibición de tripsina de proteínas BBI de soja podría afectar a la capacidad inhibidora 

de la proteína; sin embargo, aún no está claro como esta glicación podría afectar a la actividad 

inhibidora de quimotripsina.  
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5.1 CONCLUSIONES 

 

 Con el sistema de expresión Pichia pastoris, hemos sido capaces de expresar proteínas ricas en 

puentes disulfuro tales como las proteínas Bowman-Birk. El inhibidor rTI1 ha demostrado 

ser capaz de inhibir las enzimas tripsina y quimotripsina y, mediante mutaciones en su 

secuencia, se han obtenido inhibidores con dominios de inhibición idénticos de tripsina 

(rTI1Tryp-Tryp) y quimotripsina (rTI1Chym-Chym), los cuales han demostrado ser potentes 

inhibidores de estas enzimas, respectivamente, así como un inhibidor inactivo sin actividad 

inhibidora de las mismas. 

 

 Tanto rTI1 como rTI1Tryp-Tryp y rTI1Chym-Chym, fueron capaces de internalizar en células HT29 

procedentes de adenocarcinoma colorrectal humano y ejercer un efecto anti-proliferativo de 

manera dosis-dependiente. Sin embargo, el mutante rTI1inactivo, aun siendo capaz de 

internalizar en células HT29, no afectó a la viabilidad de las mismas. De este modo, se 

relaciona de manera directa la capacidad de ejercer efectos anti-proliferativos con la 

capacidad intrínseca que presentan las proteínas Bowman-Birk de inhibir serín proteasas. Ni 

la proteína rTI1 ni su mutante derivado inactivo influyeron en la proliferación celular de 

células fibroblásticas de colon no cancerígenas CCD18-Co. 

 

 Mediante metodología TILLING, se realizaron mutaciones puntuales en la secuencia de la 

proteína TI1, con las cuales se puede determinar que (1) el puente disulfuro (C8-C12 ) es 

esencial para la actividad inhibidora de proteasas; (2) la serina presente de forma conservada 

en la posición P1’ en el dominio de inhibición C-terminal es esencial para inhibir la enzima 

quimotripsina; y (3) el cambio de carga en el extremo C-terminal no influye en la actividad 

inhibidora pero modifica el perfil de oligomerización de TI1.  

 

 Los péptidos sintéticos que imitan a los dominios de inhibición de las proteínas BBI, TI1 e 

IBB1, de guisante y soja, respectivamente, presentan menor actividad inhibidora de tripsina 

y quimotripsina con respecto a sus proteínas parentales y, a su vez, no son capaces de ejercer 

efectos proliferativos en células HT29. 

 

 La cantidad de inhibidores BBI de soja, IBB1 e IBBD2, presentes en forma activa en leches de 

soja comerciales parece ser relevante para ejercer sus propiedades beneficiosas para a salud. 

El contenido en furosina puede ser utilizado como indicador para monitorizar tanto el 
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tratamiento térmico como los efectos sobre la actividad inhibidora de proteasas en leches de 

soja, dada la relación directa entre daño térmico y actividad inhibidora de proteasas por parte 

de los inhibidores Bowman-Birk. 
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CONCLUSIONS 

 

 Pichia pastoris has been used as heterologous system to express disulphide-bonded proteins 

like Bowman-Birk inhibitors and derivative mutants. rTI1, a major pea protease isoinhibitor, 

has proved to be active against both trypsin and chymotrypsin. Novel engineered mutants 

with identical inhibitory domains, rTI1Tryp-Tryp and rTI1Chym-Chym, were potent inhibitors of 

trypsin and chymotrypsin, respectively. However, an inactive mutant was unable to inhibit 

both serine proteases. 

 

 rTI1 as well as rTI1Tryp-Tryp and rTI1Chym-Chym mutants were internalised by HT29 colon cancer 

cells, affecting cell proliferation in a dose-dependent manner. Despite being internalised, the 

inactive mutant did not affect HT29 cell growth. These findings suggest that inhibition of cell 

proliferation is associated with serine protease inhibition of Bowman-Birk proteins. In 

addition, neither rTI1 nor rTI1inactive affected non-malignant colonic fibroblast CCD-18Co 

cell growth. 

 

 Three TI1 mutants were generated using the TILLING methodology. We confirmed that (1) 

C8-C12 disulphide bridge is critical for the protease inhibitory activity; (2) the serine residue 

located in P1’ position at carboxi-terminal domain is essential to inhibit chymotrypsin activity; 

and (3) changes in carboxi-terminal charge have no significant effect in their inhibitory 

activities but have an effect on interactions between monomers that might affect its stability. 

 

 Synthetic peptides which mimic inhibitory domains of Bowman-Birk inhibitors from pea and 

soybean, TI1 and IBB1 respectively, showed lower inhibitory activity against trypsin and 

chymotrypsin than the native proteins. Moreover, these synthetic peptides are not able to 

affect HT29 cell proliferation. 

 

 Significant amounts of active Bowman-Birk inhibitors, IBB1 and IBBD2, are present in 

commercial soymilks. Therefore, these products are a relevant source of these beneficial 

peptides and soymilk consumption may, in this way, contribute to health maintenance. 

Furosine content can be used as an indicator to monitor both thermal treatment and effects 

on protease inhibitory activities in soymilk, due to a direct correlation between thermal 

damage and protease inhibitory activity of Bowman-Birk inhibitors. 
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