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RESUMEN 

 

La tiorredoxina (TRX) es una proteína de 12 kDa perteneciente al sistema 

REDOX, que entre otras funciones participa en la regulación de proteínas del 

mecanismo fotosintético del cloroplasto, como  NADP-malato deshidrogenasa 

(NADP-MDH). En el Laboratorio de Genética y Biología Molecular de Plantas de 

CIAD, se clonó el cDNA que codifica para una tiorredoxina tipo m (MiTRXm) de 

cloroplasto de mango. Por lo que el objetivo del presente estudio consistió en 

caracterizar bioquímicamente a dicha proteína, ya que el conocer sus 

características contribuirá a entender su repercusión e implicaciones en el 

mecanismo fisiológico del fruto. Debido a que es más factible obtener la 

proteína por medio de sobreexpresión en un sistema heterólogo, que purificarla 

del organelo, se utilizó la estrategia de obtenerla en su forma recombinante. Se 

diseñó un gen sintético en un vector de expresión procarionte con la secuencia 

codificante para MiTRXm, la cual se optimizó para su expresión en E. coli. El 

plásmido fue transformado en bacterias E. coli BL21 y la proteína de interés se 

obtuvo en cuerpos de inclusión. La proteína fue solubilizada con urea, 

replegada mediante diálisis para posteriormente purificada por cromatografía de 

afinidad a iones metálicos inmovilizados (IMAC). Se evaluó su actividad 

reductora de disulfuros y su termoestabilidad. La  proteína es funcional y 

estable al calor, dado que fue capaz de reducir a la insulina en un ensayo in 

vitro, incluso después de ser incubada hasta los 85°C.  Además, al incubar ésta 

proteína a 46.1°C durante 100 min mantuvo su actividad reductora. La 

estabilidad térmica de la MiTRXm se puede explicar por su estructura compacta 

y globular como se muestra en el modelo de estructura tridimensional. 

Palabras clave: Mangifera indica, tiorredoxina, sistema REDOX, 

termoestabilidad, modelación molecular, sobreexpresión 
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ABSTRACT 

 

Thioredoxin is a small 12 kDa protein that belongs to the REDOX system and 

participates in reduction of many proteins from the chloroplast photosyntethic 

mechanism, among other functions. A cDNA that codes for a thioredoxin type m 

from mango fruit was overexpressed in a heterologous system in order to obtain 

a recombinant protein, since it is difficult to obtain mg of this protein directly from 

its original source. The coding sequence for the chloroplast TRXm was 

optimized for its expression on an E. coli strain and it was obtained as a 

syntethic gen on a prokaryote expression vector. The plasmid was transformed 

into E. coli BL21 strain and the protein of interest was obtained as inclusion 

bodies and solubilized with urea. The protein was refolded by dialysis and 

purified by an Inmobilized Ion Affinity Chromatography (IMAC). The purified 

thioredoxin reduced insulin in an in vitro assay. Among some of the biochemical 

properties of TRXm from chloroplast of mango, the protein is thermally stable 

because it was able to reduce insulin at 85°C and when incubated at 46.1°C 

during 100 min it retained its activity. The TRXm thermal stability can be 

explained by its compact tridimensional structure, as revealed by the model 

obtained.  

 

 

Key-words: Mangifera indica, thioredoxin, REDOX system, termostability, 

molecular modelation, overexpression 
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I - INTRODUCCIÓN 

 

Las plantas son organismos fotosintéticos que llevan a cabo múltiples y 

diversas funciones fisiológicas durante su desarrollo. Para ello es necesario que 

las células vegetales y sus organelos realicen una gran cantidad de procesos y 

reacciones bioquímicas, las cuales se encuentran reguladas a distintos niveles. 

El sistema REDOX de la célula es esencial para el correcto funcionamiento de 

los cloroplastos, donde se encuentran reguladas (activación/represión) distintas 

proteínas y vías metabólicas relacionadas a fotosíntesis y asimilación de CO2 

(Cui-Jun y Guo, 2012; Chi, 2013). Las tiorredoxinas son proteínas pequeñas de 

aproximadamente 12 kDa esenciales en el mantenimiento del estado REDOX 

de la célula (Holmgren, 1985; Meyer et al., 2009). Estas contienen el dominio 

CXXC, donde las cisteínas son clave para su capacidad de reducir a otras 

proteínas (Holmgren, 1985). De esta manera la tiorredoxina participa en la 

regulación de la homeostasis celular, al actuar sobre los puentes disulfuro de 

las proteínas (Holmgren, 1985; Buchanan, 1991; Pillay et al., 2011). Sin 

embargo, esta proteína requiere de la tiorredoxina reductasa para ser reducida 

nuevamente (Schürmann y Buchanan, 2008; Tovar-Méndez et al., 2011).  

 

Las tiorredoxinas de distintos organismos como arqueas, bacterias, plantas y 

animales,  comparten una estructura terciaria y sitio activo  conservado, lo cual 

les permite agruparse en una gran superfamilia (Ahsan et al., 2009; Balsera et 

al., 2010). Estas proteínas oxidorreductoras llegan a desempeñar diversas 

funciones dependiendo de su localización celular (Oliviera et al., 2010; 

Buchanan et al., 2012). En las células vegetales se clasifican según el organelo 

al que pertenezcan (Viera y Rey, 2006), dentro del cloroplasto existen dos tipos 

principalmente, f y m (Lemaire et al., 2007; Vener et al., 2008) las cuales se 
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encargan del mantenimiento de un estado reducido al interior del organelo (Dai 

et al., 2000; Michelet et al., 2005). Por lo que conocer las características de la 

tiorredoxina cloroplástica permitirá determinar de una manera más precisa su 

función como uno de los componentes celulares que participan en los procesos  

redox de las planta. 
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II -  ANTECEDENTES 

 

a. Tiorredoxina 

 

En todos los organismos vivos existe una amplia gama de funciones biológicas 

y reacciones químicas (Arnér y Holmgren, 2000), con una regulación específica 

muy fina que permite el desempeño correcto de las células y del individuo 

(Tovar-Méndez et al., 2011). El  estado REDOX de la célula es esencial para su 

desarrollo, división, proliferación y diferenciación, si el estado REDOX se altera, 

repercute negativamente en todos los procesos biológicos de la célula 

(Holmgren, 1979; Wong et al., 2004). La TRX realiza una función muy 

importante dentro del sistema REDOX, el cual incluye a otras proteínas como 

ferredoxinas, glutarredoxinas y glutatión-S-transferasa (Pfalz et al., 2012; Chi et 

al., 2013) que también influyen en la homeostasis celular (Fenández et al., 

2012). 

 

i. Función 

 

La función principal de las TRX es ser sulforreductoras, es decir convertir los 

enlaces disulfuros en cisteínas reducidas (Meyer et al., 2009). Al reducir las 

proteínas blanco, el enlace tiol cambia de un estado reducido a un estado 

oxidado, por lo que la tiorredoxina pierde su capacidad como agente reductor 

(Mustacich y Powis, 2000). Es debido a lo anterior que se necesita de una 

enzima capaz de restituir el estado reducido de la proteína y llevar a cabo 

nuevamente su función reductora (Laloi et al., 2001). Esta acción la realiza la 

enzima Tiorredoxina Reductasa (TrxR), la cual presenta un sitio activo redox 
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disulfuro/ditiol capaz de romper los puentes disulfuro de la tiorredoxina (Arnér y 

Holmgren, 2000). 

 

ii. Clasificación (Superfamilia Tiorredoxina) 

 

Esta superfamilia agrupa a distintas proteínas oxidorreductoras, las cuales 

pueden llegar a presentar ciertas diferencias secuenciales y estructurales 

(Holmgren et al., 1975; Jacquot et al., 1997; Tang y Altman, 2011). Lo que 

caracteriza a dicha superfamilia es la secuencia de residuos conservada CXXC 

(donde X es cualquier aminoácido), la cual se conoce como ‘dominio’ 

tiorredoxina (Holmgren, 1985). Otra característica consiste en el plegamiento 

estructural que contiene al dominio conservado llamado “plegamiento tipo 

tiorredoxina” formado por láminas beta al centro rodeado por hélices alfa (Stehr 

et al., 2001). 

 

Se ha descrito que el tipo y características de las tiorredoxinas varía según el 

organelo celular donde se encuentren, así como el organismo al que 

pertenezcan (Holmgren, 1985; Dietz, 2008). Aunque en algunas de estas 

proteínas pueden existir variaciones tanto en secuencia aminoacídica como 

estructura secundaria; la función REDOX y la estructura terciaria se conservan 

(Buchanan, 1991; Eklund et al., 1991; Buchanan et al., 2012). Sin embargo, los 

sustratos sobre los cuales puede actuar cada proteína son diversos 

(Casagrande et al., 2002).  

 

En las células eucariotas existen distintos tipos de estas proteínas, por lo que 

las que se encuentran en organismos vegetales no se presentan en animales 

(Pfannschmidt, 2010; Buchanan, et al., 2012). Dicha variación se extiende a los 

organelos, donde cada compartimiento celular tiene tiorredoxinas específicas 

(Aguado-Llera et al., 2011). Es por ello que en los cloroplastos se encuentran 

tiorredoxinas particulares (Hüner et al., 2012), como las del tipo f y m (Viera y 

Rey, 2006; Lemaire et al., 2007).   
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iii. Estructura 

 

La capacidad de regulación de la TRX se debe a que su sitio activo conservado 

está formado por residuos de Trp, Cys, (Gly-Ala), Pro y Cys (Holmgren  et al., 

1985; Arvizu et al., 2012). En este dominio se localiza el enlace ditiol (Holmgren, 

1979), el cual es un grupo muy reactivo (Buchanan, 1991), por lo que la 

proteína es capaz de donar fácilmente electrones a una proteína oxidada 

(Aguado-Llera et al., 2011). 

Estudios de cristalografía de rayos-X han permitido dilucidar la estructura de 

tiorredoxinas en Escherichia coli (Katti et al., 1990) y espinaca (Spinacia 

oleracea) (Capitani et al., 2000), así como los llevados a cabo en tiorredoxinas 

del camarón blanco (Litopenaus vannamei) (Aispuro-Hernández et al., 2008; 

Campos-Acevedo et al., 2013). Estos estudios facilitaron el análisis de las 

propiedades biofísicas y termoestables de éstas proteínas, así como la 

descripción de su conformación estructural; la cual se encuentra estrechamente 

relacionada a la termoestabilidad de la proteína. Una estructura típica de 

tiorredoxina se compone de una secuencia aminoacídica que incluye los 

extremos carboxilo y amino terminal, junto con hélices α al exterior y láminas β 

al interior (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.- Estructura típica de una tiorredoxina. 

Se observan 4 hélices alfa (rojo) y 5 láminas beta (amarillo). El sitio activo 

con las cisteínas en forma reducida se muestra en azul. Tomado de: 

Campos-Acevedo  et al., 2013 (PDB: 4AJ6). 
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iv. Mecanismo de regeneración de TRX por TrxR 

 

El complejo enzimático encargado de devolver las tiorredoxinas de un estado 

oxidado a un estado reducido es la Tiorredoxina-reductasa (TrxR) (Mustacich y 

Powis, 2000; Pillay et al., 2011). Esta enzima realiza la catálisis de la reacción 

en su sitio activo conocido como dominio TRX (Dai et al., 1996), activándose 

por medio de  la unión con Ferredoxina (proteína esencial para el transporte de 

electrones) en tiorredoxinas cloroplásticas (Fig. 2) (Arvizu et al., 2012).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Las enzimas tipo TrxR se clasifican en dos grandes grupos según el peso 

molecular de las subunidades que las conforman: de alto peso molecular (HMW 

TrxRs) y bajo peso molecular (LMW TrxRs) (Akif et al., 2005). Dichas enzimas 

son capaces de reducir diversos sustratos (Mustacich y Powis, 2000) tales 

como: ácido lipoico (Arnér et al., 1996), lípidos hidroperóxidos (Holmgren y 

Björnstedt, 1995) y péptidos citotóxicos (Andersson et al., 1996). Sin embargo, 

no se han dilucidado todos los mecanismos fisiológicos en los que intervienen 

(Mustacih y Powis, 2000). Estas características le confieren a las TrxRs la 

versatilidad de presentarse en distintos tipos de organelos, células y 

organismos (Kuriyan et al., 1991). 

 

 

Fig. 2.- Mecanismo de acción de las tiorredoxinas. 
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v. Distribución en los Seres Vivos 

 

El descubrimiento de la presencia de las tiorredoxinas en las células ha 

permitido desarrollar un ‘mapa’ celular que indica su localización (Viera y Rey, 

2006). El conocer en qué organelo específico se encuentran ha proporcionado 

el conocimiento base para la comprensión de la función primordial de cada 

tiorredoxina, ya no solo por su tipo sino también por su localización celular 

(Arnér y Holmgren, 2000). 

 

Aunque en todos los seres vivos se encuentran tiorredoxinas, no están 

distribuidas de igual manera o uniformemente. Es por ello que la presencia de 

tiorredoxinas en un organismo puede llegar a variar tanto por el tipo de célula 

en la que se encuentren como por su localización al interior de la misma 

(Jacquot et al., 1997). Es debido a lo anterior que la función secundaria que 

pudiesen tener algunas tiorredoxinas, dependerá en gran medida de su 

localización celular (Eklund et al., 1991). De esta forma las tiorredoxinas 

vegetales se han clasificado con base en el  organelo celular donde se 

presenten (Fig. 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.- Localización de tiorredoxinas en la célula vegetal. 

 Modificado de: Viera y Rey 2006. 
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1. Microorganismos 

 

Las tiorredoxinas no solo desempeñan un control del estado REDOX en la 

célula (Dai et al., 2000; Michelet et al., 2005), sino que también son eficientes 

para realizar otras funciones secundarias de diversa índole (Buchanan et al., 

2002; Viera y Rey, 2006). Una función adicional de las tiorredoxinas es la 

asistencia en el plegamiento de las proteínas en estructuras macromoleculares 

(chaperonas). Dicha función se describió en un inicio en células de bacterias de 

E. coli (Kern et al., 2003). Sin embargo, esta función no se restringe solamente 

a los microorganismos, ya que en estudios recientes se ha descrito que un 

mecanismo similar sucede en células vegetales, como lo demostraron Hund et 

al. (2008) en plantas de arroz y Sanz-Barrio et al. (2011) en plantas de tabaco. 

 

2. Mamíferos 

 

Otra de las funciones descritas por Sakamoto et al. (2008), es la importación de 

proteínas citosólicas a un organelo, como sucede en las mitocondrias de células 

animales (Schürmann y Jacquot, 2000). También se ha estudiado que dicho 

mecanismo se presenta en las mitocondrias de las células vegetales (Balsera et 

al., 2010). Esto ha permitido que se desarrollen “mecanismos modelo” posibles 

para otros organelos como el núcleo y el cloroplasto (Stengel et al., 2010). 

 

En los avances del estudio de las tiorredoxinas, se han encontrado  diversas 

acciones en células humanas como: la activación de rutas metabólicas durante 

desarrollo fetal y en la respuesta inmunológica favorable de un individuo ante 

una infección (Gromer et al., 2004). El alcance e impacto de estas funciones 

aún no se han delimitado del todo, por  lo que las investigaciones actuales 

continúan trabajando en estos temas. 
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3. Vegetales 

 

Hace algunos años se ‘pensaba’ que las TRX sólo podían desempeñar una 

función REDOX; sin embargo, se ha propuesto que también participan en la 

señalización celular (Dai et al., 2000). Al fungir como moléculas de señalización, 

permiten que la célula y sus organelos sean capaces de realizar una respuesta 

apropiada ante los factores externos, ya sean éstos bióticos o abióticos (Balsera 

et al., 2010). Ambas características le confieren a la célula vegetal la capacidad 

de responder favorablemente ante un factor de estrés oxidativo (Hand y 

Hardewig, 1996), como la radiación UV, presencia de radicales libres, falta de 

agua y/o humedad, entre otros (Viera y Rey, 2006; Reott et al., 2009). 

 

La gran mayoría de las TRX cumplen una función reguladora del estado 

REDOX en las proteínas; algunas, destacan por su impacto fisiológico, por 

ejemplo las del cloroplasto (Buchanan et al., 2012). Este organelo es esencial 

para el desarrollo y subsistencia de la célula vegetal (Meyer et al., 2012), por lo 

que es necesario mantener el equilibrio del estado REDOX al interior del mismo 

(Buchanan et al., 2012). Las principales TRX’s de este organelo se clasifican en 

dos tipos: f y m. Su activación depende del tipo de estrés al que esté sometida 

la célula (Ungerstedt et al., 2004) así como los distintos mecanismos 

reguladores de la transcripción (Barajas-López et al., 2010). Las del tipo tipo f 

son las primeras en activarse a causa de un estrés oxidativo, mientras que las 

m se activan posteriormente, ya sea por estrés oxidativo u otros factores 

ambientales como calor o sequías. Ambas TRX se activan como un mecanismo 

de defensa de la planta (Reott et al., 2009; Barajas-López et al., 2010). Cuando 

las tiorredoxinas cloroplásticas llevan a cabo su función y quedan en un estado 

oxidado (Holmgren et al., 1986), son reducidas por el sistema 

Ferredoxina/Tiorredoxina o Fdx/Trx (Holmgren, 1976). Esta reducción mediada 

por las ferredoxinas (Holmgren, 1977) les permite a las tiorredoxinas ser 

restituidas a su estado activo. 
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b - Tiorredoxinas de Cloroplasto 

 

Durante la evolución de los seres vivos, los factores de estrés externos han 

ejercido una presión evolutiva sobre las células y sus procesos bioquímicos 

(Buchanan, 1980). Una de las adaptaciones de los vegetales, y en general de 

organismos fotosintéticos (presentan cloroplastos), es el desarrollo de sistemas 

de regulación bioquímica complejos y eficientes, como el sistema dependiente 

de luz “Ferredoxina/tiorredoxina (Fdx/Trx)” (Holmgren et al., 1977). Dicho 

sistema de regulación específico de cloroplastos, fue definido y estructurado 

mediante el análisis sistemático de la relación entre las Ferredoxinas y la 

activación de enzimas dependientes de luz. Lo anterior permitió el 

descubrimiento de la presencia del sistema Fdx/Trx en cloroplastos y su 

mecanismo de acción en la regulación de reacciones del sistema REDOX 

(Buchanan et al., 2002). 

 

i. Tiorredoxinas f y m 

 

Dentro del grupo de las TRX del cloroplasto se encuentran las tiorredoxinas m y 

f, las cuales en Arabidopsis (planta modelo) se subdividen en: tiorredoxina m1, 

m2, m3 y f1, f2 (Dangoor et al., 2009; Dietz, 2011). Éstas pueden llegar a 

presentarse en distintas concentraciones dependiendo de las condiciones 

externas e internas de la célula, así como el tejido donde se encuentren (Yong-

Chun et al., 2009; Gil-Bea et al., 2012). 

 

La tiorredoxina tipo m tiene un origen divergente de la f. La primera se ha 

descrito como una proteína semejante a la de bacterias, ya que tanto su 

estructura y secuencia de aminoácidos es más similar a la TRX de E. coli. Por 

otra parte la tipo f  se asemeja más a las presentes en células eucariotas. Otra 

diferencia es que la TRX tipo m está codificada en el genoma del núcleo, 

mientras la f en el cloroplasto (Buchanan et al., 2012). El principal campo de 
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acción de ambas tiorredoxinas es la regulación de las enzimas del ciclo de 

Calvin-Benson. Es por esto que tanto la TRX m como f junto al complejo FTR, 

forman un mecanismo esencial para el correcto desempeño metabólico del 

cloroplasto (Buchanan et al., 2012). 

 

ii. Sistema Ferredoxina/Tiorredoxina Reductasa (FTR) 

 

El sistema Fdx/Trx se autorregula por medio de dos etapas esenciales. En un 

inicio los electrones provenientes de la fotosíntesis, reducen a las ferredoxinas 

(Fdx fotorreducida). Posteriormente las Fdx reducidas son capaces de 

interactuar en el complejo enzimático  FTR. Una vez activado, el complejo FTR 

tiene la capacidad de reducir las tiorredoxinas oxidadas (Schürmann y 

Buchanan, 2008). A este mecanismo de acción se le conoce como la 

conversión de una señal electrón activado por luz a una señal tiol (Bräutigam et 

al., 2010). Como se mencionó anteriormente, una vez que las diversas 

tiorredoxinas han sido reducidas, interactúan con otras proteínas objetivo (Fig. 

4) – enzimas de distintas rutas metabólicas – ya sea incrementando o 

disminuyendo su actividad (Eslampanah y Shahpiri, 2012). Debido a que el 

sistema FTR  dependiente de luz se encuentra restringido a los cloroplastos, 

únicamente se presenta cuando existe fotosíntesis oxigénica. La fotosíntesis 

oxigénica incluye al agua como donadora de un electrón activo (activación del 

sistema) y liberación de oxígeno como producto final (Pillay et al., 2011).  
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En las plantas y en los frutos climatéricos como el mango (Mangifera indica L.), 

los mecanismos de señalización del sistema REDOX han ganado gran interés 

en la investigación científica (Lillig et al., 2005; Singh et al., 2013). Lo anterior se 

debe a que el sistema Fdx/Trx y FTR no solamente se encuentra activo durante 

la regulación de enzimas fotosintéticas y absorción de CO2 sino que también 

influyen en la regulación del flujo de carbono en la célula. El sistema REDOX 

también participa en la regulación de otros procesos durante el desarrollo del 

organismo vegetal como germinación, transcripción, traducción, apoptosis y 

detoxificación (Shcürmann y Jacquot, 2000; Schürmann y Buchanan, 2008). 
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Fig. 4.- Mecanismo de acción del sistema Fdx/Trx-FTR dependiente de luz. 

 Tomado de: Dei et al., 2000 
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El sistema Fdx/Trx al ser dependiente de luz les permite a las plantas absorber 

la energía proveniente del sol. La energía absorbida por la radiación solar es 

utilizada para llevar a cabo las reacciones de asimilación de carbono y 

nitrógeno, así como la producción de aminoácidos (Hüner et al., 2012). Dicha 

energía también se guarda como reservas en forma de azúcares y lípidos, lo 

que le permitirá a la planta adaptarse a las distintas condiciones ambientales 

que se presenten (Moyer et al., 2007). Dentro de la célula vegetal la luz solar 

también desempeña otras funciones en el metabolismo catalizando reacciones 

bioquímicas y como señalización en la activación o desactivación de enzimas 

(Singh et al., 2013).  

 

Un claro ejemplo del control que ejerce el sistema Fdx/Trx sobre diversas 

proteínas por medio de luz solar, es descrito en la investigación llevada a cabo 

por Leegood y Walker (1980). En dicha investigación se estudiaron los 

mecanismos de regulación de la enzima Fructosa-1,6-bisfosfatasa  por las 

tiorredoxinas del cloroplasto. De igual forma se ha estudiado cómo otras 

enzimas son reguladas por el complejo FTR, como Sedoheptulosa 1,7-

bisfosfatasa y Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, las cuales también son 

activadas por luz (Schürmann y Buchanan, 2008). 

 

Debido a que el sistema REDOX se encuentra estrictamente regulado, los 

factores de estrés en la planta como la sequía, el exceso de agua o las altas 

temperaturas afectan a todas las reacciones óxido-reducción en células 

vegetales. El sistema REDOX se ve afectado negativamente por la presencia 

de altas temperaturas, por ejemplo, el tratamiento hidrotérmico aplicado a frutos 

de mango. Dicho tratamiento cuarentenario es ampliamente utilizado a nivel 

comercial, ya que el mango es un es un fruto climatérico con calidad de 

exportación internacional, susceptible a infecciones como la causada por la 

mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) (Couey, 1989). Por lo tanto es 
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necesario someterlo a un tratamiento cuarentenario con el fin de cumplir los 

requisitos fitosanitarios en los países de importación (Lurie, 1998). 

 

El tratamiento hidrotérmico aplicado a los frutos de mango consiste en 

sumergirlos en agua caliente a 46.1º C durante un período que va desde una 1 

hora hasta 1.5 horas, dependiendo del peso y forma del fruto (Couey, 1989). 

Dicho tratamiento permite la eliminación efectiva de las larvas de la mosca de la 

fruta (Yahia, 2006; Jha et al., 2009). Sin embargo, presenta la desventaja de 

someter a las células a un estrés oxidativo por calor; lo que propicia una serie 

de reacciones químicas y fisiológicas adversas que pueden resultar en un daño 

excesivo, al cambiar las características organolépticas (olor, color y sabor) del 

fruto (Klein y Lurie, 1992). 

 

El estrés oxidativo consiste en el incremento de las especies reactivas de 

oxígeno (ROS), las cuales son producto de las reacciones naturales en la célula 

vegetal; debido al aumento en la velocidad de las reacciones enzimáticas que 

dan origen a dichas ROS (Fujita et al., 2006). Las ROS se convierten en tóxicas 

cuando la célula pierde la capacidad de eliminar su exceso mediante el sistema 

REDOX, lo que puede llegar a ocasionar una alteración mayor en la  

homeostasis celular (Apel y Hirt, 2004). Este descontrol propicia una oxidación 

prematura de la célula, limitando su funcionamiento y viabilidad (Rochaix, 

2001). Por lo que cuando el fruto se expone a altas temperaturas por períodos 

de tiempo muy largos es posible que se deteriore y acelere la senescencia 

deteriore (Jha et al., 2009). Es por ello que las tiorredoxinas de mango juegan 

un papel muy importante en el mantenimiento del equilibrio del estado REDOX, 

contrarrestando los efectos adversos del tratamiento hidrotérmico. 
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III – HIPÓTESIS 

 

La tiorredoxina cloroplástica de mango (Mangifera indica L.) MiTRXm presenta 

actividad reductora in vitro y es estable a altas temperaturas. 

 

 

IV – OBJETIVOS 

 

a. Objetivo General 

 

Caracterizar una tiorredoxina cloroplástica tipo m (MiTRXm) recombinante de 

mango (Mangifera indica L.) 

 

 

b. Objetivos Específicos 

 

Obtener la MiTRXm recombinante pura y soluble 

Evaluar el efecto de diferentes temperaturas sobre la actividad reductora de la 

MiTRXm in vitro 

Modelar la estructura tridimensional de la MiTRXm 
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V - MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El cDNA que codifica para una tiorredoxina tipo m de mango (Mangifera indica 

L.) fue clonado en el Laboratorio de Genética y Biología Molecular de Plantas a 

cargo de la Dra. María A. Islas Osuna, con el cual se diseñó un gen sintético 

para llevar a cabo su sobreexpresión en un sistema heterólogo (E. coli BL21).  

 

a. Subclonación de MiTRXm en Vector de Sobreexpresión 

La región codificante de MiTRXm (Fig. 5), se utilizó para el diseño de un gen 

sintético en un vector de sobreexpresión comercial pJExpress 404 (DNA2.0, 

Menlo Park, CA, USA), el cual consistió en la secuencia nucleotídica de 

MiTRXm más una cola de polihistidinas (10 H) para la purificación de la proteína 

recombinante mediante cromatografía IMAC.  

 

   

 

 

 

 

 

Fig. 5.- Secuencia nucleotídica codificante para la proteína deducida MiTRXm. 

Residuos 1 – 73: Péptido señal, 73 – 185: Proteína.  (*) Codón de terminación.   
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El diseño del gen sintético incluyó la optimización de codones, con el objeto de 

que la secuencia nucleotídica estuviera más acorde a los codones utilizados por 

la cepa de sobreexpresión (Fig. 6).  

 

b. Sobreexpresión de la Proteína (MiTRXm) 

 

La sobreexpresión de la proteína MiTRXm se realizó en células de E. coli cepa 

BL21 transformadas con el vector de expresión pJ Express 404 conteniendo el 

inserto de interés. Las células transformadas se cultivaron primero en un 

preinóculo de 5 mL de medio Luria-Bertani (LB), donde se incubaron a 37 ºC 

durante toda la noche; posteriormente, dicha cantidad de cultivo se utilizó para 

inocular un cultivo de 100 mL, el cual se creció bajo las mismas condiciones 

(medio y temperatura). Finalmente, se inoculó un volumen de 1 L en medio LB. 

Todos los cultivos contenían ampicilina a una concentración de 100 µg/ml como 

medio de selección para las células transformadas (Rosenberg, 1987; Aispuro-

Hernández et al., 2008).  

 

Fig. 6.- Secuencia nucleotídica de MiTRXm optimizada para E. coli. 

Se muestra la secuencia junto con la cola de histidinas (10) al extremo amino 

terminal. (*) Codón de terminación. 
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La sobreexpresión de la MiTRXm se indujo mediante el uso de isopropil-1-tiol-β-

D-galactósido (IPTG) a una concentración 1 mM, debido a que el sistema de 

expresión contiene el represor lac, el cual es inactivado por IPTG. La inducción 

se realizó cuando el cultivo alcanzó una densidad óptica de 0.6 a 600 nm, 

correspondiente a la fase logarítmica de crecimiento bacteriano (De-La-Re-

Vega, 2004). El crecimiento bacteriano se siguió durante las seis horas 

siguientes a partir de la inducción de la sobreexpresión, tomando muestras de 2 

mL cada hora, para posteriormente realizar un análisis de las mismas mediante 

SDS-PAGE. Las células fueron colectadas por centrifugación a 16,000 g a 4 º C 

durante 5 min (Fig. 7).  

 

Para llevar a cabo la lisis celular, las células recolectadas se  resuspendieron en 

una solución “búfer de lisis” (EDTA 1 mM y Tris-HCl 50 mM pH 7.5) conteniendo 

PMSF 0.5 mM y benzamidina 5 mM como inhibidores de proteasas. Una vez 

resuspendidas las células, se llevó a cabo el lisado de las mismas por 

sonicación a una razón de 10 pulsos x 3 ciclos, cuidando de mantener siempre 

las muestras en hielo. Una vez obtenido el lisado celular, se prosiguió a su 

clarificación por centrifugación a 16,000 g a 4º C durante 5 min (Andersen et al., 

1997; Aispuro-Hernández et al., 2008; Campos-Acevedo et al., 2010). Las 

muestras clarificadas, se analizaron mediante electroforesis bajo condiciones 

desnaturalizantes y reductoras.  
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c. Obtención de Cuerpos de Inclusión 

 

La proteína MiTRXm recombinante agregada en cuerpos de inclusión, se 

sometió a un proceso de solubilización mediante urea 8 M; llevando a cabo su 

replegamiento al dializar las muestras en una solución de fosfatos (NaPO4 100 

mM, EDTA 2 mM, DTT 1mM pH 7.0) con una membrana de 3.0 – 3.5 MWCO. 

La obtención de la MiTRXm soluble y activa se realizó siguiendo el protocolo de 

preparación de cuerpos de inclusión propuesto por Schürmann (1992). La 

diálisis de las muestras se realizó bajando la concenración de urea  en dos 

etapas, la primera correspondió a urea 8 M hasta 4 M, mientras que la segunda 

se realizó de una concentración 4 M hasta 0 M. Cuando la concentración de 

urea fue de casi 0 M, se realizaron otras tres diálisis de dos hora únicamente en 

la solución de fosfatos. 

 

El tratamiento aplicado a los cuerpos de inclusión consistió en el lavado de los 

mismos con tres tipos de soluciones: solución avado 1 (Tris-HCl 50 mM pH 7.0, 

DTT 5mM, Triton X-100 2%, EDTA 5 mM), solución de lavado 2 (Tris-HCl 50 

mM pH 7.0, DTT 5mM, EDTA 5 mM) y solución de  lavado 3 (Tris-HCl 50 mM 

Fig. 7.- Sobreexpresión de MiTRXm en un sistema heterólogo. 

 Modificado de: Sambrook et al., 2001; Aispuro-Hernández et al., 2008 

Extracto crudo 
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pH 7.0, DTT 5mM, Triton X-100 2%, EDTA 5 mM, Urea 8 M). El protocolo de los 

lavados consistió en: 1) Se resuspendieron los cuerpos de inclusión 

provenientes de la lisis celular (protocolo de sobreexpresión de proteínas), en 

solución de lavado 1 a una razón de 4 ml x gramo de precipitado. 2) Se 

centrifugaron las muestras a 22,000 g a 4º C durante 30 min en una centrífuga 

Sorvall (modelo RC 5C plus). 3) Se desechó el sobrenadante y el precipitado 

obtenido se resuspendió en solución de lavado 2 (4 ml x gramo de pellet). Para 

llevar a cabo la resuspensión del precipitado se sonicaron las muestras durante 

10 s o hasta homogenizar por completo. 4) Se centrifugaron de nuevo los 

cuerpos  de inclusión a 22,000 g a 4º C durante 30 m y se volvió a dar un 

lavado con la solución 2.  6) Finalmente se prosiguió a resuspender el 

precipitado obtenido en solución de lavado 3, llevando cabo el procedimiento 

como se indica en paso 3 y 4.  

 

Una vez que terminan los lavados de cuerpos de inclusión, se dejó la proteína 

en solución de lavado 3 a 4º C durante toda la noche, para posteriormente 

centrifugar las muestras bajo las mismas condiciones indicadas anteriormente. 

El sobrenadante obtenido al final del protocolo fue el que se utilizó para los 

estudios posteriores del presente proyecto de investigación.  

 

d. Purificación de la Proteína Recombinante 

 

La purificación de la MiTRXm recombinante se realizó mediante cromatografía 

de afinidad a iones metálicos inmovilizados (IMAC), con una solución de unión 

(NaPO4 20 mM, NaCL 500 mM, Imidazol 20 mM, pH 7.4 -7.6) y una solución de 

elución (NaPO4 20 mM, NaCL 500 mM, Imidazol 500 mM, pH 7.4 -7.6). La 

muestra  se eluyó por medio de un gradiente de Imidazol 500 mM en una 

columna His-Trap FF crude de 1 ml (GE Health Care) con matriz Q-sepharose, 

en un cromatógrafo Äkta prime (GE Health Care, Suecia). Obtenida la proteína 

de interés, se evaluó su pureza mediante electroforesis en geles de 
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poliacrilamida SDS-PAGE al 15%, utilizando tinción azul de coomassie y plata 

(Laemmli, 1970;). La concentración de la proteína se determinó  por medio del 

el método del ácido bicinconínico (Smith et al., 1985; Aispuro-Hernández et al., 

2008), mediante el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit, según 

instrucciones del protocolo estandarizado, así mismo la curva de calibración se 

realizó con seroalbúmina bovina (BSA). 

 

e.  Ensayo de Reducción de Disulfuros de la Insulina 

 

La medición de la actividad reductora de MiTRXm se llevó a cabo por medio de 

la reacción de MiTRXm sobre la insulina al reducir sus puentes disulfuro. Una 

vez que se realizó la reacción (Fig. 8) se midió el incremento de la turbidez 

causada por la formación de uniones covalentes, de manera aleatoria, entre las 

cadenas B libres de insulina, a una longitud de onda de 650 nm en un 

espectrofotómetro (Varian Cary-UV 50). Todo el proceso de reacción y medición 

de la turbidez generada se realizó a una temperatura de 25º C (Holmgren, 

1979; Aispuro-Hernández et al., 2008). Las concentraciones del ensayo fueron: 

MiTRXm 0.683 µM, NaPO4 100 mM, EDTA 2 mM, DTT 1mM insulina 1 mg/ml, 

pH 7.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 8.- Ensayo de Actividad de MiTRXm sobre la insulina. 

 (Holmgren, 1979; Aispuro-Hernández et al., 2008; Campos-Acevedo et al., 2010) 
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f.  Ensayo de Termoestabilidad 

 

La termoestabilidad se determinó incubando la proteína durante 5 minutos a 

distintas temperaturas (25 – 85º C) con incrementos graduales de 10 grados  

(Canali et al., 2014). También se determinó la termoestabilidad de la proteína 

simulando el tratamiento hidrotérmico que se aplica en el mango. Por lo tanto el 

tiempo de incubación abarcó un rango mayor, desde los 0, 60, 100  y 120 min, a 

una temperatura constante de 46.1º C ± 0.1 en termoblock (Fischer Scientific). 

En ambos casos una vez que transcurrió el tiempo de incubación, se prosiguió 

a realizar el ensayo estándar de actividad reductora a 25º C (Sotelo-Mundo et 

al., 2007; Aispuro-Hernández et al., 2008). 

 

g.  Modelación de la Estructura 3D de  MiTRXm 

 

La modelación de la estructura 3D de la MiTRXm se realizó con el software 

informático MOE V2012.10 mediante la comparación por homología de una 

tiorredoxina de espinaca (Spinacia oleracea), identificada en la base de datos 

para proteínas PDB: 1FB0_A (Zhou et al., 2003) y que es 66% idéntica a la 

MiTRXm. 

 

h.  Análisis Estadístico (Medias de Actividad Específica) 

 

Se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) en el programa NCSS ver. 2007, 

donde se analizó si existían o no diferencias (P≤0.05) entre las medias de las 

actividades específicas a distintas temperaturas (25 – 85ºC). Las medias fueron 

comparadas mediante una prueba de Tukey-Kramer a un nivel de confianza de 

95%. 
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VI – RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

a. Sobreexpresión de la MiTRXm Recombinante 

 

La proteína recombinante MiTRXm con una cola de polistidinas y un tamaño 

aproximado de 15.57 kDa se logró sobreexpresar (Fig. 9) en un sistema 

heterólogo bacteriano (E. coli BL21-Novagen), por medio de un gen sintético 

insertado en un vector de sobreexpresión plasmídico (pJExpress 404-TRXm). 

Dicho sistema de sobreexpresión heteróloga se encuentra bajo la regulación de 

la RNA polimerasa T5, la cual se desreprime del represor lac por medio de 

IPTG, por lo que la sobreexpresión de la proteína de interés se logró de forma 

satisfactoria. 

 

En el análisis del patrón electroforético por medio de SDS-PAGE al 15% tanto 

de la fracción soluble como insoluble o pellet, se determinó que a pesar de que 

la sobreexpresión de la MiTRXm recombinante fue exitosa, ésta se agregó 

formando cuerpos de inclusión. Lo anterior se muestra claramente en la Figura 

9b, donde se observa un aumento en la intensidad de las bandas 

correspondientes al tamaño esperado de la proteína en la fracción insoluble. A 

pesar de haberse realizado diversos ensayos modificando variables como 

temperatura, concentración de inductor, cepa de sobreexpresión  y medio de 

cultivo, la proteína siempre se obtuvo de manera insoluble.  
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Para corroborar que la sobreexpresión de la MiTRXm se diera únicamente 

cuando se realiza la induccción con IPTG, se realizó un ensayo de 

sobreexpresión pero sin el inductor. El análisis electroforético muestra que no 

existe un patrón de bandeo simillar al de la sobreexpresión, tanto en la fracción 

soluble como insoluble (Fig. 10). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9.- Análisis Electroforético SDS-PAGE 15% – MiTRXm. 

a) Fracción soluble, b) Fracción Insoluble (pellet). Carriles en ambos geles: 1. – 

Marcador de peso molecular Broad Range (Biorad), 2 – 8.- Análisis de las fracciones 

desde el tiempo 0 (antes de la inducción) y las seis horas siguientes a partir de la 

inducción. 

a b 

Fig. 10.- Análisis Electroforético SDS-PAGE 15% –  

Control negativo de la sobreexpresión de  MiTRXm. 

a) Fracción soluble, b) Fracción Insoluble. Carriles en ambos geles: 1. – Marcador de 

peso molecular Broad Range (Biorad), 2 – 8.- Análisis de las fracciones desde el Tiempo 0 

y las seis horas siguientes a partir del momento equivalente a la inducción con IPTG.  

a b 
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La sobreexpresión de la MiTRXm recombinante de cloroplasto al darse de 

manera insoluble, se debe a que la proteína se encuentra desnaturalizada en 

cuerpos de inclusión como lo indican Schürmann (1992) y Gleason (1992) en 

tiorredoxinas f y m de cloroplasto de distintos organismos vegetales. La 

literatura enmarca de manera general a las tiorredoxinas como proteínas 

solubles por excelencia (Holmgren, 1985; Jacquot, et al., 1997; Viera y Rey, 

2006). Sin embargo, otros autores han encontrado que al utilizar sistemas de 

sobreexpresión heteróloga para la obtención de tiorredoxinas cloroplásticas, 

como las f y m de espinaca (Spinacea  olerecea), éstas se han dado en la 

fracción insoluble (Aguilar et al., 1992; Del Val et al., 1999; Capitani et al., 

2000), tal como sucede en la sobreexpresión de la MiTRXm en la presente 

investigación. Sin embargo, estos resultados difieren con las investigaciones 

llevadas a cabo por Aispuro-Hernández et al., (2008) y Campos-Acevedo et al., 

(2010) en tiorredoxinas citosólicas de camarón blanco (Litopenaeus vannamei), 

donde la sobreexpresión de las proteínas recombinantes en ambos casos se 

dió de manera soluble y activa. 

 

b. Replegamiento de MiTRXm 

 

La MiTRXm se logró replegar mediante diálisis en la solución de fosfatos 

(NaPO4 100 mM, EDTA 2 mM, DTT 1mM pH 7.0), la cual es la correspondiente 

a la solución para el ensayo de actividad reductora. Con la finalidad de 

comprobar si la proteína se encontraba plegada en su forma activa una vez que 

se le retiró la urea se realizó un análisis por SDS-PAGE al 15%. En la Figura 11 

se  aprecia que la proteína se encuentra de manera soluble y plegada, por lo 

que el siguiente paso consistió en constatar que la proteína estuviera activa, 

para lo cual se realizó un ensayo de actividad reductora. Se prosiguió a medir la 

actividad de un extracto crudo, donde se encontraba la MiTRXm sin purificar. La 

Figura 11 también muestra que existe actividad en el extracto crudo, atribuible a 
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la tiorredoxina recombinante de mango, debido a que ésta se encuentra en 

mayor proporción a otras proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se calculó una actividad total de 0.034 unidades, en función del cambio en la 

absorbancia a 650 nm por minuto (ΔA650 nm min-1).  Una vez que se comprobó 

que la proteína se encontraba soluble, plegada y activa se prosiguió con su 

purificación mediante cromatografía IMAC. 

 

c. Separación y Purificación de MiTRXm 

 

En la Figura 12 se presenta el cromatograma de purificación, donde se pueden 

observar tres picos de interés correspondientes al aumento en la absorbancia a 

280 nm, por efecto de la elución de la proteína con un gradiente de imidazol.  

Los primeros dos picos eluyeron a una concentración de 110 mM de imidazol y 

el tercero a 230 mM. 
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Fig. 11.- Análisis SDS-PAGE y Ensayo de Actividad Reductora de la  

MiTRXm replegada en un Extracto Crudo. 

Análisis electroforético: SDS-PAGE 15% - Extracto crudo – Banda del tamaño 

esperado a MiTRXm se observa con mayor intensidad. La muestra corresponde a la 

proteína plegada sin urea. Gráfica: Actividad reductora de la tiorredoxina 

recombinante presente en el extracto crudo. 

 

Extracto crudo (10.1 

Blanco 



27 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realizó un análisis electroforético de las fracciones F20 – F28 

correspondientes al pico de mayor intensidad en la cromatografía, las cuales 

fueron corridas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE 15%) y teñidas 

con plata (Fig. 13). Donde es posible apreciar únicamente una banda intensa, 

acorde a una cinética de sobreexpresión y al tamaño esperado de  MiTRXm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12.- Cromatograma de separación y purificación de MiTRXm por cromatografía IMAC. 

Se muestran dos picos de interés a una elución de Imidazol de 110 mM y 230 mM 

respecticamente. El volumen inyectado de extracto crudo en la cromatografía fue de 4 ml 

[10.1 mg/ml], mientras que el volumen correspondiente a las fracciones fue de 2 ml [0.133 

mg/ml]. 

Fig. 13.- MiTRXm purificada y separada por cromatografía IMAC – Tinción Plata. 

Fracciones de la cromatografía eluidas a una concentración de 230 mM de Imidazol, 

analizadas por SDS-PAGE al 15% y teñidas con plata. 
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d. Ensayo de Actividad de Reducción de la Insulina 

 

Una vez purificada la MiTRXm por cromatografía, fue posible comprobar su 

actividad en condiciones in vitro, mediante el ensayo de actividad de reducción 

de la insulina. En este ensayo, se pudo comprobar que la reducción de la 

insulina se debe a una proteína recombinante con actividad REDOX, por lo que 

sí corresponde a la actividad de la tiorredoxina del mango. 

 

La concentración de tiorredoxina cloroplástica de mango en el ensayo fue de 

0.683 uM, la cual presentó una actividad específica de 0.96 unidades ΔA650nm/ 

(mg MiTRXm) (min). Dicha actividad específica es distinta a lo encontrado en 

diversas tiorredoxinas, como las citosólicas del camarón blanco (Litopenaeus 

vannamei) y E. coli, o mitocondriales como las de Ternera (Holmgren, 1979; 

Reckenfelderbäumer, 2000; Aispuro-Hernández et al., 2008; Campos-Acevedo; 

2012). A pesar de que la actividad resulta ser menor en comparación a otras 

tiorredoxinas como lo muestra la Tabla 1, se observa que los valores se 

encuentran dentro del mismo orden de magnitud. Por lo que es posible concluir 

que la actividad específica para cada proteína estará dada en función del tipo 

de tiorredoxina al que pertenezcan, así como el organismo donde se 

encuentren (Viera y Rey, 2006; Meyer et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (ΔA 650 nm mg
-1

 min
-1

) TRX 

0.96 MiTRXm 

10.44 LvTRX1 

8.4 LvTRX 

4.93 E. coli 

6.5 Hígado de Ternera 

5.09 Timo de Ternera 

3.6 T. brucei 

Tabla. 1.- Actividad Específica de MiTRXm vs diversas TRX.  
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e. Termoestabilidad de MiTRXm 

 

La termoestabilidad de la MiTRXm recombinante se determinó en condiciones 

in vitro al someter a la proteína pura a distintas temperaturas en un rango desde 

los 25 hasta los 85ºC. En la gráfica (Fig. 14) se observa una tendencia en la 

actividad específica de la proteína, la cual presenta un ligero aumento a los 

45ºC y 55ºC  de aproximadamente 11.3% y 4.1%, respectivamente. Sin 

embargo, existe un decremento en la actividad a medida que se alcanzan las 

mayores temperaturas (65 – 85º C), con respecto al control (proteína incubada 

a 25º C). Donde a temperaturas de 65º C y 85º C, la MiTRXm disminuye su 

actividad aproximadamente un 15% y 48%, respectivamente. Sin embargo, al 

no haber diferencias significativas en la actividad específica de la proteína, es 

posible argumentar que la MiTRXm es estable en el rango de los 25º hasta los 

85º C.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 14.-  Termoestabilidad de MiTRXm. 

Literales distintas muestran diferencia significativa (P≤0.05). Las 

barras representan los valores medios +- EE de tres repeticiones 

Unidades: ΔA650 nm mg-1 min-1 
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La termoestabilidad de la TRX se debe posiblemente al alto grado de 

compactación que presenta la estructura terciaria de la proteína, así como a la 

presencia de estructuras secundarias que forman el plegamiento tipo 

tiorredoxina, formado por 5 láminas beta, 4 de ellas hacia el interior y una 

externa, y 4 hélices alfa hacia el exterior (ver Fig. 16). Lo anterior permite que la 

proteína sea activa a pesar del aumento en la temperatura, lo cual concuerda 

con otros estudios llevados a cabo en tiorredoxinas de diversos organismos 

como invertebrados, levaduras, arqueas y ser humano (Holmgren, 1975; Kern 

et al., 2003; Gromer et al., 2004; Esposito et al., 2012).  

 

En la Figura 15, se muestra el comportamiento en la actividad específica de la 

MITRXm, posterior a un ensayo de termoestabilidad en simulación del 

tratamiento hidrotérmico aplicado al fruto del mango en un rango de 60 a 120 

min.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15.- Termoestabilidad – Tratamiento Hidrotérmico de MiTRXm. 

El tiempo 0 corresponde al ensayo estándar a 25º C sin haber sido incubada la proteína. 

Por lo que se toma dicha actividad como el 100%. Se evaluó el porcentaje de disminución 

en la actividad según el paso del tiempo a 46.1º C.   
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Los resultados muestran que la proteína incubada durante 1 h se encuentra 

muy activa, disminuyendo aproximadamente un 6% su actividad específica, 

mientras que a 1.5 h disminuye al doble en aproximadamente un 12%. Sin 

embargo, esto difiere con la pérdida de actividad a las 2 h, donde el porcentaje 

de disminución es de un 76% aproximadamente. Estos resultados indican que 

la MiTRXm  es activa aun en períodos largos de exposición a dicha temperatura 

lo que puede llegar a ser benéfico para las células del mango. El beneficio de 

una proteína termoestable y activa durante el tratamiento hidrotérmico, como la 

tiorredoxina cloroplástica de mango, es que ésta puede llevar a cabo su función, 

manteniendo el sistema REDOX celular. Otra ventaja consistiría en fungir como 

antioxidante ayudando a contrarrestar los efectos nocivos provocados por el 

aumento de temperatura (Buchanan et al., 2012).   

f. Modelo Estructural de MiTRXm 

La Figura 16 muestra la estructura tridimensional en forma de listones, obtenida 

mediante modelación 3D de la MiTRXm. La proteína está constituida por 5 

láminas beta y 4 hélices alfa, estructuras secundarias necesarias para que se 

dé el plegamiento tipo tiorredoxina.  
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Β2 
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Fig. 16.- Modelo de la estructura 3D de MiTRXm. 

Estructura tipo tiorredoxina: 5 láminas beta + 4 hélices alfa. Cisteínas oxidadas (C37-

C40) del sitio activo conservado CXXC se muestran en color amarillo. Hélice α1+β1 (no 

se muestra): amino terminal, hélice α4: carboxilo terminal.  

C37 

C40 

C-terminal 
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En color amarillo – entre la hoja beta 1 y hélice alfa 2 – se muestran las 

cisteínas (forma oxidada) del sitio activo, formando una cistina mediante la 

unión por un puente disulfuro de la C37 y C40 (Arvizu et al., 2012). El hecho de 

que el sitio activo quede posicionado hacia el exterior de la estructura, es 

esencial para que la proteína sea capaz de llevar a cabo su función REDOX. 

 

En estudios recientes sobre tiorredoxinas de arqueobacterias del género 

Sulfolobus (Esposito et al., 2012), se ha demostrado que no solamente influyen 

los factores de compactación y plegamiento para la termoestabilidad de dichas 

proteínas. En dicho estudio los autores proponen dos elementos importantes 

para la termoestabilidad de la tiorredoxina de Sulfolobus sulfataricus A1 

(SsTRXA1). El primer factor es la extensión  o longitud de la hélice α1, mientras 

que el segundo corresponde al loop o lazo de unión entre dicha hélice α y la 

siguiente lámina β2. Lo anterior se debe posiblemente a la deleción de un 

aminoácido posicionado entre dicha hélice α y el lazo, ya que permitiría un 

rearreglo en la estructura secundaria de la proteína. 

 

La forma en que contribuyen estos dos factores a la termoestabilidad de la 

SsTRXA1, se debe esencialmente a que en dicha tiorredoxina se alarga más la 

hélice α1 y se acorta el lazo conector (Figura 17). Esto propicia que la hélice 

alfa (extensa) se encuentre más cerca de la lámina β2, lo cual favorece que la 

tiorredoxina de S. sulfataricus sea más compacta y termoestable que otras 

tiorredoxinas que no presentan dichas características, como la tiorredoxina 

citosólica de E. coli (Katti et al., 1990) y la cloroplástica tipo m de espinaca (S. 

oleracea) (Capitani et al., 2000).  

 

La estructura y secuencia aminoacídica de la MiTRXm guarda una mayor 

similitud con la tiorredoxina de E. coli, y especialmente con la tiorredoxina de 

espinaca, puesto que pertenecen al mismo tipo y organelo. Debido a lo anterior, 

se realizó una comparación de las estructuras de la tiorredoxina termoestable 
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de S. sulfataricus contra la del mango lo que permitió realizar inferencias acerca 

de la termoestabilidad de la MiTRXm (Fig. 17) (Esposito et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al comparar las estructuras terciarias y secundarias tanto de SsTRXA1 y 

MiTRXm es posible notar que a nivel de estructura terciaria no presentan gran 

diferencia. Sin embargo, al realizar una inspección más minuciosa, es factible 

observar que hay variación en la estructura secundaria. Dicha variación se 

localiza en la extensión de la hélice α1 y el lazo de unión con lámina β2, 

mencionados anteriormente. Estas características no se observan en la 

tiorredoxina m de mango; la cual presenta una hélice α1 más corta y un lazo de 

unión con lámina β2 más largo como puede observarse en la Figura 17.  

 

Fig. 17.- Modelo estructural de SsTRXA1 vs MiTRXm.  

a) Estructura de la SsTRXA1, donde se puede observar una hélice α1 más extensa, así 
como un lazo de unión con lámina β2 más corto en comparación con MiTRXm. b) 
Estructura terciaria de MiTRXm, la cual a diferencia de SsTRXA1 presenta una hélice α1 de 
menor longitud, así como un lazo de unión más largo. Ambas estructuras presentan las 
cisteínas del sitio activo en su forma oxidada (puente disulfuro).  

a                                                                               b 

α1 
α1 

β2 β2 

loop loop 
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Esto significa que la MiTRXm a pesar de ser una proteína termoestable como lo 

demuestran los experimentales anteriores, no lo es al nivel de la SsTRXA1, la 

cual llegó a presentar una termoestabilidad de hasta 105º C (incubada durante 

1 hora). Lo anterior permitiría explicar por qué la actividad específica de la 

proteína disminuye arriba de los 65º C en los ensayos de termoestabilidad. Ya 

que al no contar con las variaciones de la tiorredoxina de S. sulfataricus 

(alargamiento de la hélice alfa 1 y acortamiento del loop o lazo de unión con 

beta 2) en su estructura secundaria, su tolerancia a temperaturas elevadas es 

menor. Por lo que la MiTRXm presenta termoestabilidad en un rango menor de 

temperaturas.
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VII – CONCLUSIONES 

 

La tiorredoxina cloroplástica tipo m de mango (Mangifera indica L.) MiTRXm 

recombinante presenta actividad in vitro posterior al proceso de sobreexpresión, 

desnaturalización y replegamiento de la misma. Es decir, la proteína se 

encuentra pura, soluble y en su conformación nativa lo que en efecto da como 

resultado una proteína activa. 

 

La MiTRXm al encontrarse pura y soluble permitió que se lleven a cabo 

estudios posteriores para su caracterización bioquímica. Como parte de su 

caracterización, se demostró que la proteína es termoestable en un rango de 25 

– 85º C, llevando a cabo su actividad específica. 

 

La proteína también demostró ser activa simulando las condiciones in vitro del 

tratamiento hidrotérmico; donde una hora a 46.1º C afectó relativamente poco 

su actividad (6% de disminución). Sin embargo, aunque a los 80 y 100 min  

existió un decremento en el porcentaje de actividad específica, es hasta las dos 

horas cuando la proteína pierde casi el 76% de su actividad. Por lo anterior es 

posible inferir que la MiTRXm seguirá activa aún cuando se aplique el 

tratamiento hidrotérmico a los frutos de mango. 

 

La modelación de la estructura de la MiTRXm demostró que aunque la proteína 

es termoestable en cierto rango de temperaturas, no presenta las 

características estructurales necesarias para soportar temperaturas más altas 

de 85º C y períodos de exposición mayores de dos horas; a diferencia de otras 

tiorredoxinas de organismos hipertermófilos (S. sulfataricus – SsTRXA1). Lo 

anterior podría explicar por qué existió una disminución de más del 50% de su 

actividad a las dos horas del tratamiento hidrotérmico, ya que al no presentar 

dichas características antes mencionadas, la MiTRXm comenzó a perder su 
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actividad posterior a los 100 min de incubación a 46.1º C. Sin embargo, los 

tiempos de aplicación del tratamiento hidrotérmico mayormente utilizados se 

encuentran dentro del rango de 1 h  a 1.5 h (90 min), por lo que la proteína 

demostró ser activa en dicho rango. 

 

Por lo anterior es posible concluir que una proteína termoestable tanto a la 

temperatura del tratamiento hidrotérmico como su duración, como la MiTRXm 

se traducirá en un beneficio para el fruto de dos maneras: se seguirán llevando 

a cabo las reacciones óxido-reducción del sistema REDOX, a la vez de que se 

podrá aminorar los efectos negativos generados por estrés oxidativo debido al 

tratamiento cuarentenario.  
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