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Introducción. El uso de adyuvantes de origen microbiano es 
una estrategia para mejorar la inmunidad , ya que es capaz de 
modular la respuesta humoral contra un antígeno heterologo. 
Las proteínas de expresión temprana de VPH-16 son E6 y 
E7 estas proteínas estan involucradas en la transformación 
maligna de las celulas.Los productos de estos oncogenes 
participan en la inducción y el mantenimiento  inmortalizado 
de las células; dichos genes se expresan selectivamente en 
tumores genitales  de humanos,y se conservan intactos 
durante la integración del DNA viral al genoma celular (1), 
son a su vez antigenos especificos de tumores del cerviz y 
por ende los blancos mas importantes para desarrollar 
vacunas . La subunidad B de la tóxina de cólera (CTB) es un 
reconocido adyuvante sistémico y de mucosas ya que 
estimula la producción de IgA, genera respuesta de células T 
citotóxicas o la producción de anticuerpos de tipo IgA 
secretor (2).. La capacidad de producir proteínas heterólogas 
en sistemas eucariotas como las levaduras tiene ventajas con 
relación a procariotas. Entre estas ventajas se encuentra la 
capacidad de crecer en muy altas densidades celulares y de 
utilizar como substrato una fuente de carbono el metanol. En 
los ultimos años las levaduras metilotróficas y dentro de 
estas se encuentra Pichia pastoris, han sido utilizadas 
exitosamente para el clonaje y expresión de genes 
heterologos (3).. 
El objeto del presente estudio fue realizar una fusion entre el 
antígenos E7 de HPV 16 y la subunidad B de la toxina de 
Colera y producir esta proteína quimérica en Pichia pastoris. 
 
Metodología. Se amplificaron los genes de interes por la 
técnica de PCR , en la cual E7 se obtuvo de la línea celular 
de humano Siha la cual posee el DNA completo de HPV16. 
La subunidad B de la tóxina de cólera se amplifico del 
plasmido  pGMJ96. Estos genes se clonaron como 
productode PCR en un vector T (pGEMT) se subclonaron 
estos genes con las enzimas KpnI y ApaI a un vector de 
expresión en eucariotas pCDNA3. Los genes fusionados E7-
A2B se subclonaron con los sitios KpnI y ApaI en un vector 
de expresión en levaduras pPICZA . El plasmido pPICZA 
E7-A2B  ,se integro a la Levadura Pichia pastoris  por 
recombinación homologa ,en la cual del plásmido pPICZA 

E7-A2B se utilizaron 5 ug  ,para linearizar con la enzima  
BstxI ,la cual es un secuencia homologa de recombinación 
en  Pichia pastoris: Se realizaron células electrocompetentes 
de P. Pastoris , y se llevo a cabo la electroporación (V=1.5 
Kv, 25uF,200 Ohms, 5 milisec.)  para integrar el plasmido 
que continene la fusión de los genes E7-A2B, y 
posteriormente expresar las proteínas fusionadas y 
purificarlas por columnas de níquel  y detectarlas por  
western blot para observar la expresión de las proteínas 
fusionadas. 
 
Resultados y Discusión. El producto de PCR de e/ fue de 
323 pb y de A2B de 523 pb,las clonas resultantes de 
pPICZA E7-A2B se lograron integrar al genoma de la 
levadura Pichia pastoris por recombinación homologa  y las 
clonas resultantes de Pichia pastoris que poseían la fusión de 
los genes clonados E7-A2B  se lograron transformar por 
electroporación en la levadura , y las clonas resultantes que 
contenían la fusión de las proteínas se fermentaron con 
metanol al 0.5% a 30ºC por 24 horas. Se analizaron las 
proteínas por SDS-PAGE,y los geles fueron teñidos con azul 
de Coomassie para detectar las proteínas y se detecto la 
proteina E7 y A2B por Western Blot con anticuerpos 
comerciales. 
 
Conclusiones. Se logro la expresión en Pichia pastoris de las 
proteínas fusionadas E7-A2B en mayor cantidad en 
comparación con los sistemas de expresión de procaritas. 
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