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RESUMEN
En el presente trabajo se dan a conocer los resultados del proceso de subclonacion y
expresion de la proteina recombinante TSA-1 del pardsito Trypanosoma cruzi, causante
la enfermedad del Chagas en América Latina y el resto mundo. El antigeno TSA-1, es
una glicoproteina de superficie de tripomastigote del protozoo Trypanosoma cruzi. En
pruebas farmacoldgicas ha demostrado ser un fuerte elicitor de linfocitos T CD8+,
generando altos niveles de respuesta inmunogénica en pacientes infectados. El antigeno
TSA-1 fue seleccionado para formar parte de la composicién de una vacuna terapéutica
capaz de tratar la enfermedad del Chagas en fase aguda y grave. Anteriormente, el
antigeno de origen recombinante rTSA-1 se expreso en el vector pET-41a; la expresion
fue altamente eficiente, sin embargo, la proteina se encontraba en cuerpos de inclusion.
Por ello, con la implementacion de técnicas de ingenieria genética y biologia molecular,
rTSA-1 se fusiond a la etiqueta de unién MBP (rTSA-1-MBP) con el objetivo de facilitar
su expresion en forma soluble. Se subclond el inserto rTSA-1 en un nuevo vector de
expresion de la serie comercial pCri, el vector pCri-1b, que permite la sobre expresion
de proteinas recombinantes en E. coli. Se implementaron diferentes estrategias de
expresion para la sintesis de la proteina rTSA-1-MBP en E. coli, usando distintos
genotipos E. coli, cambios de temperaturas en el crecimiento celular, suplementacion
del medio de crecimiento con glucosa y cromatografia de afinidad Ni-Sefarosa para
purificar la proteina rTSA-1-MBP de los extractos celulares. Finalmente se utilizaron
técnicas de Western blot para la identificacion de la proteina rTSA-1-MBP vy
amplificacion por PCR para verificar que el nuevo vector (pCri-1b TSA-1-MBP) tuviera
presente el gen que expresa la proteina rTSA-1-MBP. Se confirma la expresion de la
proteina recombinante rTSA-1-MBP en concentraciones debajo de los femto gramos
tras visualizarse en un analisis de Western blotting. A pesar de que no se pudo expresar
la proteina en las concentraciones requeridas, esta investigacion indicoé que es necesario
mejorar la estrategia de produccion mediante la modificacion estructural de la proteina

como su reduccion de tamafio al minimo antigeno, entre otras.



ABSTRACT
The present research, show the results of the subcloning and express process of the TSA-
1 recombinant protein of the Trypanosoma cruzi parasite, causes Chagas disease in Latin
America and the rest of the world. The TSA-1 antigen is a trypomastigote surface
glycoprotein of the Trypanosoma cruzi protozoan. In pharmacological tests it has proven
to be a strong elicitor of CD8 + T cells, generating high levels of immunogenic response
in infected patients. TSA-1 antigen was selected to be part of the composition of a
therapeutic vaccine capable of treating of treating acute and severe Chagas disease.
Previously, the antigen of recombinant origin TSA-1 (rTSA-1) was expressed in vector
pET-41a; The expression was highly efficient however, the protein was found in inclusion
bodies. Therefore, with the implementation of genetic engineering and molecular
biology techniques, rTSA-1 was merged into the maltose binding tag (rTSA-1-MBP) in
order to facilitate the expression in soluble form. In addition, the rTSA-1 insert was
subcloned into a new expression vector of the commercial series of pCri, the vector pCri-
1b, which allows the over-expression of recombinant proteins on E. coli. In this work,
different expression strategies implemented for the synthesis of rTSA-1-MBP protein on
the E. coli platform, using different genotypes of E. coli cells, implementing temperature
changes in cell growth, media supplementation strategies of growth with glucose and
Ni-Sepharose affinity chromatography to purify rTSA-1-MBP from cell extracts. Finally,
Western blot techniques were used for the identification of rTSA-1-MBP and PCR
amplification to verify that the new construct (pCri-1b TSA-1-MBP) had in mind the gene
that expresses the rTSA-1-MBP, the rTSA-1-MBP protein was not qualitatively visualized
by denaturing electrophoresis by any of the aforementioned expression strategies, the
expression of TSA-1 recombinant protein at concentrations below the femto grams was
confirmed after visualization in a Western blotting analysis. By a PCR amplification, the
presence of the TSA-1 gene in the vector pCril-b rTSA-1-MBP was confirmed. Although
the protein could not be determined in the required variables, this research indicates
that it is necessary to improve the production strategy by structurally modifying the

protein as its size reduction to the minimum antigen, among others.
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ABREVIATURAS

= MBP

Maltose-binding-protein; Proteina de unién a maltosa.

= |PTG

Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.

= GST

Glutatién-S-transferasa esquistosomal.

= CGMP

Current Good Manufacturing Practice; Buenas practicas de manufacturacién.
= FDA

Food and Drug Administration.

= GFP

Green Fluorescent Protein; Proteina verde flourescente.

= WHO

World Health Organization; Organizacion Mundial de la Salud

= NIH

National Institutes of Health; Institutos Nacionales de la Salud

= PCR

Polymerase chain reaction; Reaccién en cadena de la polimerasa
= SDS-PAGE

Sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis; electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
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1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La enfermedad de Chagas, también se conoce como tripanosomiasis americana, es una
enfermedad parasitaria potencialmente mortal, causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi (WHO Chagas Disease American Trypanosomiasis, 2018). Se
considera endémica del continente americano donde se estima que 10 millones de

personas estan infectadas (WHO Neglected tropical diseases, 2019).

Fue descubierta en 1909 por el médico brasilefio Carlos Chagas, que encontrd un
protozoario homoflagelado en el intestino de los triatomas chupadores de sangre
(Triatoma infestans) que denomind primero Schizotrypanum cruzi, para después volver

a incluir a la especie en el género Trypanosoma (Kérbele, 1968).

La enfermedad de Chagas resulta en pérdidas de $1.2 billones de ddlares anuales. La
mayor parte de las discapacidades y las muertes causadas son por cardiomiopatia
cronica que se desarrolla en aproximadamente 20-30% de los individuos infectados con
Trypanosoma cruzi, enfermedades de megaesofago y megacolon son también secuelas
clinicas importantes de la infeccidon crénica por Trypanosoma cruzi (Dumonteil et al.,

2012).

La enfermedad de Chagas esta diseminada en América Latina y el Caribe (WHO Chagas
Disease American Trypanosomiasis, 2018), sin embargo, en las ultimas décadas se ha
logrado observar con mayor frecuencia en Estados Unidos de América, Canada, el
continente europeo y paises del Pacifico Occidental, esto debido a la gran movilidad de
la poblacidn entre América Latina y el resto del mundo, este fendmeno es denominado

“Globalizacion del Chagas” (Dumonteil et al., 2012).

1.2. ENFERMEDAD DE CHAGAS EN AMERICA LATINA.
Actualmente, por las condiciones precarias y de pobreza, la enfermedad de Chagas

amenaza la vida de millones de personas en América Latina y el Caribe. La diseminacién



de la enfermedad se da por los flujos activos de inmigracidn hacia paises fronterizos y
del mundo. Los tratamientos actuales son agresivos para el paciente y al no ser
sumistrados en etapas tempranas de infeccidn, rara vez logran erradicar al parasito del
hospedero. En el mundo existe un compendio de organizaciones sin fines de lucro
involucradas en el desarrollo de una vacuna terapéutica ambivalente para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas. El uso de herramientas de ingenieria genética
y de la tecnologia del ADN recombinante estd permitiendo la produccion de las
proteinas que compondran esta vacuna (Dumonteil et al., 2012). A la par, es necesario
cumplir con el CGMP, que exige que un producto sea seguro para su uso, asi como en el
proceso de fabricacidn, procesamiento y envasado sea adecuado, para obtener la
aprobacién de la aplicacion una vacuna por parte de la Agencia Federal de Alimentos y
Medicamentos, la FDA (Quijano-Hernandez et al., 2011). Estos procesos de produccion
se estan desarrollando en Estados Unidos: Baylor College of Medicine y Texas Children
Hospital Center for Vaccine Development, y en México: Universidad Autéonoma de
Yucatan y el Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico

Nacional (Fundacién Carlos Slim, 2016).

1.3.  PROCESO DE INFECCION.

La Infeccion se da través de las heces contaminadas del vector, los tres insectos mas
importantes son: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, y Triatoma dimidiata. Después
de chupar la sangre en las regiones expuestas del cuerpo, el insecto expulsa heces
contaminadas cerca de la herida de la mordedura, que contienen la forma metaciclica
del protozoo. A medida que la herida causa comezdn, el huésped rasca la herida y las
heces contaminadas se internan en la pequefia puncion, llegando a los tejidos
subcutdneos (Rassi et al., 2010). En el huésped, los tripomastigotes metaciclicos
penetran las células cerca del sitio de la picadura del insecto, donde se diferencian en
amastigotes. Los amastigotes se multiplican, se diferencian en tripomastigotes y se
liberan de la célula al torrente sanguineo (CDC American Tripanosomiasis, 2019). Los
tripomastigotes infectan todas las células de tejidos y se transforman en amastigotes
intracelulares en otros sitios de infeccion. Se considera que cualquier célula nucleada es
un potencial objetivo de infeccidn (Rassi et al., 2010). Otros medios de contagio también

son: El consumo de alimentos contaminados, transfusiones de sangre, trasplantes de



drganos o transmision vertical de madre a hijo (Dumonteil et al., 2012). En el Figura 1 se

presenta el de ciclo de vida del parasito dentro del insecto y el cuerpo humano.

La enfermedad de Chagas posee dos fases diferenciadas, la fase aguda y la croénica. La
fase aguda tiene una duracién de aproximadamente dos meses después de contraerse
la infeccidn. En esta fase gran cantidad de parasitos circulan por el torrente sanguineoy
la enfermedad se presenta asintomatica en la mayor cantidad de casos. Algunos de los
sintomas que se presentan son: fiebre, dolor de cabeza, palidez, inflamacion de ganglios
linfaticos, dolor muscular, dificultad para respirar, hinchazén y dolor abdominal o

toracico (Rassi et al., 2010).

La fase cronica, los pardsitos permanecen ocultos principalmente en el musculo cardiaco
y digestivo (Korbele, 1968). Un 30% de los pacientes sufren trastornos cardiacos vy
aproximadamente un 10% presentan alteraciones digestivas, neurolégicas o ambas. Con
el paso del tiempo, esta infeccién al no ser controlada puede causar insuficiencia
cardiaca por la destruccion progresiva del musculo cardiaco y muerte subita (Rassi et al.,

2010).

1.4.  METODOS DE DIAGNOSTICO.

El diagndstico de la enfermedad se realiza después de considerar los hallazgos clinicos
del paciente, asi como tomar en cuenta la probabilidad de estar infectado, y haber vivido
en un pais endémico. Existen tres métodos para hacer el diagndstico: el morfolégico, el

seroldgico y el molecular (Bern et al., 2007).

En el método morfolégico el diagndstico se puede realizar por el hallazgo de
tripomastigotes en sangre circulante o liquido cefalorraquideo. Los amastigotes pueden
encontrarse en muestras de biopsia tefiidas con hematoxilina-eosina, todo esto

mediante métodos de microscopia (Bern et al., 2007).
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En la fase crdnica de la infeccion, se usa el método seroldgico pues la parasitemia es baja
y el inmunodiagndstico es una técnica Util para determinar si el paciente esta infectado.
El diagndstico se realiza generalmente con al menos dos pruebas seroldgicas diferentes.
La prueba de anticuerpos fluorescentes indirectos y un inmunoensayo enzimatico
comercial. Pero cuando se usa esta prueba, puede ocurrir una reactividad cruzada con
sueros de pacientes con leishmaniasis, una enfermedad protozoaria que se produce en
algunas de las mismas areas geograficas que Trypanosoma cruzi (CDC American

Tripanosomiasis et al., 2019).

Finalmente, esta el método molecular que sélo es apropiado cuando se espera que la
parasitemia sea alta, como en la fase aguda de la infeccidon o en la reactivacion de la
enfermedad debido a la inmunosupresién (CDC American Tripanosomiasis, 2019). Se
realiza la deteccion del ADN de Trypanosoma cruzi utilizando una combinacién de tres
ensayos de PCR en tiempo real. Los tipos de muestra aceptables son sangre con EDTA,
tejido de biopsia de corazon (en solucion salina o incrustada en parafina) y, en casos

donde se sospecha de afectacion cerebral, fluido cerebroespinal (Bern et al., 2007).

1.5. TRATAMIENTOS ACTUALES.

El tratamiento antiparasitario estd indicado para todos los casos de enfermedad de
Chagas aguda o reactivada y para la infeccion crénica en pacientes menores de 18 anos.
Cuando la enfermedad es congénita, se considera enfermedad aguda. El tratamiento es
recomendable para adultos de hasta 50 afios con infeccion crénica que no tienen
cardiomiopatia chagdsica avanzada. La decision de tratar con antiparasitarios a los
adultos mayores de 50 afios que ya tienen cardiomiopatia debe ser individualizada,
ponderando los posibles beneficios y riesgos para el paciente. Al iniciar un tratamiento
los médicos consideran factores como la edad, estado clinico y salud en general (CDC

Chagas Disease American Trypanosomiasis, 2018).

Los dos farmacos utilizados en las quimioterapias antitriposomales son Nifurtimox
(tratamiento de 60 dias) y Benznidazol (tratamiento de 60-90 dias). Estos tratamientos
estan contraindicados a embarazadas, personas con cardiomiopatias y dano avanzado

en el higado. Se ha reportado también baja eficacia e intolerancia, asi como efectos



secundarios. Los efectos secundarios del tratamiento con Benznidazol incluyen,
dermatitis alérgica, neuropatia periférica, anorexia, pérdida de peso e insomnio. Los
efectos secundarios del Nifurtimox son pérdida de peso, polineuropatia, nauseas,
vomito, dolor de cabeza y mareos (CDC Chagas Disease American Trypanosomiasis,
2018). Dado que no se ha documentado la seguridad de los neonatos expuestos a través
de la lactancia materna, también se recomienda retener el tratamiento durante la
lactancia. Finalmente, los costos de estas quimioterapias son bastante elevados, en
México esta estimado un costo anual entre $3,000-$145,800 ddlares por paciente

(Dumonteil et al., 2012).

1.6. VACUNAS.

La OMS define vacuna como: “Cualquier preparacion destinada a generar inmunidad
contra una enfermedad estimulando la producciéon de anticuerpos” (OMS Vacunas,
2016). Actualmente, existen varios tipos de vacunas segun la composicion. A

continuacion, se muestra la clasificacion (Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion de las vacunas con base a su composicion. Informacion extraida y
sintetizada de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO Types of Vaccine, 2019) y el
Instituto Nacional de Salud (NIH Vaccine Types, 2012).

CLASIFICACION COMPOSICION Y ACCION

Se compone de una version de microorganismos
Vivas, atenuadas atenuados, que permiten al sistema inmune del
paciente crear anticuerpos para combatir una futura
infeccion.
Contiene microorganismos inactivos por técnicas de
Inactivadas aplicaciéon de calor, radiacién o quimica. Estas tienden
a ser mas seguras que la atenuadas y mas estables.
Estd compuesta solamente los antigenos que mejor
estimulen el sistema inmune del paciente. En algunos
Subunidades casos se hace uso de epitopos, partes muy especificas
del antigeno que los anticuerpos y células T reconocen.
Estas vacunas se utilizan cuando los microorganismos

Toxoides secretan quimicos peligrosos o toxinas causantes de la



afeccidn, estas se inactivan con base a un tratamiento
con formalina.
Combaten enfermedades generadas por bacterias que
poseen un revestimiento exterior de polisacaridos, esta
capa oculta los antigenos provocando que el sistema
Conjugadas inmune de los neonatos o nifios no pueda responder.
Encapsulando y conjugando los antigenos o toxinas en
polisacaridos permite al sistema inmune inmaduro
reaccionar al recubrimiento del microorganismo.
Parte de una nueva generaciéon de técnicas de
inmunizacidn, estas vacunas contienen particulas
proteicas sintetizadas por células huésped. El material
ADN genético que codifica para el componente que se usara
en la vacuna es insertado mediante técnicas de
ingenieria genética para su produccidn, purificacion.
Son vacunas experimentales. Se administran al
Vectores Recombinantes huésped, virus o bacterias atenuadas como vector. El
vector contiene ADN que codifica o sintetiza el

compuesto para generar inmunidad.

En el Figura 2 se presentan clasificaciones de los tipos de vacunas y su relacién con la
implementacién de las nuevas tecnologias del ADN recombinante para su uso en

tratamientos de tipo terapéutico de enfermedades.
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1.7. EL DESARROLLO DE VACUNAS TERAPEUTICAS.

Desde finales del siglo XIX han existido tratamientos con farmacos de compuestos
sintéticos para el control de enfermedades. Actualmente, se utilizan los mismos
compuestos mejorados en terapias para la diabetes, hipertension, asma, artritis,
migrafia, entre otras afecciones; pero que siguen siendo solo un método de control para

la enfermedad, pero no la erradican (Therapeuthic Vaccines: A New Revolution, 2015).

En el afo 2015 surgid un poderoso contendiente: las vacunas terapéuticas. Estas
vacunas permiten, a diferencia de los farmacos o vacunas preventivas, una solucién para
tratar las complicaciones graves de una enfermedad, de infecciones tempranas o
cronicas, pues refuerzan las defensas del paciente cuando las respuestas inmunitarias
especificas son incapaces de hacerlo durante el curso natural de la enfermedad o cuando
una terapia antimicrobiana convencional no es suficiente (Therapeuthic Vaccines: A
New Revolution, 2015). En la actualidad existen en el mercado vacunas terapéuticas
para el cancer de préstata y mieloma, y se prometen desarrollar vacunas también para
afecciones como el céncer cervical, cancer pancreatico, candidiasis vulvovaginal,
hepatitis, cirrosis y otras enfermedades causadas por el virus de la inmunodeficiencia

humana (Autran et al., 2004).

Las herramientas que permiten a las vacunas terapéuticas candidatas funcionar estan
estrechamente relacionadas con las respuestas de fuertes elicitores celulares: CD4+ Ty
CD8+ T, estos elicitores median la muerte de células infectadas y generan una memoria
inmunitaria en el paciente (Laidlaw et al., 2016). También, la eleccién de los adyuvantes

correctos permiten una respuesta inmune mas efectiva (Autran et al., 2004).

1.8. DESARROLLO DE UNA VACUNA PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Se han realizado estudios preclinicos experimentales con vacunas de ADN, virus
recombinantes que expresan antigenos de los pardsitos y ademas vacunas con proteinas
recombinantes con una combinacién de adyuvantes (de la Cruz et al, 2019). Los
estudios preclinicos con estas vacunas iniciaron hace aproximadamente doce afios en el
Colegio de Medicina de Baylor en Estados Unidos y la Universidad Auténoma de Yucatan

en México. Desde entonces solo han existido las terapias con farmacos sintéticos y no



ha existido ninglina otra vacuna como la que se pretende desarrollar para esta afeccidon

gue contenga las proteinas de origen recombinante (Hotez et al., 2013).

Las proteinas elegidas para el desarrollo de una vacuna bivalente fueron: Tc24 y TSA-1,
debido a sus resultados positivos en las distintas pruebas preclinicas. El antigeno TSA-1
esta estrechamente relacionado con la induccion de la actividad CD8+ de linfocitos Ty
la produccion de IFN-y para la inmunizacién del huésped. Se probaron anteriormente
otras proteinas, como son la proteina de fusion KMP11-HSP70, y los antigenos ASP-1,

ASP-2, los cuales dieron bajos resultados de antiparasitemia (Dumonteil et al., 2012).

El antigeno TSA-1y Tc24 en conjunto han demostrado niveles de reduccidn significativa
de parasitemia en el huésped, pruebas de inmunoterapia con vacunas en ratones y
canes (Limoén-Flores et al.,2010). En otras pruebas también se demostréo que ambos
antigenos podrian controlar parcialmente una infeccién y reducir significativamente la
progresion de la enfermedad (Sanchez-Burgos et al.,2007). La eficacia de la vacuna, en
particular, es debido a la fraccién amino terminal de la proteina TSA-1, ya que le provee
mayor propiedad de inmunogenicidad, mientras que el carboxilo terminal funge como

protector de los epitopos del amino terminal del antigeno (de la Cruz et al.,2019).

Se busca que la expresion de la proteina recombinante TSA-1 sea sintetizada a escala
suficiente, con bajos costos de produccidn para abastecer la demanda de las campanas
de inmunizacidn necesarias para el control y erradicacion de la enfermedad (Dumonteil
etal., 2012). Cabe mencionar, que en las regiones mas afectadas por la enfermedad del
Chagas en Latino América y el Caribe, aproximadamente 100 millones de personas
subsistente dia a dia con menos de $2 ddlares, y 46 millones de personas en Estados
Unidos viven bajo condiciones de pobreza similares que no les permite acceder a
atencién médicay a los tratamientos que actualmente existen para la enfermedad (Rassi

etal., 2010).

Las caracteristicas dptimas que se buscan en la produccion de la proteina recombinante
TSA-1 son: niveles de dptimos de expresion, obtencién de una proteina recombinante

soluble y alto grado de pureza e inmunogenicidad (CDC Chagas Disease American
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Trypanosomiasis, 2018). Aparte los avances en las técnicas de ingenieria genética y del
ADN recombinante, afiadiendo y sustrayendo secuencias para obtener la construcciones
de vectores para expresar las proteinas recombinantes con las caracteristicas deseadas,
dirigir la ubicacién donde queremos que la proteina se compartimente en la célula una
vez sintetizada, hasta la adicién de cadenas cortas de aminoacidos a la proteina que
permita un mejor rendimiento de purificacién con técnicas de cromatografia (Quijano-

Hernandez et al., 2011).

1.9. LAS TRANS-SIALIDASAS DE TRYPANOSOMA CRUZI.

Las trans-sialidasas forman parte de una super familia de proteinas de superficie de
Trypanosoma cruzi, esta super familia esta dividida en cuatro grupos: | al IV. El criterio
de clasificacién de estas familias estda basado en su similitud en la secuencia de
nucleobases y en sus propiedades funcionales. Estas proteinas similares a las mucinas
estan distribuidas en la célula, flagelo y bolsa flagelar del parasito Trypanosoma cruzi. La
principal funcion del grupo | es la transialidacion (Figura 3) durante la fase de
tripomastigote en el plasma sanguineo. La proteina TSA-1 forma parte del grupo Il de
las trans-sialidasas que esta compuesta por las proteinas ASP-1, ASP-2, TSA-1, Tc85,
SA85, GP82 y GP90. El grupo Il de proteinas en la fase de amastigote del parasito estan
involucradas en la opsonizacién del parasito, que implica el marcaje del patégeno para
su ingestion y destruccion por fagocitacién, ademas de jugar un rol en la respuesta
inmunogénica del hospedero. TSA-1 como antigeno de superficie en la fase
tripomastigote del parasito juega un importante rol como elicitor de células T,
generando una fuerte respuesta inmune en ratones y humanos (Pech-Canul et al., 2017).
En el Figura 4 se muestra la proteina cristalizada homologa de TSA-1 de Trypanosoma

rangeli (Buschiazzo et al., 2002).

11
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Figura 4: Estructura 3D cristalizada de la proteina homologa TSA-1 de Trypanosoma rangeli.
A) Visualizacion de la estructura proteica completa. B) Ligando de azucar en interaccién con el
sitio activo de B-lactosa.
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Tabla 2: Informacion general de la proteina TSA-1.

DESCRIPCION INFORMACION
Gen TSA-1 (UNIPROT: Q26971 NCBI: AAA30259)
Nombre proteina Trypomastigote surface glycoprotein

(Glicoproteina de superficie de tripomastigote)
Organismo origen Trypanosoma cruzi
Principalmente patogénesis. Conjunto de procesos
Proceso bioldgico especificos que general la capacidad de un organismo para

inducir un estado anormal y generalmente perjudicial.

1.10. PROTEINAS RECOMBINANTES.

Se denomina proteina recombinante al producto de aminoacidos en cadena a partir de
la recombinacién de ADN fordneo. La secuencia de ADN codificante se introduce en un
sistema de expresion: bacterias, virus, plantas, células animales, levaduras. Las
proteinas recombinantes pueden tener caracteristicas estructurales y funcionales muy
similares a las proteinas naturales y por lo general se producen con alta eficiencia

(Guevara-Hernandez et al., 2013).

1.11. EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN E. COLI.

La bacteria gram negativa E. coli se encuentra entre los sistemas de expresion de
proteinas recombinantes mas utilizado. Aproximadamente el 39% de las proteinas se
producen en este sistema en Estados Unidos y paises de Europa, sin importar la
aplicacién. Debido a los altos rendimientos de expresién, a los bajos costos de
produccidn, a su facilidad de cultivo y rdpido crecimiento, asi como su genoma simple y
muy bien caracterizado, E. coli es la referencia para la produccién de proteinas
recombinantes. Esta bacteria se considera como la opcidn principal para la produccién
de antigenos para el desarrollo de pruebas de diagndstico, el desarrollo de proteinas

terapéuticas para el tratamiento de enfermedades en la industria farmacéutica y la
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produccién de proteinas como blancos en la investigacion (Guevara-Hernandez et al.,
2013). Las unicas desventajas que presenta este sistema es la formacion de cuerpos de
inclusion y las casi nulas modificaciones post traduccionales disponibles en el sistema,
para lo cual se prefieren sistemas de expresion como levaduras, células de insectos o

células de mamiferos para proteinas mas complejas (Rosano et al., 2014).

1.12. VECTORES DE CLONACION.

Un vector de clonacidén se define como una secuencia de ADN circular, transportador de
secuencias y auto replicable. Ademas del gen de interés, su estructura esta compuesta
por distintos accesorios, que le confieren ventajas de uso (Beas-Zarate et al., 2009). A
continuacién, se muestra una tabla con los componentes basicos que posee un vector

de clonacion (Tabla 3).

Tabla 3: Componentes basicos que conforman un vector y su funcion.

COMPONENTE FUNCION

Le permite al vector ser replicado de manera
Origen de clonacién independiente al genoma de la célula huésped y la

obtencidn de un alto numero de copias.

Induce la expresién del vector en células procariotas.
Promotor Comunmente son usados promotores inducibles

derivados del operon lac y el promotor T7 de la RNA

polimerasa.
Genes de resistencia a Identificacion del vector a la célula huésped.
antibidticos
Permiten el escrutinio e identificacion de las clonas
Marcador de seleccion positivas.
Son sitios Unicos para la seleccién de sitios de clonacion
Sitios de restriccion multiple. Estos son identificables por enzimas de

restriccion compatibles al fragmento de ADN de interés.
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Son secuencias que codifican aminoacidos adheridos a la
Etiquetas proteina de interés facilitando la recuperacién vy

purificacién de esta.

1.13. ETIQUETA DE DOMINIO DE UNION A MALTOSA (MBP).

Es una etiqueta comun de expresion que pesa aproximadamente 42 kDa, codificada por
el gen malE, es responsable de la captacion, descomposicion y transporte de la malto
dextrina (New England Biolabs, 2019). Esta etiqueta permite obtener en un solo paso
de purificacion a la proteina de interés usando una resina de amilosa. Adicionalmente,
en E. coli se sabe que mejora significativamente la solubilidad de muchas proteinas,
protegiendo y estabilizando las proteinas para evitar su degradacion proteolitica
después de su sintesis. Las proteinas fusionadas con esta etiqueta pueden dirigirse a
diferentes compartimentos celulares cambiado o manipulando la secuencia de esta

etiqueta (Pryor et al., 1997).

Algunas ventajas de la fusion de proteinas a etiquetas de dominio a unidn a maltosa son
la purificacion por medio de técnicas cromatografia por afinidad de bajo costo y faciles
de preparar. A diferencia de las resinas a afinidad de anticuerpos, la purificacidon
completa tiene lugar en condiciones fisioldgicas y no se produce la desnaturalizacion de
la proteina de interés después de su elucién. Por ultimo, esta no contiene residuos de
cisteina que pudieran interferir con la formacion de enlaces disulfuro de la péptido diana

(di Guana et al.,1988).
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2. JUSTIFICACION
La enfermedad de Chagas, caracteristica de América Latina, se encuentra entre una de
las diez enfermedades tropicales mas desatendidas en el mundo causando miles de
muertes anualmente. En México, las poblaciones de los estados de Chiapas, Oaxaca,
Puebla, Veracruz y Yucatdn son los mas afectados por esta enfermedad. Los
tratamientos disponibles son de alto costo, baja eficacia y con efectos secundarios
graves para el paciente. Las soluciones para tratar al paciente cuando ya esta infectado
solo son viables cuando este se encuentra en etapas tempranas de la enfermedad,
puesto que la enfermedad del Chagas tiende a ser similar en la primera fase sintomatica
de otras enfermedades tropicales que se encuentran en América Latina y el Caribe, y
gue posteriormente el paciente se presentara asintomatico por largos periodos
portando la enfermedad hasta que pase a una fase crénica con alteraciones cardiacas,
neuroldgicas y digestivas, donde no sera posible tratar al paciente, dando como
resultado su deceso inminente. Sin embargo, gracias al desarrollo de las vacunas
terapéuticas, se presenta una solucidn para poder tratar enfermedades desde etapas de
infecciones tempranas hasta crénicas, pues ayudan a reforzar las defensas del paciente
aun cuando las respuestas inmunitarias especificas son incapaces de hacerlo durante el
curso natural de la enfermedad y cuando la terapia ya no es capaz de erradicar al
parasito del hospedero. La tecnologia de proteinas de origen recombinante permitira el
desarrollo de antigenos que sean componentes viables para el desarrollo de una vacuna
terapéutica. TSA-1, la proteina de superficie de tripomastigote, ha demostrado ser un
candidato, que tiene como caracteristicas ser un fuerte elicitor de linfocitos T CD+8 para
la memoria inmunitaria y para la produccién de IFN-y para la activacién del sistema
inmunitario, generando bajo grado de parasitemia y reduccién inflamatoria de tejidos
con postinfeccion. Por ello nace la necesidad de mejorar la expresion y purificacion del
antigeno rTSA-1, para obtener una expresion de alto rendimiento y bajo costo que
permita el desarrollo de una vacuna terapéutica para el control y erradicacion de la
enfermedad del Chagas. Para esto deberd implementarse una estrategia de ingenieria
genética para la subclonacién del antigeno rTSA-1 en el vector de expresion pCri-1b que
permita la sobreexpresidon de proteinas, con la fusion de la etiqueta de dominio de unién
a maltosa que ayuda a mejorar la solubilidad, proteccién y estabilizacion de la

degradacion proteolitica después del proceso de sintesis proteica.
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3. HIPOTESIS
La fusidn del antigeno rTSA-1 al dominio de unidén a maltosa facilitara su expresion en

forma soluble en E. coli.
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4. OBIJETIVO GENERAL

Subclonar el gen rTSA-1 en el vector pCri-1b y expresar el antigeno recombinante rTSA-

1 fusionado al dominio de unién a maltosa en E. coli.

5. Objetivos especificos
1. Clonar la secuencia que codifica para el fragmento N-terminal del antigeno TSA-1 de
Trypanosoma cruzi fusionado al dominio de unién a maltosa.

2. Expresar el fragmento N-terminal del antigeno rTSA-1 de Trypanosoma cruzi en E.

coli.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.  ANALISIS BIOINFORMATICO.

En el software ProtParam Tool de la pagina en linea de herramientas bioinformaticas
ExPASy se realizé un analisis complementario con el cddigo FASTA de aminoacidos de la
proteina nativa TSA-1 (UniProt, Q26971). Este analisis se realizd con la finalidad de
investigar las caracteristicas moleculares de la proteina como su peso molecular, punto
isoeléctrico, tiempo de vida media, composicion de aminodcidos y otras caracteristicas

para el proceso de la produccion de su forma recombinante.

6.2. VECTORES DE CLONACION pET-41.

El vector utilizado anteriormente para la expresion de la proteina rTSA-1 fue pET-41a,
parte de la serie de vectores pET-41, que estan disefiados para técnicas de clonaciony
altos niveles expresidn de secuencias peptidicas. Este vector comercial esta fusionado
con la etiqueta GST en el N terminal (Addgene Vector Database pET-41a(+), 2019). EL
vector pET41-a TSA-1 que expresa la proteina recombinante TSA-1 (rTSA-1), esta
modificada en la secuencia y se no posee la etiqueta de fusidon GST, ademas se le anadid
una etiqueta de 6 histidinas en el carboxilo terminal (de la Cruz et al., 2019). Las
etiquetas de histidinas en la proteina permiten la purificacion de la proteina mediante
técnicas de purificacion cromatograficas por afinidad de niquel. En la Figura 5 se
presenta un mapa simplificado del vector pET-41a, que fungira como vector parental en

la subclonacion del gen rTSA-1.
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Figura 5. Mapa del vector pET-41a (Genscript pET-41a, 2019)



6.3. VECTORES DE CLONACION pCri.

Los vectores de clonacion pCri estan disefiados para la sobrexpresion de proteinas
recombinantes del citoplasma y periplasma extracelular de E. coli. El vector esta
fusionado con las etiquetas de histidinas en el extremo Ny C terminal, asi como con una
etiqueta MBP. Las multiples etiquetas de fusién facilitan la expresion, solubilidad y
deteccidn de las proteinas heterdlogas expresadas por el vector. Ademas, posee la
secuencia del gen que expresa la proteina flourescente GFP unido a la etiqueta de
solubilizacion MBP. El vector que se utilizd en este trabajo para la subclonacién y
expresion del gen rTSA-1, fue el pCri-1b. Este vector posee una longitud total 7200 pb y
se expresa en cepas bacterianas resistentes al antibidtico kanamicina (Goulas et
al.,2014). En la Figura 6 se muestra un mapa simplificado del vector pCri-1b que funge

como vector destino en la subclonacion del gen rTSA-1.

Figura 6: Mapa del vector pCri-1b (Addgene pCri, 2014).
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6.4. SUBCLONACION DE LA SECUENCIA rTSA-1.
Se transformaron células competentes E. coli DH5a (Anexo 2) con ADN plasmidico pET-
41a rTSA-1y pCri-1b (Figura 7, A). Se extrajo el ADN plasmidico de las células (Anexo 3),

se purificod (Anexo 5) y cuantifico.

Posteriormente mediante una reaccién de digestion enzimatica en termociclador
(Anexo 6), se cortd con las enzimas de restriccion Xhol y Ndel de los vectores pCri-1b y
pET-41-a rTSA-1 (Figura 7, B). El vector parental pET-41a rTSA-1-MBP con una longitud
de 7790 pb se corté con las enzimas de restriccion Xhol y Ndel para liberar el inserto
rTSA-1 con una longitud de 1890 pb (Figura 7, B). El vector destino pCri-1b con una
longitud de 7200 pb se cortd con las enzimas de restriccion Xhol y Ndel (Figura 7, B) para
obtener el vector abierto para la subclonacién del gen rTSA-1. El gen rTSA-1 esta

optimizado para la plataforma E. coli.

Los fragmentos rTSA-1 y pCri-1b se purificaron (Anexo 5) (Figura 7, C) mediante una
reaccion de ligacion con DNA ligasa (Anexo 8) (Figura 7, D), posteriormente se
transformaron células competentes E. coli DH5a (Anexo 2) con el vector pCri-1b rTSA-1-
MBP (Figura 7, E), se extrajo y purifico el ADN de las clonas positivas para realizar un
ensayo de restriccion enzimatica con las enzimas Xhol y Ndel, y confirmar la liberacién

del inserto rTSA-1 con un peso de 1890 pb (Figura 7, F).
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Figura 7: Subclonacion del rTSA-1 al vector pCri-1b. Subclonacion del
inserto rTSA-1 desde el vector parental pET41-a al vector destino pCri-1b,
desde los pasos de la digestion enzimatica de los vectores hasta la
transformacion de células competentes. Modificado de original de
“Promega Subcloning Notebook” (Promega Corporation, 2019).

6.5. INDUCCION Y EXTRACCION DE LA PROTEINA rTSA-1-MBP.

En los cultivos celulares se realizaron ensayos de induccién con IPTG, que actué como
un inductor para iniciar los factores de trascripcion del operon lac permitiendo la
expresion del gen de rTSA-1y la sintesis de la proteina rTSA-1-MBP (Daber et al., 2007).
Posteriormente con el reactivo BugBuster (Novagen, 70584) mediante una lisis alcalina
se extrajeron las proteinas de la fraccion soluble presentes en el periplasma y citoplasma
de las células transformadas con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP. Los extractos se

corrieron en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Anexo 1).
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6.6. CEPASE. COLI BL21 (DE3), C43 (DE3) Y C41 (DE3).

Las células competentes BL21 (DE3), C43 (DE3) y C41 (DE3) son utilizadas para la
expresion de proteina heterologas, por ser altamente efectivas para la expresion de
proteinas “tdxicas” para un abanico de sistemas de expresion, incluyendo bacterias
eucariotas, levaduras, virus y animales (Dumon-Seignovert et al., 2004). Las células
competentes BL21 (DE3) resguardadas en crio-génesis a -80° C se utilizaron en los
ensayos de expresion e induccion de la proteina recombinante rTSA-1-MBP. Las células
competentes C421 (DE3) y C43 (DE3) resguardadas en crio-génesis a -80° C se utilizaron

en los ensayos especificos de expresion de la proteina recombinante TSA-1.

6.7. OBTENCION DE VECTORES PURIFICADOS pCri-1b Y pET-41a rTSA-1.

Se obtuvieron las unidades de ADN plasmidico necesarias para generar los fragmentos
del inserto rTSA-1 y el vector pCri-lb mediante la transformacién de células
competentes de E. coli DH5a (Anexo 2), con los vectores pCri-1b y pET-41a rTSA-1. La
extraccion de los vectores en las células transformadas se llevé acabo con un kit de
extraccion comercial “ADN Fast-n-Easy Mini-Prep Kit” de Jena Bioscience (Anexo 3).
Posteriormente se corrio el DNA extraido de las células en una electroforesis de agarosa
al 1% (Anexo 4) y purificdé con el kit comercial “Agarose Gel Extraction” de Jena

Bioscience (Anexo 5).

6.8. OBTENCION DE INSERTO rTSA-1Y EL VECTOR pCri-1b PURIFICADOS.

Se digirieron ambos vectores con las enzimas restriccion Xhol y Ndel (Anexo 6) en un
termociclador (Thermo Fisher Scientific). Se llevd a cabo una desfosforilaciéon con la
enzima fosfatasa alcalina (Anexo 7) para evitar su plegamiento sobre si mismo en los
extremos terminales 3" y 5°. Posteriormente, se corrieron los productos de PCR en una
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificaron los fragmentos extraidos del gel
con el kit de purificacion “Agarose Gel Extraction” de Jena Bioscience (Anexo 5). Se
realizaron los cdlculos para realizar la ligacién del inserto y vector (Anexo 8), estos
calculos toman en cuenta la cantidad necesaria vector e inserto a utilizar para que sea
proporcional en la reaccidn, en este caso la relacién en nucleobases del inserto TSA-1y

vector pCri-1b fue de 3:1. Ademas se realizaron calculos para determinar la cantidad de
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enzima ligasa necesaria para llevar acabo la reaccién en U por ng de ADN presentes en

el volumen de la reaccidn.

6.9. LIGACION VECTOR pCri-1b CON EL INSERTO rTSA-1.

La unién de los fragmentos purificados de vector e inserto se realizd mediante una
reaccion de ligacién con la enzima ligasa T4 (Anexo 8) a 37° C e inactivacion enzimatica
a 65° C por 20 minutos en un termociclador de Bio-Rad. Se confirmd la unidon de ambos

fragmentos de ADN mediante un gel de electroforesis de agarosa al 1%.

6.10. TRANSFORMACION DE CELULAS DE COMPETENTES CON EL VECTOR pCri-1b
rTSA-1-MBP.

Se procedid a realizar la transformacion de las células competentes (Anexo 2) con la

reaccion de ligacién en los distintos genotipos de plataforma de expresion E. coli: BL21

(DE3), C43 (DE3) y CA41 (DE3). Las cepas bacterianas transformadas con el vector pCri-1b

rTSA-1-MBP obtenidas se preservarén en crio viales de larga duracién a bajas

temperaturas de -80° C en soluciones de glicerol (Anexo 9) para su posterior uso.

6.11. INDUCCION, EXPRESION Y EXTRACCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES.

a. EN CONDICIONES BASICAS.
Se realizaron lecturas de densidad del cultivo en crecimiento a 37° C en un
espectrofotdmetro (SmartSpec Plus) hasta alcanzar los niveles de densidad de
crecimiento a una longitud de onda de 600 nm con diluciones 1/10 (cultivo celular/agua
estéril). Se indujo la expresion génica (Anexo 11) con el andlogo no hidrolizable de la
alolactosa, IPTG (Affymetrix, 17886). La extraccién de proteinas se realizé con una
preparacion del ensayo con el reactivo BugBuster (Anexo 12). Se analizaron las
fracciones extraidas mediante electroforesis de proteinas desnaturalizante SDS-PAGE al

10% (Anexo 1).

b. EN CONDICIONES CONTROLADAS DE TEMPERATURA.
Se realizaron lecturas de densidad del cultivo en crecimiento a 25° Cy 37° C en un

espectrofotémetro (SmartSpec Plus) hasta alcanzar los niveles adecuados de

27



crecimiento a una longitud de onda de 600 nm con diluciones 1/10 (cultivo celular/agua
estéril). Se indujo la expresion génica (Anexo 11) con el andlogo no hidrolizable de la
alolactosa, IPTG (Affymetrix, 17886). La extraccién de proteinas se realizé con una
preparacion del ensayo con el reactivo BugBuster (Anexo 12). Se analizaron las
fracciones extraidas mediante electroforesis de proteinas desnaturalizante SDS-PAGE al

10% (Anexo 1).

c. CINETICA POR HORAS.
Se realizaron lecturas de densidad del cultivo en crecimiento a 37° C en un

espectrofotdmetro (SmartSpec Plus) hasta alcanzar los niveles adecuados de
crecimiento a una longitud de onda de 600 nm con diluciones 1/10 (cultivo celular/agua
estéril). Se indujo la expresion génica (Anexo 11) con el andlogo no hidrolizable de la
alolactosa, IPTG (Affymetrix, 17886), se tomaron cosecharon muestras del cultivo a las
2, 4 y 6 horas posterior de la induccion. La extraccidn de proteinas se realizo lisando las
células con buffer de Laemmli y centrifugando a 200 RPM a 25° C por 5 minutos. Se
analizaron las fracciones extraidas mediante electroforesis de proteinas

desnaturalizante SDS-PAGE al 10% (Anexo 1).

d. EN CELULAS CULTIVADAS EN MEDIO LB ENRIQUECIDO CON GLUCOSA.
Se inocularon las células competentes en medio LB enriquecido con glucosa al 0.5%. Se
realizaron lecturas de densidad del cultivo en crecimiento 37° C en un
espectrofotémetro (SmartSpec Plus) hasta alcanzar los niveles adecuados de
crecimiento a una longitud de onda de 600 nm con diluciones 1/10 (cultivo celular/agua
estéril). Se indujo la expresion génica (Anexo 11) con el andlogo no hidrolizable de la
alolactosa, IPTG (Affymetrix, 17886). La extraccion de proteinas se realizd con el reactivo
BugBuster (Anexo 12). Se analizaron las fracciones extraidas mediante electroforesis de

proteinas desnaturalizante SDS-PAGE al 10% (Anexo 1).

e. EN GENOTIPOS E. COLI C41 (DE3) Y C43 (DE3).
Se realizaron lecturas de la densidad en un espectrofotometro (SmartSpec Plus) del
crecimiento de los cultivos celulares C41 (DE3) y C43 (DE3), incubados a 37° C hasta

alcanzar los niveles adecuados de crecimiento en lecturas a una longitud de onda de 600
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nm con diluciones 1/10 (cultivo celular/agua estéril). Se indujo la expresidon génica
(Anexo 11) con el analogo no hidrolizable de la alolactosa, IPTG (Affymetrix, 17886). La
extraccion de proteinas se realizd lisando las células con buffer de Laemmli y
centrifugando a 200 RPM a 25° C por 5 minutos. Se analizaron las fracciones extraidas

mediante electroforesis de proteinas desnaturalizante SDS-PAGE al 10% (Anexo 1).

f. PURIFICACION DE PROTEINAS EN COLUMNA DE NI-SEFAROSA.
Se resuspendieron las células inducidas con el analogo no hidrolizable de |a alolactosa,
IPTG (Affymetrix, 17886), en una proporcién 1/40 del volumen original de cultivo
cosechado. Posteriormente se lisaron las células mediante ultrasonicacién en frio por
periodos de 30 segundos y 30 segundos de reposo por 8 ciclos. Se empacé la resina Ni-
Sefarosa (GE Healthcare, 17526801) en un tubo eppendorf para obtener un volumen de
empacado de 100 uL dentro del tubo. Se lavé la columna con un volumen de 100 ul de
agua estéril 5 veces, se centrifugd por 3 minutos a 6,000 RPM a una temperatura de 4°
C. Se paso el extracto de proteinas obtenidos por la lisis alcalina con BugBuster por las
columnas empacadas dejando interaccionar por 1 hora. Se centrifugd y tomaron
muestras del sobrenadante obtenido. Se lavaron las columnas con un volumen de 100
ul de Buffer 50 Mm Imidazol, dejando interaccionar por 3 minutos a 6,000 RPM a 4° C,
este paso se repitid 5 veces. Se eluyd finalmente la columna con Buffer de 500 Mm de

Imidazol, eluyendo las proteinas unidas a la resina.

6.12. WESTERN BLOT.

Se utilizo la técnica Western blotting para la deteccion indirecta de la proteina rTSA-1-
MBP vy las etiquetas de Histidinas en el =N y —C terminal de la proteina inmovilizada en
membranas de nitrocelulosa (Anexo 13). Las muestras de proteinas se transfirieron del
gel de poliacrilamida SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa, seguido del bloqueo
y la adicion de anticuerpos primarios: anti-tsa y anti-histidinas. Después de
subsecuentes lavados a la membrana para eliminar residuos de anticuerpos y solucion
PBS-Tween, se incubd la membrana con los anticuerpos secundarios tsa que se anclaron
al anticuerpo primario anti-tsa. Se siguié un paso de revelado con solucion HRP (Bio-Rad,
170-6534) y peroxido (Anexo 14) para visualizar la presencia de la proteina rTSA-1-MBP.

Se realizd esta técnica con anticuerpos policlonales de conejo contra proteinas

29



recombinantes producidos en DBB-CINVESTAV en el Laboratorio 11 de DIPM. Se
implementd, ademas, una técnica de deteccidon por quimioluminiscencia para bajas
concentraciones en rango de femto gramos con el reactivo comercial SuperSignal West
(Bio-Rad, 34580). Se afiadid directamente a la membrana de nitrocelulosa hasta

recubrirla y posteriormente se visualizé en el fotodocumentador (Anexo 15).

6.13. AMPLIFICACION DEL GEN TSA.

Se realizé una amplificacion mediante PCR para confirmar la presencia del gen que
expresa la proteina rTSA-1-MBP en el vector pCri-1b rTSA-1-MBP (Anexo 16), mediante
la amplificacion del fragmento de 1000 pb del gen que codifica el dominio amino de
rTSA-1. Se usaron los oligos anexados (Tabla 4) y como templados el vector pCri-1b rTSA-
1-MBP obtenido de la extraccién y purificacion de la primera transformacion positiva de
células E. coli DH5a. Se corrieron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1.0%

tefiido con bromuro de etidio (Anexo 4).

Tabla 4: Oligos directo y reverso para la amplificacion del
dominio amino del gen que codifica la proteina rTSA-1.

OLIGO SECUENCIA
TSA-1 directo CGCCATATGGAACGTAACAGTGGCGATCTGC
TSA-1 reverso CCGCTCGAGCAGACGAGCCAGACTC
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1.  ANALISIS BIOINFORMATICO.

Los resultados condensados en la Tabla 5 del analisis en el software bioinformatico
ProtParam indican que la proteina TSA-1 esta compuesta por 835 aminoacidos, con un
peso molecular promedio de 90.437 kDa y un punto isoeléctrico tedrico de 4.77, asi
como un periodo de vida media tedrica estimada mayor a 10 horas en E. coli. Esta
proteina esta clasificada como estable, con indice de estabilidad Il. Se muestra el codigo
FASTA de la proteina TSA-1 de la secuencia de aminoacidos en la Tabla 5. La informacion

fue extraida de la base de datos de UniProt (Q26971).

Tabla 5: Secuencia de aminoacidos de la proteina TSA-1. Composicidon de aminoacidos de la
base de datos UniProt. Subrayado en amarillo la secuencia de aminoacidos que compone el
dominio amino de la proteina, la zona que amplifican los oligos TSA-1 directo y TSA-1 reverso
(TSA-1 Trypomastigote Surface Glycoprotein Trypanosoma Cruzi Gene & Protein, 2019).

>tr|Q26971|Q26971_TRYCR Trypomastigote surface glycoprotein

0OS=Trypanosoma cruzi 0X=5693 GN=TSA-1 PE=2 SV=1

MSRRHFYSAVLLLLLVWMVCGGSGAAHAVERNSGDLQLPQEIAMLVPNKTQVVPKSGGEG
KVKDIFASPALVRAGGVMIAFVEGRTKNKLFPEVIDLSSSDIVAGYIKAPETWQSLVAEV
TKEYWQAHTVLESANNSNHRVGVARLPTGITRGNKVFLLVGSYEERREIDDYIWKAEAWN
IKVIEGEATQSTEVQPTQPINWSEPKPLFQTDSPNNKGDLKEFLGGGGSGIVMGNGTLVF
PLTAKDESNKVFSLITYSTDDGQKWEIPGGVSSVACRSPRVTEWEEGTLLMVTYCEDGRK
VFESRDMGKTWTEAFGTLPGVWLKSGPELPEVSLRVDALITATIEGRKVMLYTQKVRHFL
EVDEPNALHLWVTDNNRTFHLGPFSVDCAENKTFANTLLYSDDALHLLOQAKGDHESTAVS
LARLTEELNTINSVLSTWVQLDASFSESSIPTAGLVGFLSNTTSSGDTWIDGYRCMNATV
TKAAKVENGFKFTGPGSRATWPVNSRWDIKQYGFVDYNFTIVAMATIHQVPSESTPLLGA
SLRGNKRTKLIGLSYGAGGKWETVYDGTKTVQGGTWEPGREYQVALMLQDGNKGFVYVDG
VLVGNPAMLPTPEERWTEFSHFYFGGDEGDSGSDATLTDVFLYNRPLSVGELKMIKEVED
KKEKGSGDSEDKKESGDSEDKKESGDSEDKKGSGDSEDKKESGDSEDKKESGDSEDKKGS
GDGAFTPAVSNATTHTAEEETVNQSASGTFSITDSTEGDVSSDENGETTGGADGQEEDIQ
PQDGEANAAALGLALKSSLGTSSQWDGSVAGTMRESRVLLPSLFLLLGLWGFAAL
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Tabla 6: Resultados de analisis EXPASY ProtParam. Composicién de aminoacidos, nimero de
aminodcidos, peso molecular, punto isoeléctrico tedrico, vida media estimada en distintas
células, indice de inestabilidad, indice alifatico y promedio de hidropatia (Gasteiger et al., 2005).
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7.2. SUBCLONACION DEL INSERTO rTSA-1 AL VECTOR pCri-1b.

Para la ligacion del inserto rTSA-1 al vector destino pCri-1b, se cortaron con las enzimas
de restriccion Xhol y Ndel (Anexo 6) a los vectores pCri-1b y pET41-a rTSA-1, extraidos
(Anexo 3) y purificados (Anexo 5) de células E. coli DH5a. Como se observa en la Figura
8, se visualizaron los fragmentos de peso esperado correcto para el inserto rTSA-1 de
1890 pb y para el vector abierto pCri-1b de 6423 pb, por lo que se confirmo la obtencion
del corte correcto en los sitios de restriccion del vector parental pET41-a rTSA-1 vy el

vector destino pCri-1b.

1 2 3 4
pET-41a pET-41a pCri-1b pCri-1b
M rTSA-1 rTSA-1 digerido digerido

digerido digerido

€=6423 pb
5900 pb =

1890 pb =—p

<€=777 pb

Figura 8: Visualizacion de fragmentos de restriccion
del vector pET-41a y pCri-1b con enzimas de
restriccion Xhol y Ndel. Carril 1, 2 doble digestién del
vector parental pET-41a rTSA-1. Carril 3, 4 doble
digestiéon del vector destino pCri-1b. Electroforesis de
ADN en agarosa al 1.0% tefiido con BrEt.
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Posteriormente, con el producto de la ligacidn del inserto rTSA-1 y el vector pCrl-b se
transformaron células E. coli DH5a (Anexo 2), en la Figura 9 se muestra la placa con las
clonas positivas obtenidas (Figura 9, A) y el control de religacién (Figura 9, B). El control
de religacién confirmé la eficacia de la reaccion de desfosforilacion, ya que permitioé que

se minimizara la obtencion de vectores auto ligados.

A B

Figura 9: Clonas transformadas con reaccion de ligacion. A. Colonias de células E. coli
DH5a obtenidas de la transformacion con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP. B. Células control
E. coli DH5a de religacion. Medio de cultivo LB con 100 uL de kanamicina, incubadas por
16 horasa37° C.

Para confirmar la presencia del nuevo vector pCri-1b rTSA-1-MBP en las dos clonas
obtenidas (Figura 9, A), se llevd a cabo una extraccion y purificacion de ADN. El ADN
plasmidico obtenido se proceso en una reaccion de digestion con las enzimas de
restriccion Xhol y Ndel. El anadlisis de restriccion enzimdatica (Figura 10) reveld la
presencia del inserto rTSA-1-MBP del peso esperado de 1890 pb, liberado por el vector
pCri-1b rTSA-1-MBP de 6423 pb.
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6423 pb ==p

1890 pb ==

M  eCrilbrTSA-1-MBP Dijgerido PCrilbrTSA-1-MBP Dijgerido

Figura 10: Visualizacion de fragmentos de restriccion del vector pCri-1b rTSA-
1-MBP con enzimas de restriccion Xhol y Ndel. Carril 1, 3 vector sin linealizar
pCri-1b rTSA-1-MBP extraido de la clona E. coli DH5a A y B. Carril 2, 4 doble
digestidn del vector pCri-1b rTSA-1-MBP con las enzimas de restriccion Xhol y
Ndel. Electroforesis de ADN en agarosa al 1.0% tefiido con BrEt.
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7.3.  ENSAYOS DE INDUCCION, EXPRESION Y EXTRACCION DE LA PROTEINA rTSA-1.

Para probar la expresién del vector pCri-1b rTSA-1-MBP, se usaron las células E. coli BL21
(DE3) que contenian el vector pCri-1b rTSA-1-MBP. Se realizaron ensayos de induccién
y expresion con IPTG. Se utilizaron como control el vector parental pET-41a rTSA-1 que
expreso la proteina rTSA-1-MBP y el vector destino pCri-1b que expresé la proteina GFP-
MBP, con el objetivo de verificar el estado funcional correcto del vector destino pCri-1b
y comparar las condiciones de expresidon de la proteina rTSA-1 con el vector parental
pET-41a rTSA-1. Se observé una baja cantidad de células posterior a la cosecha del
cultivo de las células con el vector pCril-b TSA-1-MBP en comparacion con las células

transformadas con los otros vectores (Figura 11, B).

Figura 11: Induccion y expresion de proteinas. A. Matraces con un volumen de 50 mL de Medio
LB + 50 uL de kanamicina, de izquierda a derecha: células E. coli BL21 (DE3) con el vector pET-41a
rTSA-1, vector comercial pCri-1b, vector pCri-1b rTSA-1-MBP. B. Fase insoluble posteriores al
tratamiento de lisis alcalina con BugBuster, de izquierda a derecha: extracto células E. coli BL21
(DE3) con la vector pET-41a rTSA-1, vector comercial pCri-1b, vector pCri-1b rTSA-1-MBP. Cy D.
Fase soluble con proteinas intracelulares, de izquierda a derecha: proteinas de la vector pET-41a
rTSA-1, vector comercial pCri-1b, vector pCri-1b rTSA-1-MBP.
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Las proteinas intermembranales extraidas por lisis alcalina se corrieron para visualizarse
en un gel de electroforesis. El analisis electroforético de las proteinas no reveld la
presencia de rTSA-1-MBP en los 114 kD (Figura 12). Esto indicaria que no existe
expresion o sintesis de la proteina en el periodo de 16 horas incubacién, posterior a la
induccion con IPTG. El funcionamiento del vector destino pCri-1b es correcta, pues se
expresa la proteina GFP-MBP con el peso de 70 kDa (Tabla 6). Sin embargo, se observo
gue la proteina control GFP-MBP se comienza a expresar antes de la induccién con IPTG,
y posterior a la induccién la concentracidn es equivalentemente mas baja. La proteina
control rTSA-1, se expreso correctamente del vector parental pET-41a en las mismas

condiciones de expresion.

A pesar de que BL21 (DE3) es una plataforma de alto rendimiento de expresion,
comunmente este subtipo celular de E. coli utiliza métodos de autorestriccion de
expresion, reduciendo los niveles de transcripcion de las proteinas heterologas
(Narayanan et al., 2010). Esto podria explicar el hecho de que no se obtuviera la proteina
rTSA-1-MBP. También esta reportado que la sobreproducciéon en BL21 (DE3) de

proteinas heterologas esta limitada por la muerte celular temprana (Miroux et al., 1996).

VECTOR PROTEINA EXPRESADA
rTSA-1-MBP
pCri-1b rTSA-1-MBP Peso molecular: 114 KDa
rTSA-1
pET-41a rTSA-1 Peso molecular: 70 kDa
GFP-MBP
pCri-1b Peso molecular: 70 kDa

Tabla 6: Informacidon de vectores y pesos moleculares
estimados de las proteinas expresadas en los geles de
electroforesis SDS-PAGE.

37



114 kDa ===

1 2 3 4 5 6

M rTSA-1 rTSA-1 GFP-MBP  GFP-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP
No Inducido Inducido No Inducido Inducido No Inducido Inducido

Figura 12: Patron de corrimiento de proteinas de células tratadas reactivo
BugBuster. Extractos 1,2 Proteina rTSA-1 del vector pET-41a rTSA-1, fase soluble e
insoluble. Extractos 3,4 Proteina control GFP-MBP del vector comercial pCri-1b,
fase soluble e insoluble. Carril 5,6 Proteinas de las células con el vector pCri-1b
rTSA-1-MBP. Electroforesis SDS-PAGE 10% tefiida con azul de Coomasie. La flecha
de 114 kDa indica donde deberia visualizarse la proteina rTSA-1-MBP. La flecha de
70 kDa indica donde se visualiza la proteina GFP-MBP y la proteina rTSA-1
expresada por el vector pET-41a rTSA-1-MBP.
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7.4.  ENSAYOS DE INDUCCION Y EXPRESION CON LOS GENOTIPOS E. COLI CA1 Y C43.

Como siguiente estrategia, para lograr la expresion, se optd por probar el reemplazo de
los genotipos celulares BL21 (DE3) con los genotipos C41 (DE3) y C43 (DE3), con base a
los resultados del anterior experimento, donde se observd un paquete celular de menor
tamafio en lo cultivos con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP con células BL21 (DE3), en
comparacion con los cultivos que poseian los vectores pET-41a rTSA-1 y pCri-1b con
células BL21 (DE3), sugiriendo que las células estaban muriendo antes de lograr
sintetizar la proteina rTSA-1-MBP, causado por la probable inestabilidad del plasmido

pCri-1b rTSA-1-MBP en BL21 (DE3).

La literatura indica, que al identificar una célula como inestable o téxico un plasmido,
las células que pierden el plasmido crecen por sobre las que si logran retenerlo, al no
poseer las células el plasmido con la resistencia al antibiotico anadido en el medio de

cultivo de crecimiento, las células mueren (Dumon-Seignovert et al., 2004).

La expresion de proteinas heterologas en E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3), tienen la ventaja
de que se siguen produciendo sin generar efectos toxicos al sistema de expresion,
gracias a la presencia de locus especificos en los genotipos C41 (DE3) y C43 (DE3), que
ayudan a minimizar el efecto toxicidad en las células, sin provocar su muerte temprana
(Dumon-Seignovert et al., 2004). De tal manera, se transformaron células E. coli. del
subtipo C41 (DE3) y C43 (DE3) con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP. Una vez que los nuevos
genotipos se transformaron, se crecieron en medio de cultivo y se indujeron con IPTG.
A partir de las células cosechadas se obtuvieron fracciones solubles e insolubles. La fase
insoluble, fue tratada para la extraccidén de las proteinas intracelulares (Anexo 12) que
posteriormente se corrieron en un gel de electroforesis (Figura 13). Como resultado del
analisis electroforético, no fue posible visualizar en el patron de bandas a la proteina
rTSA-1-MBP. De tal manera, se rechazo la posibilidad de que el sistema de expresidon
este desechando el vector pCri-1b rTSA-1-MBP por inestabilidad. Entonces, se hipotetizd
gue la expresidon se estaba inhibiendo por las altas demandas energéticas que puede
requerir la sintesis de una proteina rTSA-1-MBP por su tamano. A partir de estos
resultados, se procedié a implementar técnicas de manipulacién del metabolismo

celular de E. coli para la expresidon de la proteina rTSA-1-MBP.
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114 kDa
—

1 2 3 4 5 6 7 8

ca1 ca1 ca1 ca1 ca3 ca3 ca3 ca3
pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b
M rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP
No Inducido Inducido Fase Fase Soluble No Inducido Inducido Fase Insoluble Fase Insoluble

Figura 13: Patron de corrimiento de proteinas de células E. coli C41 y C43. Extracto 1-4
Proteinas de las células E. coli C41 (DE3) con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP, cultivo inducido
y no inducido, fase soluble e insoluble. Extracto 5-8 Proteinas de las células E. coli C43 (DE3)
con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP, cultivo inducido y no inducido, fase soluble e insoluble.
Electroforesis SDS-PAGE 10% teiida con azul de Coomasie. La flecha de 114 kDa indica
donde deberia visualizarse la proteina rTSA-1-MBP.
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7.5.  ENSAYOS DE INDUCCION Y EXPRESION CON CELULAS EN CRECIMIENTO A
DIFERENTES TEMPERATURAS.

La primera aproximacion fue una modificacién de temperatura de 37° C a 25° C en el

periodo de incubacion para el crecimiento de las células E. coli. BL21 (DE3), para ayudar

a generar cambios en el metabolismo del sistema de expresion, permitiendo menor

inversion energética en las fases de crecimiento y duplicacién celular, redirigiéndola en

la sintesis proteica (Gadgil et al., 2008).

Se cultivaron células BL21 (DE3) transformadas con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP en
medio de cultivo con temperaturas de incubacién a 25° C. Simultaneamente como
control se incubaron células BL21 (DE3) transformadas con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP
a 37° C. Los resultados en el patrén de bandas no mostraron la presencia de la proteina
rTSA-1-MBP (Figura 14), lo que indicé que el cambio de temperatura de crecimiento no
favorecio su producciéon y que ralentizar el metabolismo celular para redirigirla a la
sintesis de proteinas o metabolitos no deseados, no es una solucidn para su produccion.
Posiblemente, la complejidad de la proteina por su peso molecular arriba de los 100 kDa
en un sistema de expresion como E. coli BL21 (DE3), basado en un sistema polimerasa
T7, genere errores durante la sintesis de RNA por la rapidez del proceso, hasta ocho
veces mas rapido que en un sistema eucariota (lost et al., 1992) lo que podria provocar

la inhibicidn o parcial sintesis de la proteina rTSA-1-MBP.
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1 2 3 4 5

25°C 25°C 25°C 37°C 37°C
pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b
rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP
M No inducido Fase Soluble Fase Insoluble Fase Soluble Fase Insoluble

Figura 14: Patron de corrimiento de proteinas de células con el vector pCri-1b rTSA-1-
MBP de la clona A incubadas a 25° y 37° C. Extracto 1 proteinas de células E. coli BL21
(DE3) no inducidas a 25° C. Extracto 2, 3 proteinas de células E. coli BL21 (DE3), fase
soluble y no soluble a una temperatura de crecimiento de 25° C. Extracto 4, 5 proteinas
de células E. coli BL21 (DE3), fase soluble y no soluble a una temperatura de crecimiento
de 37° C. Electroforesis SDS-PAGE 10% teiida con azul de Coomasie. La flecha de 114 kDa
indica donde deberia visualizarse la proteina rTSA-1-MBP expresada con la etiqueta MBP.
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1 2 3 4 5

25°C 25°C 25°C 37°C 37°C
pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b
rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP
M No Inducido Fase soluble Fase insoluble Fase soluble Fase insoluble

114 kDa
—

Figura 15: Patron de corrimiento de proteinas de células con el vector pCri-1b rTSA-1-
MBP de la clona B incubadas a 25° y 37° C. Extracto 1 proteinas de células E. coli BL21
(DE3), no inducidas a 25° C. Extracto 2, 3 proteinas de células E. coli BL21 (DE3), fase
soluble y no soluble a una temperatura de crecimiento de 25° C. Extracto 4, 5 proteinas
de células E. coli BL21 (DE3), fase soluble y no soluble a una temperatura de crecimiento
de 37° C. Electroforesis SDS-PAGE 10% tefiida con azul de Coomasie.
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7.6.  ENSAYOS DE INDUCCION Y EXPRESION CON CELULAS CULTIVADAS EN MEDIO DE
CULTIVO ENRIQUECIDO CON GLUCOSA.

En referencia a los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, donde se
observo la expresion de la proteina control GFP-MBP del vector pCri-1b antes de la
induccion con IPTG y baja expresion posterior a la induccion con IPTG, se hipotetizd que
la proteina rTSA-1-MBP con el vector pCri-1b posiblemente se expreso en ausencia de
IPTG y se degradd en el medio, dando como resultado su ausencia en las bandas
esperadas a través de la electroforesis de proteinas. Por lo tanto, se implementd una

estrategia con adicién de glucosa al medio de crecimiento.

La glucosa se utiliza cuando requiere evitar la expresion proteica antes de agregar IPTG,
fendmeno ocasionado por la presencia de lactosa en los medios de cultivo de
crecimiento (Backlund et al., 2011), ademas el crecimiento celular y la produccion de
vector tienden a competir por el abanico limitado de fuentes de energia dentro de una
célula, por lo que al proporcionarles a las células una mayor fuente de energia a través
de fuentes de carbono como la glucosa, ayuda a la respuesta adaptativa del sistema de
expresion para elevar la tasa de concentraciéon de RNA celular para la sintesis proteica

(Shiloach et al., 2009).

Las células con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP se inocularén en un medio enriquecido con
glucosa y se indujeron con IPTG. Se cosecharon las células y lisaron para la obtencién de
las proteinas intracelulares. Las muestras se corrieron en un gel de electroforesis. No se
visualizd en el patron de bandas la proteina rTSA-1-MBP de 114 kDa (Figura 16).
Nuevamente, las bandas cercanas al peso en baja concentracion se muestran en el
control y se descartan como proteinas intracelulares de la cepa E. coli BL21 (DE3). Se
concluye con base en la serie de experimentos realizados anteriormente que la falta de
sintesis de la proteina rTSA-1-MBP puede que no esté relacionada con problemas de
induccion temprana en ausencia de IPTG o del metabolismo de la célula por demanda

energética para realizar el proceso de sintesis de la proteico.
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114 kDa
q

70 kDa

1 2 3 4 5 6
pCri-1b pCri-1b pCri-1b pCri-1b
rTSA-1-MBP  rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP pCri-1b pCri-1b
Fase insoluble Fase soluble Fase insoluble Fase soluble Fase insoluble Fase soluble

Figura 16: Patron de corrimiento de células crecidas en medio de cultivo enriquecido
con glucosa al 0.5%. Extracto 1, 2 Proteinas de las células E. coli BL21 (DE3) con el vector
pCri-1b rTSA-1-MBP de la clona A fase insoluble y soluble. Extracto 3, 4 Proteinas de las
células E. coli BL21 (DE3) con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP de la clona B, fase insoluble
y soluble. Extracto 5, 6 Proteinas de las células E. coli BL21 (DE3) con el vector pCri-1b,
fase insoluble y soluble. Electroforesis SDS-PAGE 10% teiida con azul de Coomasie.
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7.7.  CINETICA DE INDUCCION Y EXPRESION.

El experimento anterior se probd la glucosa como represor de expresién antes de la
induccién con IPTG, sin embargo, la proteina rTSA-1-MBP aln pudo expresarse dentro
de lapso de periodo inicial posterior a la induccion. Por ello, se implementd la cosecha
de muestras de los cultivos a las 2, 4 y 6 horas posterior a la induccion con IPTG. Las
muestras cosechadas en una cinética, se resuspendieron y se lisaron. Se utilizd como
control el vector destino pCri-1b con la proteina GFP-MBP. El patron de bandas no
mostro la presencia de rTSA-1-MBP con el peso molecular de 114 kDa (Figura 16). Las
bandas cercanas a este peso molecular en baja concentracion, también se descartan
debido a que se muestran en el patrén de bandas del control con el vector pCri-1b, lo
gue nos permite deducir que son proteinas intracelulares comunes de la cepa E. coli
BL21 (DE3). La proteina control GFP-MBP de 70 kDa se expresa desde las primeras 2
horas posterior a la induccion con IPTG. De esta manera, se puede concluir que, aunque
el vector y sistema de expresién funciona con GFP-MBP, por alguna razon no puede

expresar a rTSA-1-MBP.
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7.8.  PURIFICACION DE PROTEINAS POR COLUMNA DE AFINIDAD NI-SEFAROSA.

Con la finalidad de detectar la posible expresion de la proteina rTSA-1-MBP del vector
pCri-1b rTSA-MBP en la cepa BL21 (DE3), se implementd una técnica de purificaciéon de
proteinas especifica por afinidad, permitiendo asi capturarla si esta sintetizandose en
los sistemas de expresion, pero no puede ser visualizada en geles de electroforesis. Para
esto se indujo la expresion de células BL21 (DE3) con IPTG e incubaron a 25° Cy 37° C.
Se realizd el proceso de purificaciéon con columnas empacadas con Ni-Sefarosa con
lavados con agua estéril, lavados con imidazol y elucién con imidazol. Las eluciones se

corrieron en un gel de electroforesis (Figura 18).

Como control se utilizé el vector destino pCri-1b con la proteina GFP-MBP. Analizando
el patron de bandas, no hay presencia de ninglna proteina a nivel de 114 kDa (Figura
18), la proteina rTSA-1-MBP no se expresd y no se ancld con la técnica especifica de
purificacion en columna de Ni-Sefarosa. Sin embargo, los resultados mostrados,
confirmaron que la técnica de purificacién funciono, ya que fue posible visualizar una
banda al nivel de 70 kDa de la proteina control GFP con la etiqueta de dominio de unién

a maltosa.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

rTSA-1-MBP (TSA-1-MBP GFP-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP GFP-MBP (TSA-1-MBP rTSA-1-MBP rTSA-1-MBP
Clona A ClonaB Nounido ClonaA ClonaB Lavado ClonaA ClonaB Elucién
M No unido  No unido Lavado Lavado Elucién Elucion

114 kDa
»

70 kDa

Figura 18: Patrdon de corrimiento de proteinas purificadas mediante columna de resina
de Ni-Sefarosa. Extracto 1, 4 y 7 de proteinas rTSA-1-MBP de células E. coli BL21 (DE3) de
la clona A con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP no unidas a la resina, lavado con agua estéril
y elucion con 500 mM Imidazol. Extracto 2, 5 y 8 de proteinas rTSA-1-MBP de células E.
coli BL21 (DE3) de la clona B con el vector pCri-1b rTSA-1-MBP no unidas a la resina, lavado
con agua estéril y elucién con 500 mM Imidazol. Extracto 3, 6 y 9 proteinas GFP de células
E. coli BL21 (DE3) con el vector pCri-1b no unidas a la resina, lavado con agua estéril y
elucién con 500 mM Imidazol. SDS-PAGE 10% tefiida con azul de Coomasie. Crecimiento
celular a 37° C en medio de cultivo LB con kanamicina. Induccidon con IPTG.
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7.9.  WESTERN BLOT.

Con base a la serie de resultados encontrados durante el proceso de implementacion de
todas las técnicas de induccion, expresion y purificacion. Se realizaron dos pruebas de
Western blot con anticuerpos especificos anti-tsa y anti-histidinas, para verificar si
existencia la presencia la proteina rTSA-1-MBP en bajas concentraciones indetectable

para otras técnicas de elucidacion de proteinas tras la induccion con IPTG.

Se realiz6 la transferencia de proteinas de los geles de poliacrilamida a membranas de
nitrocelulosa, se anadié el anticuerpo primario y secundario, para posteriormente
realizar el revelado de la membrana mediante una técnica de colorimetria por HRP con
un rango de deteccidén de concentraciones de ng hasta 5-500 pg (Figura 19 y 20). Como
control se utilizé la proteina rTSA-1 purificada de 70 kDa del vector pET-41a rTSA-1. No
se visualizaron las bandas en el nivel esperado de 114 kDa en la membrana de
nitrocelulosa revelada (Figura 12). Tampoco se visualizo el control debido a que el
control rTSA-1 utilizado solo poseia las etiquetas de histidinas del -N terminal y el

anticuerpo solo reconocia las etiquetas del -C terminal de una proteina.

De tal manera, se optd para utilizar un método de deteccidn para proteinas en
concentraciones debajo de los femto gramos, SuperSignal West (Bio-Rad, 34580). para
el revelado de la membrana incubada con anticuerpos anti-tsa. Este experimento
permitié observar bandas en de 114 kDa (Figura 19 y 20), lo anterior permite confirmar
gue la proteina rTSA-1-MBP si se pudo expresar en E. coli BL21 (DE3). De esta forma, se
concluye que la baja abundancia de la proteina fue la razén por la que en los anteriores
experimentos no se pudiera observar la proteina rTSA-1-MBP en los geles de
electroforesis de proteinas convencionales. Antecedentes de los experimentos
anteriores, nos dicen que el vector pCri-1b ha es capaz de expresar la proteina
fluorescente GFP-MBP con y sin induccion de IPTG (Figura 11). Por lo tanto, la proteina
rTSA-1-MBP del vector pCri-1b rTSA-1-MBP también puede estar siendo sintetizada
antes de realizar la induccidn para la expresion, degradandose en el medio intracelular

del sistema en sus de por si bajas concentraciones.
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7.10. AMPLIFICACION DEL GEN TSA-1.

Para verificar que el vector pCri-1b rTSA-1-MBP con el gen rTSA-1 estuviera correcta, se
realizd una PCR con los oligos TSA-1 directo y TSA-1 reverso (Tabla 4) y usando como
molde el vector extraido de E. coli DH5a. Como control se utilizd el producto de una
doble digestion del vector pCri-1b rTSA-1-MBP. Los productos de PCR se corrieron en un
gel de agarosa (Figura 23). Usando como molde el vector pCri-1b rTSA-1-MBP y los oligos
para amplificar el extremo terminal amino del gen que codifica rTSA-1. El patron de
mostrd bandas con la presencia del gen amplificado con peso de 1000 pb del gen que
codifica rTSA-1. El vector pCri-1b rTSA-1-MBP esta completo y contiene el inserto rTSA-
1 que sintetiza la proteina rTSA-1-MBP.

1 2
M pCri-1b Amplificado
rTSA-1-MBP rTSA-1

Figura 23: Patron de corrimiento de amplificacion:
Carril 1. Doble digestion del vector pCri-1b rTSA-1-MBP
con las enzimas Xhol y Ndel. Carril 2. Fragmento
amplificado producto de PCR. Electroforesis de ADN en
agarosa al 1.0% tefiido con BrEt.
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8. CONCLUSIONES
Se implementaron distintos métodos para obtener la expresion de la proteina rTSA-1-
MBP con la etiqueta de dominio de unién a maltosa. Para descartar la vinculacion de la
posible muerte celular temprana por el sistema expresién debido a un reconocimiento
de niveles de toxicidad por parte de la proteina rTSA-1-MBP con sus bajos niveles de
expresion, se seleccionaron distintos genotipos celulares de E. coli para la expresion de
las proteinas recombinantes en E. coli: BL21 (DE3), C41 (DE3) y C43 (DE3). También se
probd la manipulacion del metabolismo celular, a través de cambios de temperaturas
de crecimiento de 37° Cy 25° C para ralentizar el metabolismo vy redirigir los niveles
energéticos Unicamente a la sintesis de proteinas heterologa. Adicionalmente se probd
el enriguecimiento del medio de crecimiento con glucosa para inhibir la expresion en
ausencia de IPTG vy elevar la cantidad de concentracién de sustrato utilizable para
reinvertir en la sintesis proteica, aparte la implementacion de técnicas de purificacidon
en columna de intercambio idnico Ni-Sefarosa para la captura de la proteina rTSA-1-
MBP de forma especifica, para descartar el extracto completo proteinas intracelulares
gue no fueran la proteina rTSA-1. No obstante, aun con estas modificaciones, la proteina
rTSA-1-MBP no se logrd detectar en extractos crudos. Finalmente, el uso de Western
blot con deteccidén de femtogramos permitid la deteccion de su expresion. De tal forma,
la proteina rTSA-1-MBP fusionada a la etiqueta de unidn a maltosa se pudo expresar en

E. coli BL21.

Sin embargo, debido a que el peso molecular y complejidad de |la proteina rTSA-1-MBP
para proteinas expresadas en plataformas simples como E. coli, el sistema de expresion
puede no ser capaz de sintetizar la proteina, por un conjunto de factores relacionados
con los niveles demandas energéticas para la sintesis, modificaciones post-
traduccionales complejas, errores en la sintesis de RNA por el promotor, los nutrientes
necesarios para el crecimiento del sistema de expresion que inciden en el mecanismo

de sintesis y errores en el vector de expresion pCri-1b mismo.
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9. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos de este trabajo, y con la finalidad de incrementar la

produccion de la proteina rTSA-1-MBP en E. coli, se proponen las siguientes estrategias:

Cambio de la etiqueta de fusion. El peso molecular elevado influye mucho en
el proceso de sintetizar proteinas recombinantes en sistemas de expresion
como E. coli, sobre todo en aquello basados en el tipo de sintesis rapida en T7
polimerasa, como lo es BL21 (DE3). Se recomienda una estrategia para sustituir
la etiqueta de MBP por otra de menor peso que ayude a la solubilizar la
proteina. La etiqueta de fusion GST, es expresada en la plataforma E. coli, con
un peso molecular de 26 kDa. Aunque como resultado la proteina se acumula
en cuerpo de inclusidon y es necesario la implementacién de mas pasos en las
técnicas de purificacion, como renaturalizacion por cromatografia, los cuerpos
de inclusion ayudan a proteger a la proteina de degradacién proteolitica

(Kimple et al., 2013).

Estrategia de induccion con niveles altos de densidad celular. Esta una
estrategia es implementada en E. coli, con cambios de medio de cultivo
periddicos que permiten nutrir a las células de forma constante y ayudan a
obtener mejores rendimientos de produccién de proteinas recombinantes

(Rosano et al., 2014).

Fragmentacion de la proteina a minimo antigénico. rTSA-1-MBP posee un
elevado peso molecular y dificulta su expresion en plataformas simples como E.
coli, por lo que fragmentar y seleccionar parte de la secuencia que es importante
para el reconocimiento del sistema inmune del paciente puede ser una solucidn
(Hoft et al., 2007). Al cortar la secuencia de la proteina TSA-1 podria permitir una
mejor expresion con un bajo peso molecular. Esto parte de la teoria de la funcion
de las vacunas con subunidades, estas solo poseen pocas unidades antigénicas o
epitopos que ayudan al cuerpo humano a generar inmunidad (de la Cruz et al.,

2019).
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11.1.

1.

11.2.

A

11. ANEXOS

ANEXO 1. GEL DE ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SDS-PAGE:

El gel de poliacrilamida se elabora afiadiendo:

Gel separador 10%

Agua estéril 1.6 mL
Acrilamida 2mL
Tris-HCl pH 8.0, 1M 1.3 mL
SDS 10% 50 pL
PSA 10% 50 pL
TEMED 10 pL
Agua estéril 1.4 mL
Acrilamida 330 uL
Tris-HCl pH 8.0, 1M 250 uL
SDS 10% 20 uL
PSA 10% 20 uL
TEMED 5 uL

ANEXO 2. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES:

Descongelar el vial de células competentes (DH5a) crio preservadas en hielo frio.
Mezclar 50 pL de células competentes con 1 uL de ADN plasmidico.

Incubar en hielo por 30 minutos.

Dar un choque térmico con un bafio de agua caliente a 42° C por 45 segundos
seguido de 3 minutos en hielo frio.

Adicionar 450 pL de medio LB estéril (Anexo 17).

Incubar a 37° Ca 200 RPM por 1 hora y 30 minutos.

Plaguear 50 uL de células transformadas en una caja Petri con medio LB con
Kanamicina (100 mg/uL).

Incubar toda la noche a 37° C.
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11.3. ANEXO 3. EXTRACCION DE VECTOR:
El protocolo de extraccion del kit con modificaciones: “ADN Fast-n-Easy Mini-Prep Kit”
de Jena Bioscience.

1. Centrifugar el medio de cultivo a 13000 RPM a 4° C

2. Resuspender el pellet en 300 plL de Buffer de Lisis con pipeteo.

3. Afadir 300 pL de Buffer de Neutralizacion e invertir el tubo suavemente 6
veces. (El color de la mezcla debe tornarse amarillo brillante indicando un pH
optimo para la unién del ADN a la columna de unidn).

4. Centrifugar a 13000 RMP a temperatura ambiente por 5 minutos.

5. Colocar una columna de union en un tubo de 2 mL de recoleccion y anadir 100
pL de Buffer de Lisis.

6. Centrifugar la columna de unidn con el tubo por 1 minuto y descartar el
sobrenadante.

7. Pasar la columna de unién a un tubo de recoleccién nuevo de 2 mL.

8. Anadir 500 pL de Buffer de Lavado a la columna de unién.

9. Centrifugar por 1 minuto y descartar el sobrenadante.

10. Realizar un segundo lavado afiadiendo 700 pL de Buffer de Lavado.

11. Centrifugar por 2 minutos y descartar el sobrenadante.

12. Centrifugar nuevamente por 1 minutos y descartar el sobrenadante restante.

13. Colocar la columna de unién en un tubo de 1.5 mL

14. Aiiadir 30 pL de agua estéril precalentada a 60° C.

11.4. ANEXO 4: ELECTROFORESIS DE ADN:
1. Limpiar la cdmara de electroforesis adecuadamente, cubrir el molde en las
secciones abiertas con cinta y colocar en la cdmara.

2. Preparar el buffer de electroforesis (TBE al 0.5 X).
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Volumen (11)

54 g Tris base

TBE 5X 27.5 g Acido bérico

20 mL de EDTA 0.5 M (pH 8.0)

3. Preparar la solucién de agarosa en buffer de electroforesis a una concentracién

apropiada de agarosa para separar los fragmentos de ADN muestra.

Concentracion de Rango de separacion de

Agarosa en Gel (% P/V) moléculas de ADN lineales

(kb)
0.3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
15 0.2-3
2.0 0.1-2

4. Calentar la solucion de agarosa en un bafio de agua caliente o en un
microondas hasta que la agarosa se halla disuelto totalmente.

5. Una vez que la agarosa se halla enfriado lo suficiente para su manipulacién,
afiadir el bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/mL (solo al
volumen necesario para el molde de la camara, este varia segun el modelo de
la cdmara de electroforesis).

6. Vaciar la solucién de agarosa al molde y colocar el peine para la formacion de
pozos.

7. Dejar enfriar y gelificar a temperatura ambiente por 30-45 minutos, remover el
peine con mucho cuidado y afiadir el buffer de electroforesis a la camara hasta

cubrir el gel en su totalidad.
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8. Mezclar las muestras de ADN con 0.20 voliumenes de buffer de carga y mezclar
pipeteando con una micro pipeta automatica.

9. De forma lenta colocar con una micro pipeta automatica las muestras
mezcladas en los pocillos del gel de agarosa.

10. Correr el gel a un voltaje y tiempo determinado.

11.5. ANEXO 5. PURIFICACION DE ADN:
El protocolo de extraccion del kit con modificaciones: Agarose Gel Extraction Kit de
Jena Bioscience.
1. Escisidn del gel
a) Cortar el area que contiene el fragmento de ADN.
b) Transferir el fragmento a un tubo de 1.5 mL.
2. Preparacion de la muestra
a) Afadir 300 pL de Buffer de Extraccién por cada 100 mg de gel.
b) Incubar a 60° C por 10 minutos con una mezcla ocasional.
c) Parafragmentos de ADN mayores a 5000 pb anadir un volumen de
isopropanol.
3. Activacion de la columna
a) Colocar una columna de recoleccién en un tubo de 2 mL.
b) Afadir 100 uL de Buffer de Activacion.
c) Centrifugar a temperatura ambiente por 30 segundos.
4. Cargar la columna
a) Agregar la solucién tratada anteriormente.
b) Centrifugar a temperatura ambiente por 30 segundos.
5. Lavado de la columna
a) Colocar la columna de recoleccién con el ADN en un tubo nuevo de 2 mL.
b) Agregar 700 uL de Buffer de Lavado.
c) Centrifugar por 30 segundos y descartar el sobrenadante.
d) Centrifugar por 2 minutos y remover los residuos del buffer de lavado.
e) Esperar a que el etanol se evapore completamente.

6. Elucion
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11.6.

Colocar una columna en un tubo nuevo de 1.5 mL.

Afadir 30 pL de agua estéril precalentada a 60° C.

c) Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

ANEXO 6. DIGESTION ENZIMATICA:

Centrifugar 1 minutos para eluir el ADN.

1. Enreacciones de 50 plL se agregan los reactivos en las siguientes

concentraciones:
Para obtencidn de inserto TSA-1:

Reactivo

Concentracion final

CutSmart Buffer (10x)

1X

H.O

Aforar a un volumen de 50 plL

Vector pET-41 a(+)

lug

Enzima Ndel

1 unidad de enzima por 1 ug ADN

Enzima Xhol

1 unidad de enzima por 1 ug ADN

Para obtencion de vector pCri-1b:

Componente

Concentracion final

CutSmart Buffer (10x)

1X

H.O

Aforar a un volumen de 50 plL

Vector pCri-1b

lug

Enzima Ndel

1 unidad de enzima por 1 ug ADN

Enzima Xhol 1

unidad de enzima por 1 ug

ADN

2. Incubar por 5 horas a una temperatura controlada de 37° C e inactivar la

actividad enzimatica a 65° C por 20 minutos.

3. Resguardar a 4° C para su posterior uso.
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11.7. ANEXO 7. DESFOSFORILACION CON FOSFATASA ALCALINA:
Enzima fosfatasa alcalina el laboratorio New England BioLabs.
1. Parauna reaccion de 20 pl afiadir:
ADN 1 pmol de ADN terminal
(1 pmol de fragmento ADN

terminal equivale de 1 pg de vector

de 3 kb)
CutSmart Buffer (10X) 2 uL
CIp 1 unidad

H,0 Aforar a un volumen de 20 plL

2. Incubar a 50° C por una hora e inactivar la actividad enzimatica incubando a

65° C por 20 minutos.

11.8. ANEXO 8. REACCION DE LIGACION:
1. Calcular la cantidad de ADN necesario para mantener una relacion molar
3:1 de inserto y vector en los extremos cohesivos.
2. Para una reaccién de 20 plL afiadir:

Control de Ligacion

Componente

Concentracion

Religacion

(pCri-1b)

(pCri-1b + TSA-
1)

H,0 - Aforara 20 uL | Aforara 20 pulL
Buffer Ligasa T4 10X 1X 1X
Vector - 5 ng/uL 5 ng/uL
(Total=100 ng) | (Total=100 ng)
Inserto - - 5 ng/uL

(Total=100 ng)

3. Incubar a 65° C las reacciones por 5 minutos.
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11.9.

4. Afadir 2 plL de la enzima ligasa T4 (400 U/pl).

5. Incubar a 16° C por 16 horas e inactivar la actividad enzimatica a 65° C por
20 minutos.

6. Transformar las células con la reaccién de ligacién inmediatamente o

resguardar a -20° C.

ANEXO 9. PREPARACION DE CRIO VIALES:

Las cepas bacterianas pueden ser almacenadas indefinidamente a bajas temperaturas (-

20° Cy -80° C) en solucion de glicerol entre 15 y 40 %. Las cepas se deben almacenar tan

pronto como se obtengan.

P W N

Afiadir 650 pL de cultivo de células en tubo Eppendorf.
Afiadir 350 pL de glicerol estéril a una concentracién del 10%
Homogeneizar los tubos por inversidon suave.

Congelar a -80° C para preservar.

11.10. ANEXO 10. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES:

1
2
3.
4

Descongelar el vial de células competentes (DH5a) crio preservadas en hielo frio.
Mezclar 50 plL de células competentes con 1 uL de ADN vector.

Incubar en hielo por 30 minutos.

Dar un choque térmico con un bafo de agua caliente a 42° C por 45 segundos
seguido de 3 minutos en hielo frio.

Adicionar 450 pL de medio LB estéril (Anexo 17).

Incubar a 37° Ca 200 RPM por 1 hora y 30 minutos.

Plaguear 50 pL de células transformadas en una caja Petri con medio LB con
Kanamicina (100 mg/uL).

Incubar toda la noche a 37° C.
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11.11.
1.

11.12.

o v & W

11.13.

ANEXO 11. PROTOCOLO DE INDUCCION Y EXPRESION CON IPTG:

Inocular en matraces de 50 mL de medio de cultivo 2TY (Anexo 18), con 50 ul
de Kanamicina a una concentracion de 50 mg/ulL. Las cepas de células
transformadas e incubar a 37° C.

Medir la densidad dptica en diluciones 1/10 de cultivo/agua estéril a una
longitud de absorcion de D600 nm en el espectrofotémetro.

Cuando la densidad del cultivo llegue a una lectura entre 0.600 y 0.700 inducir
con 50 puL de IPTG 1M.

Incubar a 20° C toda la noche (12-16 horas).

ANEXO 12. EXTRACCION DE PROTEINA CON BUGBUSTER:

Centrifugar el cultivo a 13,000 RPM a 4° C

Desechar el sobrenadante y Resuspender el pellet a temperatura ambiente en
5 mL de reactivo BugBuster por cada 1 gramo de biomasa colectada.

Incubar la suspensién en agitacion a 25° C por 20 minutos.

Centrifugar a 13,000 RMP a 4° C

Separar la pastilla del sobrenadante.

Analizar el sobrenadante y la pastilla en una electroforesis SDS-PAGE al 10% de

acrilamida.

ANEXO 13. WESTERN BLOT:

Preparar 4 geles de poliacrilamida al 10%, 2 controles para SDS-PAGE y 2 para
Western blot.

Cargar las muestras y correr por 20 minutos a 85V, 3 horasa 115 V.

Recortar las membranas de nitrocelulosa.

Colocar el gel en la siguiente disposicion: Esponja = Papel Filtro =2 Gel de
Poliacrilamida = Membrana Nitrocelulosa = Papel Filtro = Esponja

Sumergir el sandwich en una charola con Buffer de Transferencia:
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Volumen (11)

25 Mm Tris

Buffer Transferencia 0.2 M Glicina

20% Metanol

Cerrar soporte, colocar en una cdmara de electroforesis en hielo y adicionar
Buffer de Transferencia dentro de la cdmara como Buffer de corrimiento.
Correr en frio por 30 minutos a 60 Vy por 1 horaa 90 V.

Extraer la membrana de nitrocelulosa con pinzas, marcar el peso molecular en
la membrana con lapiz, colocarla en un recipiente limpio y tefiirla con Ponceau
por 5 minutos en agitacion.

Lavar 3 veces con PBS 1X + Tween20 0.1%

Buffer Volumen (11)

80 g NaCl

2 g KCl

PBS 10X 14.4 g Na;HPO,

2.4 g KH2POq4

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Dejar en agitacidn continua a 4° C toda la noche (<16 horas) con PBS 1X +
Tween20 0.1% + 10% de leche en polvo deslactosada.

Lavar la membrana con solucion con PBS 1X + Tween20 0.1% + 10% de leche en
polvo deslactosada y desechar la solucion.

Adicionar leche en polvo deslactosada al 5% con PBS 1X + Tween200.1% y
afadir los anticuerpos en una relacion 1:5000 para anti-tsa o 1:10000 para anti-
his.

Afiadir cuidadosamente PBS 1X + Tween20 0.1% + 5% leche en polvo
deslactosada.

Incubar toda la noche (<16 horas) a 4° C en agitacion.

Afiadir el anticuerpo secundario en una relacion 1:3000 y revelar membrana.
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11.14. ANEXO 14. REVELADO DE LA MEMBRANA DE WESTERN BLOT POR HRP:

1. Lavar la membrana con 10 mL de Buffer TBS 1X hasta que quede limpia.

Volumen (11)

20 Mm Trix

TBS 10X 50 Mm NacCl

2. Preparar por cada 10 mL de TBS - 2 mL de HRP.

Solucién Volumen (11)

10 mL TBS

2 mL HRP

TBS + HRP 2 mL Metanol

6 mg 4CN

60 uL H20; al 3%

3. Afadir la preparacion de TBS + HRP a la membrana. Dejar revelando un periodo
no superior a 45 minutos (si la solucidn se precipita, cambiarla durante el
proceso de revelado).

4. Detener la reaccion del revelado con agua estéril agitando por 10 minutos.

11.15. ANEXO 15. REVELACION MEMBRANA DE WESTERN BLOT POR SUPERSIGNAL DE
BIORAD:
1. Colocar la membrana nitrocelulosa sobre papel acetato.
2. Afadir reactivo SuperSignal con una pipeta lo suficiente para recubrir la
membrana.
3. Colocar inmediatamente papel acetato sobre la membrana de nitrocelulosa.

4. Leer en el fotodocumentador.
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11.16. ANEXO 16. PCR PARA AMPLIFICACION DE ADN:

1. Desnaturalizacion: Llevar la reaccién a una temperatura de 90° C por 30
segundos. Ayuda a la muestra de ADN a romper los puentes de hidrogeno vy a
linealizar las moléculas de ADN.

2. Alineamiento: Llevar la reaccion a 30 ciclos de 95° C por 1 minuto + 72° C por 2
minutos. Ayuda al alineamiento de los oligos al ADN.

3. Extension: Llevar la reaccién a 72° C por 7 minutos. Ayuda al ADN polimerasa

para sintetizar las cadenas de ADN nuevo.

Para preparar una reaccion de 50 uL:

Componentes Cantidad/Concentracién

pADN 50 ng
Buffer 1x
MgCl 2 mM 2 mM
dNTPs 1 mM
Oligo 1 10 pM
Oligo 2 10 pM
KappaTaq 1U

11.17. ANEXO 17. MEDIO DE CULTIVO LB (1L):

1. En agua destilada afiadir:

Componente Cantidad

Triptona o Peptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g

Agar (Medio de cultivo sélido) 15g

2. Ajustar pHa 7.5 con una solucién de NaOH 10 N.

3. Esterilizara121° Ca 1 atm por 1 hora.
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4. Afadir Kanamicina a una concentracion final de 50 ng/uL.

11.18. ANEXO 18. MEDIO DE CULTIVO 2TY (1L):

1. En agua destilada afiadir:

Componente Cantidad

Triptona 16 g
Extracto de levadura 10g
NaCl 5 g

2. Ajustar pHa 7.0 con una solucién de NaOH 10 N

3. Esterilizara121° Ca 1 atm por 1 hora.
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