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Resumen

RESUMEN

Desde anos atras, se conoce la existencia de esponjas marinas vitreas que
poseen proteinas llamadas silicateinas involucradas en la biosintesis de su
esqueleto interno constituido principalmente de silicio. Aun cuando se desconocen
los mecanismos mediante los cuales ocurre la formacién del esqueleto, se sabe
que estas enzimas catalizan la polimerizacion de estructuras ordenadas de silice
en un proceso denominado como biosilicificacion. Desde el descubrimiento de las
silicateinas ha surgido un vasto interés en su obtencion y manipulacion debido al
extenso uso de los polimeros de silicio en una amplia variedad de disciplinas como
nanoestructura, biomedicina y biomateriales. Para la elucidacion de su estructura y
la comprensién de su mecanismo de accion, en este trabajo se busco obtener de
forma recombinante a la silicateina-a de la esponja marina Tethya aurantia,
mediante dos diferentes sistemas de expresion de proteinas. A su vez, para cada
sistema empleado se realizaron dos construcciones distintas: 1) el propéptido de
la silicateina-a que contiene tanto al dominio inhibitorio como el dominio catalitico
(residuos 17-289) vy, 2) el dominio catalitico (residuos 113-289). Inicialmente se
probd el sistema de expresion bacteriano de Escherichia coli, modificado de forma
tal que sobreexpresara las principales chaperonas de esta bacteria. Los resultados
en este sistema para ambas construcciones revelaron la formaciéon de cuerpos de
inclusion. En el caso del dominio catalitico, parte de la proteina se encontré en la
fraccidn soluble, sin embargo, estudios de dispersion dinamica de luz mostraron a
la proteina formando agregados de gran tamafo, lo que sugirié un mal
plegamiento de la proteina. Para favorecer el correcto plegamiento, se decidi6
continuar con el sistema de expresion eucarionte de Leishmania tarentolae. En la
segunda parte del trabajo se construyd una cepa transgénica de este
microorganismo modificada con el gen de la silicateina-a, de forma tal que la
proteina fuera secretada al medio de cultivo. Los resultados obtenidos mediante
geles SDS-PAGE tefiidos con plata y Western Blot contra etiqueta de histidinas no

lograron detectar la presencia de la silicateina-a recombinante.



Abreviaciones

ABREVIACIONES

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

ARNt ARN de transferencia

DOeoo Densidad 6ptica a una longitud de onda de 600 nanémetros
IPTG Isopropil-B-D-tiogalactésido

kDa kilodalton

LB Medio Luria-Bertani

PSA Persulfato de amonio

SDS Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis desnaturalizante de proteinas en gel de

poliacrilamida
TEMED Tetrametilendiamina

TEOS Tetraetoxisilano



Antecedentes

1. ANTECEDENTES

1.1 Silicio y su polimerizacién

El silicio (Si) es el segundo elemento mas abundante en la corteza terrestre, y se
le ha utilizado desde hace miles de afios para la elaboracién de vidrio empleando
para ello los silicatos. Desde mediados del siglo XX se le ha utilizado en la
industria electronica y computacional para la elaboracion de microchips que tienen
como base el silicio. Asimismo, se sabe que algunas celdas solares son
confeccionadas a partir de compuestos de este elemento. La aplicacion mas
sobresaliente en los ultimos afios es la fabricacion de fibras Opticas, las cuales son
la base para la transmision de informacién a través de haces de luz. En la
actualidad se siguen desarrollando nanoestructuras a base de silicio y germanio
que presentan propiedades superconductoras, ya que conducen la electricidad sin

pérdida apreciable de corriente (7).

Quimicamente, el silicato mas sencillo es el dioxido de silicio o silice (SiO2). El
atomo de silicio coordina cuatro atomos de oxigeno orientados en las cuatro
esquinas de un tetraedro; quedando asi libres cuatro valencias, una de cada de
oxigeno, que se saturan por unidn con otros grupos coordinados similares (Figura
1). A base de esta molécula (SiO4*) se forma el complejo de la silice (SiO2)xdonde

la relacién de silicio y oxigeno es de 1:2 por la comparticion de los oxigenos (2).

0
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Figura 1. Representacion de la estructura de la molécula Si04*. Se observa su forma tetraédrica
conformada por un atomo de silicio y cuatro de oxigeno.
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Consecuentemente, cada ion de oxigeno, O, puede unirse a otro ion silicio en una
conformacion tetraédrica en la que los grupos tetraédricos estan unidos por los
oxigenos compartidos (puentes de oxigeno). A la unién de tetraedros mediante la
comparticion de oxigeno se le denomina polimerizacion. Esta capacidad de
polimerizacion es el origen de la gran variedad de estructuras de silicatos que
existen. Un tetraedro puede compartir uno, dos, tres o sus cuatro oxigenos
resultando en estructuras con diversas configuraciones (Figura 2) (3). Cerca del
90 % de todos los minerales que se conocen son silicatos combinados con otros

elementos como el hierro, aluminio y calcio.

Figura 2. Diferentes estructuras de los polimeros de silicatos. En azul se muestran los atomos de
silicio y en amairillo los de oxigeno, los cuales son los Unicos atomos involucrados en otro enlace.

La obtencion de silice a nivel mundial se ha llevado a cabo desde hace mas de un
siglo, y a lo largo del tiempo se han empleado diferentes materias primas, asi
como distintos métodos de produccion. Empero, todos los métodos sintéticos
utilizados implican condiciones hostiles para el medio ambiente dado que se
emplean valores extremos de pH, alta temperatura y/o presion, tiempos de
reaccion muy prolongados, uso de disolventes organicos toxicos, asi como
protocolos con multiples pasos de reaccion. Por ejemplo, para la elaboracion de

vidrio de silice se emplean temperaturas que pueden alcanzar hasta los 2270 K
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(2). Ademas, aun con los recientes avances en el tema, el control preciso sobre la
nanoestructura de la silice y la morfologia siguen representando un gran desafio

técnico (4).

En contraste, en la naturaleza la polimerizacion de silice se produce en agua, en
condiciones ambientales de temperatura y presion, a valores de pH cercanos a la
neutralidad, con estructuras altamente ordenadas y multiples morfologias con
control preciso de nanoescala. Este proceso es llevado a cabo por organismos
unicelulares y multicelulares, incluyendo diatomeas, esponjas y animales
superiores, cuyos esqueletos formados de silice son producidos con alta fidelidad
y en un gran numero de copias, haciendo de este proceso natural uno de los mas
estudiados e inspiradores para la fabricaciéon de nuevos materiales de biosilice con

propiedades eléctricas, opticas y cataliticas unicas.

1.2 Biosilicificacion

La biomineralizacion es la formacion de complejos a partir de materiales
inorganicos llevado a cabo en los seres vivos. Este proceso estda ampliamente
distribuido entre los cuatro reinos del dominio Eukarya, donde existen organismos
capaces de formar estructuras inorganicas a partir de moléculas biologicas. La
biomineralizacion proporciona a los organismos soporte estructural y proteccion a
sus organos internos, asi como proteccion contra posibles depredadores (5). El
calcio es probablemente uno de los elementos mas conocidos que participa en
procesos de biomineralizacion, sin embargo, se ha observado que el silicio tiene
un papel de importancia equivalente a la del calcio. La biosilicificacion es el
proceso mediante el cual el silicio inorganico es incorporado a los seres vivos en
forma de silice con la participacion de intermediarios organicos, principalmente
proteinas. En la practica este proceso implica la condensaciéon de moléculas de
ortosilicato Si(OH)4 en polimeros de silicio con la eliminacién de agua (Figura 3)

(6).
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Figura 3. Ecuacion de la reaccion de condensacion de dos moléculas de ortosilicato con
eliminaciéon de agua. Este proceso puede continuar infinitamente para crear largas cadenas
ramificadas de silice.

Entre los organismos involucrados en el proceso de biomineralizacion se
encuentran las esponjas marinas. Estos organismos han habitado la Tierra desde
hace mas de 700 millones de afios, siendo los animales vivos mas antiguos de los
cuales se tenga conocimiento. Resaltan dos clases de esponjas del phylum
Poriferia que poseen un esqueleto interno duro hecho principalmente de silice
amorfa hidratada (SiO2), nombradas como Demosponja y Hexactinellida. Estas
dos clases de esponjas contienen elementos 6seos llamados espiculas que
constituyen la base para su clasificacién. En las Demosponjas, las espiculas se
encuentran estructuradas en uno a cuatro ejes, mientras que en la clase
Hexactinellida éstas se ordenan en seis ejes. En las esponjas, las espiculas
formadas a partir de silice sirven principalmente como soporte estructural, sin
embargo, fuera del organismo las espiculas son capaces de conducir la luz,
ademas de contar con extraordinarias propiedades mecanicas como alta
flexibilidad, resistencia y tenacidad que pueden ser usadas en la elaboracién de
materiales hechos a base de vidrio. La sintesis de espiculas de esponja difiere
notablemente de otros procesos de biomineralizacién, ya que es accionado y

controlado principalmente por medio de una enzima denominada silicateina (7).

Entre las esponjas vitreas que se han identificado, destaca la esponja marina
Tethya aurantia, perteneciente a la clase Demosponja, en la cual las espiculas de
silice constituyen el 75 % de su peso seco, convirtiéndola en un organismo
excepcional para estudiar a las proteinas asociadas especificamente a la
biosilicificacion. Cada espicula de T. aurantia contiene un filamento central de
proteina que se observa por difraccion de rayos X, y muestra una estructura
altamente regular y repetitiva. Los filamentos de proteina pueden disociarse para

producir tres subunidades similares llamadas: silicateina-a, silicateina- vy

6
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silicateina-y. Los pesos moleculares y la composicion de aminoacidos de las tres
subunidades son similares, lo que sugiere son isoformas y miembros de una
misma familia de proteinas. Las proporciones en las que se encuentran presentes
cada una de las subunidades son 12:6:1, respectivamente. Estudios
experimentales mostraron que la silicateina-a, la mas abundante de las
silicateinas, forma dimeros y tetrameros que son unidos por una molécula de la
silicateina-B, lo cual permite la elongacion de los filamentos de manera

bidireccional (8). Se desconoce aun la funcién de la silicateina-y.

1.3 La Silicateina

Las silicateinas constituyen una familia de proteinas con propiedades especificas:
I) son capaces de formar un polimero inorganico, biosilice, a partir de precursores
monomericos inorganicos, Il) permanecen atrapadas después de la formacion del
producto dentro de la biosilice formada, Ill) actian como una guia en la estructura
(proteina de andamio), y IV) funcionan como proteinas formadoras de estructura
(7). A pesar de la importancia de estas enzimas, los mecanismos de formacion y

direccionamiento de la estructura de biosilice permanecen sin resolver.

Por otra parte, se ha estudiado que la silicateina® presente en T. aurantia no es
especifica para precursores de silice, también actia en o6xidos metalicos
relacionados, tal como el nitrato de galio y alcoxidos de titanio. Estos ultimos
pueden ser transformados en nanocristales hechos a base de 6xidos de titanio
llamados anatase, ademas la sal titanofloururo de bario (BaTiFs) da lugar a los
nanocristales BaTiOF4. En todos los casos, es la silicateina la responsable de
estas policondensaciones llevadas a cabo en soluciones acuosas, bajo

temperaturas ambientales y valores de pH cercanos a la neutralidad (6).

La secuencia de ADN codificante de la silicateina revela que esta proteina es
similar (45 % de identidad) a los miembros de la familia de proteasas tipo L—
catepsina, una superfamilia de proteasas de cisteina tipo papaina. Sin embargo, la

cisteina en el sitio activo de las proteasas es sustituida por la serina en la

1 En adelante en el presente estudio se utilizara el término silicateina(s) para referirse Unicamente a la
silicateina-a.
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silicateina y, por otro lado, las seis cisteinas que forman los puentes disulfuro en
las proteasas se conservan, asi como los otros dos aminoacidos de la triada
catalitica: His y Asp. La silicateina contiene, ademas, disposiciones en tandem de

residuos ricos en grupos hidroxilo (8).

La silicateina se encuentra localizada dentro del canal axial de la espicula, donde
da lugar al filamento axial (Figura 4). La silicateina es una enzima con multiples
actividades asociadas, su proteina precursora (propéptido) tiene un peso de 35
kDa, que incluye un péptido sefial de 15 aminoacidos y una secuencia asociada al
propéptido de 87 aminoacidos, la cual es removida por una reaccion autocalitica
mediante un mecanismo aun desconocido, que da como resultado a la proteina
madura de 23 kDa.

La primera alusion del comportamiento de la silicateina como propéptido es el
cambio de solubilidad, estudios inmunobioquimicos revelaron que
extracelularmente y en el espacio extraespicular, la silicateina existe como una
enzima inmadura con alta solubilidad en agua, que posteriormente da lugar a la
proteina madura insoluble en agua (7). La escision autocatalitica y la liberacion del
propéptido en N-terminal permite la exposicion de los fragmentos hidrofébicos de
la superficie de la molécula, dando como resultado el autoensamblaje de los
monomeros de la silicateina-a madura a dimeros y tetrameros, y posteriormente, a
pentameros de 4:1 silicateina-a: silicateina-8, que se ensamblan a los filamentos
largos. La escision autocatalitica de la prosilicateina, bajo la liberacion del
propéptido N-terminal, también da como resultado el descubrimiento del sitio
activo de la silicateina, permitiendo la reaccion de policondensacion enzimatica de
biosilice. El agua de reacciéon que se acumula durante la policondensacion se ha
propuesto es eliminada por las células a través de un mecanismo de transporte
mediado por una acuaporina (7). El sustrato natural de la enzima es aun
desconocido, sin embargo, se ha estudiado su capacidad in vitro de condensar

silice a partir de organosilanos tales como el tetraetoxisilano (TEOS).
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Figura 4. Microscopia electronica de barrido. A: espiculas de la silicateina, B: Canal axial. C:
filamento axial (7).

1.3.1 Actividad de la Silicateina

La clave para elucidar el mecanismo de accion de las silicateinas es entender
cémo logran componentes organicos llevar a cabo un proceso inorganico para la
formacion de una estructura biolégica con una funcion definida. Para que ocurra la
biosilicificacion, primeramente, deben de acumularse silicatos dentro de la célula a
concentraciones lo suficientemente altas para su subsecuente deposicién. La
concentracion de acido silicico es alrededor de 3-70 yM en agua de mar, sin
embargo, existen muchos factores que pueden alterar las concentraciones
presentes. El primer paso es activado por transportadores de silice, los cuales
llevan a la célula a una concentracién de acido silicico aproximada de 100 mM.
Esta concentracion es tan alta que los silicatos se encuentran sobresaturados, lo
cual revela el papel de otros componentes, proteinas entre ellos, para mantener la
solubilidad de la silice. El sitio especifico donde se almacena la silice es nombrado
como silicasoma. Debido a la baja concentracion de acido silicico en los

alrededores, se requiere que estos transportadores sean activos y especializados.
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Unicamente se ha podido identificar un transportador de este tipo en la esponja
Suberites domuncula asignado a la familia de transportadores NBC, cuya
expresion es altamente regulada por el aumento del acido silicico y cuya actividad

es localizada en las areas cercanas a las espiculas (6).

Usando como modelo a la esponja S. domuncula se logr6 demostrar que la
formacion de las espiculas comienza intracelularmente, dirigido por la elongacion
del filamento axial, y es completado extracelularmente por dos procesos
morfogéneticos concertados. Inicialmente se lleva a cabo la invaginacion de las
protuberancias de las células que dirigen el crecimiento axial de las espiculas, y
posteriormente, un mantel organico formado por silicateina y colageno permite el
engrosamiento radial de las espiculas (7). La condensaciéon del etdxido de silicio,
se ha propuesto, es realizado por la formacion de un intermediario covalente entre
el silicio y la serina del sitio activo de la silicateina (9). Para corroborar este
mecanismo, el grupo de trabajo de Bawaser y Morse, introdujeron mutaciones en
la silicateina donde el aminoacido de la serina en el sitio activo fue reemplazado
por la cisteina para abatir la actividad de la silicateina. Los resultados mostraron
que diferentes mutaciones fueron capaces de condensar silice a partir del acido
silicico, no obstante, al someter las mutantes con el sustrato de la silicateina,
TEQOS, no se observé actividad por parte de estas (70). Lo anterior es un indicativo
mas acerca de la complejidad y especificidad de la reaccién llevada a cabo por la
silicateina. No se han reportado cofactores involucrados en la reaccién, y si el
proceso se puede llevar a cabo en soluciones amortiguadoras simples. Sin
embargo, la presencia de Fe3* ha sido reportada como un promotor de la reaccion,

sin que los iones Mg?* o el EDTA tengan efecto alguno (77).
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1.4 Sistemas de Expresion de Proteinas Recombinantes

Para la produccidon de proteinas recombinantes se hace uso de: 1) los multiples
sistemas de expresion disponibles comercialmente, 2) aquellos desarrollados con
fines de investigacion, o bien, 3) sistemas de expresidn que se disefan y
construyen segun las necesidades especificas. Un sistema de expresion lo
conforma un organismo hospedero y un vector de expresion o fragmentos de ADN
que poseen los elementos génicos necesarios para realizar los procesos de
transcripcion y traduccién en dicho organismo hospedero, ademas de contener el
gen de estudio. Para la seleccion de un sistema de expresion adecuado en la
sintesis de una proteina recombinante se tienen en consideracion el origen
bioldgico y las propiedades quimicas y biolégicas de la proteina de interés, asi
como la aplicacion posterior, y el bioproceso que se empleara para su produccién
(Tabla 1).
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Tabla 1. Factores determinantes en la seleccion de un sistema de expresion de proteinas

recombinantes.

Origen de la Proteina

Procariota

Eucariota

Secuencia nucleotidica

Uso preferencial de codones

Propiedades quimicas

e Tamafo
o pl
¢ Modificaciones postraduccionales

Protedlisis
Propiedad de la Estabilidad o pH
Proteina Temperatura
Toxicidad
. e Extracelular
Destino celular
e Intracelular
Grado de pureza
o Agente terapéutico
Biomedicina Vacunas
o Diagnéstico
e Procesos Industriales
_ e Aditivos
Alimentos e Nutracéuticos
e Suplemento o Humanos
AplicaCi()n alimenticio o Animales
] o Plantas
Quimica de la Industr!a del Eapel
Transformacion o Industria Textil
Industria Farmacéutica
e Energiay
Medio Ambiente combusﬁbles
e Tratamiento de
residuos
o Condiciones de cultivo
Bioproceso o Escala
o Costo
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1.4.1 Sistemas de expresién procariontes
1.4.1.1 Escherichia coli

El sistema de expresion de las proteinas recombinantes mas empleado es la
bacteria gramnegativa Escherichia coli. Su genética ha sido estudiada a
profundidad, y por tanto, posee mecanismos regulatorios conocidos. Su
crecimiento es rapido y es facilmente manipulable, con la ventaja adicional de
crecer en medios de cultivo econdmicos. Se ha observado que los niveles de
expresion en este sistema son altos y de facil caracterizacion. Las principales
desventajas de E. coli, y de los sistemas procariontes en la expresién de las
proteinas recombinantes, estan relacionadas con la activacion de la proteina y el
limitado tipo de modificaciones postraduccionales capaces de llevar a cabo. Aun
cuando se han observado buenos niveles de expresion en E. coli, las proteinas
que se obtienen en muchas ocasiones no son secretadas al medio, o no conllevan
modificaciones postraduccionales, lo que representa una clara desventaja cuando
se desea obtener una proteina activa. Se sabe que E. coli no es capaz de plegar
correctamente a las proteinas exdgenas, lo que da lugar a un conglomerado de

proteinas inactivas (72).

La formacion de cuerpos insolubles de proteinas se ha observado en muchos
organismos huéspedes, sin embargo, es en E. coli donde este comportamiento se
da con mayor incidencia. Estos agregados insolubles de proteinas inactivas se
forman como consecuencia de la sobreexpresion de proteinas recombinantes y un
inadecuado plegamiento, y son conocidos como cuerpos de inclusion. Entre los
factores que favorecen su formacién se encuentra el aumento de la velocidad de
expresion, la disminucion del plegamiento de la proteina y el aumento de la
velocidad de agregacion. Estos factores son dependientes del tipo del sistema
usado, asi como las propiedades intrinsecas de la proteina a expresar. Se ha
planteado que la formacién de cuerpos de inclusion representa una ventaja, pues
en ellos se encuentra una gran cantidad de la proteina de interés, y se pueden
extraer de las células de una forma relativamente sencilla. No obstante, el

replegamiento de las proteinas presentes en cuerpos de inclusion no es tarea
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sencilla, ya que involucra numerosas metodologias para llevarse a cabo. Otros
autores han sugerido que la formacion de cuerpos de inclusion no implica
necesariamente una pérdida en la actividad de la proteina, si bien la actividad
disminuye moderadamente, los cuerpos de inclusidon pueden ser utilizados en
mezclas cataliticas con resultados eficientes cuando se trata de una proteina con
actividad enzimatica (73). Esta nueva propuesta donde la formacién de cuerpos de
inclusion no implica una pérdida de actividad es reciente, y aun se conserva la
idea generalizada de que este tipo de comportamiento no es una ruta viable para
obtener proteinas activas, por lo que se considera indeseable en la produccion de

proteinas recombinantes.

1.4.1.2 Expresion de Chaperonas en E. coli

Una solucion a la obtencién de la proteina recombinante de interés en cuerpos de
inclusion al ser expresada en E. coli es el uso de chaperonas. Las chaperonas son
conocidas por asistir en el plegamiento de proteinas y, en algunos casos, su
sobreexpresion junto con la proteina de interés ha permitido incrementar la
produccion de proteinas activas. Las chaperonas mas abundantes vy
fisiolégicamente importantes en E. coli son la dnaK, dnad, grpE, groEL y groES,
cuya sintesis se encuentra regulada por el factor de transcripcion 032, codificado
por el gen rpoH (14). Se ha evidenciado que estos equipos de chaperonas juegan
roles diferentes pero cooperativos en el plegamiento de proteinas in vivo.
Resultados obtenidos por el equipo de trabajo de Yura y colaboradores,
demostraron que la coexpresion de estos dos equipos de chaperonas a niveles
apropiados estabiliza la produccion de proteinas diana y regula su acumulacién de

forma plegada sin que exista la formacion de agregados (74).
1.4.2 Sistemas de expresion eucariontes
1.4.2.1 Protozoarios

El gran avance que se ha tenido en el uso de protozoarios para la expresion de

proteinas recombinantes se debe principalmente al interés por estudiar proteinas,
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enzimas y factores de comportamiento de parasitos protozoarios que
comprometen la salud publica. Por medio de la manipulacion de un protozoario
con afinidad filogenética al parasito objetivo se ha logrado desarrollar farmacos y
vacunas contra parasitos letales mediante la interferencia en las vias metabdlicas

involucradas en su crecimiento.

Recientemente Leishmania tarentolae, un protozoario tripanosomatido aislado del
gecko Tarentolae annularis, ha surgido como candidato para la expresion de
genes heterdlogos. Los tripanosomatidos son ricos en glicoproteinas, las cuales
pueden representar mas del 10 % de la proteina total. Ademas, el patrén de
glicosilacion de L. tarentolae es similar al de mamiferos, con la excepcion de
carecer de las enzimas necesarias para la produccion de acido sialico, es decir, es
incapaz de introducir unidades de acido N-acetil-neuraminico. Hasta la fecha
varias proteinas heterélogas han sido expresadas en Leishmania tarentolae
incluyendo tanto enzimas citoplasmaticas como receptores de membrana (715).
Mas adelante, este sistema de expresidn se describira detalladamente por su

relevancia en el presente estudio.

1422 Levaduras

Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes basados en levaduras han
demostrado ser una fuente eficiente y econdmica de proteinas eucariotas de gran
interés. Estos sistemas ofrecen un ambiente apto para el plegamiento de proteinas
eucarioticas y son capaces de llevar a cabo algunas modificaciones
postraduccionales, asi como la secrecion de la proteina al medio de cultivo. Las
levaduras mantienen las ventajas de las bacterias al ser de facil manipulacion y
tener un crecimiento rapido. Por otro lado, estos microorganismos cuentan con
una organizacion celular eucariética que permite la realizacion de procesos de
expresion y maduracién caracteristicos de células eucariotas, lo cual les

proporciona una ventaja para la produccion de proteinas de origen eucarionte.

Saccharomyces cerevisae es una de las levaduras mejor caracterizada, su

genoma ha sido totalmente secuenciado, y es considerada como organismo
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GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA americana (Food and Drug
Administration). Otro microorganismo perteneciente a este grupo es Pichia
pastoris, el cual posee la gran ventaja de emplear los promotores mas fuertes y
con mayor eficiencia de regulacion de los cuales se tenga conocimiento. Las
principales desventajas de estos sistemas de expresion son las glicosilaciones no
deseables, ya que en ocasiones se presentan hiperglicosilaciones que limitan la
actividad de la proteina, ademas de brindar una baja eficiencia en la secrecion de

proteinas (16).

1423 Células de insecto

El cultivo de células de insecto tiene diversas aplicaciones que incluyen desde la
investigacion hasta la produccion de insumos y vacunas veterinarias. Los
baculovirus son patdogenos naturales de los insectos y de otros artropodos, con un
rango de hospedero muy especifico lo que los hace relativamente seguros para el
hombre. A finales de la década de los 80’s, se propuso el uso de baculovirus como
vectores para la expresion de proteinas recombinantes utilizando como hospedero
lineas celulares de insecto. De esa forma surgidé el sistema de expresion de
células de insecto-baculovirus (SCI-B). Una de las principales ventajas del sistema
es la produccion de altas concentraciones de proteina, principalmente porque
utiliza el promotor del gen de la poliedrina (polh), uno de los promotores mas
fuertes que se conocen y que puede constituir hasta el 50 % de la proteina en una
célula infectada por virus silvestre (77). Una de las razones primordiales para el
uso de este sistema es su capacidad para realizar modificaciones
postraduccionales similares a aquellas presentes en proteinas humanas. Por otra
parte, su desventaja reside en que estas glicosilaciones son estructuradas de
manera diferente en comparacion a las realizadas en células de mamifero.
Ademas, es frecuente obtener estructuras altas en manosa, que son consecuencia
de un procesamiento incompleto del glicano. Sélo algunas lineas celulares de
insecto son capaces de producir glicanos complejos bajo condiciones de cultivo
especificas. Una de estas lineas es la DpN1, obtenida de la mariposa monarca

Danaus plexippus (18).
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1424 Células de mamifero

La expresion de genes heterélogos en células de mamifero es la primera opcidn
para la produccion de proteinas recombinantes cuando las modificaciones
postraduccionales afectan la actividad biolégica de la proteina diana. Pese a ello,
la eficiencia de expresién de estas células es relativamente baja comparada con
otros sistemas de expresion tales como Escherichia coli o células de levaduras. La
principal linea celular de mamifero utilizada para expresar proteinas
recombinantes son las denominadas células CHO (Chinese Hamster Ovary).
Estas células han mostrado ser estables cuando se emplea como vector el
adenovirus recombinante humano (rhAD). La capacidad de estas células para
expresar glicoproteinas es alta, sin embargo, estas células carecen de enzimas
que permiten la glicosilacion terminal de proteinas observadas en las proteinas
humanas. Generalmente las lineas celulares expresan mezclas heterogéneas de
proteinas con patrones diferentes de glicosilacion (glicoformas). Por otro lado,
cabe mencionar el delicado manejo que requiere el trabajar con este sistema, ya
que los medios de cultivo son complejos y el riesgo de contaminacion por

bacterias es muy alto (79).

1.5 Leishmaniatarentolae

El orden Tripanosomatida incluye el género Leishmania, el cual es uno de los
grupos eucariontes mas antiguos con un amplio numero de especies parasitas
extra e intracelular. Leishmania (y otros miembros de la familia Trypanosomatidae)
posee un genoma con caracteristicas poco ortodoxas en su organizacion y
expresion en comparacion con la mayoria de los eucariotas. En Leishmania y
Trypanosoma muchos genes se encuentran agrupados en unidades de
transcripcion policistronicas que hacen que cada transcrito primario sea un ARNm
precursor policistronico (Figura 5) (20). Los ARNm individuales son escindidos del
precursor por medio de una reaccion de trans-empalme, durante la cual una
secuencia lider de 39 nucledtidos (miniexén, ME) se une a cada uno de los

transcritos en el extremo 5-, donandoles la estructura cap (residuo 7-
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metilguanosina) al mismo tiempo que el extremo 3’- de cada ARNmM es
poliadenilado generando asi los ARNm maduros (27). Las unidades policistronicas
pueden contener multiples copias de un gen en tandem, asi como genes

relacionados o no, entre si (20).

Figura 5. Diferencias entre la biogénesis del ARNm en Leishmania y otras eucariotas: a. biogénesis
del ARNm en la mayoria de los organismos eucariontes mediante cis-empalme para eliminar las
secuencias no codificadoras (intrones) de los transcritos primarios y, b. los tripanosomatidos
generan transcritos monocistrénicos a partir del trans-empalme de las unidades de transcripcion
policistronicas. En los tripanosomatidos la estructura cap es donada por un miniexon.

I: intron, cap: residuo de 7-metilguanosina, poli A: sitio para la poliadenilacion en el extremo 3’ del
transcrito; RI: regién intergénica; ME: miniexdn.

Modificado de Cortazar & Walker, 2004 (21).

Los procesos de trans-empalme vy poliadenilacion estan mecanicamente
acoplados y poseen sefales reguladoras comunes ricas en polipirimidinas, dentro
de las regiones intergénicas. La regién intergénica 5° (5'-Rl) posee un sitio AG que
actua como aceptor de la sefal lider (SL), ademas, a pesar de la ausencia de las
senales consenso especificas que aseguren la poliadenilacion del ARNm en
Leishmania, el extremo 3’ de cada ARNm esta poliadenilado a una distancia fija
(100-400 nucledtidos) rio arriba de las sefales para el trans-empalme del ME del

siguiente gen (22).
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En la mayoria de los eucariontes los genes que codifican para proteinas son
transcritos por la ARN polimerasa Il (Pol IlI) (23), en contraste, en cepas de
Leishmania no se ha identificado ningun promotor especifico para Pol Il. Es por
tanto que en Leishmania los genes exdgenos son integrados en el locus del ARNr
rio abajo del promotor ribosomal de la subunidad 18S para ser transcritos por la
ARN polimerasa | (Pol I). ElI promotor de ARNr de la subunidad 18S de L. chagasi
ha dirigido la sobreexpresiéon de proteinas funcionales con distintos grados de
actividad entre las especies L. donovani, L. major y L. mexicana, pero carece de
actividad en T. cruzi, sustentando una actividad especie-especifica (24). Ademas,
se ha estudiado que la transcripcion de los genes a partir de vectores tampoco
requiere de promotores para la Pol Il (25). Los genes del ARNr de Leishmania,
pueden ser inducidos constitutivamente y mostrar altos niveles de expresion de
genes integrados exogenos, ya que se encuentran en multiples loci y son

repetidos en tandem en gran cantidad.

En comparacién con otros eucariontes, los genes en tripanosomatidos carecen de
intrones, sin embargo, se ha observado una dependencia importante sobre la
presencia de las regiones intergénicas para la expresion de genes, lo cual sugiere
que el rol de estas regiones se centra en la regulaciéon de la transcripcion y la
maduracion del ARNm (26). Es por esta razén, que cuando se desea la expresion
transitoria de genes en Leishmania se emplean vectores de expresion circulares
que contengan la secuencia del gen reportero flanqueado por regiones
intergénicas endogenas del parasito (Figura 6). En los estudios de transfeccion de
células de Leishmania reportados hasta la fecha, el producto génico se muestra

activo y, en ocasiones, es necesario para la expresion del gen (27).
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Figura 6. Vectores de expresion usados en la transfeccion de Leishmania. a. Vector de expresion
con gen reportero y secuencias 5'- y 3'-UTR de Leishmania para transfecciones transitorias. La 3’-
UTR de los genes de Leishmania posee las secuencias reguladoras de la expresion génica. b.
Vector con marcador de seleccidon para transfecciones permanentes. Modificado de Cortazar &
Walker (2004).

Durante su ciclo de vida, Leishmania se mueve entre el tracto alimenticio de un
insecto y en los fagolisosomas &acidos de los macrofagos de mamiferos. La
habilidad para sobrevivir en ambientes diferentes depende de la regulacién de una
variacion de genes. La regulacién de los niveles de ARNm durante el desarrollo en
Leishmania esta determinada de manera postranscripcional y depende del
procesamiento diferencial del ARNm en las 3'UTR (28). Es por tanto que se han

encontrado secuencias que regulan la expresion génica en los diferentes estadios.

1.6 Expresion de Proteinas Recombinantes en Leishmania
tarentolae
La transfeccion estable de genes exdgenos en Leishmania se logra mediante la

introduccién de episomas o bien, por integracion al genoma.

1.6.1 Transfeccion estable con episomas

Los episomas son vectores circulares de ADN autorreplicativos que contienen el
gen de resistencia (marcador de seleccion), las secuencias intergénicas y el gen
de interés o reportero. Las células transfectadas son seleccionadas basandose en
la resistencia conferida por el marcador de seleccion, lo cual resulta en el aumento

del numero de copias del vector y del nivel de la expresidon del gen reportero. Entre
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los marcadores de seleccion mas utilizados se encuentran los genes neo, hyg, y
nagt, que codifican para las fosfotransferasas que confieren resistencia a los
aminoglicésidos geneticina, higromicina B y tunikamicina, respectivamente. Otros
marcadores como sat, que codifica estreptomicina acetiltransferasa, pac y phleo
que confieren resistencia al antibidtico glicopéptido puromicina y fleomicina,
respectivamente, han sido empleados en transfecciones de promastigotes de

diferentes especies de Leishmania (29).

1.6.2 Transfeccidén permanente por integracion al genoma

Para realizar una transfeccién permanente por integracion al genoma, el vector de
expresion es linearizado con enzimas de restriccion dentro de secuencias
idénticas a las del sitio propuesto para la integracion en el genoma. El vector es
integrado en una regidon muda del genoma como los espaciadores del ARNr y del
ME, o en el sitio correspondiente al gen a eliminar o complementar. Durante la
integracion de vectores en el genoma se deben de tener en cuenta factores que
influyen en la frecuencia de recombinacién homéloga entre el vector introducido y
las secuencias de ADN cromosomico, como son: la cantidad y naturaleza de
secuencias homologas, el locus genético, el numero de copias del blanco y el
disefio del vector. La divergencia entre las secuencias del ADN donador y el

blanco reduce la eficiencia de la integracién de genes en Leishmania.

El sistema de expresion reportado originalmente basado en L. tarentolae utilizé a
la RNA Polimerasa | para la transcripcion constitutiva de genes heterdlogos
integrados en el locus del gen 18S ARNr. Ademas, se describié un sistema de
expresion inducible basado en la cepa transgénica L. tarentolae mediante los
genes para la polimerasa T7 RNA vy represion por tetraciclina (715). El vector
comercial mas utilizado en la expresioén estable de proteinas recombinantes en
Leishmania es el pLEXSY-2 (Jena Bioscience®). Este vector permite la expresiéon
de proteinas dianas con o sin péptido sefial, permitiendo que el mismo vector
pueda ser empleado para producir proteinas que permanecen en el citosol de la
célula o para proteinas que deban ser secretadas al medio. Si la proteina se

disefia con péptido seinal, entonces se estimulara su salida de la célula, de lo
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contrario, permanecera en ella (30). La principal ventaja de L. tarentolae para
expresar proteinas heterélogas es su capacidad para realizar modificaciones
postraduccionales en las proteinas dianas, tales como glicosilacién (Figura 7) o
fosforilacién. L. tarentolae es el primer huésped eucariético unicelular descrito para

el uso biotecnolégico que produce N-glicanos totalmente galactosilados (37).

Figura 7. N-glicosilacion de proteinas en Leishmania comparado con la glicosilacion en otros
sistemas de expresion de proteinas recombinantes. Nétese que los patrones de glicosilacion
obtenidos en células de mamiferos y en Leishmania sélo difieren entre si por la presencia de N-
acido acetilneuraminico en el extremo de las cadenas de azucares terminales.

Hasta la fecha no existen trabajos publicados en México sobre la expresion de
proteinas recombinantes en el sistema heterélogo de L. tarentolae, el cual es un
sistema que tiene pocos afnos de emplearse como sistema de expresion, pero que
ha mostrado buenos resultados cuando se manipula. Por ejemplo, es mediante
este sistema que se han logrado obtener proteinas recombinantes como la
proteina sAPPalpha, precursora del agente etioloégico en la enfermedad de
Alzheimer. En el estudio referido, se consiguié producir la proteina biolégicamente
activa y dlicosilada cuando se expres6 en L. tarentolae, en contraste con su
expresion en E. coli, donde no se obtuvo una proteina activa ni con glicosilaciones
(30).
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1.7 Expresion Recombinante de la Silicateina

Hasta la fecha ha resultado dificil la obtencion de la silicateina activa cuando ésta
se ha expresado de forma recombinante o purificado del organismo nativo, debido
a los bajos niveles de expresion de la proteina y a la formacién de cuerpos de
inclusion dificiles de replegar cuando la proteina se expresa en un sistema
procarionte como lo es Escherichia coli (32). El problema se debe a la incapacidad
de las células de E. coli, y de otras ya probadas (P. pastoris), a plegar

correctamente la proteina.

El presente estudio se enfocé en la clonacion del gen de la silicateina en sistemas
de expresiéon que favorecieran el correcto plegamiento, y por ende, la expresion de
la silicateina en forma activa y soluble. La introduccion del sistema novedoso de
expresion L. tarentolae para la obtencion de la silicateina fue pensada debido a los
exitos ya documentados de este sistema sobre proteinas que también habian
presentado dificultades para su expresidn en los sistemas de expresion
convencionales. El efecto que supone contar con la silicateina activa es de gran
trascendencia, ya que esta enzima podra ser parte fundamental para el desarrollo
de proyectos que busquen implementar rutas alternas para la produccion y
aplicacion de tecnologias mas limpias en multiples disciplinas. De esta manera, el
propésito ultimo de este trabajo es promover el desarrollo de biomateriales que
reemplacen poco a poco los materiales sintéticos, los cuales se han convertido en
un problema mayoritario en cuanto a su fabricacién, deposicion, desecho y

reciclaje.
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2. HIPOTESIS

Si se expresa a la silicateina en un sistema de expresidon heterélogo que cuente
con componentes capaces de asistir el plegamiento correcto de la proteina, se
obtendra a la silicateina en su conformacion nativa para realizar ensayos
estructurales y funcionales. Para ello, se dispondra de dos sistemas de expresion,
siendo uno de ellos una cepa de Escherichia coli capaz de sobreexpresar

chaperonas vy, por otro lado, la cepa P10 de Leishmania tarentolae.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Desarrollar cepas transgénicas capaces de expresar a la silicateina-a de la
esponja marina Tethya aurantia mediante técnicas de Ingenieria Genética y de

ADN recombinante.

3.2 Objetivos Especificos

1. Sobreexpresar la silicateina-a como propéptido (enzima no madura) y como
enzima madura en células de Escherichia coli capaces de sobreexpresar
simultaneamente chaperonas.

2. Generar cepas transgénicas de Leishmania tarentolae capaces de
sobreexpresar tanto al dominio catalitico como al propéptido de la enzima

silicateina-a.
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Metodologias

4.1

Materiales y reactivos quimicos

Las enzimas de restriccion empleadas se obtuvieron de New England BioLabs® y

Fermentas®. En los casos en donde se realizaron reacciones de doble digestion,

ambas enzimas provinieron de la misma compafia utilizando el amortiguador

compatible sugerido por el proveedor. La ADN ligasa T4 y su amortiguador

correspondiente se obtuvo de New England BiolLabs. La mezcla ADN Taq

Polimerasa lista para usar se obtuvo de Fermentas. El conjunto de soluciones para

extraccion de ADN: ADN miniprep, purificacion de PCR y extraccion de gel se

adquirieron de la compafiia QIAGENZ®. Las soluciones utilizadas a lo largo de este

trabajo se enlistan en la Tabla 2.

Tabla 2. Soluciones y amortiguadores de pH.

Solucion

Componentes

Amortiguador de carga Naranja G 6X

(Electroforesis Agarosa)

0.1 % Naranja G, 40 % sacarosa.

Amortiguador de corrida SDS-PAGE

25 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM glicina, 0.1 %
SDS (dodecil sulfato de sodio).

Amortiguador de corrida TBE

(Electroforesis de agarosa)

89 mM Tris base, 89 mM acido bdrico, 2mM
EDTA.

Amortiguador de lisis E. coli

50 mM Tris-HCI pH 7.4, 30 mM NaCl, 10 mM
B-mercapto etanol, 20 mM imidazol, céctel de
inhibidores de proteasas libres de EDTA
(Roche®).

Buffer de carga SDS-PAGE reductor

50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2 % SDS, 10 %
glicerol, 12.5 mM EDTA, 0.02 % azul de
bromofenol.

Buffer de transferencia

25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 0.1 % SDS
(dodecil sulfato de sodio), 10% (v/v) metanol.

Buffer TBS

100 mM Tris, 140 mM NaCl, pH 8
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Buffer TBST

100 mM Tris, 140 mM NaCl, 0.05 % Tween,
pH 8

IPTG (isopropil-B-D-tiogalactésido)

1 M IPTG, esterilizado por filtracion.

Solucién de trabajo de ampicilina 1000X

100 mg/ml de ampicilina, solucion esterilizada
por filtracion.

Solucién de trabajo de cloranfenicol
1000X

50 mg/ml de cloranfenicol, solucion esterilizada
por filtracion.

Solucién de trabajo de kanamicina
1000X

50 mg/ml de kanamicina, solucion esterilizada
por filtracion.

Solucién de trabajo de tetraciclina
1000X

100 mg/ml de tetraciclina, solucion esterilizada
por filtracion.

Solucién fijadora PAGE

10 % acido acético, 40 % etanol.

Solucién terfiidora PAGE

1 % Azul de Coomassie R-250, 89 mM acido
acético, 40 % etanol.

La composicion de los medios de cultivo utilizados en este trabajo se encuentra

descrita en la Tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de los medios de cultivos empleados.

Medio

Componentes

BHI (LEXSY® KIT)

Medio de cultivo complejo en polvo con
infusién cerebro y corazén para L. tarentolae.

LB (Luria-Bertani)

Medio de cultivo con: 1 % triptona, 0.5 %
extracto de levadura, 0.5 % NaCl para E. coli.

LB (Luria-Bertani) agar

Medio de cultivo con: 1 % triptona, 0.5 %
extracto de levadura, 0.5 % NaCl, 2 % agar
para E. coli en caja petri.

Para la expresion constitutiva de la silicateina en Leishmania tarentolae se

adquirié el kit comercial de Jena Bioscience que contenia: cepa LEXSY P10,

LEXSY BHI Medio en Polvo (medio rico de cultivo de infusion cerebro corazén),
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Hemina 500X (esencial para el crecimiento de L. tarentolae), Pen-Strep 200X

(mezcla de antibidticos de penicilina y estreptomicina, para evitar contaminacion

por bacterias), NTC 1000X (nourseotricina, antibiotico de seleccién para clonas

transformantes de L. tarentolae).

4.2 Trabajo Experimental

4.2.1 Metodologias para la Expresion de la Silicateina en células de E.coli

La obtencion de la silicateina se inicid con la expresién en células de E. coli

capaces de sobreexpresar chaperonas (74).

Plasmido pET29-silicat

Plasmido pHLTEV-full

lenght silicat

Incubacion del cultivo a
30 °C, hasta alcanzar
DOGOOnm=O.3O

A 4

Transformacién en

células E. coli CH *

Induccién de la
proteina de interés con
0.5 mM de IPTG.

A

Cuando DOeoonm=0.15
induccion de las
chaperonas: 0.5 mg/ml
de arabinosa y 5 ng/ml

de tetraciclina.

Crecimiento por toda la
noche en medio LB con
antibidticos para cada

cepa (preindculo).

y

Andlisis por gel de

electroforesis SDS-

PAGE.

Incubacion a 37 °C por
3h.

A

A 4

Inoculacion medio LB

con preinéculo, se
agregan  previamente
los antibidticos

correspondientes.

v

Analisis de la proteina
por DLS.

A

Purificacion por
columna de afinidad a
Ni2*

Recoleccion del

paquete celular por
centrifugacion a 5000

rpm por 10 min.

v

Lisis celular por

sonicacion.

Diagrama 1. Panorama general de la metodologia llevada a cabo para expresar a la silicateina-a
en células de E. coli capaces de sobre-expresar simultaneamente chaperonas.

* E. coli CH: células competentes de Escherichia coli con el plasmido pG-KJE6 para la expresion de los dos
grupos de chaperonas: dnaK —dnaJ —grpE y groES —groEL.
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Para la expresion de la silicateina en sus dos diferentes formas: como propéptido
(inactiva) y como la enzima madura (activa), se emplearon dos diferentes
plasmidos, el plasmido pHLTEV se ocupé para la expresion de la prosilicateina y
el plasmido pET29 se destind para la silicateina dominio catalitico, las

denominaciones de cada plasmido se adaptaron al gen contenido.

Para el plasmido pET29-silicat se empleé kanamicina como antibidtico de
seleccién, y ampicilina para el plasmido pHLTEV-prosilicat. Estos plasmidos
fueron transformados en células competentes de E. coli, que ya contenian el
plasmido pG-KJEG6 para la expresiéon de los dos diferentes grupos de chaperonas
de E. coli (Tabla 4 y Figura 8). El plasmido pG-KJE6 contiene como marcador de
seleccion la resistencia al antibidtico cloranfenicol, por o que para la selecciéon de
transformantes se utilizé la resistencia a los antibiéticos: cloranfenicol-kanamicina
y cloranfenicol-ampicilina, segun el caso. Los tiempos de induccion y los reactivos
empleados para la expresiéon de los dos grupos de chaperonas se realizaron
conforme a lo reportado por Nishihara et al., donde la adicion de arabinosa se
llevd a cabo para el grupo de chaperonas dnaK-dnaJ-grpE, y para el caso del

grupo groES-groEL, se adiciond el antibidtico tetraciclina (74) (Tabla 4).

Tabla 4. Regiones relevantes para la seleccién y control de la expresion presentes en el plasmido
pG-KJES.

Antibioético
Genes
Plasmido Promotor Gen Regulador de
Codificadores
Resistencia
dnaK —dnad —
araB, araC
grpkE
pG-KJEG Kanamicina
Pzt-1, groES — groEL tetR
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Figura 8. Representacion del plasmido pG-KJE6 para la expresion de chaperonas de E. coli (14).

Posterior a la adicion de los inductores de chaperonas, se incubaron ambas cepas
a 30 °C, a 180 rpm. Esto se realizd para cada uno de los cultivos, hasta que
alcanzaron una 0O.D.soonm=0.3. A continuaciéon se indujo la proteina de interés
mediante la adicion de IPTG y se incubd a 37 °C, a partir de ese momento se tomé
muestra cada hora del cultivo para la deteccién de proteina por geles SDS- PAGE,
hasta las tres horas transcurridas. Por ultimo, se realizé la deteccion de proteina
mediante geles SDS-PAGE de poliacrilamida, con vy sin purificacion del lisado por
columna de afinidad de niquel. Asimismo, se realizé el analisis por Western blot, y

finalmente, se llevo a cabo el estudio de la proteina por DLS.

4.2.2 Metodologias para la Expresion de la Silicateina en L. tarentolae

En la construccién de la cepa transgénica de Leishmania tarentolae para la
sobreexpresion de la silicateina se realizd6 el procedimiento descrito en el

Diagrama 2.
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Amplificacion por PCR de los
insertos: a) Prosilicateina, b) Dominio
catalitico de la silicateina.

Transformacion de plasmido
pLEXSY-2 en células E. coli DH5a

L 2

A 4

Purificacion de plasmido pLEXSY-2

por lisis alcalina.

v

Digestion con: a) Prosilicateina:
Kpnl/Bglll 'y, b) Dominio catalitico
silicateina: Kpnl/Xbal.

Digestion del vector pLEXSY-2: a)
Prosilicateina: Kpnl/Bgl/ll b) Dominio
catalitico silicateina: Kpnl/Xbal.

v

v

Verificacion de digestion por gel de
agarosa al 1 %.

Verificacion de digestion por gel de
agarosa al 1 %.

v

v

Purificacion de gel de agarosa por kit
QIAquick.

Purificacion de gel de agarosa por kit
QlAquick.

v

v

Semicuantificacion a partir de gel de

Semicuantificaciéon a partir de gel de

agarosa. agarosa.

Ligacion del inserto de PCR en el
plasmido pLEXSY-2.

v

Transformacion de la ligacién en
células E. coli: DH5a.

!

Seleccion de clonas por patron de
restriccion.

v

Obtencion, purificacién y
cuantificacion de ADN de clonas.

v

Transfeccion, cultivo y seleccion
de cepa L. tarentolae

v

Estudios de expresion de la
proteina en la clona seleccionada.

Diagrama 2. Esquema general para la construccion de una cepa transgénica de Leishmania
tarentolae para la expresion de la silicateina-a.
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Se obtuvieron los amplicones con las secuencias codificantes del propéptido y el
dominio catalitico de la silicateina mediante la reaccibn en cadena de la

polimerasa cuya composicion se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidades de los reactivos y enzimas empleados para la reacciéon en cadena de la
polimerasa.

Reactivo Prosilicateina Dominio Catalitico
Oligo Silicateina-5 (10 uM) 1 ul _
Oligo Silicateina-6 (10 uM) 1 ul Tu
Oligo-Silicateina-7 (10 yM) _ 1wl
Plasmido pBSK-G5S0116
(20 ng/ul) tul Tu
Master Mix 2X (Fermentas) 22l 22 pl
H.O 22 ul 22 ul
Volumen Final 50 ul 50 ul
Amplicén esperado 950 pb 663 pb

El termociclador para realizar la PCR se programé con las condiciones mostradas

en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones para realizar la PCR correspondiente a la amplificacién de los insertos del
propéptido y el dominio catalitico de la silicateina.

Temperatura (°C) Tiempo
95 5 min

95 30s

30 ciclos 60 30s
72 1 min

Una vez obtenidos los insertos, estos se digirieron con las enzimas de restriccidon
correspondientes a cada uno de ellos y, consecutivamente, se purificaron a partir

de gel de agarosa (Tabla 7).
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A la par de estos experimentos, se realizd la transformacion del plasmido
pLEXSY-sat2 en células de E. coli DH5a para su obtencion (Figura 9) mediante
lisis alcalina. EI ADN plasmidico también fue digerido con el par de enzimas

correspondientes descritas en la Tabla 7.

Figura 9. Mapa del vector de expresion pLEXSY-sat2 empleado para la transfeccion en Leishmania
tarentolae. Se muestra en color rojo el fragmento de ADN que es reemplazado por el gen de
interés. 5°ssu y 3'ssu son regiones para la recombinacién homdloga en el cromosoma de L.
tarentolae. Los sitios de corte de Swal linearizan el vector, ademas de remover las regiones
regulatorias de E. coli. UTR1: regién no transcrita de 0.4k-IR del gene aprt de L. tarentolae. UTR2 y
UTR3: regiones no transcrita de 1.4k-IR y 1.7k-IR, respectivamente, del gen cambB de L.
tarentolae Son regiones no traducidas que proveen las sefiales de splicing para el procesamiento
postrancripcional de la expresidon de genes diana y marcadores en la cepa LEXSY P10. SP
(amarillo): péptido senal para la secrecion de la fosfatasa LMSAP1 de L. mexicana. H6 (naranja):
region con seis histidinas.
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Tabla 7. Enzimas empleadas para la digestion de los genes de la prosilicateina y la silicateina
dominio cataitico.

Construccion Extremo Enzimas
Prosilicateina 5 Bglll
3 Kpnl
Silicateina 5 Xbal
3 Kpnl

Los amplicones de ADN digeridos correspondientes a la secuencia codificante de
la prosilicateina y el dominio catalitico de la silicateina, asi como, el plasmido
pLEXSY-sat2, se utilizaron en la reaccion de ligacion de acuerdo con lo que se

muestra mas adelante en la Tabla 9.

La reaccion de ligacién se llevd a cabo a 4 °C por 16 h. Posterior a esto, se realizo
la transformacion en células E. coli DH5a y se plaqued en cajas petri incubadas a
37 °C por 16 h. A continuacion se extrajo el ADN plasmidico de colonias
seleccionadas por lisis alcalina y se hizo el escrutinio de las transformantes por
medio de la digestion con la enzima Xcml. Se secuencio el ADN de las posibles
clonas transformantes para su confirmacion y posterior a ello se purificd y
cuantificd para su transfeccion a células de Leishmania tarentolae. Dichas células
fueron cultivadas en medio liquido BHI, teniendo en consideracién que Leishmania
tarentolae crece en oscuridad a 26 °C bajo condiciones aerobias. La hemina es
esencial para el metabolismo de L. tarentolae, por lo que se anadidé al medio.
También se adicionaron los antibidticos penicilina y estreptomicina para prevenir
contaminacion por bacterias y/o levaduras. La velocidad de crecimiento, asi como
la densidad del cultivo se comporta de manera proporcional al suministro de
oxigeno, entre mayor sea el area de contacto con el oxigeno, mayor numero de
células en contacto con éste, y mayor la velocidad de crecimiento, lo que da lugar
a una mayor densidad de cultivo. Mas adelante, en la seccion de metodologias
4.2.5 se detalla el protocolo seguido para la transfeccion, seleccion y cultivo de L.

tarentoale.
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4.2.3 Métodos Generales de Biologia Molecular
4.2.3.1 Manipulacion de ADN

Células de E. coli DH5a previamente transformadas con el plasmido deseado se
inocularon en 3-5 ml de medio LB suplementado con el antibiético correspondiente
y se crecieron toda la noche a 37 °C con agitacion a 200-250 rpm. EI ADN
plasmidico se extrajo mediante el método de lisis alcalina (33), o mediante

Qiagen® Miniprep Spin Kit de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

4.2.3.2 Digestion de ADN por endonucleasas de restricciéon

Las endonucleasas de restriccion, también llamadas enzimas de restriccion, cortan
la doble hebra del ADN so6lo si reconocen una secuencia seleccionada. Las
endonucleasas de restriccion son de origen bacteriano y normalmente cortan la
doble hebra de ADN en puntos caracteristicos que a menudo presentan

secuencias palindromicas de cuatro, seis u ocho nucleétidos de longitud.

Las enzimas de restriccion fueron utilizadas de acuerdo a las instrucciones del
fabricante: usando el amortiguador y tiempo de incubacion indicados para cada
enzima. Tipicamente 1 U de enzima por 1 ug de ADN de doble cadena. En

general, todas las digestiones se llevaron a cabo en un volumen final de 40-50 pl.

4.2.3.3 Amplificacion de ADN mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)

Las secuencias de ADN se amplificaron usando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). En esta técnica, la muestra de ADN se separa en sus cadenas
sencillas y se incuba con ADN polimerasa, dNTP y dos cebadores de
oligonucledtidos cuyas secuencias flanquean el segmento de ADN de interés. En
cada ciclo, las dos cadenas de ADN se separan por calor, los cebadores se
aparean con sus segmentos de ADN complementarios y la ADN polimerasa dirige
la sintesis de las cadenas complementarias. EI uso de una ADN polimerasa
estable frente al calor como la polimerasa Taq aislada del Thermus aquaticus, una
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bacteria que prolifera a 75 °C, elimina la necesidad de agregar enzima fresca
luego de cada ciclo de calentamiento (el calor inactiva la mayoria de las enzimas).
Asi, en presencia de cantidades suficientes de cebadores y dNTP, la PCR se lleva
a cabo simplemente al variar la temperatura de manera ciclica. Con veinte ciclos
de PCR se incrementa la cantidad de la secuencia diana en aproximadamente un

millén de veces (~22°) con especificidad elevada.

El kit ocupado de ADN Polimerasa Taq: mezcla de reaccion lista para usarse
contenia: 0.05 U/pL de la enzima, 4 mM MgCl2, 0.4 mM de cada dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), se agregd 10-50 ng de templado y 0.4 pM de cada
oligonucledtido. Para la amplificacion del gen de interés para la expresion de la
silicateina se disefiaron los oligonucleétidos que se muestran en la Tabla 8.
Considerando que las dos construcciones coinciden en su secuencia terminal solo

se disefaron tres oligonucleoétidos.

Tabla 8. Oligonucleétidos usados en las reacciones de PCR para la amplificacion de las diferentes
construcciones del gen de la silicateina.

Oligo Secuencia (5’-3%) Sitio | Especificaciones

Oligo para
I GAAGATCTACCATGCCTCAGTACGAGTTCAA amplificar la region
Silicateina-5 GG Bglll | 5" de la secuencia
codificante de la
prosilicateina.

Oligo para
amplificar la region
5" de la secuencia
codificantes del
dominio catalitico
de la silicateina.

Silicateina-6 | CGGGGTACCCAATGTAGGAAGAAGCATCAC Xbal

Oligo para
amplificar la regién
3" de la secuencia
Silicateina-7 GCTCTAGAGCCTACCAGAGACAGTCG Kpnl | codificante de la
prosilicateina y del
dominio  catalitico
de la silicateina.

Los oligonucleétidos se mandaron sintetizar en la compafiia Sigma-Aldrich®.
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4.2.3.4 Electroforesis en gel de agarosa

Geles de agarosa de alto punto de fusion se prepararon en amortiguador TBE 1X
a una concentracion final de 1 % (m/v). Los geles se colocaron en una camara de
electroforesis horizontal y se cubrieron con el amortiguador TBE 1X. Las muestras
de ADN a analizar se prepararon con al menos 1/6 de amortiguador de carga
Naranja G (0.1% naranja G, 40 % sacarosa). Las muestras se cargaron en los
pozos y se corrieron a 90 V por 45 min. Posteriormente se tifid el gel con bromuro

de etidio y se observo en un transiluminador de luz UV.

4.2.3.5 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Fragmentos de ADN de doble cadena generados por PCR o digestién con
enzimas de restriccidn se purificaron de geles de agarosa antes de la ligacién.
Dichos fragmentos de ADN se cortaron y purificaron utilizando el Qiagen® Gel

Extraction Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

4.2.3.6 Ligacion de ADN

La ligacién de los fragmentos de ADN (inserto y vector) se realiz6 con la ADN
ligasa T4. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 pl con las

caracteristicas descritas en la Tabla 9.

Tabla 9. Reactivos y enzimas para llevar a cabo la reaccion de ligacion del gen que expresa para la
pro-silicateina y una reaccién control.

Reactivo Ligacion (pl) Ligacion control (pl)
Buffer T4 Ligasa (10X) 1.0 1.0
T4 Ligasa enzima (40 U/ul) 1.0 1.0
Inserto 3.2
PCR Pro-silicateina (70 ng/ml) ' -
Vector
- , 4.0 4.0
pLEXSY-2 Pro-silicateina (50 ng/ml)
H20uqq c.b.p 10.0 c.b.p. 10.0
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4.2.4 Métodos Generales de Bioquimica de Proteinas

4.2.4.1 Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-
PAGE) es utilizada para separar proteinas mediante la aplicacion de un campo
eléctrico en la presencia del detergente dodecil-sulfato de sodio (SDS). EI SDS
desnaturaliza a las proteinas y les brinda una carga neta negativa, por lo tanto,
cuando las proteinas son sometidas a la fuerza de un campo eléctrico en
presencia de este detergente, estas se desplazan hacia el anodo. La rapidez con
la que una proteina se desplaza en el gel depende principalmente de dos factores:
a) el peso molecular de la proteina, una proteina con un peso molecular pequefio
correra mas rapido que una con mayor peso molecular y, b) el tamafio de los
poros de gel de poliacrilamida, cuanto mas concentrado se encuentre el gel de
poliacrilamida, mayor dificultad tendran las proteinas para moverse en él, y por
tanto, sera menor la separacion entre ellas. Las proteinas separadas por SDS-
PAGE son visualizadas mediante la formacion de un complejo colorido con azul de

Coomassie o por tincion con plata.

4.2.4.2 Tincion de geles de poliacrilamida con Azul de Coomasie

Se colocod el gel en un recipiente de plastico o vidrio y se anadieron
aproximadamente 5 volumenes de 0.25 % Coomasie Azul Brillante en 50 % de
acido tricloroacético (TCA). Se incubdé a temperatura ambiente por 20 min con
agitacion y se drend el colorante y se almacen6 nuevamente (se puede emplear
para numerosas tinciones). Se lavo el gel con agua para remover el colorante que
no penetré en el gel. Se afadieron grandes volumenes de solucién destenidora
(25 % metanol, 7 % acido acético) y se recambié cuando fue necesario. La

sensibilidad de esta tincién es de 1.0 ug de proteina.
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4.2.4.3 Western blot

La técnica de Western blot, también conocida como inmunoblotting, es usada para
detectar antigenos de proteinas después de realizar una electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) con una subsecuente transferencia a un soporte sélido. La
transferencia a este soporte sélido fija a la proteina y permite la presentacién del
epitopo que es reconocido por un anticuerpo especifico. El paso inicial de un
Western blot es la transferencia de las proteinas de un gel de poliacrilamida a un
soporte solido, el cual puede ser una membrana de nitrocelulosa o PVDF (poli-vinil
di-fluoruro) que las inmoviliza, haciendo a las proteinas accesibles a un ensayo
inmunoldgico. A continuacion se bloquea la membrana con una proteina inerte al
ensayo para evitar la union inespecifica de los anticuerpos que se van a utilizar en
la deteccion. En este paso comunmente se emplean las proteinas presentes en la
leche en polvo. Posteriormente, se aplica el anticuerpo especifico fusionado a una

enzima capaz de producir un producto detectable.

Las proteinas en estudio fueron separados en un gel al 12 % de poliacrilamida
mediante electroforesis SDS-PAGE. La electroforesis se corrié a 15 volts durante
1 hora. A continuacion se resumen las diferentes etapas que se realizaron para la
técnica de Western blot usando como membrana PVDF. Se equilibré el gel de
poliacrilamida y la membrana en Buffer de Transferencia. Se prepar6é un sandwich
consistente en: papel filtro/ PVDF / gel / papel filtro, eliminando las burbujas de
aire en el sandwich mediante desplazamiento con un rodillo. La transferencia
electroforética se llevd a cabo a 200 mA por 1 hora (camara electroforética
BioRad®). Posteriormente, se lavd la membrana con Buffer TBS en agitacion
constante. Se bloqued6 la membrana con solucion 5 % de leche desengrasada en
TBS por 24 horas, a 4 °C. A continuacién, la membrana se lavé exhaustivamente
con Buffer TBS. Se adicion6 el anticuerpo conjugado (se empled el anticuerpo
Anti-His conjugado a la enzima peroxidasa de rabano HRP, dilucion 1:1000,
adquirido de la compafia Santa Cruz®), y se incubé por 1 hora en agitacion

constante. Consecutivamente, se lavd cuatro veces la membrana con Buffer TBST
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y se incubd la membrana con sustrato quimioluminiscente. Para finalizar, se

expuso una pelicula radiografica con la membrana.

4.2.4.4 Tincion de geles de poliacrilamida con sales de plata

Existen numerosos métodos para teiir proteinas con sales de plata después de la
separacion por SDS-PAGE. En todos los casos, los procesos se basan en una
reduccion diferencial de los iones de plata, los cuales se unen a las cadenas
laterales de los aminoacidos. Estos métodos se pueden clasificar en dos tipos:
aquellos donde se emplean soluciones de plata amoniacal y los que utilizan nitrato
de plata. Ambas metodologias son 100 a 1000 mas sensibles que la tincién por
Azul de Coomassie R250, y son capaces de detectar cantidades tan pequefias
como 0.1 a 1.0 ng de proteina en un sola banda. Las soluciones de nitrato de plata
son mas sencillas de preparar, y en comparacion con las sales de plata amoniacal,
estas no generan subproductos potencialmente explosivos. El método descrito a
continuaciéon es una modificacion del procedimiento descrito por Sammos et al.

(1981) y perfeccionado por Schoenle et al. (1984).

Se corrié una electroforesis SDS-PAGE para separar a las proteinas en estudio. El
gel se fij6 incubando por 4 a 12 horas a temperatura ambiente, con agitacion
suave en al menos 5 volumenes de una solucién de etanol: acido acético glacial:
agua (30:10:60 % v/v). Se descarté la solucion fijadora, y se afiadieron al menos 5
volumenes de 30 % etanol. El gel se incub6é por 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacién suave. Subsecuentemente, se afiadieron 10 volumenes de
agua destilada y se incubd6 por 10 minutos a temperatura ambiente con agitacién
suave. El lavado con agua se repitio un par de veces. El ultimo lavado con agua se
descarto y, usando guantes, se afadieron 5 volumenes de una solucion 0.1 % de
AgNO:s. El gel se incubo en esta disolucion por 30 minutos a temperatura ambiente
con agitaciéon suave. La solucion de AgNOs se descarté y se realizaron lavados de
ambos lados del gel (20 segundos cada uno) bajo chorro de agua destilada. Se
anadieron 5 volumenes de una solucién acuosa con 2.5 % de carbonato de sodio,
0.02 % formaldehido y se incubd el gel a temperatura ambiente con agitacién

suave. Las bandas coloridas de la proteina aparecieron en pocos minutos. Se
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continud la incubacion hasta obtener el contraste deseado. La reaccion se detuvo
al lavar el gel con 1 % de acido acético por pocos minutos. Posteriormente se lavo
el gel repetidamente con agua destilada (10 minutos cada lavado). El gel se seco

para preservarlo.

4.2.4.5 Zimograma

La zimografia es conocida como una técnica electroforética, comunmente basada
en SDS-PAGE, la cual contiene un sustrato copolimerizado dentro de la matriz de
poliacrilamida para la deteccion de actividad enzimatica. Las muestras son
normalmente preparadas en el buffer SDS-PAGE, bajo condiciones no
desnaturalizantes, ya sea por aplicacion de calor o por agentes reductores (2-
mercapto-etanol o ditiotreitol [DTT]). Después de la corrida, el buffer SDS es
removido del gel por incubacion en una solucion de Tritdn 100X (o un detergente
similar), seguida de una incubacion en un buffer de activacién apropiado, por el
tiempo y temperatura éptima para el tipo de enzima estudiada y el sustrato
ocupado para ser degradado. El zimograma es posteriormente tefiido, y las areas
donde hubo reaccion catalitica son diferenciadas. Cuando la actividad enzimatica
a detectar es de proteasa el sustrato que se usa es gelatina para la
copolimerizacion del gel. Para el caso especifico de este estudio, la silicateina
tiene actividad promiscua de proteasa, por lo cual, se empled gelatina como
sustrato. En este caso, la visualizacién de la actividad enzimatica se logra al
observar bandas mas claras dentro de un fondo azul, después de tehirse con Azul

de Coomasie.

Se prepard soluciéon de 1 % gelatina porcina (Sigma, G2625) en agua destilada, y
se mantuvo caliente para evitar la gelificaciéon. Se prepard el gel separador al
12 %, reemplazando el volumen de agua con la solucidon de gelatina a una
concentracion final de 0.1 %. La disolucién se mezclé y se transfirié rapidamente
entre las placas para formar el gel. Los pasos subsecuentes realizados fueron los
mismos realizados para los geles SDS-PAGE. Se agregd el mismo volumen de
buffer de carga 2X. No se calenté en ningun momento. Los controles usados son

los siguientes:
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i. Muestra + inhibidor de proteasas
ii. Muestra + 3-mercaptoetanol
iii. Marcador de Peso Molecular

La electroforesis se realiz6 a 100 V por 2.5 horas a 4 °C. Se procedié a la
eliminacion de SDS, ya que el uso de SDS en el gel puede interferir con la
actividad de la proteasa, por lo que es removido mediante dos lavados de 15 min
con una disolucion 2.5 % (v/v) Triton 100X. Se incubo el gel en una disolucion que
favorece la actividad de las proteasas (0.1 M glicina, 5 mM CaClz, 0.2 mM ZnCl)
por 24 horas a 37 °C. El gel se fij6 con una disolucion al 10 % metanol y 10 %
acido acético durante 30 min. El gel se tiid con una disolucién 0.025 % Azul de
Coomassie G250 durante 4 horas. Se decantd el sobrenadante y lavé con agua
para quitar el exceso de colorante. La presencia de bandas claras indicé la

degradacion de la gelatina y por ende la actividad proteolitica.

4.2.4.6  Purificacion por afinidad a una columna con iones Ni2+

Esta técnica funciona permitiendo que las proteinas con afinidad por iones
metalicos sean retenidas en una columna que contiene iones metalicos
inmovilizados, niquel en este caso. Muchas proteinas de origen natural no tienen
una afinidad por iones metalicos, por lo tanto, mediante técnicas de ADN
recombinante se introduce en la secuencia una ‘etiqueta’ consistente en seis 6
mas residuos de histidina consecutivos en el extremo carboxilo o amino terminal
de la proteina. El soporte de la resina consiste en agarosa derivatizada con acido
nitrilotriacético, el cual actia como quelante de los iones de niquel divalente (Ni2*).
De esta forma los iones de Ni?* quedan unidos por cuatro enlaces a la columna,
haciendo muy dificil su desprendimiento. A través de los dos enlaces restantes, se

unen las proteinas con las colas de histidina que se quieren purificar.

Una vez obtenido el extracto crudo filtrado a través de una membrana de diametro
de poro de 0.45 um, se aplicé a una cromatografia de afinidad con una resina
cargada con niquel como fase estacionaria. El hexapéptido de histidinas anadido a

la proteina presenta afinidad por el niquel, lo que permite su retencién en la
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columna Ni?* His Trap (Invitrogen®). La posterior elucion se logra mediante la
adicién de dos volumenes de columna de buffer de elucion, precedida de lavados
con buffer de lisis (25 mM Tris, 300 mM NaCl, 25 mM imidazol, pH 8)
correspondiente a 4 volumenes de columna. El buffer de elucién difiere con el
buffer de lisis unicamente en la concentracion de imidazol, ya que el primero
contiene 250 mM. La alta concentracion de imidazol favorece el equilibrio imidazol-
columna sobre el equilibrio histidina-columna desplazando asi a la proteina

recombinante.

4.2.4.7 Purificacion por precipitacion por salado

El fundamento de este método se basa en la reduccion de la solubilidad de las
proteinas en presencia de fuerzas ionicas altas. Este efecto, conocido como
salting out (reduccion de la solubilidad por sales), es resultado de la competencia
por las moléculas de solvatacién entre los iones salinos agregados y los otros
solutos disueltos (proteinas). A concentraciones salinas elevadas, el disolvente
solvata preferentemente a los iones de sal agregada y se torna insuficiente para
solvatar a los otros solutos presentes en la disolucién (proteina). Sin la presencia
de las moléculas del disolvente rodeando a las moléculas de las proteinas
presentes, las interacciones entre las moléculas de proteinas se favorecen,
produciendo la precipitacion de las proteinas, y otros solutos no disueltos
presentes. La solubilidad de distintas proteinas varia considerablemente en
funcién de la concentracién salina, por ejemplo, a una fuerza iénica de 3, el
fibrindgeno es mucho menos soluble que las proteinas mioglobina, hemoglobina y
seroalbumina. Debido a que diferentes proteinas precipitan a diferentes
concentraciones de sales, la técnica de reduccion de la solubilidad es la base de
uno de los procedimientos mas utilizados para la purificacion de proteinas. Asi,
mediante el ajuste de la concentracion de sal de una solucién que contiene una
mezcla de proteinas, justo por debajo del punto de precipitacién de la proteina a
ser purificada, se eliminan muchas de las proteinas no deseadas de la solucién. El
sulfato de amonio (NH4)2SO4, es el compuesto mas usado debido a su elevada

solubilidad (3.9 M a 0 °C). Una de las ventajas de este método es que los iones
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que reducen la solubilidad de la proteina estabilizan sus estructuras nativas, de
manera que las proteinas no sufren desnaturalizacién (34). El pH puede ajustarse
aproximadamente en el punto isoeléctrico (pl) de la proteina deseada, ya que esta

es menos soluble cuando su carga neta es cero.

4.2.4.8 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) mide las
fluctuaciones de la intensidad de luz difractada debido al movimiento browniano de
las particulas con respecto al tiempo. Al incidir un haz de luz monocromatico, tal
como un laser, a una solucion con particulas en movimiento browniano, se
observa el efecto Doppler. Cuando la luz golpea a la particula, la longitud de onda
de la luz difractada cambia con respecto al tiempo (fluctuacién). La intensidad de
luz difractada fluctuara dependiendo del tamafio de particula, siendo las particulas
pequefias las que causen mayor numero de fluctuaciones que las de mayor
tamano. Utilizando diversos algoritmos matematicos y aproximaciones (las
particulas rigidas son de forma esférica) se puede correlacionar esta variacion de
la intensidad con el coeficiente de difusion y el tamafio hidrodinamico de las
particulas. Los parametros a considerar se pueden observar en la ecuacion de
Stokes-Einstein:

R — kT
H_67t77D

Donde se observa que el radio hidrodinamico (R+) depende de la temperatura (T),
de la viscosidad del medio (n) y del coeficiente de difusién (D). Siendo k la
constante de Boltzmann. Esta técnica es una de las mas usadas para determinar
el tamafio de particulas y permite medir radios de hasta 0.001 uym, lo cual es dificil
de alcanzar con otras técnicas. Asimismo, es util para determinar la velocidad de
particulas en solucién, por ejemplo, para observar el comportamiento de
microorganismos o bien, para analizar el flujo de los fluidos. Entre sus ventajas

cabe mencionar que es una técnica no invasiva.
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Los experimentos DLS se realizaron con el instrumento Malven Nano S (Malvern,
Ltd) equipado con un laser NIBS (laser no invasivo de dispersién) y un peltier para
controlar la temperatura. Las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C en un buffer
con 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 5 mM MgClz, 10% v/v glicerol, a una longitud de
onda de 663 nm. La muestra de proteina (2 mg/ml) fue filtrada previamente por
medio de un filtro Anotop® de tamarfo de poro 0.02 ym (whatman, GE). Los radios
hidrodinamicos fueron calculados a partir de los valores Z, usando el software

presente en el equipo.

4.2.4.9 Cuantificacion por método BCA

La determinacién de proteina por BCA es un método altamente sensible, en donde
se mezclan las proteinas presente en el medio con Cu?* en un medio alcalino
produciendo Cu®, y un reactivo para la deteccién de Cu* altamente selectivo y
sensitivo denominado acido bicinconinico (BCA). Se ha reportado que la
estructura macromolecular de la proteina y la presencia de cisteina, cistina,
triptéfano y tirosina son los responsables de la formacién de color en muestras de
proteina cuando son ensayadas con BCA. La cuantificacién por BCA combina la
reaccion de Biuret en donde la proteina reacciona con Cu?* en medio alcalino para
producir Cu*. El producto de la reaccion presenta un color purpura, es soluble en
agua y exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm. Esto permite la cuantificacion
espectrofotométrica de proteinas en solucién acuosa (35). Se empled el kit de
Pierce BCA®.

Se preparo el reactivo de trabajo al mezclar 50 partes del ‘reactivo A’ (carbonato
de sodio, bicarbonato de sodio, reactivo BCA para deteccion y tartrato de sodio en
una solucion de NaOH 0.2 N) con una parte del ‘reactivo B’ (solucion de sulfato de
cobre 4 %). La solucién stock de 200 mg/ml se prepard y se realizaron diluciones
con agua destilada hasta obtener la menor concentracion de 10 mg/ml. Se
tomaron 0.1 ml de cada muestra de concentracion desconocida. Para el blanco, se
utilizé 0.1 ml de diluyente. Se realizé por duplicado. Se adicionaron 2 ml de

reactivo de trabajo a cada tubo y mezclar con vortex. Se incubaron todos los tubos
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a la temperatura de 60 °C por 30 minutos. Después de la incubacion, se dejaron
enfriar los tubos a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 562 nm. La
curva patron se realizé con los datos recolectados y se interpolaron los resultados

de las muestras con concentracion desconocida.

4.2.5 Métodos para la manipulacién de Leishmania tarentolae

La siguiente metodologia se apega al protocolo descrito por Jena Bioscience para
la manipulacion de su kit comercial de la cepa P10 para una expresion constitutiva

usando como antibiético de seleccion la nourseotricina

4.2.5.1 Condiciones de almacenamiento y reactivacion de cepas de L.
tarentolae en glicerol

El almacenamiento de células de L. tarentolae se realizd exclusivamente a -80 °C.
Para guardar células en congelacién de L. tarentolae y evitar la muerte celular se
procedié de la siguiente manera: a partir de un cultivo en fase de crecimiento
media (DOeoo 1.2-1.8) se mezclo hasta alcanzar una concentracion de 80 % de
glicerol en tubos crioviales. Se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos y se
llevd a congelacion suavemente con hielo humedo por 1 hora. Al dia siguiente se

almacené a -20 °C, y después de 24 horas se transfirié a -80 °C.

La reactivacion de crioviales se realizé con hielo humedo. El total del contenido del
criovial fue inoculado en una botella T25 con 5-10 ml de medio BHI precalentado a
26 °C. Después de dos dias, el cultivo se diluyd para continuar con el trabajo
experimental.

Se observaron mejores resultados al partir de un cultivo en suspension con
agitacion para realizar los stocks de glicerol, ya que la DO es mas alta que en un
cultivo en botellas T25, con lo cual se incrementd la proporcidn de células que

lograron sobrevivir al procedimiento.

4.2.5.2 Protocolo para electroporacion y seleccion de clonas

La transfeccion de células de L. tarentolae se llevd a cabo mediante

electroporacién. Se digirié 2-5 ug del plasmido con Swal por 3 horas a 37 °C y se
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purifico el fragmento correspondiente a 5.8 kb de gel de agarosa usando kit
Qiagen Extraccion Gel. La digestion se realizo, asimismo, en el plasmido control
que contenia la secuencia codificante de eGFP como control positivo. El control
negativo fueron células electroporadas sin ADN. Se emplearon 500 ng de ADN
purificado para la transfecciéon. Para la transfeccion, un cultivo de L. tarentolae P10
con DOsoo > 1.5 se diluyo cinco veces y se dejo crecer por toda la noche en
agitacion. Antes de la transfeccion se verifico el estado de las células al
microscopio, y se confirmd que éstas presentaran forma redondeada, fueran
moviles y sin aglomerados celulares, y que estuvieran libres de contaminacion

bacteriana. Antes de comenzar con la transfeccién se tuvieron preparados:

o 8 ml de medio BHI Lexsy (con Pen-Strep y Hemina) precalentado a 26 °C
para cada transfectante.

o Medio estéril BHI Lexsy con Bacto-Agar al 2 % (3 g en 150 ml, suficiente
para 10-12 platos).

o 1 M HEPES pH 7.4 (23.83 g en 100 ml), estéril por autoclave.

o Medio BHI Lexsy, doble concentracion (2x) (11 g en 105 ml).

Se mezclaron células de Leishmania cuidadosamente en la botella T25 y con
pipeta se trasvasé el cultivo en tubos falcon de 15 ml (se realizé en condiciones
estériles). Se centrifugé por 3 minutos, a temperatura ambiente (~ 20 °C) y a 2000
rom. Se disolvio el pellet en la mitad de volumen (si la DOsoo fue menor a 1.0, se
disolvio en 1/3 de volumen). En condiciones estériles: se mezclo el cultivo
cuidadosamente y se tomaron 400 pl de la mezcla. Se trasvasé a una celda de
electroporacion junto con el ADN del gen de interés. Se depositd la celda en hielo
hamedo por, exactamente, 10 minutos. Se eliminaron las burbujas de aire y la
electroporacién se realizd mediante 1 pulso a 450 V. Se regreso la celda de
electroporaciéon a hielo humedo por 10 minutos. Posteriormente, se transfirié todo
el contenido de la celda a 8 ml de medio BHI precalentado (con Pen-Strep y
Hemina, sin antibidtico de seleccion) y se incubd por toda la noche a 26 °C en
botellas T25. Al dia siguiente, se prepararon los platos de agar. Se fundieron los

150 ml con 2 % de Bacto-Agar en microondas. Se prepararon 105 ml de medio
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BHI Lexsy 2X, junto con 30 ml de suero fetal bovino (FCS), 12 ml de HEPES 1 M,
3 ml de Pen-Strep 200X, 0.6 ml de Hemina 500X, 300 ul de antibidtico de
seleccidon NTC 1000X, precalentado a 26 °C. Se dejo enfriar Bacto-Agar a 55-65
°C y se mezclé con medio BHI Lexsy. Se trasvaso el medio a los platos, evitando
la formaciéon de burbujas. Los platos se prepararon el mismo dia que se
electroporaron las células, o bien, se almacenaron boca bajo y en oscuridad por
no mas de 3 dias. Se centrifugaron 6 ml del cultivo anterior y el paquete celular se
resuspendi6 en 300 ul de medio BHI Lexsy (Pen-Strep y hemina).
Cuidadosamente se plaquearon 100 pl de células en los platos correspondientes.
Los platos se incubaron boca abajo a 26 °C para la seleccién de clonas aisladas.
Los 4 ml restantes del cultivo se mantuvieron en la botella y se les agregd 4 ul de
antibiotico de seleccion. En este caso, se adquirieron multiclonas. Después de 4-
14 dias, las colonias en los platos son lo suficientemente grandes (1-2 mm de
diametro) para ser transferidas a platos de 96 pozos. Se precalenté medio BHI
Lexsy con Pen-Strep, hemina y NTC. Se colocaron aproximadamente 100 ul de
medio de cultivo a la camara de 96 pozos y en condiciones de esterilidad se
inocularon las colonias. Las colonias se seleccionaron de acuerdo a su morfologia
tal que tuvieran forma bien delimitada redonda y de color blanco. Las clonas que
crecieron se contaron como transfectantes positivas y se trasvasaron a una
camara de 24 pozos. Se continud incrementando el volumen del cultivo hasta
alcanzar los 3 ml en camara de 6 pozos. Siempre se agrego la cantidad de medio
(BHI con Pen-Strep, hemina y NTC) necesaria para que el cultivo fuera diluido
1:30. Para la camara de 24 pozos, el volumen total fue de 1 ml, para la de 6 pozos
fue de 3 ml.

Una vez que se observd crecimiento optimo para una clona y se alcanzé el
volumen de 3 ml, se tomaron 200 ml del cultivo y se llevaron a 6 ml en botella T25.
Se realiz6 otro pase a 8 ml. Una vez que se tuvo la clona en este volumen, se
pudo ocupar para llevar a cabo experimentos posteriores (SDS-PAGE y Western
blot). Fue importante mantener siempre un cultivo con medio fresco (hacer pases

cada tercer dia). Después de 7- 10 dias, el cultivo en suspensién se empled como
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preinéculo para un cultivo por toda la noche en matraz de 100 ml, con volumen

final de 25 ml. De ahi se realizaron los stocks de glicerol.

4.2.5.3 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en el citoplasma
de L. tarentolae

Se inocularon células en una dilucién 1:30 en medio BHI Lexsy (Pen-Strep y
hemina) a partir de un cultivo denso en un matraz Erlenmeyer. Se dejaron crecer
toda la noche a 26 °C en agitacion a 130 rpm. Al dia siguiente se duplico el
volumen con medio BHI Lexsy (Pen-Strep y hemina) adicionado con hemina (400
ml de cultivo = 400 pl hemina) y se crecio el cultivo por 24 h mas. Pasado este
tiempo se colectaron las células por centrifugacion a 3 000 rpm, por 10 minutos a
18 °C. La DOeoo de este cultivo debe ser >4.0. El paquete celular se resuspendid
en 1 ml de buffer de lisis (100 pl de buffer de lisis por 1 ml de cultivo). Se incubd
en hielo por 30 minutos y las células se rompieron por sonicacion en 3 ciclos de 30
segundos prendido a una potencia de 7 y 30 segundos de descanso en hielo. El
lisado se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C y se transfirio el sobrenadante a un tubo
nuevo. El lisado se purificd a través de una columna de afinidad a Ni** como se

menciona en la seccidn correspondiente.

4.2.5.4 Protocolo para purificacion de proteinas recombinantes secretadas al
medio de cultivo

Se expreso la proteina como se describe en la seccién anterior. Las células se
centrifugaron a 3000 rpm, 20 minutos a 18 °C y se separo el paquete celular del
sobrenadante. El sobrenadante se concentré usando tubos concentradores
Centricon® con el corte respectivo de la proteina hasta un volumen de 10 ml. Se

continud con protocolos de purificacion de proteinas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Expresion de la Silicateina en Células Procariontes

En estudios anteriores, se ha intentado la expresion de la silicateina recombinante
en diferentes sistemas de expresion. El principal impedimento ha sido la obtencion
de la proteina correctamente plegada, lo cual ha obstaculizado su estudio y
aplicaciéon. En este estudio se probd el sistema de expresion de E. coli capaz de
expresar simultaneamente dos grupos de proteinas chaperonas, las cuales asisten
en el correcto plegamiento de otras proteinas. Por otra lado, se busco expresar a
la silicateina como propéptido debido a que se ha sugerido que al tener a la
enzima como zimogeno se favorece el correcto plegamiento de la misma v,
ademas, la proteina presenta mayor estabilidad (7). Asimismo, se manejo la
secuencia que incluia unicamente los aminoacidos correspondientes al dominio
cataliticamente activo, ya que el interés en la silicateina estda enfocado,

precisamente, al estudio de su actividad enzimatica.

Se realiz6 el protocolo para la transformacion de los plasmidos pHLTEV-
prosilicateina y pET29-silicat en células competentes de E. coli que contenian los
genes para la expresidon simultdnea de los dos grupos de chaperonas de E. coli

mencionados en la seccion de metodologias.

Para la induccion de la silicateina como propéptido y como dominio catalitico se
empled IPTG (isopropil-B-D-tiogalactésido), el cual es una andlogo sintético de la
lactosa que se emplea para inducir la expresion de proteinas en E. coli DE3. En el
operon lactosa, la adicion de IPTG hace que la RNA polimerasa transcriba el gen
lacZ y se produzca mRNA lacZ que codifica para la proteina (3-galactosidasa (32).
En células E. coli DE3, el gen lacZ, fue reemplazado por la secuencia codificante
de la RNA polimerasa del bacteriéfago T7. A su vez, el IPTG también induce la
expresion de la proteina de interés ya que en los plasmidos pET29 y pHLTEV la
secuencia que codifica para los diferentes dominios de la silicateina se encuentra

bajo el control del promotor T7 y el operador lactosa.
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En las células de E. coli que sobreexpresan chaperonas a partir del plasmido
pG-KJE, la expresion esta controlada por los promotores Ara y Tet. Una vez
realizada la induccion se utilizaron geles de poliacrilamida para analizarlos. Los
resultados obtenidos de realizar una curva temporal de expresion de prosilicateina
se muestran en la Figura 10 y Figura 11. El peso esperado de la construccion
obtenida de este vector es 46 kDa. Se puede apreciar que cercano al marcador de
48 kDa hay una banda prominente que podria indicar la presencia de la
prosilicateina. Sin embargo, esta banda se aprecia desde antes de la induccion,
por lo que es poco probable se trate de la proteina de interés. En cambio, coincide
con lo esperado para la chaperona dnad por lo que es factible se trate de esta
proteina, ya que la induccion de las chaperonas se realizé6 antes que la de la
proteina de interés. De lo observado en el gel no es posible descartar si la banda
prominente en 48 kDa esta compuesta por ambas proteinas: la prosilicateina y la
chaperona dnad. En la fraccién insoluble (Figura 11) no se aprecia el
enriquecimiento de ninguna proteina conforme aumenta el tiempo de induccion,
por lo que no hay indicios de que la prosilicateina se exprese en cuerpos de

inclusion.
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Figura 10. Gel SDS-PAGE al 12 % con las fracciones solubles obtenidas de la expresiéon de la
prosilicateina a partir del plasmido pHLTEV—prosilicateina en células de E. coli con chaperonas. to:
sin inducir, t1: una hora después de la induccion con IPTG, t2: dos horas después de la induccién,
ts: tres horas después de la induccion, ta: cuatro horas después de la inducciéon. MPM: marcadores

de peso molecular.

Figura 11 Gel SDS-PAGE al 12 % donde se observan las fracciones insolubles de la expresion de
la prosilicateina a partir del plasmido pHLTEV—prosilicateina en células de E. coli con chaperonas.
to: sin inducir, t1: una hora después de la induccion con IPTG, t2: dos horas después de la
induccion, ts: tres horas después de la induccion. MPM: marcadores de peso molecular.
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En la Figura 12 se presentan las fracciones solubles de la expresién de la
silicateina dominio catalitico en células de E. coli que sobreexpresan las
chaperonas. Como se puede apreciar en t1 a t4 (perfil proteico de las células
después de inducir) existe una banda que no se visualizé en el perfil sin inducir
(to). Inclusive, esta banda se mostrd en un peso molecular cercano a los 35 kDa,
esperados para la construccién del dominio catalitico de la silicateina. A medida
que el tiempo de induccion transcurrid la intensidad de esta banda aumento, lo
que sugirié la presencia de la silicateina dominio catalitico. Adicionalmente, en
todos los carriles se observaron las bandas correspondientes a las chaperonas,
las cuales se indujeron antes del tiempo cero. El carril con t4, correspondiente al
perfil proteico de las células sometidas a mayor tiempo de induccion (cuatro
horas), mostré una concentracién de proteina total menor, esto puede deberse a
un error de muestreo, por lo que el tiempo de induccion se establecié en tres

horas.
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Figura 12. Gel SDS-PAGE al 12 % de las fracciones solubles de la induccién del dominio catalitico
de la silicateina en células de E. coli con chaperonas. to: sin inducir, t1: una hora después de la
induccion con IPTG, t2: dos horas después de la induccién, ts: tres horas después de la induccion,
ta: cuatro horas después de la induccion. MPM: marcadores de peso molecular.

El analisis de la expresion del dominio catalitico de la silicateina en células que
sobreexpresan las chaperonas en la fraccién insoluble se observa en la Figura 13.
Este gel mostré un considerable enriquecimiento de una banda del mismo tamano
que la observada en Figura 12 (cercana a los 35 kDa), y que probablemente
corresponda al dominio catalitico de la silicateina. Por lo que, se puede sugerir

que este dominio se expresa predominantemente en la fraccién insoluble.
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Figura 13. Gel SDS-PAGE al 12 % con las fracciones insolubles de la induccion del dominio
catalitico de la silicateina en células de E. coli con chaperonas. to: sin inducir, t1: una hora después
de la induccion con IPTG, t2: dos horas después de la induccion, ts: tres horas después de la
induccion, t4: cuatro horas después de la induccion. MPM: marcadores de peso molecular.

De las dos construcciones evaluadas, unicamente la construccion del dominio
catalitico mostré expresiéon de la proteina en la fraccion soluble para su posterior
estudio. Por ello, se procedid a purificar la muestra obtenida a las tres horas de

induccion mediante cromatografia de afinidad a Ni2* (Figura 14).
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MPM Fl FS NR E

Figura 14. Gel SDS-PAGE al 12 % donde se muestra el proceso de purificacion del dominio
catalitico de la silicateina mediante una cromatografia de afinidad a Ni2*. FI: fraccién insoluble, FS:
fraccion soluble, NR: fraccion no retenida por la columna de Ni2*, E: elucion de columna de Ni2*.
MPM: marcadores de peso molecular.

En la Figura 14 se puede observar que existe una fraccidn considerable del
dominio catalitico de la silicateina que no interaccioné con la columna, y solo una
fraccién minoritaria que si lo hizo, la cual fue posteriormente eluida. La columna de
afinidad utilizada reporta una capacidad de 5 mg de proteina por ml de resina, por
lo que se descarté que se haya excedido la capacidad de la columna. Las razones
de la baja interaccion de la proteina con la columna pueden deberse a que: 1) el
plegamiento de la proteina ocluye a la etiqueta de histidinas por lo que no
encontraba accesible, o bien, 2) la proteina no se encuentre plegada
correctamente. Para descartar la segunda posibilidad se realizé un estudio de

dispersion dinamica de luz de la fraccion eluida de la columna de afinidad.

5.1.1 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La grafica en la Figura 15 contiene varios picos, lo que indicé que la muestra de
proteina mostré un perfil polimodal, lo cual era lo esperado si se considera que en
la elucidon (Figura 14) se aprecia mas de una banda, es decir, hay presencia de

mas de una proteina. Ademas, los picos observados no tienen una buena
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resolucién resultando en una muestra polidispersa. Sin embargo, lo que llamé la
atencion en este estudio fue el radio hidrodinamico de las especies presentes en
la muestra, los cuales varian desde 10 nm hasta mas de 100 nm. El radio
hidrodinamico de una proteina se define como el radio equivalente de una esfera
rigida que difunde a la misma velocidad. Puesto que las proteinas no existen como
esferas rigidas, su radio hidrodinamico es un reflejo del tamafio aparente de la
molécula hidratada. Ademas, se debe considerar que muchas proteinas no son

esféricas y presentan una forma elongada.

Figura 15. Espectro de dispersion dinamica de luz del dominio catalitico de la silicateina eluido de
la columna de afinidad a Ni?*.

En la Figura 16, se puede comparar la masa molecular y el correspondiente radio
hidrodinamico de algunas proteinas modelo. La construccion de la silicateina tiene
un tamano esperado de 35 kDa, lo que corresponderia tedricamente a un radio
hidrodinamico de 2.7 nm. No obstante, este valor de Ry dista mucho del obtenido
experimentalmente para la silicateina, el cual ademas de ser una muestra con
diferentes Ru, el menor estd cercano a 10 nm. Esto implicaria un tamano

aproximado de casi 20 veces mayor al estimado si consideramos el Ry de la
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Tiroglobulina G y su peso molecular correspondiente. Lo anterior sugiri6 que es
probable que el dominio catalitico de la silicateina forme oligobmeros con
composiciones diversas, y muy posiblemente que la proteina se encuentre

desnaturalizada.

Figura 16. Radio hidrodinamico y masa molecular de diferentes proteinas modelo.

5.2 Expresioén de la Silicateina en Células Eucariontes

Debido a la dificultad de obtener a la silicateina, tanto como propéptido como sélo
el dominio catalitico, expresada en forma heterdloga y plegada correctamente en
células de Escherichia coli, se continué el trabajo con otro sistema de expresion

que favoreciera el correcto plegamiento.

El dominio catalitico de la silicateina se espera tenga un plegamiento similar a la
L—catepsina, la cual es rica es puentes disulfuro. Por lo que es posible que esta
modificacion, no se lleve a cabo en células bacterianas; especialmente si
consideramos que el citoplasma bacteriano tiene condiciones reductoras y los
puentes de disulfuro se realizan en el espacio periplasmico. Tomando en cuenta lo

anterior, fue conveniente trabajar con un sistema de expresidn eucarionte cuyos
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asistentes de plegamiento fueran mas adecuados. Se escogié a las células de
Leishmania tarentolae como organismo huésped cuyas ventajas se describieron
anteriormente y que se pueden resumir en tres: 1) es un sistema de expresion
eucarionte que lleva a cabo modificaciones postraduccionales, 2) aun cuando se
trata de células eucariontes, su manipulacion es similar a la de células
bacterianas, y 3) ha permitido la expresion de proteinas que en sistemas
convencionales de expresion no se habian obtenido. Entre los ejemplos mas

destacados se encuentran las proteinas descritas en la Tabla 10.

Tabla 10. Proteinas expresadas en células de Leishmania tarentolae.

Organismo
Proteina Tipo . Publicacion
nativo

The  production  of
recombinant human
laminin-332 in a
Leishmania tarentolae
expression system.
Hoang-Phuong Phan,
Marisa Sugino,
Tomoaki Niimi. 2009
(36).

Laminina-332 Glicoproteina Humano

Production of
Glycosylated  Soluble
Precursor Proteina Amyloid Precursor
Glicoproteina Humano Protein Alpha
Alfa (sAPPalpha) in
Leishmania  tarentola.
Stephen Kilatt et al.
2013 (30)

Por tal razén, en este mddulo de trabajo se buscd diseiar por técnicas de
Ingenieria Genética dos diferentes cepas transgénicas del protozoario L.
tarentolae, en donde una de ellas pudiera expresar a la silicateina en su forma de
propéptido, y la otra fuera capaz de expresar al dominio catalitico de la silicateina

en su forma activa. Para ello se utilizd el kit comercial proveniente de Jena
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Bioscience, cuyo protocolo se implementd en el laboratorio del Doctor Ruy Pérez
Monfort ubicado en el Instituto de Fisiologia Celular, con ayuda de los
investigadores: Dr. Stephen Klatt, Dra. Rosario Lépez y Dra. Nayelli Cabrera

Gonzalez.

Inicialmente se realizaron las construcciones pLEXSY-prosilicateina y pLEXSY-
silicateina, destinadas a la integracion en el genoma de L. tarentolae para
expresar a la prosilicateina y al dominio catalitico de la silicateina,
respectivamente. El vector original adquirido se muestra en la Figura 9. Segun el
disefo de este vector, la secuencia mostrada en rojo es la que se elimina con la
digestion en los sitios de restriccion correspondientes al corte de la endonucleasa
Kpnl. La ventaja de tener esta secuencia nombrada como ‘adicional’, es que se
puede visualizar en el gel de agarosa una banda correspondiente a su peso, con
lo que se puede confirmar que el plasmido se digiri6 exitosamente en ambos
extremos, lo que ademas, incrementa la probabilidad de ligar el inserto de interés.
Las enzimas de restriccion que se utilizan para la eliminaciéon de la secuencia
‘adicional’ deben coincidir con las enzimas de restriccion empleadas para cortar al
gen de interés (inserto), es decir, se deben generar extremos compatibles
(extremos cohesivos) para que se realice la posterior ligacién (Figura 17 y Figura
18).

Otra de las caracteristicas de este vector es la posibilidad de cortar el sitio del
péptido senal, si se remueve esta secuencia por medio de digestidon con enzimas
de restriccién, entonces la secuencia de la proteina insertada no tendra las
instrucciones para su exportacion al medio de cultivo. En el caso de la
construccion del plasmido pLEXSY-prosilicateina se decidioé optar por eliminar esta
secuencia para que la prosilicateina permaneciera en el citoplasma de las células
de Leishmania tarentolae. Lo contrario se realizdé en la construccion del vector
pLEXSY-silicateina, en donde la secuencia codificante del dominio catalitico se
clond en el marco de lectura del péptido sefal para la exportacion de la silicateina
al medio de cultivo. Esto se planed asi considerando que la actividad promiscua
de proteasa del dominio catalitico de la silicateina es toxica si se expresa en el
citoplasma de las células de L. tarentolae; afectando la viabilidad del organismo
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por la degradacion de proteinas enddégenas esenciales. Ademas, el trafico de la
silicateina al medio de cultivo involucra su paso por el reticulo endoplasmico, sitio

donde se favorece la formacion de los puentes de disulfuro.

Los insertos digeridos de la prosilicateina y del dominio catalitico de la silicateina,
se obtuvieron del plasmido pBSK-G5S0116. Este plasmido contenia el gen para la
expresion de la silicateina en su forma de propéptido, por lo que mediante la PCR
y los oligos de los extremos 3’, se determin6 el tamafio del amplicon y asi se

obtuvieron los insertos para realizar ambas construcciones.

Figura 17. Representacion de los cortes realizados en el vector pLEXSY-sat 2 para la construccion
del vector pLEXSY-prosilicateina. Se observa en amarillo la secuencia del péptido sefal, la cual se
elimina del vector junto con la secuencia ‘adicional’ para reemplazarse por la secuencia codificante
de la prosilicateina en azul.
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Figura 18. Representacion de los cortes realizados en el vector pLEXSY-sat 2 para la construccion
del vector pLEXSY-silicateina. Se observa en amarillo la secuencia del péptido sefal, la cual se
conserva. La secuencia ‘adicional’ fue reemplazada por la secuencia codificante del dominio
catalitico de la silicateina.

Se realizé la clonacion de las secuencias codificantes de la prosilicateina y el
dominio catalitico de la silicateina. Los productos de las reacciones de ligacién se
transformaron en células de E. coli DH5a. La construccion de la prosilicateina
mostré 12 colonias para la ligacion control (sin inserto) y 25 colonias para la
reaccion de ligacion con el correspondiente inserto. Esto indicd que al menos 12
colonias podrian contener el inserto en el plasmido, es por ello que se tomaron 12
colonias de la caja de ligacion y se incubaron en medio LB por toda la noche.
Posteriormente, se aisl6 ADN plasmidico de las 12 clonas y se verifico la
presencia del inserto mediante patrén de restriccion con Xcml. ElI mismo
procedimiento se llevd a cabo para la construccion del dominio catalitico de la
silicateina, donde se escogieron colonias que cumplieron con el patréon esperado.

En la Figura 19 se ejemplifica el patron de restriccion experimental obtenido de
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una de las colonias elegidas para la prosilicateina y del dominio catalitico de la

silicateina, asi como el corte virtual esperado.

Figura 20. Patron de restriccion tedrico con

. L . la enzima Xcm1. A. Corte virtual pLEXSY-
Figura 19. Patrones de restriccion obtenidos silicateina. B. Corte virtual pLEXSY-

experimentalmente con la enzima Xecm1 de 1:
pLEXSY-silicateina sin digerir, 2: pLEXSY-
silicateina digerido, 3: pLEXSY-prosilicateina
sin digerir, 4: pLEXSY-prosilicateina digerido.

prosilicateina. MPM: marcadores de peso
molecular.

La subsecuente secuenciacion del ADN aislado corroboré que se obtuvo la
construccion deseada para ambos vectores de expresion. Consecutivamente,
ambas construcciones se linearizaron mediante digestion con la endonucleasa
Swal y se purificaron segun el protocolo de metodologias. Posterior a ello, el ADN
se cuantificé para introducirse a células de L. tarentolae mediante transfeccion por
electroporacion. Los controles y construcciones que se manejaron en este

procedimiento se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Controles de expresion y transfeccion en L. tarentolae.

o Crecimiento con .
Control Caracteristicas Observaciones
NTC
. Crecimiento
Vector con inserto del gen para la
Control + ., ; +++ con
expresion de la proteina eGFP. .
fluorescencia.
o Crecimiento sin
Control - Vector sin inserto. +++ .
fluorescencia.
Células de L. tarentolae bajo las Crecimiento en
Control . . L . _ \ )
mismas condiciones de transfeccion Sin crecimiento medio BHI sin
Cero . L
sin vector y sin inserto. NTC
Células de L. tarentolae en medio Crecimiento en
Control e e ) . . \ )
de cultivo 6ptimo, sin transfectar, Sin crecimiento medio BHI sin
de Cepa . o
sin vector, sin inserto. NTC

Nota: La simbologia +++ indica un crecimiento abundante al microscopio dptico a 40X (mas de 20
células por campo).

Para evaluar la eficiencia de la transfeccion, se us6 como Control Positivo el
vector pLEXSY clonado con el gen para la expresion de la proteina eGFP. La
expresion de esta proteina en L. tarentolae se puede observar mediante
microscopia de fluorescencia, confirmando la correcta transfeccion. ElI Control
Negativo se empleé para demostrar que la senal de fluorescencia es debida
unicamente a la expresion de la proteina eGFP. Por otra parte, el Control Cero se
us6 para corroborar que el protocolo de transfeccién no afecté significativamente
la viabilidad de las células. Para verificar la correcta manipulacion de las células
de L. tarentolae, se implementd el Control de Cepa, el cual permiti6 monitorear
durante todo el procedimiento que las condiciones de trabajo se mantuvieran

optimas para el desarrollo de las células.

Los resultados de los controles demostraron que se contd con las condiciones
Optimas para la transfeccion y el posterior crecimiento de las clonas. Respecto a
las construcciones realizadas, solo se probd la viabilidad de las células que

contenian la construccion para el dominio catalitico de la silicateina. Con esta
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construccion se procedio a escalar el cultivo hasta tener un volumen de 30 ml, en
donde el total de pases fue de 7. El numero de pases realizados para el cultivo
que contenia la construccion del dominio catalitico de la silicateina fue
exactamente el mismo que para el Control Positivo, ya que se realizaron a la par
para observar las células al microscopio de fluorescencia. El estado morfolégico
idoneo para corroborar la viabilidad de las células se muestra en la Figura 21. Esta

morfologia se verificd después de cada pase realizado.

Figura 21. Fotografia en microscopio 6ptico de luz de un cultivo de células de Leishmania
tarentolae que expresan a la proteina eGFP (control positivo) en fase logaritmica de crecimiento.

Cuando se obtuvo el volumen total de 30 ml, se contd con la concentracion celular
suficiente para realizar la extraccion de ADN celular y confirmar mediante PCR la
correcta integracion del transgen al genoma de L. tarentolae. Las condiciones
utilizadas en la PCR confirmatoria se muestran en la Tabla 12 y Tabla 13. La

secuencia y funcion de oligos se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 12. Cantidad de los reactivos empleados en la PCR para la confirmacion de la integracion al
genoma de L. tarentolae del gen de la silicateina.

Reactivo Silicateina
10x Buffer Taq 2 ul
d-NTPs (10 mM) 2l
Templado DNA (10-30ng/ ul) 2 ul
F2999 (10 uM) 1l
F3002 (10 uM) 1l
H.O 12 pl
Volumen Final 20 pl

El tamafo del amplicon esperado es de 2.1 kbp.

El termociclador utilizado en la PCR se programé con las condiciones mostradas

en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones para realizar la PCR correspondiente a la amplificacién de insertos.

Temperatura (°C) Tiempo

94 10 min
94 30s
25 ciclos 53 45s
72 3 min
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Tabla 14. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en la PCR para confirmar la integracién del
plasmido pLEXSY en el genoma de L. tarentolae.

Oligo Secuencia (5’-3’) Especificaciones

Oligo directo para diagnostico de
F2999 CCTAGTATGAAGATTTCGGTGATC | la integracion del vector de
expresion pLEXSYsat.

Oligo reverso para diagndstico en

F3002 CTGCAGGTTCACCTACAGCTAC e
el sitio ssu de L. tarentolae

Posterior a ello, se corrieron las muestras de PCR en geles de agarosa al 1 %, los
resultados obtenidos para la confirmacion de la presencia del plasmido
pLEXSYsilicat en el ADN gendmico de Leishmania tarentolae, asi como la
presencia del inserto para la expresion de la silicateina en él, se muestran en la

Figura 22.

Figura 22. Gel de agarosa al 1 % de la PCR confirmatoria para 1: evaluar la integracion del
plasmido pLEXSYsilicat en el genoma de L. tarentolae, amplicén esperado 2100 pb. 2: evaluar la
presencia del inserto dominio catalitico de la silicateina en el genoma de L. tarentolae, amplicén
esperado: 570pb, MPM: marcadores de peso molecular.
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Segun se observa en la Figura 22, los amplicones esperados para confirmar tanto
la integraciéon del plasmido pLEXSY-silicateina al genoma de Leishmania
tarentolae como la presencia de la secuencia de la silicateina en el plasmido
pLEXSY-silicateina, se lograron observar en el gel de agarosa. Lo anterior indicé
que las instrucciones para la expresion de la silicateina se hallaban presentes en

la cepa transgénica generada e identificada como LEXSY-silicateina.

Una representacion de la secuencia en el ADN de la cepa transgénica generada
se observa en la Figura 23, donde la insercion se observa entre las secuencias
ribosomales de Leishmania tarentolae, como se explicO anteriormente en la

seccion de Antecedentes.

Figura 23. Representacion grafica de una parte del ADN gendmico en la cepa transgénica de L.
tarentolae generada donde se encontré la insercidn correspondiente a la secuencia codificante
para la expresion del dominio catalitico de la silicateina.

Confirmado lo anterior, se analizd la expresion de la proteina escalando el cultivo
de la cepa LEXSY-silicateina a volumenes mayores. El Control Positivo también
se escalo junto con la muestra para analizar la presencia de la proteina verde

fluorescente.

El volumen final al cual se escald la cepa LEXSY-silicateina fue de 2 litros, el
protocolo de trabajo seguido fue conforme lo indicado en la seccién de
metodologias para el analisis de proteinas tanto en citoplasma del microorganismo

como en el medio de cultivo.

Una vez que se extrajeron las muestras del medio y del paquete celular, ambas se
purificaron (segun metodologias) y se realizaron geles SDS-PAGE al 12 % para su
analisis, donde nuevamente se empled el Control Positivo. Para el paquete celular,
se observé la banda correspondiente a la proteina eGFP (27 kDa), inclusive recién
tefido el gel, la banda se observaba de color verde. Para el caso de la banda
esperada para la silicateina, no se logré visualizar ni en el extracto sin purificar, ni

el purificado por columna de niquel (informacién no mostrada). Esto concuerda
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con lo esperado, ya que en la construccion, la proteina recombinante contiene el

péptido sefal para su exportacion al medio de cultivo.

Para el analisis de los dos litros de medio de cultivo se aplicd, como primer paso
de purificacion, el protocolo de salting out descrito en la seccion de metodologias,
en cual, mediante la adicion de un exceso de sal, se logra precipitar las proteinas
presentes gracias a que la solvatacion de la sal se ve favorecida en comparacion
con la de la proteina conllevando la precipitacion de esta ultima. Este método
permitid, asimismo, concentrar la proteina presente. La muestra se analiz6
mediante un gel de poliacrilamilada SDS-PAGE al 12 % y un gel de gelatina SDS
al 12 %. Los geles de gelatina se emplean para analizar cualitativamente actividad
proteolitica cuando la muestra analizada presenta actividad de proteasa, como es
el caso de la silicateina. En este tipo de geles, a la distancia en la que migra la
proteina de interés se observa la degradacion del cosustrato de gelatina del gel
resultando en una zona de clarificacién facilmente observable (Figura 24). En este
zimograma se observa una banda donde la gelatina fue degrada y no es tefiida
por el azul de Coomasie, sin embargo, se encuentra mas arriba del peso
molecular esperado de la silicateina (23 kDa). Lo anterior puede deberse a: i) la
presencia de otras enzimas proteoliticas enddgenas de L. tarentolae que se
hallaban presentes en la muestra, o bien, ii) la silicateina migra de forma andémala
en el gel copolimerizado con gelatina. Para descartar alguna de estas
posibilidades se realizd un gel SDS-PAGE tehido con plata mediante el cual se
pudo verificar que la Unica banda que se observa tiene un peso cercano a 35 kDa

mucho mayor que el esperado de 23 kDa de la silicateina (Figura 25).
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Figura 24. Zimograma de gelatina para evidenciar a las proteasas presentes en el extracto
purificado en el medio de cultivo de L. tarentolae modificada con el gen de la silicateina presentes
medio de cultivo. MPM: marcadores de peso molecular, 1: sin inhibidor de proteasas, 2: sin -
mercaptoetanol, 3: sin calentar, 4: sin inhibidor de proteasas, sin 3-mercaptoetanol y sin calentar.

Figura 25. Gel de plata del extracto purificado presente en el medio de cultivo de L. tarentolae
modificada con el gen de la silicateina. MPM: marcador de peso molecular, 1: muestra.

Como evidencia final, se realiz6 la técnica de Western Blot, donde se analizaron
los extractos resultantes de la purificacion del medio de cultivo de las células de L.
tarentolae modificada con el gen de eGFP vy silicateina. En ambas construcciones,
las proteinas transgénicas contenian una etiqueta de histidinas en su extremo C-

terminal, por lo cual se empled el anticuerpo Anti-His para la deteccion en el
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Western Blot. La Figura 26 muestra que la expresion de eGFP fue exitosa, sin
embargo, no se detectd presencia de la silicateina mediante esta técnica, por lo
que se confirmoé que la proteina observada en el zimograma y en el SDS-PAGE

tefido con plata no corresponde a la silicateina.

Figura 26. Analisis por Western Blot de 1: GFPe y 2: silicateina usando un anticuerpo contra la
etiqueta de histidinas presentes en las proteinas. MPM: Marcador de peso molecular estimado.
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6. CONCLUSIONES

La expresion recombinante en las células de E. coli capaces de sobreexpresar
chaperonas presentd cantidades adecuadas de las proteinas chaperonas
correspondientes. Respecto a la expresion del dominio catalitico de la silicateina
se observé su presencia en ambas fracciones: soluble e insoluble. Debido a que la
fraccion soluble de la silicateina contiene la proteina util en estudios bioquimicos,
se continud con su estudio para analizar el correcto plegamiento de la proteina.
Estudios de dispersion dinamica de luz (DLS) evidenciaron que la proteina se
hallaba presente en un conglomerado soluble de gran tamano. La cantidad de
proteina observada en la fraccion insoluble fue muy abundante, lo que sugiere que
la mayor parte de la enzima no se logré plegar correctamente resultando en la
formacion de agregados insolubles. En general, se considera que las proteinas
presentes en cuerpos de inclusidn no estan plegadas correctamente y por tanto no
contienen proteina funcional. No obstante, diversos estudios han demostrado
actividad en los cuerpos de inclusion, lo que sugiere que al menos una pequefa
poblacion de la proteina presente en estos agregados se encuentra plegada
correctamente. Por ello, seria interesante ensayar la actividad de la silicateina en
estos cuerpos de inclusién, los cuales se podrian utilizar como reactivos quimicos

en la produccion de nanomateriales basados en polimeros de silicio.

Debido a los resultados obtenidos en células bacterianas, se decidié probar la
expresion de la silicateina en células de Leishmania tarentolae, un sistema
eucarionte capaz de realizar modificaciones postraduccionales que colaboran en
el correcto plegamiento de las proteinas. La construccion de la cepa transgénica
con la informacion necesaria para la expresion de la silicateina en su forma activa
y como zimégeno fue exitosa. En la generacibn de cepas transgénicas,
unicamente se lograron producir cepas para la construccién correspondiente al
dominio catalitico de la silicateina. No obstante, no se logré detectar la presencia
de la proteina correspondiente. Se pudo establecer que la actividad de proteasa
observada en el medio de cultivo se debia a una proteina endogena de L.

tarentolae que no correspondia a la silicateina.
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Conclusiones

Puesto que la silicateina ha probado ser dificil de expresar de forma recombinante,
el siguiente sistema de expresion por probar seria el uso de células de insecto ya

que corresponden a un sistema eucarionte superior.

A pesar de no lograrse la exitosa expresion de la proteina de interés, se establecio
una metodologia de trabajo efectiva para la expresion de proteinas recombinantes
en el novedoso sistema de Leishmania tarentolae. Lo anterior abre una alternativa
para ensayar la expresion de proteinas en este nuevo organismo que promete ser
exitoso para aquellas proteinas que no se han logrado expresar en los sistemas

de expresidon convencionales.
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