UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y
ZOOTECNIA

CONSTRUCCION DEL GEN DE INTERFERON TIPO I
PORCINO PARA SU EXPRESION EN Escherichia
coli COMO PROTEINA RECOMBINANTE.

TESTIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA
PRESENTA

YADIRA ALEJANDRA RAMIREZ ROBLES

ASESORES :
Dr. JAIME CAMPUZANO GRANADOS
Dr. JOSE ALBERTO CANO BUENDIA

Ciudad Universitaria, Cd. Mx. 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatoria

A mis padres, Celia y Sinecio, por ser una fuente inagotable
de inspiracién y apoyo para alcanzar mis metas. Por estar a
mi lado en cada paso y alentarme a seguir siempre adelante.
Por su paciencia y amorosos consejos. Por el gran ejemplo de
fortaleza y perseverancia que siempre me han dado. Y por el
incondicional amor que me ha alimentado durante todos estos

anos. Por todo eso y méds: jmuchas gracias!

A mi tia Male, por ser mi segunda mama. Por llenarme de
energia a cada momento. Por procurarme y hablar cada noche.
Por tener las palabras de aliento precisas en cada momento.
Por ser una hermosa fuente de inspiracidén y el mas bello

ejemplo de fortaleza. Gracias infinitas.

A mis hermanas, Karla y Jaz, por ser mis mejores amigas. Por
el camino recorrido a su lado. Por verlas crecer y ayudarme a
hacerlo también. Por el hermoso tiempo a su lado. Por
despertarme a media noche para estudiar y soportar mi mal
genio. Sin ustedes no seria lo que soy y no estaria en donde
estoy. Gracias por las risas, el llanto y la plena felicidad

a su lado.

A mi madrina Carmela, gue aungque ya no estd con nosotros,
siento su presencia en cada paso que doy. A mi padrino Luis,
a Luis Alberto, a Laura, a Magali y a Ely. Gracias por todo

Su amor.

A la familia Ramirez. Gracias por su amor y su apoyo.



A mis cuhados, Gabriel y Pepe.

A mis amigos, que son mi familia por eleccidén. Por el tiempo
compartido, las risas, los desvelos, las ensehanzas, las
pléaticas, los consejos, los aprendizajes Jjuntos, los suefios
compartidos y sobre todo por su confianza, apoyo y amor

incondicionales.

De la UVM a Alan y Pedro. Por seguir presentes y ser una

bonita constante en mi vida.

De la UNAM a esas lindas personitas que la vida se encargd de
poner en mi camino para hacerlo mucho mas ameno e
interesante: Dafne, Diana, Ana, Roberto, Gabo, Pedro, Inga,

Maleny, Rodrigo, Julian, Rafa, Coral, Sadyd, Magui.

Del Departamento de Microbiologia a todos 1los que me
brindaron su amistad y apoyo incondicional y me ayudaron en
una parte muy 1importante de mi desarrollo personal vy
profesional, y de qguienes no he recibido mads que palabras vy
acciones sinceras y he aprendido muchisimo. A Quique, por el
apoyo incondicional durante todo el proyecto y en esta nueva
etapa. Por sus acertados consejos y hacer de mi estancia en
el laboratorio algo muy lindo a Isa, Jos, Adolfo (también por
molestarme), Victor, Nina, Lézaro, Nao, Silvia, Raul, Andrés,

Lili, Pato, Erwin, Mariana. Al Dr. Basurto y la Dra. Fabi.

Y a todos aquellos que directa e indirectamente me ayudaron a

construir paso a paso el camino. Gracias.



Agradecimientos

Al Departamento de Microbiologia e Inmunologia y en especial
al Laboratorio de Vacunologia y Constatacién. A los demas
laboratorios del departamento que me permitieron el uso de

equipos y reactivos.

A los Doctores Jaime Campuzano Granados y José Alberto Cano
Buendia por su asesoria y constante apoyo en el desarrollo
del proyecto y por el aliento a seguir desarrollandome

profesionalmente.

A los miembros del honorable Jurado por sus amables vy

acertadas correcciones:

Presidenta: Alejandra Mercadillo Sierra
Vocal: Rodrigo Mena Bafuelos
Secretario: José Ivan Sé&nchez Betancourt
Suplente: Verdénica Rojas Trejo
Suplente: José Alberto Cano Buendia

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacidén e
Innovacidén Tecnoldgica (PAPIIT) por la beca otorgada y por el

financiamiento del proyecto IN217314.



Unidad

CONTENIDO

Tema

Resumen

Introduccidn

Interferdn

Expresidén del interferdn
Mecanismo de activacién

Actividad antiviral a través de
los genes estimulados por
interferdén (ISGs)

Efectos de los interferones alfa y
beta sobre células del sistema
inmune

Interferones recombinantes
Optimizacidén de secuencias
Justificacidn

Hipétesis

Obijetivos

Objetivo general

Objetivos particulares
Materiales y métodos
Andlisis de las secuencias

Optimizacidén de las secuencias y
construccidédn de los genes de
INFo/ R

Clonacidén en el vector cloneJET

Pagina

10
14

18

22
28
30
31
32
32
32
33
33
33

36



Digestidén y subclonacidén en el
vector de expresidén pBAD Myc/His A

Secuenciacidén de las
construcciones y expresidén de las
proteinas

Anédlisis e identificacidén de las
proteinas

Resultados y discusién
Andlisis de las secuencias

Optimizacién de las secuencias y
construccidédn de los genes de
interferdén alfa y beta porcino

Clonacidén en el vector cloneJET

Digestidén y subclonacidén en el
vector de expresidén pBAD Myc/His A

Secuenciacidén de las
construcciones y expresidén de las
proteinas

Anédlisis e ientificacidén de las
proteinas

Conclusiones
Prospectiva
Anexo 1
Anexo 2
Anexo 3

Referencias

Vi

39

40

44

45
45

46

50
52

56

59

65
66
67
69
71

76



Figura

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

INDICE DE FIGURAS

Titulo

Modelo en 3D de los interferones
alfa y beta porcino

Expresidén y mecanismo de activacidn
de los interferones alfa y beta

Secuencias originales de los genes
de los interferones alfa y beta
porcino

Alineamiento de las secuencias
originales con las optimizadas de
los genes de los interferones alfa
y beta porcino

Alineamiento de las secuencias de
aminoacidos original y optimizada
del interferdn alfa porcino

Alineamiento de las secuencias de
aminodcidos original y optimizada
de interferdn beta porcino

Alineamiento de los oligos
diseflados para la construccidén de
los genes de los interferones alfa
y beta porcino

Ensamblaje y amplificacidén de los
genes de interferdén alfa y beta
porcino en gel de agarosa al 1%

Mapas de clonacidén de los genes de
interferdén alfa y beta porcino en
el vector CloneJET

VI

Pagina

13

46

47

49

49

50

51

52



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Doble digestidén de las
construcciones en el vector
CloneJET en gel de agarosa al 1%

Doble digestidén del vector pBAD
Myc-His A en gel de agarosa al 1%

Esquema de digestidn del vector e
insertos, y reaccién de ligaciédn

Mapas de construcciones en el
vector de expresidén pBAD.

Transformacién en E. coli ToplO en
agar LB con 150 pg/mL de ampicilina

PCR de colonia de las
transformaciones en E. coli ToplO
en gel de agarosa al 1%

Transformacidén en E. coli BL21 en
agar LB con 150 pg/mL de ampicilina

PCR de colonia de las
transformaciones en E. coli BL21 en
gel de agarosa al 1%

Comparacién de la secuenciacidén con
la secuencia optimizada de los
genes de interferdén alfa y beta
porcino y sus cromatogramas.

Andlisis de las proteinas de
interferdén alfa y beta porcino
recombinantes.

Identificacién del interferdn alfa
porcino recombinante en membrana de
PVDF con anticuerpos anti-His con
diferentes concentraciones del
inductor.

Identificacién del interferdn alfa
porcino recombinante en membrana de
PVDF con anticuerpos anti-His con
diferentes tiempos de incubaciédn.

Vil

53

54

55

55

56

57

58

58

59

61

62

63



Figura 22

Identificacién del interferdn beta
porcino recombinante en membrana de
PVDF con anticuerpos anti-His con
diferentes tiempos de incubacidn.

64



Cuadro

Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

INDICE DE CUADROS

Titulo

Constantes de ensamblaje vy
amplificacidén de los genes de
interferdén alfa y beta porcino.

Constantes de PCR de colonia.

Concentraciones del inductor L-
arabinosa en soluciones stock y
concentraciones finales al realizar
dilucidén 1:100.

Comparacién de las secuencias
genéticas originales con las
optimizadas de los interferones
alfa y beta porcino.

Pagina

36

39
43

48



Abreviaturas

$GC Porcentaje de guaninta y citosina
°C Grados centigrados

ng Microgramos

uL Microlitro

uM Micromolar

2-52 2°-5"oligo—-adenilato

Aa Aminoacidos

ADAR Adenosindeaminasa

AMP Adenosin monofosfato ciclico

Anti-His Anti-histidinas
Apal Enzima de restriccidn
APC Células presentadoras de antigeno

APOBEC Apolipoproteina B semejante a polipéptido

catalitico
ATF2 Factor de activacidén de la transcripcidn
BSA Albumina bovina
CAI Indice de adaptacién de codones
Cpb Cuanto baste para
CBP Proteina de unién co-activadora CREB
cDNA DNA complementario
cGAMP Guanosina monofosfato-adenosina monofosfato ciclica
cGAS Sintetasa GMP-AMP ciclica
CpG Citosina y Guanina
CREB cAMP response element-binding
DCs Células dendriticas
DNA Acido desoxirribunucléico

Xl



dsRNA
EDTA

FAO

GMP
GTPasa
GU
HPLC
HRP
IFITMs
IFN
IFNs

IFNa, B,
w, 5, v
v A

Ig
IKKa, B, €
IL

INFAR
IRF

ISGs
JAK/STAT
kDa

LC3

LB

MAVS

MDAS5

MHC

RNA de doble cadena
Acido etilendiaminotetraacético

Organizacidén de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacidn

Guanosina monofosfato ciclico
Guanosina trifosfatasa
Guanina y uracilo
Cromatografia liquida de alta afinidad

Per oxidasa del rabano

Proteinas transmembranales inducidas por interferdn
Interferdn
Interferones
Interferdén alfa, beta, delta,

omega, gama y lambda

Inmunoglobulina
Cinasa alfa, beta y epsilédn

Interleucina

Receptor de los interferones

Factores estimuladores del interferdn

Genes estimulados por interferdn

Janus cinasas/Sefial activadora de la tranducciédn
Kilodaltones

Light chain 3

Luria Bertani

Proteina adaptadora de la sefalizacidén mitocondrial

Proteina 5 asociada a la diferenciacidén del
melanoma

Complejo mayor de histocompatibilidad

Mililitro

Xl



mRNA RNA mensajero

Mx Resistencia a mixovirus

MyD88 Respuesta de diferenciacién mieloide primaria gen
88

NCBI Centro Nacional de Informacidén Biotecnoldgica

NcolI Enzima de restriccidn

NF'kB Factor nuclear kappa B

Ng Nanogramos

NK Células asesinas naturales

NO Oxido nitrico

ODsoo Densidad éptica a 600 nandémetros

PAMPs Patrones moleculares asociados a patdgenos

Pb Pares de bases

PBS Solucidén tamponada de fosfatos

PCDs Células dendriticas plasmocitoides

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa

PKR Proteina cinasa R

PRRs Receptores de reconocimiento de patrones

PRRS Sindrome respiratorio y reproductivo porcino

PVDF Fluoruro de povinilideno

RIG-I Genes inducibles de &cido retindico

RNA Acido ribonucléico

RNP Ribonucleoproteinas

Rpm Revoluciones por minuto

SDS-PAGE Dodecilsulfato sédico - gel de poliacrilamida

ssDNA DNA de cadena sencilla

ssRNA RNA de cadena sencilla

STING Estimulador de los genes de interferdn
TBE Tris borato EDTA

Xl



TBK1 Tirosincinasa 1

TLR Receptores tipo toll

Tm Temperatura de desnaturalizacidn
TRAF Factores adaptadores

tRNA RNA de transferencia

TRIF Molécula adaptadora

TRIM Moléculas de motivos tripartita
TYK2 Tirosina gquinasa dos

ucC Uracilo y Citosina

v Volts

XV



Resumen

RAMIREZ ROBLES YADIRA ALEJANDRA. CONSTRUCCION DEL
GEN DE INTERFERON TIPO I PORCINO PARA SU EXPRESION
EN Escherichia coli COMO PROTEINA RECOMBINANTE.
(BAJO LA DIRECCION DE: DR. JAIME CAMPUZANO GRANADOS
DR. JOSE ALBERTO CANO BUENDIA).

Los virus que afectan a 1los cerdos, han desarrollado
estrategias de evasidén de la inmunidad generada por las
vacunas disponibles en el mercado. Por ello se requiere el
desarrollo de nuevas estrategias para el control de las
enfermedades virales. Una opcidén es el uso del interferdn
porcino recombinante tipo I que ayuda en el desarrollo de la
inmunidad innata y adaptativa del hospedero, disminuyendo asi
la replicacidén viral. En el presente trabajo se realizdé 1la
optimizacién de las secuencias de nucledétidos de los genes
que codifican para los interferones alfa y beta porcino con
un indice de adaptacién 20.3, para su expresidédn como proteina
recombinante en Escherichia coli BL21. La L-arabinosa se
utilizdé como inductor de la expresidén, vy se evalud a
diferentes concentraciones y tiempos de induccién,
encontrdndose que con 0.2% durante ocho horas hay una mejor

expresidén de ambos interferones.



1. Introduccién

La Organizacidén de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) considera que debido al aumento en el
nimero de habitantes y en el tiempo de la esperanza de vida
de las personas, habrd un aumento significativo en la demanda
de productos de origen animal en los proéximos 20 aflos en todo

el mundo (FAO 2000).

La carne de cerdo ha sido una importante fuente de proteina
animal para todos los sectores de la poblacidén humana, por 1lo
que tendrd un papel preponderante ©para satisfacer los
crecientes requerimientos. Sin embargo, en la industria
porcina, el impacto de las enfermedades virales ocasiona
pérdidas econdémicas que son limitantes para la produccidn

pecuaria.

Muchos de los virus que ocasionan las enfermedades que
afectan a los cerdos en el pais y en el mundo, han logrado
evadir la respuesta inmune generada por las vacunas, por 1lo
que siguen generando pérdidas econdmicas (Kimman 2009,
Renukaradhya 2015 y Wang & Marthaler 2015). Los wvirus son
agentes patdégenos con una alta tasa de mutacidén, lo dgue
ocasiona gque wuna sola vacuna no pueda actuar contra las
distintas cepas de un mismo virus. Esta caracteristica de los

virus exige de la investigacidn una constante actualizacidn.



Por otro lado, los tratamientos disponibles en el mercado son
costeables Unicamente para su uso en animales de alto valor

genético y no para todos los animales de una produccidn.

Lo anterior indica dque es necesario que se desarrollen
alternativas para el tratamiento de las enfermedades virales
que afectan a los cerdos. Una opcidén es el uso de 1los
interferones recombinantes, que son proteinas desarrolladas a
partir del uso de bacterias. Esta estrategia se podria usar
en presencia de enfermedades virales, fungicas y bacterianas

(Del Fresno 2013 y Weins 2016).

1.1 Interferédn

e Historia

El interferdn (IFN) fue descubierto por Isaacs y Lindenmann
en el afo de 1957 cuando estudiaban el fendémeno de
interferencia entre virus y células hospedadoras, en donde
observaron que un virus inactivado por calor estimulaba la
produccidén de una sustancia que interferia con la replicacién
de otro virus activo en el mismo tejido (Lindenmann 2007). En
poco tiempo se descubrié que los interferones (IFNs) se
producian en diferentes especies animales, tejidos y células.

Ahora se sabe que son proteinas especificas de especie y se



han encontrado en peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos

(Pestka 2007).

Tipos de interferédn

Los IFNs son polipéptidos con secuencias de 180 aminodcidos

Sus pesos moleculares oscilan entre 20 y 34

aproximadamente.
glucoproteinas que pertenecen al grupo de las

kDa. Son
citocinas tipo II, gque estadn formadas por cuatro alfa hélices
Montano 2016) .
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Figura 1. Modelo 3D de los interferones alfa (izquierda) y beta (derecha)
obtenido de ExPASy con los numeros de acceso Q6VAB8 y Q68I0Q4

porcino;
respectivamente en la base de datos UniProt).

Los IFNs son elementos que actian en las etapas tempranas de

Son secretados por casi

la inmunidad innata y adaptativa.

todos los tipos de células y se caracterizan por tener una



potente actividad antiviral y antineopléasica, asi como por su
efecto regulador de las células del sistema inmune (Filella
2002) .

En la especie porcina se han identificado 1los IFNs alfa
(INFo; existen diferentes subtipos), Dbeta (IFNB), omega
(IFNw) vy delta (IFNO), que pertenecen a la familia de 1los
tipo I; y el IFN gama (IFNy), que pertenece a la familia de
los tipo II (Pestka 2007 y Tizard 2009), sin embargo, este
documento se enfoca uUnicamente los IFNs de tipo I.

Los IFNs ® y O han sido poco estudiados en la especie
porcina, pero se sabe que son reconocidos por el mismo
receptor que reconoce al INFa e IFNB, y dgque tienen una
actividad muy similar a estos (Glinther 1990 y De Weerd 2007).
También se han descubierto proteinas que algunos autores
denominan parecidas a los interferones (IFN-like proteins), vy
otros los clasifican como IFNs tipo III. En este grupo de
proteinas se encuentran el IFN lambda 1 (IFNAl) o IL-29,
IFNA2 o IL-28A, IFNA3 o IL-28B y el IFNA4. Estas citocinas
tienen una actividad similar a la que tienen los IFNs de tipo
I, sin embargo es méds restringida, ya gue sus receptores se
encuentran uUnicamente en la superficie de células epiteliales
(Pestka 2007 y McNab 2015) vy, por otro lado, no estan

completamente estudiados en la especie porcina.



* Interferones alfa y beta

Los IFNs méds estudiados son el IFNa y el IFNR (en adelante
referidos como IFNo/B) debido a que son de los que predomina
su expresidén en una célula infectada principalmente por algun
agente viral, y bacterias o pardsitos en menor medida (McNab
2015) .

Los niveles de estas proteinas son detectables cuando su
expresién es inducida por virus, sin embargo existen
evidencias de su presencia independiente a la presencia de
virus y se ha observado que estos niveles Dbasales son
importantes para modificar la respuesta celular, y para la
produccién de otras citocinas (De la Fuente 1996 y Takaoka
2006) .

Los IFNa/p son expresados en todas las células, pero el IFN«
es expresado predominantemente por células dendriticas
plasmocitoides (pCDs) y leucocitos; y el IFNR por
fibroblastos (Tizard 2009).

Dentro de los efectos de los IFNs se encuentran la expresidn
de genes de las células asesinas naturales (NK) para mediar
la citotoxicidad por medio de otras citocinas, la maduracidn
de macrdéfagos y células dendriticas (DCs), que son células
esenciales para la respuesta 1inmune 1innata vy adaptativa.
También activan el complejo mayor de histocompatibilidad

(MHC; Takaoka 2006). Por otro 1lado, se sabe del efecto



negativo que estas citocinas tienen en el crecimiento en
células tumorales (Duun 2005).

A pesar de las numerosas similitudes que presentan ambos IFNs
en su forma de activacidén, existen diferencias estructurales
en ambas proteinas que hacen que la interaccidén con su
receptor sea diferente, hecho que permite la activacién de
diversas moléculas ademds de la via clédsica de activacidén de
los IFNs. Estas diferencias en la respuesta generada por los
IFNoa/B ha sido observada en experimentos en donde se desafia
a un hospedador con el mismo microorganismo y se trata con
los IFNo/B de manera independiente (Bodgan 2000 y De Weerd

2007) .

1.1.1 Expresién del interferdn

La expresién de los IFNs tipo I es estimulada por una serie
de interacciones entre sustratos y receptores que tienen
lugar en diferentes partes de las células (McNab 2015).

e Patrones moleculares asociados a patégenos y Receptores

tipo Toll (PAMPs y TLRs)

Los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) son
los sustratos que estimulan a los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) vy generan sehalizaciones
para la produccidén de los IFNo/B. Dentro de éstos PRRs se
encuentran los receptores tipo toll (TLR) que activan

7



diferentes rutas para la expresién de los IFNo/B (McNab
2015) . E1l TLR4, que reconoce el lipopolisacarido de
bacterias, es el inductor extracelular de interferdén tipo I
mas potente. Sin embargo, también existen receptores
intracelulares que se encuentran ligados especificamente a la
produccidén de éstas citocinas. Por ejemplo, los receptores
endosomales TLR3, que reconocen ARN de doble cadena (dsRNA),
es considerado el principal inductor de 1la produccidén de
IFNa/B; los TLR7, que reconocen ARN de cadena sencilla
(ssRNA) con secuencias ricas en GU; vy 1los TLRY9, que se
activan con fragmentos CpG sin metilar de cadenas de ADN
(Biron 2002). Las glicoproteinas de las envolturas virales y
DNA bacteriano pueden ser también potentes inductores (Bodgan

2000 y Kindler 2016).

Existen otros PRRs que se encuentran en el citoplasma de la
célula, qgque también se encuentran directamente relacionados
con la expresidén de los IFNo/p. Algunos de ellos son RIG-I,
que reconoce cadenas pequefias a ssRNA con secuencias ricas en
UC; MDA5, que reconoce ssRNA de sentido negativo; NOD1, NOD2,
y CcGAS que reconocen &cidos nucleicos virales (Fang 2016 y

McNab 2015) .



* Factores reguladores del interferdén (IRFs)

Posterior a la estimulacidén de 1los PRRs, se estimulan los
factores reguladores del interferdn (IRF), que son proteinas
que activan la transcripcidén de los genes que codifican para
los IFNa/f. Aunque que hay varios IRF que tienen esta funcidn
(como los IRF1, IRFS5 e IRFS8), los que se encuentran
generalmente involucrados son los IRF3 e IRF7, qgue al unirse
al co-activador de la transcripcidédn CREB forman el compleijo
IRF-CBP/p300, gue es necesario para su traslocacidén al nlcleo
y la posterior estimulacidén de la expresidén de los IFNs tipo
I (McNab 2015 y Fang 2016). En la especie porcina se ha
encontrado que el IRF1 tiene un papel fundamental para

proteger contra agentes virales (Li 2015).

* Genes inducibles del 4acido retinoico y proteina 5

asociada a la diferenciacién del melanoma (RIG Y MDAS)

Cuando RIG-I y MDA5S entran en contacto con DNA citoplasméatico
extrafio, activan la proteina adaptadora de la seflalizacidn
mitocondrial antiviral (MAVS) , que a través de los
adaptadores TRAF 2, 3, 5 y 6 activan las cinasas TBK1l, IKKq,
IKKR e IKKe que fosforilan al estimulador de los genes de IFN
(STING), que es otro potente activador de los genes de 1los
INFoa/pB, ademds del IRF3 y el NFkB (McNab 2015). El1 STING

puede activarse también a través de la unidén de dinucléotidos



bacterianos ciclicos o ADN a 1la sintetasa ciclica GMP-AMP
(cGAS) que se encuentra en el citoplasma que activa la cGAMP,

y promueve la actividad del STING (Weins 2016; figura 2a).

* Moléculas adaptadoras

Dependiendo del TLR que se active, es la ruta que desencadena
para la produccién de los IFNs. Si el TLR3 reconoce algun
PAMP, se activan 1las cinasas TBKl e IKKe a través de las
proteinas adaptadoras TRIF y TRAF, que fosforilan el IRF3
(McNab 2015 y Doly 1998). Si el que se activa es el TLR7, se
activa la cinasa IKKa a través de las moléculas adaptadoras
MyD88 y TRAF3, que fosforilan el IRF7. Ademas, por esta misma
ruta, pero con el adaptador TRAF6 puede ser activado el
factor nuclear NF-xB, que junto con los IRFs son translocados
al nucleo para activar la expresién de 1los genes de 1los

IFNoa/B (Wang R 2014; figura 2 Db).

1.1.2 Mecanismo de activacién

Posterior a su sintesis, los IFNa/R son liberados para unirse
a su receptor en la misma célula que lo produjo y en las
células vecinas (Fang 2016). El receptor para los IFN tipo I
(miembro de la familia de receptores de la citocinas

helicoides tipo II) es un complejo de heterodimeros compuesto
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por la cadena o (IFAR1) vy la cadena { (IFNAR2; Schneider

2014) .

La interaccidén de los IFNa/p con su receptor INFAR1I-IFAR2
resulta en la activacién de los IRF3 e IRF7, que generan la
produccién de mads IFN vy la posterior activacién de las
diversas rutas que generan los efectos de estos IFNs tipo T.

e Janus cinansa - sefnal activadora de la traduccidn

(JAK/STAT)

En la wvia clédsica de activacién del IFN, se encuentran
involucradas 1la Janus cinansa y la sefal activadora de 1la
traduccidén, mejor conocidas como JAK/STAT (Bekisz 2004).
El receptor INFAR1-IFAR2, en su porcidén citoplasmatica, se
encuentran asociado de manera no covalentemente con la
tirosincinasa TYK2 vy JAKI, respectivamente, que al ser
estimuladas fosforilan el complejo heterodimérico STATI1-
STAT2-IRF9 que recibe el nombre de factor estimulador de los
genes de interferén 3 (ISGF3). E1 complejo se une a 1los
elementos estimulados por IFN (ISRE), qgue son secuencias de
DNA que promueven la expresidén de los genes estimulados por
IFN (ISGs); éstos ISGs son los gque generan la actividad

antiviral a través del IFN (Barber 2001 y McNab 2015).

Por otro lado, se sabe que el primer IRF en activarse es el

IRF3, que estimula principalmente la sintesis de IFNPB; este
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activa la via Jak-STAT, y ademas fosforila el IRF7 que genera
la activacién de la expresidén del IFNoa. Este proceso se
repite con cada molécula de IFN producida, generando asi, méas

interferdén (Pitha 2007).

* Otras vias
Ademds la via cléasica JAK-STAT, los IFNa/R activan otras vias
como la de los homodimeros de STAT1l, gue son mas comunmente
asociados a la sefalizacidén por IFNy. STAT3, STAT4, STATLHA y
STAT5B son vias que se asocian a la activacidédn por otras
citocinas, sin embargo, también pueden ser activadas por los
IFNo/B y generar la expresidén de ISGs. Esta amplia variedad
de rutas explica la diversidad de efectos que tienen estas

citocinas (McNab 2015; figura 2 c).
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Figura 2. Expresidén y mecanismo de activacién de los interferones alfa y
beta (Modificado de Pitha 2007, McNab 2015 y Kindler 2016). La expresién
de los IFNa/pPp se da cuando a) MDA5 y RIG-I entran en contacto con DNA
extrafio; a partir de este evento se genera una cascada de sefializacién
que involucra a las moléculas MAVS, TRAF 2, 3, 5 y 6, e IKKa y B, que
activan a STING y NFkB; o cuando b) los TLR son estimulados y a través de
TRIF y MyD88 activan TRAF 3 Y 6 para fosforilar las cinasas que activan y
translocan al nucleo IRF3, IRF7 y NFKB para activar los genes dque
codifican para los IFNs. Una vez producido el IFN, entra en contacto con
INFAR1-INFAR2 de manera autécrina y pardcrina para activar las rutas

Jak/STAT y otras que generan la expresidén de los ISGs.
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1.1.3 Actividad antiviral a través de los genes
estimulados por interferdén (ISGs)

Se han descrito alrededor de cuarenta ISGs con mecanismos de
accién antiviral (Kindler 2016). A continuacidn se describen
s6lo algunos de ellos.
* 2’-5’0Oligoadenilato sintetasa
Las oligoadenilato sintetasas son una familia de enzimas que
se activan al unirse a ARN de doble cadena (dsRNA), vy
catalizan la unidén 2°-5" oligo-adenilato (2-5A) de un ATP
donador (Sanchez 2016). La unica funcidén que se le conoce es
la activacidén de la RNasal. latente, una endoribonucleasa que
se encuentra en todas las células de mamiferos y que sirve
para regular la cantidad de mRNA mitocondrial. Cuando el 2-5A
activa la RNasal, ésta escinde el ssRNA tanto viral como de
la misma célula, evitando asi la replicacién del material
genético (Banerjee 2016). Ademds la RNasal activa a la
caspasa 1 a través del inflamosoma NLRP3, que genera la
apoptosis celular (Drappier 2015).
e Proteina cinasa R (PKR)

La proteina cinasa R (PKR) es un ISG que tiene dos dominios:
un sitio de unién a dsRNA N-terminal, y un sitio catalitico
C-terminal. A pesar de que su expresidén es inducida por el

IFN, también es expresada en niveles basales en la mayoria de
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las células como un mondmero inactivo, que es activado
principalmente por la unidén con dsRNA, que genera la
dimerizacién y autofosforilacidédn (Husain 2015). Una vez
activada, se catalizan algunos sustratos proteicos, el méas
descrito es la subunidad 2o del factor iniciador de
traduccién de células eucariontes (eIF2a), que al ser
fosforilado no puede cumplir su funcidén e inhibe 1la
traduccién de proteinas (Pham 2016). Ademds, esta ISG genera
apoptosis al activar la caspasa 8 y autofagia a través del
factor eIF2a que activa la proteina asociada a microtubulos
LC3 (Yim 2016). Por otro lado, activa el IRF3, el NF-kB y el
factor de activacidén de la transcripcidén 2 (ATF2), que
estimulan la expresién de los genes de los TIFNo/B (Kang
2012) .
e Proteinas de resistencia a mixovirus (Mx)

Las proteinas de resistencia a mixovirus (Mx) pertenecen a la
superfamilia de las trifosfatasas de la guanosina (GTPasas).
Las mé&s descritas son Mx1l (conocida también como MxA) y la
Mx2 (Arighi 2002). La Mx1l tiene actividad contra wvirus ARN vy
ADN (Haller 1998) vya que hidroliza los complejos formados por
ribonucleoproteinas (RNP)- ARN/ADN, que le dan estabilidad al
material genético (Shi 2015) . Ademés, reconoce la
nucleocdpside y mantiene a la particula viral alejada del

nicleo e impide su libre trédnsito por la célula (Zircher 1992
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y Haller 2007); a diferencia de 1la Mx2, que sdbélo tiene
actividad contra algunos virus ARN, vya que impide 1la
acumulacidén e integracidén del ADN complementario (cDNA) wviral
al cromosoma del huésped (Goujon 2013). En el cerdo, la Mx2
ha mostrado tener efecto inhibidor frente al wvirus del
sindrome respiratorio vy reproductivo porcino (PRRS) en
células de rifndén de mono Marc-145 (Wang 2015).

¢ Adenosindeaminasa (ADAR)
La familia de las adenosin deaminasas (ADAR) actuan en el
dsARN provocando un efecto mutagénico, ya que al unirse a 1las
adenosinas las deaminan y las convierten en inosinas, dque son
reconocidas como guanosinas. Por lo tanto la deaminacién
altera la secuencia de nucléotidos vy, por 1lo tanto, 1la
secuencia de aminodacidos (Bodgan 2000 y Gélinas 2011).

e Proteinas transmembranales inducidas por interferédn

(IFITMs)

Las proteinas transmembranales inducidas por IFN (IFITMs), se
encuentran en la membrana celular y de endosomas (Lu 2011).
Tienen diferentes funciones, sin embargo las isoformas con
actividad antiviral son los IFITM 1, 2 y 3 (Wilkins 2016), ya
que interfieren con la entrada por endocitosis y salida por
exocitosis de una gran variedad de virus envueltos y algunos
no envueltos a través de mecanismos aun no definidos (Munoz-

Moreno 2016 y Weston 2016). Dentro de los IFITMs se encuentra
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también la teterina, que es una proteina qgue inhibe 1la
replicacién del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
por mecanismos tampoco conocidos (Montal 2009 y Wang X 2014).
* Apolipoproteinas (APOBEC)
La familia de las enzimas editoras de la apolipoproteina B
mediante ARNm semejante a polipéptido catalitico (APOBEC),
son desaminasas de la citidina dependientes de zinc
(DO6rrschuck 2011). Estas proteinas generan diferentes efectos
en el material genético, sin embargo el mas conocido es que
cuando se activan, desaminan las citidinas de las moléculas
de ssDNA y ssRNA que se forman durante la transcripcidén de
proteinas (Bouzidi 2016) y son reconocidas como uridinas, por
lo que se genera un efecto mutagénico (Salter 2016).
* Moléculas de motivos tripartita (TRIM)

La familia de moléculas de motivos tripartita (TRIM),
restringe la infeccidédn por retrovirus al reconocer la capside
viral cuando ésta ingresa a la célula (S1i 2006), la
desintegra y expone el material genético viral de manera
prematura en el citoplasma en donde se encuentran otras
enzimas que lo degradan (Da Silva 2016). Por otro lado, se
une al cDNA impidiendo la replicacidén del genoma viral.
Tienen actividad contra wvirus ADN y ARN (Kahle 2015). Ademés
interactian con la IKKe y NF-kB, que inducen la expresidén de

ISGs dependientes del IFN (Huang 2016).
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Otro ISG de importancia contra el virus del PRRS, es la
viperina, proteina a la que se le atribuye la actividad in
vitro de impedir la entrada y salida del virus en células
Marc-145 (Fang 2016) .

La gran variedad de efectos antivirales que ejercen los ISGs
en las diferentes etapas de la infeccidén viral, permite
entender el mecanismo por el que los IFNs protegen a 1los
individuos frente a diversos patdgenos. Sin embargo, los ISGs
no son la uUnica forma de proteccidédn por medio de estas

citocinas (McNab 2015).

1.1.4 Efectos de los interferones alfa y beta
sobre células del sistema inmune

Ademéds de limitar la replicacidén y liberacidn de los virus a
través de los mecanismos ejercidos por los ISGs, se han
reconocido varios efectos de los IFNo/R sobre ciertas células
del sistema inmune (McNab 2015).

e Células asesinas naturales
En el caso de las células NK, el efecto de estas citocinas es
estimular su diferenciacién a partir de los progenitores
linfoides comunes, su maduracidn, su actividad citotdxica vy
como célula presentadora de antigenos (APC), ademas de la
produccidén de algunas citocinas pro-inflamatorias (Guan

2014) .
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Esta activacién puede ser directamente al estimular el INFAR,
suceso a partir del que se fosforilan los STAT4 y STAT1, que
son rutas relacionadas con la produccién de IFNy. Sin
embargo, la activacidén puede potencializarse de manera
indirecta cuando las células NK entran en contacto con las
interleucinas 12 (IL12), 1IL15 e 1IL18 producidas por DCs
activadas (Stackaruk 2013).
El mecanismo de accidén de 1las células NK se desarrolla
directamente en las células infectadas a través de la accién
de perforinas y granzimas que activan la ruta de las caspasas
generando apoptosis. Por otro lado, las células NK pueden
producir citocinas antivirales como el IFNy (Paolini 2015).

* Macréfagos
En macréfagos, los IFNo/B pueden estimular directamente su
maduracidén para activar el mecanismo de resistencia por déxido
nitrico (NO). Este sistema es eficiente contra particulas
virales y otros patdgenos intracelulares no virales. El NO es
un gas soluble en agua y lipidos que reacciona con oxigeno y
genera metabolitos capaces de modificar componentes
esenciales para la expresidédn y la replicacidén wviral (Biron
1998, Gonzalez 2002).

* Células dendriticas
Las DCs, ademds de ser las principales productoras de 1los

IFNs, presentan en su superficie el INFAR, por lo gue tienen

19



un papel importante en el desarrollo de la actividad de estas
citocinas (Zuniga 2007 y Zist 2013).

Cuando los IFNa/f estimulan a las DCs, estas migran a érganos
linfoides, y su actividad como APC también se ve favorecida
debido a la mayor expresién de moléculas co-estimuladoras
CD83, CD40, <CD80 vy CD86, ademds del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) tipo I % tipo IT. Esta
caracteristica estimula la proliferacidén de células T CD8 vy
CD4. Adicionalmente a estos efectos, se produce IL-12 (Bodgan
2000 y Le Bon 2002), que es una citocina inflamatoria que
favorece la respuesta inmune adquirida de diferentes formas.
Por un lado estimula la actividad citotdxica de las células
NK, células T CD8 vy CD4; vy por otro lado, favorece 1la
produccidén de IFNy a través de la fosforilacién de STAT4 en
las células NK y Thl. Se han relacionado diversos efectos
antivirales de los IFNs a esta citocina (Vacaflores 2016).

¢ Linfocitos T CDS8

Los TFNo/ R favorecen la actividad <citotdéxica de los
linfocitos T CD8, la produccidén de otras citocinas por parte
de estos linfocitos, la generacidén de células de memoria y el
aumento en su tiempo de vida media (Miyatake 2006 y Rizza

2014) .
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* Linfocitos T CD4
Por otro lado, la aumentada actividad como APC de las células
NK, DCs y macréfagos estimulada por estos IFNs tipo I ayuda a
la diferenciacién de los linfocitos T CD4 virgenes a células
Thl gracias la modulacidén de las moléculas co-estimuladoras;
ademds de promover su expansidén clonal a través de la
presentacién cruzada de antigenos (Harvenar-Daughton 2006) .
Sin embargo, como se menciond anteriormente, se ha demostrado
que la respuesta Thl se ve favorecida debido no sdélo a la
aumentada presentacidédn de antigenos, sino también debido a la
accidén del IFNy, de la IL12 y los mismos IFNa/R (Vacaflores
2016) .
Las células Thl son las principales productoras de IFNy, que
funge como cofactor redundante para la diferenciacién de
estas mismas células, vya que estimula la expresidén de
receptores para la IL12 (IL12R) (Sinigaglia 1999).

* Linfocitos B
Se ha demostrado que los IFNo/B estimulan la diferenciacidn
de células B a células plasmdticas, qgue son las responsables
de producir anticuerpos neutralizantes especificos contra
diferentes patdgenos virales. Esta produccidén de anticuerpos
estd caracterizada por la presencia de diferentes isoformas y
subclases de las inmunoglobulinas (Ig). Por ejemplo, se ha

detectado la presencia IgG2a, gque ayuda a la fijacidén del
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complemento, al mismo tiempo que IgA dirigida al mismo
patdgeno (Sinigaglia 1999 y Tovey 2008).

En diversos estudios se ha observado dque la respuesta
primaria humoral estimulada por los IFNo/B, puede proteger
eficientemente al hospedero, ademds de dque el tiempo de
respuesta se prolonga por varios meses al igual que el tiempo
de wvida de 1las células de memoria (Le Bon 2001 y Prchal

2009) .

1.2 Interferones recombinantes

Los interferones recombinantes son aquellos obtenidos de un
sistema de expresidén diferente al qgque pertenecen. Se han
utilizado sistemas como por ejemplo: levaduras (Hao 2006),
virus (Wang 2009) y bacterias (Li 2010).
* Antecedentes

En los afios ochenta se utilizaron leucocitos humanos
cultivados y estimulados con virus de Newcastle o virus de
Sendai como fuente ©principal de @ IFN. Los ensayos se
realizaban con el extracto leucocitario total, con el que se
observaban efectos antivirales que no podian atribuirse
especificamente al IFN (Cantell 1981). En el &rea veterinaria
se presentaba la misma situacidén en el caso del IFN porcino

(Diaz de Arce 1991).
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Posteriormente, la primera purificacidén del IFN se realizéd
por medio de cromatografia ligquida de alta afinidad (HPLC),
técnica que con el paso del tiempo se fue modificando vy
mejorando, y que permitidé la purificacidén de la cantidad
suficiente de IFN para conocer sus caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldégicas e inmunoldgicas (Pitha 2007).

Debido a su potencial antiviral, el IFN purificado se
utilizaba para ensayos de restriccidén viral, sin embargo, la
estimulacidén de leucocitos no era una metodologia eficiente
para obtener la cantidad necesaria de IFN que permitiera
realizar ensayos clinicos. No fue sino hasta la década de los
ochenta que el uso de la biotecnologia permitidé la produccidn
vy purificacién de cantidades suficientes de IFN recombinante
(Young 1990) .

El poder contar con grandes cantidades de estas citocinas, ha
permitido el estudio de sus efectos en contra de diferentes
enfermedades tanto en humanos como en animales, asi como la
determinacién de las dosis en las que se produce el efecto
esperado. A la par de estos estudios, se ha encontrado que
los IFNs ejercen diferentes efectos en el hospedero segun el
agente patdégeno de que se trate, via de administracién vy
dosis; por ello, es pertinente resaltar la importancia de
realizar minuciosas investigaciones al respecto (Babiuk

1991).
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El primer IFN recombinante humano en ser evaluado como
tratamiento fue el IFNa, que fue aprobado para su uso contra
la leucemia de células pilosas y el sarcoma de Kaposi. Desde
entonces, se han desarrollado investigaciones que han
permitido su uso contra gran variedad de céanceres 'y
enfermedades virales como la hepatitis B crénica, hepatits C,
herpes labial y genital, papilomatosis laringea, esclerosis
multiple, y melanoma, entre otras (Pestka 2007 y Schneider
2014) . Por otro lado se han observado los efectos que tienen
al disminuir la hipertensidén pulmonar de los pacientes
tratados, resaltando asi, algunos beneficios adicionales de

sSu uso en humanos (Bauer 2014).

e Medicina veterinaria

En medicina veterinaria el Unico interferdn recombinante
disponible en el mercado es el IFNw felino, gque se usa como
tratamiento contra la inmunodeficiencia viral % la
peritonitis infecciosa felina, enfermedades causadas por
virus de la familia Coronaviridae. En ambos casos, se ha
observado que el tiempo de vida de los animales infectados
aumenta y la presentacién de signos clinicos disminuye. Por
otro lado, se ha sometido a evaluacién por las vias de
administracién oral vy parenteral, obteniéndose resultados

similares en ambos casos (Ritz 2007 y Gil 2014).
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En medicina veterinaria se han hecho investigaciones de 1los
efectos de éstas <citocinas en las diferentes especies

animales domésticas contra gran variedad de patdgenos.

Por ejemplo, en el perro se ha evaluado el efecto del IFNow
felino recombinante en el tratamiento de la dermatitis
atdépica, en donde se obtuvo como resultado la disminucién de

los signos clinicos de la enfermedad (Carlotti 2009).

Por otro lado se ha propuesto el wuso del IFNy ovino
recombinante como herramienta de diagndéstico de Brucella
melitensis (Perez-Sancho 2014); mientras que el IFNy bovino
se ha evaluado contra Mycobacterium tuberculosis, y se ha
propuesto su uso como herramienta diagndéstica de esta misma
bacteria (Xu 2015 y Sinclair 2016) ; también existen
evaluaciones de este IFN en el caballo (Bai 2010). E1 IFNT
bovino recombinante es investigado por sus efectos en
reproduccidén en el Dbovino y en el bufalo (Bao 2014 vy
Saugandhika 2015), ademds de su aplicacidén contra algunas

enfermedades virales (Sei—-Ichi 2015).

El estudio de 1los 1IFNs en la especie porcina no es la
excepcidén. Algunos grupos de investigacidédn han wutilizado
Escherichia coli (Zhou 2011), Pichia pastoris (Ding 2013) vy
Lactobacillus casei (Ma 2014) como sistemas de expresidén del

IFN porcino recombinante.
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Estos se han evaluado contra gran variedad de virus alrededor
del mundo, y se ha demostrado que ayudan al desarrollo de la
inmunidad innata y adaptativa ademds de que su uso disminuye
la morbilidad y mortalidad, presentacidén de signos clinicos y
su severidad. En Francia se ha evaluado contra el virus de la
pseudorabia porcina (Pol 1991) vy el wvirus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (Sang 2011), en Suiza
contra el wvirus de la estomatitis vesicular (Horisberger
1992), en Canadd contra el wvirus de la gastroenteritis
transmisible (Jordan 1995), en Estados Unidos se ha evaluado
contra el virus de la fiebre aftosa (Diaz—-San Segundo 2010 vy
Dias 2011), vy en varios paises <contra el wvirus de la

influenza porcina (Zhou 2011).

Por otro lado, los interferones tipo I se han administrado
junto con vacunas y se ha observado un mejor desarrollo de la
inmunidad adaptativa celular y humoral con respecto a la
administracidén uUnicamente de la vacuna contra diferentes

patdgenos virales (Du 2012, Wu 2013, Zhang 2013 y Kim 2015).

e Problematica en la produccién de proteinas recombinantes

Uno de los grandes retos para la tecnologia de proteinas
recombinantes es que la expresidén de estas se dificulta fuera
de su contexto original. Esto debido a que la secuencia de

los genes de interés pueden contener codones que son de uso
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raro en el sistema de expresién vya qgue provienen de
organismos completamente diferentes, y que pueden fungir como
elementos que limitan la expresidén proteica (Gustafsson

2004) .

El término codon usage bias se refiere al uso de codones de
RNAm que los ribosomas de un organismo reconocen con mayor
frecuencia. Cada aminocdcido puede estar codificado por varios
codones sindénimos alternativos, la frecuencia del uso de cada
uno varia entre organismos y determina el nivel de expresidn.
Sin embargo, el uso de codones también esta relacionado con
el tipo de RNA de transferencia (RNAt) disponible en el
organismo y que es empleado en el proceso de traduccidn de

proteinas (Narum 2001).

La expresién de proteinas recombinantes en Escherichia coli,
que es un sistema de expresidén ampliamente usado, se ve
afectada cuando el codon usage bias es diferente al suyo, y
se pueden generar productos téxicos para la bacteria,
inestabilidad del mRNA, ausencia de cambios postraduccionales
y saturacién del sistema de expresidén. Por otro lado, la
deficiencia de tRNA que se acople al mRNA deriva en falta de
aminoadcidos para la sintesis proteica y, por lo tanto, genera
polipéptidos truncos y disminucidén de la calidad y niveles de

la expresidén (Rosano 2009, Mirzahoseini 2011 y Garcia 2013).
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1.2.1 Optimizacidén de secuencias

La optimizacidén de secuencias es la modificacidén de 1los
codones del gen de interés al uso de codones mas déptimo para
el sistema de expresién, sin alterar la secuencia de
aminodcidos de la proteina. Para ello se utiliza 1la
informacién de 1la secuencia de nucledétidos del gen o 1la

secuencia de aminodcidos de la proteina (Puigbo 2007).

Se han desarrollado diversas formas de medir el wuso de
codones, entre los gue se encuentra el indice de uso de
codones (CAI), que ha sido empleado en muchos experimentos
relacionados con expresidédn de proteinas recombinantes vy
vacunas génicas. E1 CAI es un valor (de 0 a 1) gue se asigna
a los codones de ADN y ARN, y cuantifica la similitud del uso
de coddén entre un gen y otro de referencia en las diferentes
especies. Se le asigna valor de 0 a los codones de uso poco
frecuente y valor de 1 a los de uso méds frecuente. Este valor
estd relacionado con la cantidad de RNAt disponible en el
sistema y determina la frecuencia de uso de los codones

(Puigbo 2008 y Lee 2010).

La optimizacién de las secuencias utilizando diferentes CAI,
ha resultado en una mayor expresidén de proteinas, en las que
ademds se ha observado dque las proteinas recombinantes

conservan su actividad bioldgica y las vacunas génicas logran
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desarrollar inmunidad adaptativa en los animales inmunizados
(Narum 2001, Dobafio 2009, Liu 2014, Kato 2015 y Ranijbar

2015) .
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2. Justificacién

Los virus que afectan a los cerdos han desarrollado
estrategias de evasién de la respuesta inmune que obligan al
desarrollo de otras estrategias de control. El uso de 1los
interferones porcinos tipo I es una alternativa que ofrece
las ventajas de no ser especificos en contra de un solo
virus, pueden limitar la replicacidén viral y ayudar en el
desarrollo de la respuesta inmune adaptativa celular vy
humoral. Por otro lado, en la actualidad se Dbusca el
desarrollo de vacunas multicomponentes en las que puede
incluirse el uso de los interferones para potencializar el
desarrollo de la respuesta inmune. Sin embargo, su expresiodn
como proteinas recombinantes presenta ciertas limitantes. Por
lo que se propone el uso de secuencias de nucledtidos
optimizadas, que ademas de permitir una mejor expresidén de
los interferones recombinantes, puede ayudar a reducir 1los

costos de su producciédn.
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3. Hipdétesis

La optimizacidén de secuencia del gen de interferdn porcino
tipo I no afectard su expresidén como proteina recombinante en

Escherichia coli BL21.

31



4. Objetivos

Objetivo general

Obtener la expresidén de los interferones porcinos tipo I
alfa y beta como proteinas recombinantes en Escerichia

coli BL21 utilizando secuencias optimizadas.

Objetivos particulares

Optimizar la secuencia de interferdén tipo I porcino.
Construir el gen del interferdn tipo I porcino.

Clonar el gen de Interferdén tipo I porcino en el vector

de expresidén pBAD Myc-His A.

Evaluar la expresidén del gen de interferdén tipo I

porcino en Escherichia coli BL21.
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5. Materiales y métodos

5.1 Analisis de las secuencias

Las secuencias de los genes de los IFNo/B porcino se
obtuvieron de la base de datos del Centro ©Nacional de
Informacidn Biotecnoldgica (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con los numeros de acceso

KF414740.1 yv AY687281.1, respectivamente.

Se realizd revisidén de las secuencias para verificar la
presencia de codones raros para Escherichia coli, sitios de
restriccién de las enzimas usadas en este trabajo (Ncol vy
Apal; #ER0571 vy #ER1411, Thermo Scientific) asi como el

porcentaje de guanina citosina (%GC) que los compone.

5.2 Optimizacién de las secuencias y construccién

de los genes de interferdédn alfa y beta porcino

La optimizacién de las secuencias se realizd con el programa
Codon Optimizer de uso libre (The Biodesign Institute,
Universidad de Arizona, USA). Los codones raros fueron
sustituidos wusando un CAI con valor 20.3 para Escherichia

coli (Puigbo 2007).
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Asi mismo, para facilitar el reconocimiento del coddn de
inicio de la transcripcidén (ATG) se agregd la secuencia Kozak
(5' ACCATGG 3'; Cammack 2006) en ambos genes; para la
clonacidén en el plasmido de expresidn se agregaron los sitios
de restriccidén de las enzimas Ncol (5' C|CATGG 3') en el
extremo 5’, y Apal (5' GGGCC|C 3') en el extremo 3', a la vez
que se eliminaron los sitios 1localizados dentro de 1la

secuencia para estas mismas enzimas.

El disefio de los oligonucledétidos se llevd a cabo por medio
del ©programa DNABuilder de uso libre del 1Instituto de
Biodisefo de la Universidad del Estado de Arizona

(http://www.innovationsinmedicine.org/software/DNARuilder/),

del qgue también se obtuvo el protocolo de ensamblaje vy

amplificacidn.

Los oligonucledétidos diseflados se normalizaron en base Tm=
554+4/-1°C usando la férmula de Meinckotg and Wahl (Tm = 61+

0.41 X (%G+%C) - 675/n; Borovkov 2010).

La construccidén de los genes se realizdé en tres reacciones de
PCR usando la enzima PrimeSTAR Max DNA Polimerase (#R045A,
Takara); se usaron las constantes descritas en el Cuadro 1,
usando el termociclador Aektik Thermo Cycler (#TCA0090,

Thermo Scientific).
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Cuadro 1. Constantes de ensamblaje y amplificacién de los genes de
interferén alfa y beta porcino.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos

(°C) (minutos)

Desnaturalizacién 94 1:00 1

inicial

Desnaturalizacién 94 1:00

Alineamiento 55 1:30 30
Elongacidn 72 1:10

Elongacién final 72 1:00 1

En las primeras dos reacciones de ensamblaje, se utilizaron
mezclas de oligonucledtidos con una concentracidén de 25 pM. Y
en la tercera reaccidn, que es de amplificaciédn, se
utilizaron las segundas reacciones de ensamblaje (sin
cuantificacién del DNA) y los oligonucledtidos laFw y 20aRv

del gen de IFNa y el 1bFw y 16bRv del gen de INFB (Anexo 1).

e Electroforesis

o\°

Se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1 en
amortiguador tris borato-EDTA (TBE) a 80V por una hora. E1

gel se tindé en bromuro de etidio (#1558-011, Invitrogen) al
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0.05% y se observd en un fotodocumentador. Se utilizd el

marcador lkb Plus DNA Ladder (#10787-018, Invitrogen).

* Purificacién de bandas del gel de agarosa

Una vez obtenidas las bandas esperadas de 586 y 591 pb, se
cortaron del gel de agarosa y se purificaron usando el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (#A9281, Promega)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.3 Clonacidén en el vector cloneJET

Los genes de los IFNo/pf amplificados y purificados fueron
clonados en el vector para productos de PCR CloneJET (#K1231,
Thermo Scientific). Este procedimiento se realizdé siguiendo
las instrucciones del fabricante. El vector CloneJET tiene el
gen de resistencia a la ampicilina para la seleccidén de las

colonias transformadas.

Las clonaciones de 1los IFNoa/B en el vector CloneJET, se
usaron para transformar las bacterias electrocompetentes de
E. coli One Shot Top 10 (#C404003, 1Invitrogen) mediante
electroporacidén siguiendo el procedimiento que a continuacién

se describe (Sambrook 2001):
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Transformacidn

. Todo el material wutilizado en este procedimiento se
mantuvo en hielo. Se anadieron 5 upL de la reaccidén de
ligacién al wvial con las bacterias, se homogenizd y se

incubd en hielo por cinco minutos.

. La mezcla de bacterias con el ADN se colocd en las
cubetas de electroporacidn E. coli Pulser Cuvette
(#165-2086, Bio-Rad) de 0.2 cm. Se dio un pulso en el
aparato de electroporacidén MicroPulser (#165-2100, Bio-
Rad) de 2.5 kV por 6 milisegundos. Inmediatamente se
afadié medio SOC y se colocaron en un tubo de
polipropileno de 1 ml y se incubaron durante una hora a

37°C en agitacidén a 225 rpm.

. Las bacterias se plaquearon en agar Luria Bertani (LB)
que contiene 150 pg/ml de ampicilina (#A-301-5, Gold
Biotechnology) vy se incubaron a 37°C durante toda 1la

noche.

PCR de colonia

Se realizé PCR de colonia para verificar la presencia de los

genes de interés en las colonias crecidas. Para ello se tomd

una muestra de la colonia y se colocd en un microtubo junto

con la enzima GoTag Colorless Mater Mix (#M7132, Promega), Vy
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los iniciadores se usaron los oligonucledétidos laFw y 20aRv
para el gen del IFNa, y los oligonucledtidos 1bFw y 16bRv
para el gen del TIFNB. Las constantes wutilizadas en el

termociclador se describen en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Constantes de PCR de colonia.

Etapa Temperatura Tiempo (min) Ciclos
(°C)
Desnaturalizacién 95 10:00 1
inicial
Desnaturalizacién 94 1:00
Alineamiento 55 1:30 30
Elongacidn 72 1:10
Elongacién final 72 5:00 1

e Purificacién de DNA plasmidico

La colonias que resultaron positivas a la presencia de 1los
genes se amplificaron en 5 mL de medio LB liquido con 150
png/mlL de ampicilina y se realizdé extraccidén y purificacidn
del ADN plasmidico con el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA

Purification System (#A1460, Promega).
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* Doble digestién

Se realizd doble digestidén del ADN plasmidico obtenido usando
las enzimas Ncol y Apal. De cada una de las enzimas se
utilizaron 10 U/pg de DNA en amortiguador tango 1X que se

incubdé a 37°C durante una hora.

Posteriormente, se realizdé la electroforesis y las Dbandas
correspondientes a los genes de interés, fueron purificadas

del gel de agarosa como se describe en el apartado 5.2.

5.4 Digestién y subclonacién en el vector de

expresién pBAD Myc/His A

El vector pBAD Myc/His A (#V440-01, Invitrogen) es un vector
de expresidén para células procariontes gque contiene en su
genoma el promotor araBAD, el gen de resistencia a ampicilina

y una regidén C-terminal de polihistidinas.
* Digestién del vector

El wvector fue igualmente digerido con el ©procedimiento
descrito en el apartado 5.3. Los genes obtenidos del
procedimiento anterior, se emplearon para ser sub-clonados en

el vector.
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¢ Subclonacidn

Para la subclonacidén se emplearon 5 U de la ligasa T4 DNA
Ligase (#EL0O01, Thermo Scientific), 100 ng del wvector
linearizado y 43 ng del inserto, cantidad gue corresponde a
una relacidén 3:1 del gen con respecto al vector, qgue se
calculé con la siguiente férmula: ng inserto= 3 (tamafio
inserto pb / tamafo vector pb) (vector ng). La reaccidn se

incubd durante 12 horas a 16°C.

Posteriormente se tomaron 5 pL de la reaccidén para
transformar las bacterias E. coli Top 10 electrocompetentes.
A las colonias obtenidas se les realizd PCR de colonia para
comprobar la presencia del gen, se realizdé electroforesis en
gel de agarosa al 1% y las colonias que resultaron positivas
a la presencia de los genes se amplificaron y purificaron

como se describe en los aparatados 5.2 y 5.3.

5.5 Secuenciacién de las construcciones y expresidn

de las proteinas

Se transformdé la cepa electrocompetente E. coli One Shot BL21
Star DE3 (#44-0049, Invitrogen) con las purificaciones
obtenidas del procedimiento anterior. Esta cepa permite una

mayor estabilidad del RNA mensajero debido a la mutacidn del
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gen de la RNAsa E, ademds de que la produccidén de proteinas
se ve favorecida por la ausencia de proteasas debido a 1la
presencia de los genes OmpT e Ion, lo dque reduce la

degradacién de proteinas recombinantes (Herndndez 2014).

Para confirmar la presencia de los genes de los INFo/p en las
colonias de E. coli BL21, se realizdé una PCR de colonia. Las
colonias positivas a la presencia del gen se amplificaron vy

purificaron como se describe en el apartado 5.3.

¢ Secuenciaciédn

E1l ADN obtenido de ambas construcciones se envid al Instituto
de Biotecnologia para realizar la secuenciacién. Para ello,
se utilizaron los iniciadores pBAD forward y pBAD reverse. Se
analizdé la similitud con las secuencias disefiadas a través de

la versidn demostrativa del programa SnapGene.

* Induccién de la expresidén

Una vez identificadas las clonas perfectas, se determindé la
concentracién del inductor L-arabinosa que genera una mayor
expresidén de la proteina. E1l procedimiento se describe a

continuacidn:

1.En medio LB se incubaron las E. coli BL21 sin

transformar, y en medio LB con 150 pg/ml de ampicilina
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las transformaciones durante toda la noche a 37°C/225

rpm.

2.En medio LB con ampicilina se realizd una dilucidén 1:100
con el cultivo fresco de toda la noche. Se incubaron
hasta alcanzar una densidad optica (OD) 600~0.5 medida

con el equipo Biophotometer D30 de Eppendorf.

3. Se prepararon diluciones del inductor L-arabinosa
(#A3256-25G, SIGMA) para obtener las diferentes

concentraciones finales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Concentraciones del inductor L-arabinosa en soluciones stock y

concentraciones finales al realizar una dilucién 1:100.

Tubo Solucidén Concentracién
stock (%) final (%)
1 20 0.2
2 2 0.02
3 0.2 0.002
4 0.02 0.0002
5 0.002 0.00002
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4. Se anadidé el dinductor y se comenzd con la induccidn
durante 4 horas a 37°C/225 rpm. Posteriormente las
bacterias se centrifugaron a méxima velocidad por cinco
minutos en la Sorvall Legend Micro 21R (Mod. Micro2l2,
Thermo Scientific) y se obtuvo un botdén de bacterias que

se almacend a —-20°C.

Una vez obtenida la concentracidén de L-arabinosa que permite
una mayor expresidén de la proteina, se realizaron ensayos de

induccién a 6 y 8 horas con esa misma concentracidn.

Para esta prueba se utilizdé como control positivo al vector
PBAD/Myc-His/lacZ, que genera la expresidén de una proteina de
120 kDa. Como controles negativos se utilizaron la E. colil
BL21 vy la transformacidén de E. coli BL21 con el vector

PBAD/Myc—-His A.

5.6 Analisis e identificacidén de las proteinas

Para conocer el peso de las proteinas se realizd un ensayo 1in
silico en el programa Snapgene y asi poder identificarla a
través de la técnica de western blot (Sambrook 2001), gque
detecta especificamente la proteina utilizando anticuerpos
anti-His conjugados con peroxidasa del rédbano (HRP) (#R931-

25, Invitrogen).
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Se prepararon las muestras para electroforesis en gel de
acrilamida al 12%. Cada muestra diluida 1:10 con solucidn
tamponada de fosfatos (PBS) se mezcld con amortiguador de
lisis en una proporcidén 1:3, después se mantuvieron a 100°C
por 5 minutos. Se utilizdé amortiguador SDS-PAGE en la camara
de electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell, 4-Gel
System (#1658004, Bio—-Rad). Las condiciones de electroforesis
fueron de 100V por una hora. Se utilizdé el marcador PageRuler

Prestained Protein Ladder (#26616, Thermo Scientific).

Se transfiridé a membrana de fluoruro de polivnilideno (PVDF),
que se activd durante cinco segundos en metanol. Las
condiciones de transferencia fueron 60V durante una hora en

el equipo Criterion Blotter (#170-4070, Bio—-Rad).

Al término de la transferencia se realizdé bloqueo de la
membrana durante 30 minutos con 2% de albumina bovina (BSA;
#A-4503, Sigma) en PBS Tween20 (#9005-64-5, Affymetrix) al
0.05%. Posteriormente se incubd con el anticuerpo anti-
histidina en una dilucidén 1:500 en PBS Tween20 al 0.05% y 2%

de BSA durante una hora.

Se lavdé la membrana con PBS Tween20 al 0.05% dos veces por
cinco minutos con agitacidén constante. Para el revelado se
utilizé 3,3 -diaminobencidina (#D5637-1G, Sigma-Aldrich) con

2 pL/mL de perdéxido de hidrdégeno 30% en PBS Tween20 al 0.05%.
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6. Resultados y discusién

6.1 Analisis de las secuencias

Los genes de los IFNa/B se encuentran localizados en el

cromosoma uno del cerdo (Cheng 2006 y Sang 2010).

La secuencia de nucledétidos original del IFNo estd compuesta
por 570 pb y 59% de GC; en la posicidén 111 se encuentra el
sitio de restriccidn para la enzima Apal y en la 227 para la
enzima NcoI. El gen de IFNQ original tiene 561 pb y 46% de
GC; no presenta sitios de restriccidén para ninguna de las

enzimas utilizadas para este trabajo (Figura 3).

Start (0) Apal* (111) Ncol (227) End (570)

100! 2007 3007 400! soot

IFNalfa original
570 bp

Start (0) End (561)

1007 2001 3007 2001 5007

IFNbeta original
561 bp

Figura 3. Secuencias originales de los genes de interferdén alfa y beta
porcino; tomado del NCBI con los numeros de acceso KF414740.1 vy

AY687281.1 (SnapGene).
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6.2 Optimizacidén de las secuencias y construccién de

los genes de interferdén alfa y beta porcino

Se realizdé modificacidén en el 10% de los codones que componen
la secuencia del gen de IFNa, y 6.9% en los del gen de IFNP.
Después de la optimizacidn se obtuvieron genes con tamafios de
586 y 591 pb y porcentajes GC de 63% y 50% respectivamente
(Figura 4, Cuadro 4). En el Anexo 1 se muestran las
comparaciones de las secuencias de nucledtidos nativas con

las optimizadas por medio del programa BLAST del NCBI.

Start Ncol | ApalEnd
“ Yy Yy VvV vy v A4 A4 Yy v "V'vv‘

1007 2007 300! 400! sool

IFNalfa opitmizada
586 bp

(0) Start Ncol (12) (576) Apal”End (577)

‘ vy v v vy v v v v
—

| |

100! 2007 300! 400! 500!

Kozak

IFN beta optimizada
577 bp

Figura 4. Alineamiento de 1las secuencias originales (azul) con las
optimizadas (doble raya negra) de los genes de interferdén alfa (superior)
y beta porcino (inferior); los codones optimizados se sefialan con flechas

(SnapGene) .
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Cuadro 4. Comparacién de las secuencias genéticas originales con las

optimizadas de los interferones alfa y beta porcino.

Interferdon alfa Interferdon beta
Secuencia | Original | Optim. | Final* | Myc-His** | Original | Optim. | Final* | Myc-His*%*
Pares de 570 570 58¢6 636 561 561 591 627
bases
(pb)
Amino- 189 189 189 Z1z 18¢ 18¢ 186 209
acidos
(aa)
EGC 59 63 63 63 46 50 50 50
% Codones 10 - - - €.59 - - -
modifica-
dos

* Después de agregar las secuencias Kozak y los sitios de restriccién de
las enzimas Apal y Ncol.

**Cuando los genes son clonados en el vector de expresidén pBAD, éste
aflade las secuencias que codifican para Myc y His.

Se realizdé un alineamiento de las secuencias de aminoacidos
originales con las optimizadas usando el programa BLAST del
NCBI, en donde se observdé 100% de identidad de las secuencias
originales con las optimizadas en el caso de ambas proteinas

(Zhang 2000; Figura 5 y 6).
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Score Expect Method Identities Positives Gaps
390 bits(1001) 9e-146 Compositional matrix adjust. 189/189(100%) 189/189(100%) 0/189(0%)

Query 1 MAPTSAFLTALVLLSCNAICSLGCDLPOQTHSLAHTRATLRLLAQOMRRISPFSCLDHRRDFG 60
MAPTSAFLTALVLLSCNAICSLGCDLPOTHSLAHTRALRLLAOMRRISPFSCLDHRRDFEG
Sbjct 1 MAPTSAFLTALVLLSCNAICSLGCDLPQTHSLAHTRALRLLAQOMRRISPFSCLDHRRDFG 60

Query 61 SPHEAFGGNQVQRACAMATVHEMLOQTFQLFSTEGSARAWNESLLEHQFCTGLDQOLRDLE 120
SPHEAFGGNQVQRAQAMATVHEMLOOTFOLFSTEGSARANNESLLHQFCTGLDQOLRDLE
Sbjet 61 SPHEAFGGNQVQRACAMATVHEMLQOTFQLFSTEGSARAWNESLLHQFCTGLDQOLRDLE 120

Query 121 ACVMQOEAGLEGTPLLEEDSILAVREYFHRLTLYLOERSYSPCAWEIVRAEVMRSFSSSRN 180
ACVMOEAGLEGTPLLEEDSITAVREYFHRLTLYLQERSYSPCAWEIVRAEVMRSFSSSRN
Sbjct 121 ACVMOEAGLEGTPLLEEDSILAVRRYFHRLTLYLOERSYSPCAWEIVRAEVMRSFSSSRN 180

Query 181 LODRLRRRE 189
LODRLRERE
Sbject 181 LODRLRRRE 188

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos original y
optimizada del interferdédn alfa porcino. Query: secuencia original; Sbjct:
secuencia optimizada (BLAST).

Score Expect Method Identities Paositives Gaps
385 bits(988) 6e-144 Compositional matrix adjust. 186/186(100%) 186/186(100%) 0/186(0%)

Query 1 MANRCILQIALIMCFSTTALSMSYDVLRYQORSSNLACORLLEQLPGTPQYCLEDRMNFE &0
MANRCILQIATLIMCFSTTALSMSYDVLRYQQORSSNLACORTL.LEQLPGTPQYCLEDRMNFE
Sbjct 1 MANRCILOIALIMCEFSTTALSMSYDVLRYQORSSNLACORLLEQLPGTPQYCLEDRMNEFE &0

Query 61 VPEEIMQPPOFQREDAVLITHEMLOOIFGILRRNFSSTGWNETVIRTILVELDGOMDDLE 120
VPEEIMQOPPOQFQREDAVLIIHEMLOOIFGILRRNFSSTGWNETVIRT ILVELDGOMDDLE
Sbjct 61 VPEEIMQPPQFQREDAVLITHEMLOOIFGILRRNFSSTGWNETVIRTILVELDGOMDDLE 120
Query 121 TILEEIMEEENFPRGDMTILHLERYYLSILOYLEKSKEYRSCAWTVVQVEILRNFSFLNRL 180
TILEEIMEEENFPRGDMT ILHLERYYLSILOYLESKEYRSCANTVVOQVEILRNFSFLNRL
Sbject 121 TILEEIMEEENFPRGDMTILHLERYYLSILOYLRKSKEYRSCAWTVVQVEILRNFSFLNRL 180
Query 181 TDYLRN 186

TDYLRN
Sbjct 181 TDYLRN 186

Figura 6. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos original y
optimizada del interferdn beta porcino. Query: secuencia original; Sbjct:
secuencia optimizada (BLAST).

Utilizando el programa DNAbuilder, se diseflaron 20
oligonucledétidos para el gen de IFNa y 16 para el de IFNP
(Anexo 2). Los oligonucledétidos se alinean entre si con 26

pares de bases (Figura 7).
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. laFw
2aRv

4aRv
- ba.Fw
6a Rv
Ta Fu
8aRv
- - 9aFw
0 TR oot
- 11aFw
12aRv
. 13aFw
14a Rv d
+ 15a Fw
16aRv -
- . 17a.Fw
18a Rv -
___.19aFw
20aRv-— —
E) “ [ e s e h ) ED +h 8 i P 0 i 7 iy [ i) o e
IFNalfa
- 1b.Fw
Rv
=l . 3b . Fw
4b Rv <
« 5b . Fwr
ShRy=—— b Fu
8b Rv
.9b.Fw
10b Rv~ L
————————11bFw
12b Rv
. 13b.Fw
14b Rv =
- 15b Fw
16b Rv-
‘. s . “r o <
IFNbeta

Figura 7. Alineamiento de los oligonucledétidos disefiados para la
construccién de 1los genes de los interferones alfa y beta porcino

(Bioedit) .

El ensamblaje y amplificacidén de los genes se realizd en tres
reacciones de PCR. La figura 8 corresponde a la foto de una
electroforesis en gel de agarosa al 1% de estas reacciones;
en los carriles 2 (IFNa) vy 5 (IFNB) se encuentran las
primeras reacciones de ensamblaje de cada uno de los genes;
en los carriles 3 (IFNa) v 6 (IFNP) se encuentran las
segundas reacciones de ensamblaje en donde se comienzan a
observar Dbandas aun no definidas; y por ultimo, en los
carriles 4 (IFNa) y 7 (INFB) se encuentran las reacciones de
amplificacién de ambos genes, en donde se observan bandas
definidas que, comparadas con el marcador de peso molecular
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(carril 1), corresponden a los pesos esperados para cada uno
de los genes (581 y 591 pb). Las bandas correspondientes a
los genes de IFNo/B se cortaron del gel de agarosa y se

purificaron.

Figura 8. Ensamblaje y amplificacidén de los genes de interferdén alfa y

beta porcino en gel de agarosa al 1%. 1. Peso molecular (1 kb Plus);

2
Primer reaccién de ensamblaje de los oligonucleétidos del gen de IFNa; 3.
Segunda reaccién de ensamblaje; 4. Amplificacién del gen del IFNa. 5

6

Primer reaccidén de ensamblaje de los oligonucledétidos del gen de IFN;

Segunda reaccién de ensamblaje; 7. Amplificacién del gen del IFNP.

6.3 Clonacién en el vector cloneJET

Dichas purificaciones se utilizaron para la clonacidén en el
vector CloneJET siguiendo las instrucciones del fabricante vy

se obtuvieron construcciones de 3547 y 3541 pb (Figura 9).
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IFNbeta

2833

pJET-IFNalfa pJET-IFNbeta

3541 bp

3547 bp

Ampicillin

Figura 9. Mapas de clonacidén de 1los genes de interferén alfa y beta

porcino en el vector cloneJET.

Las construcciones se usaron para transformar la cepa ToplO
de E. coli, se realizé PCR de colonia y las clonas due
resultaron positivas se amplificaron, % se realizé

purificacién del plésmido.

* Doble digestién

En la figura 10 se muestra la doble digestidén de las
construcciones purificadas con las enzimas Apal y Ncol; en
los carriles 2, 3 y 6, 7 se encuentran los controles de
digestién de las enzimas Ncol y Apal respectivamente; y en
los carriles 4 y 8 se encuentran las dobles digestiones de
ambas construcciones, en donde se observan bandas que
coinciden con el tamafo de los genes de IFNo/ B

respectivamente.
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591 pb

Figura 10. Doble digestién de las construcciones en el vector cloneJET en
gel de agarosa al 1%. 1. Peso molecular (1 kb Plus); 2. pJET+IFNa
digerido con ApalI; 3. pJET+IFNa digerido con NcoI; 4. pJET+IFNa digerido
con Apal y NcoI; 5. Vacio. 6. pJET+IFNP digerido con ApaI; 7. pJET+IFNP

digerido con NcoI; 8. pJET+IFNP digerido con Apal y NcoI.

6.4 Digestidén y subclonacién en el vector de

expresién pBAD Myc/His A

El vector pBAD Myc-His A se digiridé con las mismas enzimas
(NcoI vy Apal). Al realizar la electroforesis en gel de

agarosa 1% (Figura 11).
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Figura 11. Doble digestién del vector pBAD Myc-His A (500 ng) en gel de
agarosa al 1%. 1. Peso molecular (1 kb Plus); 2. pBAD digerido con ApalI;
3. pPBAD digerido con NcoI; 4. pBAD sin digerir; 5. pBAD digerido con
NcolI y Apal.

Las bandas de los genes de IFNo/B vy del vector pBAD
doblemente digeridos se purificaron del gel. Las
purificaciones se utilizaron para la reaccidén de ligacidén. A
las construcciones obtenidas se les nombré PIFNa y PIFNR

respectivamente (Figuras 12 y 13).
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Mcol Apal MNcol Apal
(317) (375) (12) (585) NcloI Aplal

Vector Inserto _} Producto
4036 bp + 573 bp 4609 bp
(<]
... AAC CGA. .. CATGGCC. . .AGGGGCC .. .AACCATGGCC. . .AGGGGCCCGA. ..
... TTGGTAC CCGGGCT. .. CGG...TCC ...TTGGTACCGG. . . TCCCCGGGCT. ..

Figura 12. Esquema de digestidén del vector e insertos, y reaccidén de

ligacién (representacién de ambas ligaciones; SnapGene) .

Ncol (317)

Ncol (317)

b)
Apal (850) Apal (es1)

PINFbeta
4600 pb

ipalJYE
4609 bp

ipb)IYE
4600 bp

Figura 13. Mapas de construcciones en el vector de expresidén pBAD. a)

PIFNa; b) PINFP. Las llaves en azul sefnalan los genes (SnapGene).

Se realizdé transformacidén en E. coli ToplO con 1las
construcciones obtenidas, que crecieron en agar LB con 150
ng/mL de ampicilina para seleccionar las colonias

transformadas como se describidé en el apartado 5.3 (Figura

14).
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Figura 14. Transformacién en E. coli Topl0 en agar LB con 150 pug/mL de

ampicilina. a) Control de células: sin transformacién; b) Control
positivo: vector pBAD sin digerir; c) construccién PIFNa; d) construccidédn

PIFNB.

Se seleccionaron colonias al azar para realizar la técnica de
PCR de colonia e identificar la presencia de los genes usando
los iniciadores especificos de cada una de las secuencias. Se
obtuvieron dos colonias positivas a la presencia del gen de
IFNa que se nombraron IFNad4 e IFNob5, y una colonia positiva a

la presencia del gen de IFNP nombrada IFNB1 (Figura 15).
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a)

2,000%

586 pb

Figura 15. PCR de colonia de las transformaciones en E. coli ToplO en gel
de agarosa al 1%. a) Colonias con 1la construccién PIFNa: 1. Peso
molecular (1 kb Plus); 2. Clona PIFNa4; 3. Clona PIFNa5. b) Colonia con

la construccién PIFNP: 1. Peso molecular (kb); 2. Clona PIFNBL.

6.5 Secuenciacidén de las construcciones y expresidn
de las proteinas

Se realizdé extraccidén de ADN plasmidico de 1las colonias
positivas a la presencia de los genes. Dicha extraccidén se

utilizé para realizar transformacién de E. coli BL21

electrocompetente (Figura 16).
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Figura 16. Transformacién en E. coli BL21 en agar LB con 150 ug/mL de
ampicilina. a) Control de células: sin transformacién; b) control
positivo: vector pBAD sin digerir; c) construccién PIFNa; d) construccién

PIFNB.

Para verificar la presencia de los genes en estas
transformaciones se realizdé PCR de colonia, y se hizo una
electroforesis en donde se observaron los fragmentos de 586 y

591 correspondientes a los genes de IFNa y B (Figura 17).

Figura 17. PCR de colonia de las transformaciones en E. coli BL21l en gel
de agarosa al 1%. 1. Peso molecular (1 kb Plus); 2. Colonia con el gen de

IFNa; 3. Colonia con el gen de IFNP.
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Las colonias de la cepa BL21 que resultaron positivas a la
presencia del gen se amplificaron para realizar extraccidn de
DNA. Se realizd secuenciacién a partir de este purificado ya
que se obtuvo directamente de la cepa en la gque se realizd la
expresidn, asegurando el conocimiento de la secuencia

expresada.

Se realizd comparacidén de la secuenciacidédn y se obtuvo 100%
de similitud de IFNad4 e IFNB1l con sus respectivas secuencias
optimizadas. En el andlisis no se encontraron codones de paro
ni cambios que alteraran la secuencia o su marco de lectura,
haciendo dichas secuencias o6ptimas para la expresién de las

proteinas (Figura 18).

|Ncol 317) ApaI (ss0)

)

B)

— —
=001 6001 S00T

Analisis de 5 ion de IFN alfa

4609 bp
NcoX (317) ApaXl (ss1)

— w—
20071 So0T ==

Analisis de secuenciadén de IFN beta

4600 bp

Figura 18. Comparacién de la secuenciacién (a) con la secuencia
optimizada (b) de los genes de interferén alfa y beta porcino y sus

cromatogramas (SnapGene) .
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» Expresién de las proteinas

Se realizdé la induccidn con las diferentes concentraciones de
L-arabinosa (0.2, 0.02, 0.002 y 0.0002%) durante cuatro, seis
y ocho horas a 37°C/225 rpm. Se obtuvieron las muestras de
cada una de las inducciones correspondientes a los botones de

las bacterias.

6.6 Andlisis e identificacién de las proteinas

Se realizdé andlisis in silico para determinar los pesos de
las proteinas recombinantes. El1 IFNa tiene un total de 212
aminoacidos y un peso de 23.4kDa y el 1IFNR tiene 209
aminoacidos y un peso de 24 .6kDa. El porcentaje de
aminoacidos que las componen se encuentran descritos en la

figura 19.
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Whole Protein

2 Length 212 aa b) Length wh;‘;:;:uh
Molecular Weight 23,079.99 Da Molecudar Weight 24,630.90 Da
__Amino Aad Number Percent _Amino Add Number Percent

A Ala Alanine 20 9.43 A Ala Alanine 7 3.35
C Cys Cystene 7 3.30 C Cys Cysteine 5 2.39
D Asp Aspartic Add 9 4.25 D Asp Aspartic Aad 10 4.78
E Gl Glutamic Aod 16 7.55 E Glu  Glutamic Aad 20 9.57
F  Phe Phenylalanine 9 4.25 F Phe Phenylalanine 8 3.83
G Gly Glyine 9 4.25 G Gly Glyone 6 2.87
H His Histidine 13 6.13 H His Histidine 8 3.83
i ile Isaleudine 5 2.36 I lle Isoleucine 15 7.18
K Lys Lysine 6 2.83 K Ls Lysine 9 4
L Leu Leudne 30 14.15 L leu Leudne 28 140
M Met Methionine 6 2.83 M WMa Matinoning = gl
N Asn Asparagine 5 2.36 N Aee ﬁ.so:alaw'-e e S8
P Pro Proline 7 3.30 anno IRt - 287

. Q Gin Gltamne 16 7.66
Q Gin Glutamine 15 7.08 R Arg Arginine 10 4.78
R Ag Arginine 5 a0 S Ser Serine 13 6.22
S Ser Senne 19 8.66 T Thr Threonine 10 4.78
T Thr Threonine 9 4.25 vV  val valine 9 4.31
Vv val Valine 8 3.77 Wil Setostan 2 0.96
W Tp  Tryptophan 2 0.94 Y Tyr Tyrosine 8 3.83
Y Tr Tyrosine 3 1.42

Figura 19. Andlisis de las proteinas de interferdén alfa (a) beta (b)

porcino recombinantes (SnapGene) .

¢ Western blot

Para la identificacién de la proteina se desnaturalizaron los
botones de bacterias para realizar la técnica de western
blot, gue consiste en la separacidén de las proteinas por
medio de electroforesis en gel de acrilamida y la posterior
transferencia a membrana de PVDF en donde se incubdé con
anticuerpos anti-His marcados con HRP vy se reveld la

presencia de las proteinas con DAB.
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La figura 20 corresponde a la membrana de PVDF en donde se
observa la expresidén del IFNa en las bacterias inducidas
durante cuatro horas con las concentraciones de L-arabinosa

de 0.2

o\

(carril 5) y 0.02% (carril o), siendo 1la
concentracién de 0.2% en donde se observa una banda més

gruesa y definida en el peso de 23.9 kDa esperado.

kDa
18(); .

70 [N
L

T

35

25 — > N
{23.9 kDa

15

Figura 20. Identificacién del interferén alfa porcino recombinante en
membrana de PVDF con anticuerpos anti-His; inducciones de E. coli BL21
con diferentes concentraciones de L-arabinosa por 4 horas. 1. Peso
molecular (kDa); 2. Control de células: sin transformacién; 3. pBAD Myc-
His A; 4. PIFNa sin induccién; 5. PIFNa 0.2% L-arabinosa; 6. PIFNa 0.02%
L-arabinosa; 7. PIFNa 0.002% L-arabinosa; 8. PIFNa 0.0002% L-arabinosa;
9. PIFNa 0.00002% L-arabinosa.

61



Una vez encontrada la concentracidén de L-arabinosa a la que
se indujo una mejor expresidén de la proteina, se realizaron
inducciones a cuatro, seis y ocho horas (Figura 21), en donde
se observdé una banda més gruesa en la induccidén de 8 horas

(carril 8).

kDa

130

70

55 3

35 -

25

15

10

Figura 21. Identificacién del interferdédn alfa porcino en membrana de PVDF
con anticuerpos anti-His; inducciones de E. coli BL21 con 0.2% de L-
arabinosa a diferentes tiempos. 1. Peso molecular (kDa) ; 2. Sin
transformacién; 3. pBAD Myc-His A; 4. pBAD/Myc-His/LacZ; 5. PIFNa sin
induccidén; 6. PIFNa inducido 4 horas; 7. PIFNa inducido 6 horas; 8. PIFNa

inducido 8 horas.

La expresién del IFNBR no se detectd wusando diferentes

concentraciones de L-arabinosa, sin embargo se decidiéd
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utilizar la misma concentracidédn en que se encontrdé la mayor
expresidén de PIFNa a diferentes tiempos (Figura 22), y la
expresidén se encontrd en la incubacidén de seis y ocho horas
(carriles 7 y 8) a concentracidén de 0.2% de L-arabinosa. Sin
embargo, se observa la presencia de dos bandas cercanas al
peso de 24.6 kDa esperado, que se atribuye a un problema en
el corrimiento de la electroforesis en el gel de acrilamida,

ya que el control se observa igualmente con el doble bandeo.

1.5%) .
70

55
40

35 -
25

24 .6 kDa

1h "l'

10

Figura 22. Identificacién del interferdén beta porcino recombinante en
membrana de PVDF con anticuerpos anti-His; inducciones de E. coli BL21
con 0.2% de L-arabinosa a diferentes tiempos. 1. Peso molecular (kDa); 2.
Sin transformacidén; 3. pBAD Myc-His A; 4. pBAD/Myc-His/LacZ; 5. PIFNP sin
induccién; 6. PIFNP inducida durante 4 horas; 7. PIFNP inducida durante 6

horas; 8. PIFNP inducida durante 8 horas.
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Estos resultados muestran evidencia de la expresidén de los
interferones alfa % beta porcinos como proteinas
recombinantes en Escherichia coli BL21, utilizando secuencias
optimizadas. Lo que permite el desarrollo de estudios

subsecuentes para la evaluacidén de su actividad bioldgica.
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7 . Conclusiones

La optimizacidén de 1las secuencias de nucledétidos no
modifica la secuencia de aminodcidos de los interferones

alfa y beta porcinos.

Se obtuvo la clonacidén en el vector de expresidén pBAD
Myc-His A mediante el uso de las enzimas de restriccidn

NcoI vy Apal.

La expresidén de los interferones alfa y beta porcinos
recombinantes en Escherichia coli BL21, se ve favorecida
con el uso de L-arabinosa al 0.2% durante 8 horas a 37°C

a 225 rpm.

Se detectd la presencia de dos proteinas de
aproximadamente 23.9 y 24.6 kDa, por medio de
anticuerpos anti-His marcados con HRP, correspondientes

a los interferones alfa y beta recombinantes.

La optimizacidén de secuencias no interfiere <con la
expresidén de los interferones alfa vy beta porcinos

recombinantes en Escherichia coli BL21.
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8 . Prospectiva

Purificar los interferones porcinos recombinantes alfa y

beta.
Evaluar su actividad bioldégica in vitro e in vivo.

Evaluar la posibilidad de encapsularlos con quitosano.
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secuencias

Alineamiento de las

1.

Anexo

secuencias

originales de los genes con las

optimizadas (BLAST)

Gen de interferdén alfa

Range 1: 14 to 580 Graphics

Score

Gaps Strand

Identities

Expect
0.0

Plus/Plus

0/567(0%)

532/567(94%)

854 bits(462)

Sbict 14

TGAGGCTC 12@

[l

Sbjct 74

TGCGCCTC 133

18e

GGACCACCGCCGCGACTTTGGA 193

[ LLELLLLT

(L1111

CTGGACCACA?AAGGGACTTTGGA
T

TGC
1]
TGCC

TCCCTTCTCC
LILLLLLLL
TCCCTTCTCC

il
Tere

LLLLLLETELLL

Sbjct 134 CTGGCACAAATGCGCCGCA

121 CTGGCACAAATGAGGAGAA

Query

GAGGCTTTTGGGGGCAA

LLLETELLLLTTL]

Sbjct 194

GAGGCTTTTGGG

Query

241 ??}Gﬁ
Sbjct 254 CATGAGA

CTGCACTGGACTGGATCAGCAGCTCAGGGACCTGGAA  36@
CTGCACTGGACTGGATCAGCAGCTCCGCGACCTGGAA 373

CICLLLRERELRTELERE el 1L

GTT
Il
GTT

CA
[l
CA

CCTCCTGCAC
[ILLELETT
CCTCCTGCAC

WHHG
g=g
O—\0
T”T
=3
L - §
2 =~
(] (121
o
[ w
B
& a

a2e

Sbjct 374

Sbjct 434

L3N
CCGCAAC 553

CAGAAAC 54e

TCCTTCTCTTCCTC
LILLLLEELLLLL
TCCTTCTCTTCCTC

CULLCILLEIRLREEL EEtt L LEELLELLLELL |

481 CCCTGTGCCTGGGAGATCGTCAGGGCAGAAGTCATGAGA
Sbjct 494 CCCTGTGCCTGGGAGATCGTCCGCGCAGAAGTCATGCGC

Query

LELLULLEE D LI L HEEELLLT

541 CTGCAAGACAGACTCAGGAAGAAGGAG 567
Sbjct 554 CTGCAAGACCGCCTCCGCAAGAAGGAG 580

Query
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Gen de interferdn beta

Range 1: 14 to 571 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
931 bits(504) 0.0 540/558(97%) 0/558(0%) Plus/Plus

Query 1  ATGGCTAACAAGTGCATCCTCCAAATCGCTCTCCTGATGTGTTTCTCCACCACAGCTCTT 60
[JULLLLTELELLL I}IIIIIIIII IIIIIlIIIIIII

CCTC CT

Nt i
Sbjct 14 ATGOCTAACAAGTGCATCCTCCAAATCGCTCTCCTGATGTOTTTCTCCACCACAGCTCTT 73
Oy B nihisnmsnimiing |||nn|||n =
Sbjct 74 GCTTCGCTACCAACAACG CAATTTGGCATG 133
Query 121 CTCARTATIGCCTCOMGATAGGATGAACTTCGAG 150

; ||u|m|||mmummnn

Sbjct 134 CTCAATATTGCCTCGAAGATCGCA 193
Query 181 CAGAAGGAA GATGCAGTATT?AITATC 240
Sbjct 194 TTGATT

LLELERELELELTLLLLLLd
GGAAG 253
Query 241

GCAGTA
CA GG 300
Sbjct 254 y\ (Ii CTAGCAC GGCG(Ii 313
Query 301 JIUI\ GMAC? T

C

]'GGAG 36@
Sbjct 314 AA TTGATGGGCAGATGGATGACCTGGAG 373
Query 361 ??MT

ﬂ'[ 420
Sbjct 374 ACAAT CTT 433
Query 421 ﬁ\ GGAG'ﬁ\I ar 480
Sbjct 434 CA TACCGCAGC 493

6

|1

16

Query 481

Sbjct 494 TT 553
Query 541
Sbjct 554
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Anexo 2. Diseno de los oligonucledétidos

Gen de interferdn alfa

Nombre Secuencia 5’'-3’

laFw
2aRv
3aFw
4aRv
5aFw
6aRv
7aFw
8aRv
9aFw
10aRv
llaFw
12aRv
13aFw
l4aRv
15aFw
l6aRv
17aFw
18aRv
19aFw
20aRv

GCGGCCGCTCACCATGGCCCCAACCTCAGCCTTCCTCACAGCCCTGGTGTTGCT

GCCCAGAGAGCAGATGGCATTGCAGCTGAGCAACACCAGGGCTGTGAGGAAGGC

GCTGCAATGCCATCTGCTCTCTGGGCTGTGACCTGCCTCAGACCCACAGCCTGG

GCCAGGAGGCGCAGGGCGCGGGTGTGAGCCAGGCTGTGGGTCTGAGGCAGGTCA

CACACCCGCGCCCTGCGCCTCCTGGCACAAATGCGCCGCATCTCTCCCTTICTCC

ATCCAAAGTCGCGGCGGTGGTCCAGGCAGGAGAAGGGAGAGATGCGGCGCATTT

CCTGGACCACCGCCGCGACTTTGGATCCCCTCATGAGGCTTTTGGGGGCAACCA

CAGAGCCATTGCTTGAGCCTTCTGGACCTGGTTGCCCCCAAAAGCCTCATGAGG

TCCAGAAGGCTCAAGCAATGGCTCTGGTGCATGAGATGCTCCAGCAGACCTTCC

GCAGCACTGCCCTCTGTGCTGAAGAGCTGGAAGGTICTGCTGGAGCATCTCATGC

CTCTTCAGCACAGAGGGCAGTGCTGCTGCCTGGAATGAGAGCCTCCTGCACCAG

GGAGCTGCTGATCCAGTCCAGTGCAGAACTGGTGCAGGAGGCTCTCATTCCAGG

CTGCACTGGACTGGATCAGCAGCTCCGCGACCTGGAAGCCTGTGTCATGCAGGA

CAGCAGGGGGGTCCCTTCCAGCCCCGCCTCCTGCATGACACAGGCTTCCAGGTC

CGGGGCTGGAAGGGACCCCCCTGCTGGAGGAGGACTCCATCCTGGCTGTGCGCA

AGATAGAGGGTGAGGCGGTGGAAGTATTTGCGCACAGCCAGGATGGAGTCCTCC

TACTTCCACCGCCTCACCCTCTATCTGCAAGAGAAGAGCTACAGCCCCTGTIGCC

GCATGACTTCTGCGCGGACGATCTCCCAGGCACAGGGGCTGTAGCTCTTCTCTIT

GGAGATCGTCCGCGCAGAAGTCATGCGCTCCTTCTCTTCCTCCCGCAACCTGCA

GGGCCCCTCCTTCTTGCGGAGGCGGTCTTGCAGGTTGCGGGAGGAAGAGAAGGA

69



Gen interferdén beta

Nombre Secuencia 5’'-3’

1bFw

2bRv

3bFw

4bRv

SbFw

6bRv

TbFw

8bRv

9bFw

10bRv

11bFw

12bRv

13bFw

14bRv

15bFw

16bRv

GCGGCCGCTCACCATGGCTAACAAGTGCATCCTCCAAATCGCTCTCCTGATG
TGTTTCTCCACCACA

GGTAGCGAAGCACATCATAGCTCATGGAAAGAGCTGTGGTGGAGAAACACAT
CAGGAGAGCGATTIG

CTCTTTCCATGAGCTATGATGTGCTTCGCTACCAACAACGCAGCAGCAATTT
GGCATGTCAGAAGCT

GCAATATTGAGGAGTCCCAGGCAACTGTTCCAGGAGCTTCTGACATGCCAAA
TTGCTGCTGCGTTGT

CTGGAACAGTTGCCTGGGACTCCTCAATATTGCCTCGAAGATCGCATGAACT
TCGAGGTCCCTGAGG

TCTTCCTTCTGGAATTGTGGTGGTTGCATAATCTCCTCAGGGACCTCGAAGT
TCATGCGATCTTCGA

GATTATGCAACCACCACAATTCCAGAAGGAAGATGCAGTATTGATTATCCAC
GAGATGCTCCAGCAG

TGCTAGAGAAATTGCGGCGGAGAATGCCGAAGATCTGCTGGAGCATCTCGTG
GATAATCAATACTGC

TCTTCGGCATTCTCCGCCGCAATTTCTCTAGCACTGGCTGGAATGAAACCGT
CATTAAGACTATCCT

CTCCAGGTCATCCATCTGCCCATCAAGTTCCACAAGGATAGTCTTAATGACG
GTTTCATTCCAGCCA

GTGGAACTTGATGGGCAGATGGATGACCTGGAGACAATCCTGGAGGAAATCA
TGGAGGAGGAAAATT

TTCAGGTGAAGAATGGTCATGTCTCCGCGGGGGAAATTTTCCTCCTCCATGA
TTTCCTCCAGGATTG

CCCCCGCGGAGACATGACCATTCTTCACCTGAAGAAATATTACTTGAGCATT
CTGCAGTACCTGAAG

CGACTGTCCAGGCACAGCTGCGGTACTCCTTGGACTTCAGGTACTGCAGAAT
GCTCAAGTAATATTT

CCAAGGAGTACCGCAGCTGTGCCTGGACAGTCGTCCAAGTGGAAATCCTCCG
CAACTTTTCTTTCCT

GGGCCCGTTGCGGAGGTAATCTGTAAGGCGGTTAAGGAAAGAAAAGTTGCGG
AGGATTTCCACTTGG
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Anexo 3. Medios y Reactivos

Geles de acrilamida al 12%

Para preparar 1los geles de acrilamida, las soluciones se
deben colocar en el orden mencionado en los siguientes
cuadros.

Gel separador (acrilamida 12%)

Solucién Volumen (ml)
Resolving buffer 4x (pH 8.8) 1.25

Agua 1.75
Acrilamida 30% 2

APS 10% 0.05

TEMED 0.005

Gel concentrador (acrilamida 4.5%)

Solucién Volumen (ml)
Stacking buffer 4x (pH 6.8) 0.313
Agua 0.750
Acrilamida 30% 0.188
APS 10% 0.025
TEMED 0.002

Buffer TBE 10X
108 g Base Tris
55 g Acido bérico
9.3 g EDTA

Para un volumen de 1 L
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Gel de Agarosa 1%
10 mL Buffer TBE 10X
1 g Agarosa

Para un volumen de 100 mL

Medio LB
10 g Bacto-triptona
5 g Extracto de levadura

10 g NaCl

Para un volumen de 1 L.

autoclave.

Agar LB
10 Bacto-triptona
10 NaCl

g

5 g Extracto de levadura
g

15 g

Agar bacterioldgico

Ajustar pH a 7.5.

Esterilizar en

Para un volumen de 1 L. Esterilizar en autoclave.

Medio GYT

100 g Glicerol

1.25 g Extracto de levadura

2.5 g Triptona

Para un volumen de 1 L. Esterilizar en autoclave.
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Medio SOC

20 g Bacto-triptona

5 g Extracto de levadura
2 mL NaCl 5 M

2.5 mL KC1 1M

10 mL MgCl, 1 M

10 mL MgSOs 1 M

20 mL Glucosa 1 M

Para un volumen de 1 L. Esterilizar en autoclave.

Buffer de carga SDS

4 g SDS

10 g 2-mercaptoetanol
20 mL Glicerol

0.004 g Azul de bromofenol
12.5 mL Tris-HC1l 1M

Para un volumen de 10 Ml. Ajustar pH a 6.8.

Acrilamida 30%
29 g Acrilamida
1 g Bis—-acrilamida

Para un volumen de 100 mL.

Buffer separador 4x
50 mL Tris 3 M pH 8.8
0.4 g SDS

Para un volumen de 100 mL.
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Buffer concentrador 4x
50 mL Tris 1 M pH 6.8
4 g SDS

Para un volumen de 100 mL.

Buffer de corrida SDS

25 mL Tris 1 M

250 mL Glicina 1 M pH 8.3
1 g SDS

Para un volumen de 1 L.

Azul de Coomassie

0.2 g Azul de Coomassie

45 mL Metanol

10 mL Acido acético glacial

Para un volumen de 100 mL.

Solucidn destifiidora
20 mL Metanol
15 mL Acido acético glacial

Para un volumen de 100 mL.

Buffer de transferencia
48 mL Tris base 1 M
39 mL Glicina 1 M

20 mL Metanol

0.003 g SDS
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PBS

8 g NaCl
0.2 g KC1
1.44 g Naz2HPOq4
0.24 g KH2POq4

Para un volumen de 1 L.

PBS Tween-20
1 g Tween-20

PBS cbp un volumen de 1 L.
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