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1. Resumen

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las principales causas
bacterianas de diarrea, especialmente entre los niflos en entornos de bajos
recursos, los viajeros y el personal militar de paises de altos ingresos, provoca
alrededor de 220 millones episodios de diarrea en todo el mundo.! La adherencia
de ETEC hacia las células intestinales esta mediada por fimbrias de superficie,
como es CS3. El presente escrito se enfoc6 en la principal subunidad de CS3, CstH,
el principal objetivo fue la expresién y purificacion de la proteina recombinante CstH.
Para la obtencion de la proteina se amplifico el gen cstH a partir de la cepa ETEC
E9034A, posteriormente el gen se clono en el vector pLATE 31 y se transformo en
el hospedero E. coli BL21(DE3), a continuacion, se indujo la proteina con IPTG, una
vez inducida se realiz6 un ensayo de solubilidad a partir del cual se determinaron
las condiciones de purificacién de la proteina, una vez purificada se cuantifico y se
concentrd. Los geles SDS-PAGE revelados con azul de Coomassie y el analisis por
Western-blot revelaron bandas de 14 kDa correspondientes a la proteina CstH, se
realizaron 3 inducciones de las cuales se obtuvo en conjunto aproximadamente 10
mg de proteina. El uso de técnicas de biologia molecular y proteémica fueron clave
parala expresion de la proteina, asi como para el seguimiento de esta en su proceso

de purificacion.

2. Introduccién
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es uno de los principales agentes
causales de diarrea en la poblacion infantil, ademas es la principal causa de la

diarrea del viajero. La diarrea producida por ETEC esta asociada al consumo de



agua y alimentos contaminados, asimismo se asocia a condiciones
socioecondémicas bajas y un acceso deficiente a agua potable, por lo que, la mejora
del agua y el saneamiento son clave para la reduccion de enfermedades atribuibles
a ETEC, no obstante, estas préacticas son dificiles de llevar a cabo en poblaciones
de escasos recursos.?? Por otro lado, el principal tratamiento hacia ETEC se enfoca
en el reemplazo de liquidos y electrolitos, asi como la administracion de
combinaciones trimetoprim-sulfametoxazol més loperamida o ciprofloxacino y
ofloxacino, los cuales no pueden administrarse en pacientes pediatricos.* Sumado
a esto el aumento de la resistencia a los antibioticos entre las cepas de ETEC ha
obstaculizado la eficacia del tratamiento con antibioticos. Por lo que, la disminucion
de las infecciones por ETEC se ha centrado sobre todo en la prevencion, este es el

caso, actualmente se investigan vacunas orales a base de factores de colonizacién.*

Para producir diarrea, las cepas de ETEC primero deben adherirse a receptores
especificos en el enterocito, esta adherencia esta medida por fimbrias de superficie,
gue se designan como factores de colonizacién, entre los cuales se encuentra CS3.°
CS3 es uno de los antigenos fimbriales mas prevalentes que se encuentra de los
aislados clinicos, y su relevancia deriva de estudios anteriores en los cuales se ha
demostrado que tiene un papel en el proceso de adherencia de ETEC hacia las
células intestinales, por lo cual, esta fimbria podria ser importante para el desarrollo

de blancos terapéuticos a base de factores de colonizacion.

En consecuencia, es importante el estudio de la fimbria CS3, por lo que, el presente
escrito se enfocé en el estudio de la principal subunidad de CS3, CstH, en el cual

se aborda el proceso de expresion y purificacion de la proteina CstH.
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3. Marco Tebrico

3.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, se aislé por primera vez a partir de heces infantiles y Theodor
Escherich lo identifico en 1885. Se caracteriza por ser moévil, aerobio y anaerobio
facultativo, con flagelos peritricos, la mayoria forma fimbrias y pili, muchas cepas
producen una pequefia microcapsula y ninguna produce esporas.* En las pruebas
bioquimicas es positivo al indol (98%), rojo de metilo (99%), descarboxilacién de la
lisina (90%), produce manitol y gas a partir de la fermentacion de la glucosa, asi
mismo fermenta la lactosa (95%), el D-manitol (98%), el D-sorbitol (94%); mientras
gue es negativo a la oxidasa (0%), fenilalanina desaminasa (0%) y citrato de

Simmons (1%).°

Coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de vida, su nicho ecolégico es
el intestino delgado y grueso, forma parte de la microbiota intestinal sin causar dafio,
sin embargo, puede causar dafio en pacientes inmunocomprometidos o cuando se
violan las barreras gastrointestinales.’” Por otra parte, también hay cepas patégenas
gue han evolucionado al adquirir por transferencia horizontal genes, un conjunto
particular de caracteristicas que les permite causar dafio tanto en personas sanas

como aquellas con sistema inmune debilitado. &

Existen clonas de E. coli altamente adaptadas que han adquirido atributos de
virulencia especificos, lo que les confiere la capacidad de adaptacién a nuevos
nichos y les permite causar diversas enfermedades.®> Estos atributos de virulencia

con frecuencia estan codificados en elementos genéticos que pueden movilizarse
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en diferentes cepas para crear nuevas combinaciones de factores de virulencia, solo
las combinaciones mas exitosas de factores de virulencia han persistido para
convertirse en patotipos.® Las infecciones producidas por estos patotipos pueden
limitarse a las mucosas o diseminarse; tres sindromes clinicos pueden resultar de
la infeccion por estos patotipos: la infeccibn en vias urinarias, la sepsis y la

enfermedad diarreica.*

La E. coli patdogena se divide en general en dos grupos: E. coli patdgena
extraintestinal (EXPEC) y E. coli patdgena intestinal (INPEC). Dentro de las EXPEC
se encuentran E. coli uropatogénica (UPEC) y E. coli causante de meningitis
(MAEC). Mientras que en las INPEC encontramos 5 patotipos, cada uno definido por
sus mecanismos de virulencia, el sitio en el cual causan la infeccion, las
interacciones con la célula huésped y los sintomas clinicos que provocan; estos
patotipos son: 1) E. coli enteropatégeno (EPEC), 2) E. coli enterotoxigénica (ETEC),
3) E. coli enteroinvasiva (EIEC), 4) E. coli enterohemorragica (EHEC) y 5) E. coli
enteroagregativa (EAEC).2° A continuacion se describen las principales
caracteristicas de los patotipos intestinales y en la figura 1 se puede observar la

interaccion de cada patotipo con las células intestinales.

3.1.1 Patotipos intestinales

1) E. coli enteropatégeno (EPEC). Es la principal causa de enfermedades
diarreicas y brotes en lactantes, se caracteriza por provocar fiebre leve,
vomito, diarrea acuosa profusa con gran cantidad de moco pero sin
sangre.'®!! Produce una histopatologia caracteristica en el epitelio intestinal

conocida como lesién de adherencia y borramiento (A/E), las bacterias se
10
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2)

3)

4)

adhieren intimamente a las células epiteliales intestinales y provocan
cambios en el citoesqueleto, incluida la acumulacion de actina polimerizada
debajo de las bacterias adheridas, asi mismo los trastornos del citoesqueleto

se acompafian de una respuesta inflamatoria y diarrea.®

E. coli enterotoxigénica (ETEC). Se caracteriza por la produccién de factores
de colonizacion, asi como la produccion de 1 o 2 enterotoxinas: termolabil
(LT) y termoestable (ST). El sindrome predominante es diarrea acuosa

profusa sin sangre, moco o pus.!?

E. coli enteroinvasiva (EIEC). Puede causar colitis inflamatoria invasiva y en
ocasiones disenteria, asi como diarrea acuosa.! La patogenia comprende la
penetracion de las células epiteliales, seguida de la lisis de la vacuola
endocitica, la multiplicacion, movimiento direccional a través del citoplasma
y extension a las células epiteliales adyacentes. Cabe mencionar que EIEC
esta bioquimica, genética y patogénicamente estrechamente relacionada con

Shigella spp.®

E. coli enterohemorragica (EHEC). Causa diarrea, colitis hemorragica con
diarrea sanguinolenta y sindrome urémico hemolitico, el principal reservorio
de este patdégeno es el tracto gastrointestinal bovino y los brotes iniciales se
asociaron con el consumo de hamburguesas poco cocidas.'® Al igual que
EPEC también produce lesiones de adherencia y borramiento, pero en el

colon; la caracteristica distintiva es la produccion de la toxina shiga (Stx),



cuya absorcién sistémica conduce a complicaciones potencialmente

mortales.®

5) E. colienteroagregativa (EAEC). Causa varios brotes de diarrea en el mundo
y se asocia principalmente con diarrea levemente inflamatoria en nifios
pequenos, diarrea persistente en adultos y nifios con VIH, asi como diarrea
aguda en viajeros.® Se adhiere a las células epiteliales en un patrén que se
asemeja a una pila de ladrillos en una gruesa biopelicula; también elabora
enterotoxinas y citotoxinas secretoras, asi como factores de colonizacién de

las fimbrias denominados fimbrias de adherencia agregante (AAF).!

Asimismo, se ha descrito otro patotipo menos definido, el patotipo E. coli
difusamente adherente (DAEC), que comprende cepas que se adhieren a las
células epiteliales en una distribucion difusa. A pesar de su clasificacion como grupo
diferenciado del resto de los patotipos, la designacion DAEC como un patotipo

diferente a los anteriores requiere mas estudios epidemioldgicos.®
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Figura 1. Esquema patogénico de E. coli diarreagénica. Figura modificada, tomada de Kaper
J, et. al. (5). a) EPEC tiene atributos de virulencia como el pili formador de bucles mediante el cual
la bacteria se une a células epiteliales. Produce: 1. adhesion inicial, 2. translocacién de proteinas
por secrecion tipo I, 3. formacién de pedestal. b) EHEC produce una o més citotoxinas de la familia
de la toxina Stx. ¢) ETEC produce factores de colonizacién designados por CFA asi como
enterotoxinas: LT y ST. d) EAEC se adhiere al epitelio intestinal en una gruesa biopelicula, el fenotipo
agregativo esta asociado con factores de virulencia fimbrias (AAFI y AAFII) y citotoxinas (EAST 1y
Pet). e) EIEC invade la célula epitelial y se mueve a través de esta mediante la nucleacion de
microfilamentos de actina. f) DAEC provoca un efecto de transduccién de sefial en los enterocitos

del intestino que se manifiesta como el crecimiento de proyecciones celulares similares a dedos que
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3.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Es la etiologia bacteriana mas comun de diarrea en paises en vias de desarrollo,
sobre todo en la poblacion infantil, asi mismo es el principal agente etiologico de la
diarrea del viajero. Se estima que causa alrededor de 220 millones de episodios de
diarrea en todo el mundo, de los cuales 75 millones se presentan en niflos menores
de 5 afios, lo que resulta entre 18,700-42,000 muertes.! La infeccién se inicia por el
consumo de agua y alimentos contaminados, se asocia con condiciones
socioeconémicas bajas y acceso deficiente de agua limpia y saneamiento.? La
mayor incidencia de casos se presenta en los meses calidos y himedos.* El cuadro
clinico tiene un inicio brusco con un periodo de incubacion corto (14-50 horas), inicia
con distension abdominal y posteriormente diarrea acuosa, (Sin sangre, moco 0 pus)
a menudo acompafada por coélicos abdominales y en raras ocasiones con fiebre,

deshidratacion y/o vomito; suele haber mas de 10 evacuaciones al dia.*!?

La diarrea por ETEC puede ser leve, breve y autolimitada en personas sanas o
puede provocar una deshidratacién intensa.” Las complicaciones son resultado de
la pérdida de liquidos y electrolitos, asi como de las alteraciones del equilibrio acido
base, en lactantes con buen estado nutricional se han presentado complicaciones
como intolerancia a disacaridos mientras que en niflos desnutridos las
complicaciones pueden ir desde diarrea crénica hasta el empeoramiento del estado
nutricional; asi mismo se ha reportado hipoglucemia, crisis convulsivas, coma o

muerte.*

Una vez que el organismo se encuentra en el tubo digestivo, se adhiere, coloniza y

prolifera en la superficie del intestino delgado proximal, para después producir la
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enfermedad mediante dos mecanismos patogénicos: la produccién de factores de
colonizacion (FC) y la produccion de una o dos enterotoxinas: termolabil (LT) y

termoestable (ST).*
3.2.1 Factores de colonizacion

Para producir diarrea, las cepas de ETEC primero deben adherirse a receptores
especificos en el enterocito, esta adherencia esta mediada por fimbrias de superficie
(pili), la morfologia de las fimbrias es muy variable y se han descrito multiples
antigenos denominados factores de colonizacion (FC) que pueden tomar forma de
estructuras fimbriales, fibrilares o no fimbrias; estos FC se designan por CFA
(colonization factor antigen), CS (coli surface antigen) o PCF (putative colonization

factor) seguido de un nimero.*®

Los pili son FC (fimbriales o afimbriales) o adhesinas relacionadas con pili, de modo
gue los pili son apéndices proteicos parecidos a pelos que sobresalen de la
superficie de la célula bacteriana y en general, median la unién de las bacterias a
las superficies, se componen de subunidades de proteinas repetitivas, también
conocidas como pilinas, las cuales determinan las propiedades antigénicas de cada
fimbria; y constan de una Unica subunidad estructural (homopolimérica) o de mas

de un tipo de subunidad (heteropolimérica).?

Las cepas tipicas de ETEC expresan generalmente de una a tres adhesinas
fimbriales. Las adhesinas fimbriales mas prevalentes a nivel mundial son los CFA/I,
CS1, CS2, CS3, CS5, CS6 y CS21,* mientras que los principales CFA asociados

con las morfologias descritas en las cepas de ETEC son CFA/I, CFA/Il y CFA/IV.
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CFA/I es una estructura fimbrialar uniforme de varilla rigida compuesta de un solo
tipo antigénico de fimbria, CFA/II consiste de CS3 solo o en combinacion con CS1

0 CS2y CFA/IV consiste de CS6 solo o en combinacién con CS4 y CS5.1°
3.2.2 Enterotoxinas: LTy ST

Una vez que ETEC se une ala mucosa intestinal puede secretar dos enterotoxinas,
la toxina termolabil (LT) y/o la toxina termoestable (ST). Ambos tipos de toxinas
mediante la desregulacién de los canales idnicos de la membrana epitelial conducen

a la pérdida de iones y cantidades masivas de agua.®
e Toxina termolabil (LT)

La LT se sintetiza inicialmente como holotoxina en el periplasma y luego se libera a
través de dos sistemas de secrecion: un sistema de secrecion tipo Il (T2SS) y
vesiculas de membrana externa (OMV). ETEC secreta principalmente LT por medio

del sistema OMV.10

La LT es una proteina de peso molecular elevado, que esta compuesta por cinco
monomeros idénticos dispuestos en forma de anillo para formar una subunidad B
pentameérica y una subunidad A unida a la subunidad B por el dominio helicoidal
A2.8 La subunidad B se une a los receptores de la superficie celular, en particular a
los gangliésidos, promoviendo la internalizaciéon de la toxina y el transporte
retrégrado hasta el reticulo endoplasmico, donde el dominio Al se escinde del

dominio A2 y se libera al citoplasma.8

El péptido Al tiene actividad ADP-ribosiltransferasa y actua transfiriendo la fraccion
ADP-ribosa del cofactor NAD+ a la subunidad alfa de la proteina de union GTP, que
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se vuelve activa y capaz de estimular el adenilato ciclasa, lo que conduce a un
aumento intracelular del monofosfato de adenosina ciclico (CAMP).” Los niveles mas
altos de AMPc en la célula inducen la activaciéon de la proteina quinasa A, que a su
vez conduce a la fosforilacién de los canales iénicos, lo que da como resultado la
liberacion de ClI- asi como la disminucién de la captacion de Na*y, en consecuencia,
la liberacion masiva de agua a la luz intestinal; el mayor contenido de iones
luminales atrae agua de forma pasiva a través de la via paracelular, lo que produce

diarrea osmotica.”®

Se han descrito 2 LT serologicamente distintos LT-1 y LT-II. LT-1 esta estrechamente
relacionada en estructura y funcion con la enterotoxina del colera, producida por
Vibrio cholerae, y consta de 2 variantes LTp (porcina) y LTh (humana), debido a que
se identificaron en cepas porcinas y humanas, respectivamente.® LT-Il a su vez
presenta las variantes LT-lla, ll-b y lI-c, las cuales se han aislado de seres humanos
u otros huéspedes, asi como de alimentos contaminados y se unen a diferentes

receptores.®
e Toxina termoestable (ST)

ST es una proteina monomérica pequefia que contiene mdultiples residuos de
cisteina, cuyos enlaces disulfuro explican la termoestabilidad de estas toxinas.*
Inducen la desregulacién osmotica, activando directamente la guanilato ciclasa C
ubicada en la membrana apical de las células intestinales para producir monofosfato
de guanosina ciclico intracelular (cGMP), a través de la hidrdlisis del trifosfato de
guanosina.t® El aumento en la concentracion de cGMP activa la proteina quinasa

gue fosforila el canal regulador transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), este
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canal activado inhibe el intercambio i6nico y la reabsorcion de sodio, lo que
contribuye a la liberacién de agua y sal en la luz intestinal y por lo tanto la pérdida

neta de liquidos, lo que provoca diarrea acuosa y secretora.®0

Se han identificado dos grupos de ST no relacionados, con diferentes caracteristicas
funcionales y estructurales, STI y STII, codificadas por los genes estA y estB,
respectivamente. STI comprende las variantes STh (humana) y STp (porcina);

mientras que STII generalmente se encuentra entre los cerdos.®

En resumen, la LT estimula la adenilato ciclasa que activa la proteina cinasa
dependiente de AMPc dando como resultado la salida de liquidos y electrolitos,
mientras que la ST actua directamente sobre la guanilato ciclasa alterando la
absorcion de sodio y cloro, este mecanismo de virulencia puede observase mejor

en la figura 2.4
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Figura 2. Mecanismo de virulencia de ETEC. Figura modificada, tomada de Mohammad S, et.

Al. (16).

3.3CS3

Es un apéndice angosto con un diametro de 2 nm que esta codificado en el cluster
de genes cstA-H, donde el gen cstA codifica una proteina chaperona putativa, el
gen cstB codifica para una proteina ujier y los cuatro genes cstC-F estan contenidos

dentro del mismo ORF de cstB, cada uno con diferentes puntos de inicio de la
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traduccion y solo un coddn de parada, finalmente, los genes cstG y cstH codifican

subunidades de pilina de las cuales cstH es la subunidad principal de pilina.’
3.3.1 Antecedentes de CS3

En 1984-1985 Levine M, et. al. (18), Knutton S, et. al. (19), estudiaron voluntarios
humanos alimentados con la cepa ETEC E9034A productora de CS3, los voluntarios
desarrollaron diarrea y mostraron aumentos significativos de anticuerpos IgG en
suero contra CS3, lo que sugiere que esta adhesina se produce in vivo, desempefa
un papel en la patogénesis y desencadena una respuesta inmunitaria de

anticuerpos.81°

Por otro lado, en 2019 Ares M, et al. (17), evaluaron el papel de CS3 en la
adherencia de E9034A a las células HelLa (células epiteliales del cuello uterino
humano) y CaCo-2 (células epiteliales del colon humano), probando el tipo salvaje,
su mutante cstH isogénico derivado y las cepas cstH complementadas. La adhesion
de cstH mutante se redujo 10y 121 veces en comparacion con la de tipo salvaje en
células HelLa y CaCo-2, respectivamente, mientras que los niveles de adherencia
del mutante complementado se restauraron a niveles de tipo salvaje tanto en células
CaCo-2 como Hela, lo cual confirma que se necesita CS3 para la adherencia de

ETEC a células intestinales.'’ Lo anterior puede observase en la figura 3.
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Figura 3. Funcién de CS3 en la adherencia a células epiteliales. Figura modificada, tomada de
Ares M, et al. (17). Cuantificacion de las bacterias adherentes en la cepa tipo E9034A (WT), cstH
mutado y cstH restaurado. Las bacterias adherentes se expresaron como UFC después de diluciones

en serie en placas.’

3.4 Proteinas recombinantes (PR)

Anteriormente las proteinas se extraian y purificaban de su fuente natural, como
células humanas, microorganismos, tejidos vegetales y animales, sin embargo, esto
representaba un problema debido a que las proteinas se obtenian en muy bajas
cantidades, tenian un alto riesgo de contaminacion, asi como elevados costos de
produccién.®! Esto puede observarse en el siguiente ejemplo: la hormona del
crecimiento humano (GH), importante para el desarrollo humano, anteriormente
presentaba el problema de que solo se obtenia de la hipoéfisis humana y en
cantidades muy pequefas, asi mismo habia reportes de contaminacién de los

extractos hipofisarios con virus que causaban enfermedades neurolégicas. 203!
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No obstante, en la investigacion del DNA recombinante se observo que si ciertos se
transferian a bacterias y se expresaban en ellas se podrian obtener cantidades
ilimitadas de proteinas, las cuales se conocen como proteinas recombinantes.® La
capacidad de expresar y purificar una proteina recombinante en gran cantidad
permite su caracterizacion bioquimica, su uso en procesos industriales y el
desarrollo de productos comerciales.?? En el caso del ejemplo anterior, a partir del
afio 1985 la GH humana recombinante ha proporcionado una farmaco seguro y

facilmente disponible.3!

A nivel tedrico, los pasos necesarios para obtener una proteina recombinante son
los siguientes: se toma un gen de interés, se clona en un vector de expresion, se
transforma en el huésped elegido, se induce la proteina y finalmente se realiza la

purificacion y caracterizacién de la proteina.?

3.4.1 Hospederos utilizados

La eleccion de un sistema de expresion para la produccion de alto nivel de proteinas
recombinantes depende de muchos factores, entre estos se incluyen: las
caracteristicas de crecimiento celular, los niveles de expresion, la expresion
intracelular y la extracelular, las modificaciones postraduccionales, la actividad
biologica de la proteina de interés, asi como aspectos regulatorios en la produccion

de proteinas terapéuticas.®

Los sistemas de hospederos incluyen bacterias, levaduras, células de mamiferos,
células de insecto, plantas y animales transgénicos, asi como algas unicelulares.?®

Dentro de los sistemas de expresion bacterianos mas utilizados se encuentran E.
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coli, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Caulobacter crescentus, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus carnosus y Streptomyces sp,. Mientras que los
sistemas de expresion eucaridticos mas frecuentemente usados son baculovirus de
insectos, células de mamifero, protozoos, células de plantas y levaduras como
Saccharomyces cerevisiae, Pichia Hansenula

pastoris, polymorpha vy

Kluyveromyces lactis. 2*

A continuacion, enla tabla 1 se describen las caracteristicas, ventajas y desventajas

de los hospederos méas empleados:

Hospedero Caracteristicas Ventajas Desventajas
Se emplea en el | -Cinética de | -Falta de
desarrollo de | crecimiento modificaciones
vacunas, en la|rapida. postraduccionales.
produccion de | -Facil -Formacion de
hormonas y en la | manipulacion cuerpos de

: sintesis de | genética. inclusion.
E. coli . )
enzimas. -Bajo costo | -Sesgo de
asociado a medios | codones.
de cultivo. -Problemas de
-Bioquimica y | endotoxinas.
genética bien
conocidas.
Se emplea para|-Presenta un alto | -Sobreexpresion
produccion de | nivel de expresion. |de la proteina
hormonas, -Bajo costo | recombinante.
alimentos y | asociado a medios | -Las
Saccharomyces | biocombustibles, | de cultivo. modificaciones
asi como un|-Alta tolerancia al | postraduccionales
cerevisiae sistema de | ambiente. intracelulares
expresion para la | -Capacidad de | pueden conducir a
inhibicion de la | realizar la produccion de
dipeptidil modificaciones proteinas
peptidasa humana | postraduccionales. | hiperglucosiladas.
IV, CD26.
Pichia pastoris Se emplea en la|-Puede expresar|-Hay degradacion
produccion de | muy bien las | proteolitica, lo que
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medicamentos proteinas de | provoca un
contra el cancer, | membrana. rendimiento
antigenos de | -Capacidad para | reducido y pérdida
superficie virales y | secretar proteinas|de la actividad
proteinas funcionales y | bioldgica.
antivirales. correctamente
plegadas.
-Proporciona una
glicosilacion  de
proteinas
reducida.
Se emplean para | -Expresan PR | -Altos costos de
la produccion de | grandes y | cultivo.
Células de farmacos, complejas. -La clonacion del
anticuerpos -Capacidad de | gen requieren
mamifero monoclonales y la | realizar mucho tiempo.
produccion de | modificaciones -Baja produccion
glicoproteinas. postraduccionales. | de la proteina
intracelular.

Se emplean en la

-Facil de cultivar.

-Tiempo de cultivo

anticuerpos,
vacunas, etc.

expresadas tienen
altos rendimientos.

preparacion de la | -Puede expresar | largo.

vacuna contra la|gran cantidad de|-EI patron de
Células de insecto | influenza y | proteinas. glicosilacion no es
particulas -Expresa muy bien | similar, al de un
similares a virus. proteinas sistema de
intracelulares y de | expresion de

membrana. mamiferos.
Producen PR que | -Capacidad de | -Costos de cultivo
se basan en la|realizar y purificacion altos.
Animales terapéutica, como | modificaciones -Los  patdégenos
factores de | postraduccionales. | zoonéticos pueden
transgénicos crecimiento, -Las proteinas | estar presentes en

las preparaciones
de las proteinas
obtenidas.

Plantas

transgénicas

Se emplean para
la produccion de
agentes de
inmunoterapia
tumoral.

-Capacidad para
producir proteinas
N-glicosiladas.

-Baja produccion
de PR.

-Proceso de
purificacion caro y
complicado.

Tabla 1. Descripcion de los hospederos méas empleados como sistemas de expresion.
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= E. coli como hospedero
Algunas cepas de E. coli comunmente empleadas para la expresion de proteinas
recombinantes son las siguientes:

e BL21: son deficientes de la proteasa lon y la proteasa OmpT.

e BL21(DE3): contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la T7 RNA

polimerasa bajo el control del promotor lacUV5.

e BL21(DE3) pLysS: contiene el plasmido pLysS que transporta el gen de la

lisozima T7.%°

e CD41(DE3) Y CD43 (DE3): contienen mutaciones no caracterizadas que
previenen la muerte celular asociada a la expresion de muchas proteinas

recombinantes toxicas.?*

e Rosetta (DE3): contiene los genes para los RNAt de los codones AGG, AGA,

AUA, CUA, CCC, GGA.3¢

e BL21 codon plus y BL21 codon plus (DE3): contienen copias adicionales de

los genes argU, ileY y leuw. ¥’

3.4.2 Vectores de expresion

Un vector se define como una molécula de ADN de doble cadena con capacidad de
albergar un fragmento de ADN exdgeno (de otro origen), de acuerdo con su uso los
vectores se clasifican como vectores de clonacién o de expresion.?® Los vectores de
clonacion tienen como finalidad el almacenamiento de secuencias y la obtencién de

grandes cantidades del ADN insertado, estos pueden ser plasmidos, fagos,
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fagémidos, cosmidos y cromosomas artificiales bacterianos o de levadura; mientras
qgue los vectores de expresion pueden tener 2 finalidades: la obtenciéon de ARN
producto de la transcripcién o bien la produccion de una proteina recombinante, por
lo que estos vectores contienen secuencias para la transcripcion y traduccion del
gen clonado, cabe mencionar que los vectores de expresion pueden ser plasmidos

o fagos.?8%

Dentro de los elementos presentes en un vector de expresion se encuentran: un
origen de replicacion, un marcador de resistencia, un sitio de clonacion multiple, un
promotor, el sitio de union al ribosoma, una secuencia codificadora, terminadores
de la transcripcion, etiquetas de afinidad, asi como un gen regulador que actue
directa o indirectamente sobre el promotor, modulando su actividad y permitiendo
condicionar los niveles de expresién.? En la figura 4 se pueden observar algunos

elementos basicos presentes en un vector para expresion de E. coli.

Represor
transcripcional

Resistencia
antibiético

Origen
replicacion

Figura 4. Elementos basicos en la arquitectura de un vector plasmidico empleado para la
expresiéon recombinante en E. coli. Figura modificada, tomada de Gonzalez A, Fillat M. (24). P:
promotor, O: operador, S: sitio de unién al ribosoma, F: secuencia de fusion, ORF: secuencia

codificadora del gen de interés, T: terminador.?*
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En seguida, se describen las caracteristicas de los principales elementos presentes

en un vector de expresion:

Origen de replicacion

Es una secuencia que provee un sitio de reconocimiento a las proteinas que
identifican el sitio de inicio de la replicacion.?® Determina el grupo de
incompatibilidad de plasmidos y controla el nUmero de copias de plasmidos por

célula.®*

Sitio de clonacién multiple

Es un fragmento de ADN que contiene una serie de sitios Unicos de reconocimiento
para enzimas de restriccion muy cercanos entre si, con una amplia gama de

posibilidades de insertar cualquier fragmento de ADN. ?°

Marcador de seleccidn

Los marcadores de seleccion permiten identificar a las células que incorporaron el
vector de las que no, asi mismo se utilizan para impedir el crecimiento de células
sin vector.?® Dentro de los marcadores de seleccion empleados se utilizan genes de
resistencia a antibioticos, los mas comunes son los que confieren resistencia a

ampicilina, kanamicina, tetraciclina y cloranfenicol.?>%

Otro marcador de seleccion empleado es el gen lacZ, el cual codifica la enzima B-
galactosidasa, de modo que cuando la célula transformada con el vector se pone
en contacto con un sustrato de la enzima, como el compuesto X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolyl-B-d-galactopiranosido), la enzima lo degrada y produce un color azul

gue permite identificar las células que introdujeron el vector. Asimismo, existen otros
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marcadores como el gen de la proteina verde fluorescente que permite que la célula

transformada emita fluorescencia cuando se expone a luz UV.?*

Promotor

El promotor es la region del ADN reconocida especificamente por la ARN

polimerasa para iniciar la transcripcion. Los promotores deben de tener ciertas

caracteristicas como, por ejemplo, ser fuertes, capaces de conseguir niveles una

sintesis proteica entre un 10 y un 30% del contenido proteico total de la célula;

deben de tener un nivel de expresion basal bajo, es decir, estar estrictamente

regulados; y su induccion debera ser simple y a un bajo costo.?*2®

Algunos ejemplos de promotores empleados son los siguientes:

28

Promotor Lac del operodn lactosa de E. coli. El operdn lac es un ejemplo de
operon inducible negativo en el que las proteinas b-galactosidasa, permeasa
y transacetilasa, son codificadas por los genes lacZ, lacY y lacA,

respectivamente.*®

El promotor lac se reprime en ausencia de lactosa y se induce en presencia
de alolactosa. El gen regulador lac I, con su promotor PI, se transcribe a un
RNAmM que es traducido a un represor, el represor tiene dos sitios de union,
uno a la alolactosa y otro al DNA en el sitio operador, en ausencia de lactosa
el represor se une al sitio del operador lac O, bloqueando la unién de la RNA
polimerasa y de esta manera impide la transcripcidon de los genes lacZ, lacY
y lacA; mientras que en presencia de lactosa se transforma parcialmente en

alolactosa, por la enzima b-galactosidasa, que se une al represor y hace que
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sea liberado el DNA, la RNA polimerasa se une al promotor y tiene lugar la

transcripcion. %

Es importante mencionar que la represion nunca anula totalmente la
transcripcion del operén lac, asimismo existen compuestos relacionados con
la alolactosa que también pueden unirse al represor e inducir la transcripcion,

como lo es el isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG).*°

Promotor lacUV5. Este promotor es relativamente insensible a la regulacion
mediada por CAP en comparacion con el promotor de tipo salvaje y, por lo
tanto, el complejo cAMP-CAP-promotor ya no es necesario para que la ARN

polimerasa se una al promotor e inicie la transcripcion.3

Promotor T7. En este sistema el gen de interés se elimina del control directo
mediado por el lac, en cambio el gen es clonado en un plasmido detras de
un promotor que es reconocido por la ARN polimerasa del bacteriofago T7,
gue a su vez se inserta en la cepa huésped bajo el control de lacUV5; por lo

tanto, la polimerasa controlada por lac, es inducible con IPTG.3*

Promotor triptéfano del operon trp de E. coli. El operon trp es un ejemplo de
operon reprimible negativo, en el que los genes trpE, trpD, trpC, trpB y trpA
se transcriben a un solo RNAmM, que después es traducido a enzimas que

convierten el corismato en triptéfano.*

El promotor trp se reprime en presencia de triptéfano y de induce en ausencia
de triptéfano. El gen regulador trpR codifica un represor el cual necesita ser

activado, este represor tiene dos sitios de union, uno al DNA y otro al



triptofano que actla como activador; la unién con el triptéfano causa un
cambio conformacional del represor que lo vuelve capaz de unirse al
operador, que se superpone con el promotor, de manera que la RNA
polimerasa no puede unirse al promotor y no se transcriben los genes
estructurales. Cabe mencionar que el acido 3-indolacrilico también puede

inducir la transcripcion. 3

Promotor Tac. Es un hibrido de los promotores trp y lacUV5, es
independiente de la represion por catabolitos y posee el operador lacO para
estar sujeto a represion por el producto del gen lacl.*® Este promotor es 11
veces mas potente que los promotores trp y lac, se emplea cuando la
proteina que ha de expresarse es toxica para E. coli, por o que se necesita

una gran cantidad de represor.3?

Etiguetas de afinidad

La adicion de una etiqueta de afinidad es importante ya que permite detectar la

proteina a lo largo del esquema de expresion y purificacion, asi mismo las etiquetas

facilitan el proceso de purificacion mediante cromatografia de afinidad; por otro lado,

la adiciobn de algunas etiquetas también puede aumentar la solubilidad de las

proteinas.®! Se utilizan dos tipos de etiquetas: 1) las etiquetas de fusién, que son

polipéptidos grandes, las cuales se utilizan generalmente en proteinas solubles y se

emplean para promover el plegamiento de las proteinas y 2) las etiquetas de

péptidos cortos que se prefieren si la proteina es insoluble. 23!
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Algunos ejemplos de etiquetas de afinidad son los siguientes:

Etiqueta de histidina (6xHis-tag). Las proteinas fusionadas a esta etiqueta se
pueden purificar mediante cromatografia de afinidad de iones metélicos
inmovilizados (IMAC), empleando una matriz que contiene iones Ni*2 0 Co*?,

ya que la etigueta His tiene una alta afinidad a estos a iones.*!

Proteina fijadora de maltosa (MBP). La purificacion se puede realizar
mediante IMAC, empleando una matriz que contiene amilosa o un polimero
de maltosa. La adicion de MBP también podria proporcionar un mayor nivel
de expresion, un plegamiento adecuado y una mayor solubilidad, lo cual se

asocia a su probable actividad como chaperona molecular.3!

Glutation S-transferasa (GST). La purificacion por IMAC se realiza con
resinas de sefarosa unidas covalentemente a glutation. Por otro lado, se ha
reportado que la adicion de una etiqueta GST aumenta la solubilidad de la
proteina recombinante, esto probablemente como consecuencia de su

actividad chaperona.®

Terminador de la transcripcion

La ubicaciéon de un terminador de la transcripcion en posicion upstream al promotor

sera de utilidad para minimizar transcripciones no deseadas.
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3.5 Purificacién de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes expresadas en E. coli se pueden producir en forma
soluble o insoluble. La produccién en forma insoluble se da especialmente cuando
existen niveles de expresion altos, lo que puede conducir a la formacién de

agregados insolubles, conocidos como cuerpos de inclusion.

La purificacion se puede realizar en condiciones nativas o desnaturalizantes, lo cual
dependera de la ubicacién y la solubilidad de la proteina, asi como de la
accesibilidad a la etiqueta de afinidad y la posterior aplicacion de la proteina.*® En
la purificacion en condiciones nativas la proteina debe ser soluble, bajo estas
condiciones de purificacion la etiqueta puede estar oculta por la estructura terciaria
de la proteina nativa, por lo que las proteinas solubles pueden requerir
desnaturalizacion antes de purificarse.* Mientras que en la purificacién en
condiciones desnaturalizantes la proteina es insoluble y se puede presentar en
forma de cuerpos de inclusion, por lo que se emplean desnaturalizantes fuertes
como el cloruro de guanidinio (GuHCI) o urea para solubilizar los cuerpos de
inclusion, por otra parte, en condiciones de desnaturalizacion, la etiqueta quedara
completamente expuesta de modo que mejorara la unién a la matriz, asimismo las
proteinas purificadas en condiciones desnaturalizantes se pueden usar

directamente o es posible que se tengan que renaturalizar y plegar.

La purificacibn de proteinas recombinantes ya sea en condiciones nativas o
desnaturalizantes se puede realizar mediante cromatografia de afinidad de iones

metalicos inmovilizados.
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3.5.1 Cromatografia de afinidad

Es un tipo de cromatografia que utiliza la afinidad especifica entre el compuesto de
estudio a aislar y una molécula denominada ligando, la cual est4 unida a una fase

estacionaria.

La separacion del compuesto de estudio supone una adsorcion selectiva de este en
la fase estacionaria y la posterior desorcion. Para que este proceso se lleve a cabo
primeramente se fijan los ligandos en una fase estacionaria, compuesta por una
matriz solida. Posteriormente, se adiciona una fase movil, que es una disolucién
tampon, en la cual se encuentra el compuesto de estudio, este ultimo se une al
ligando y es retenido, a continuacion se adicionan otros tampones para la
eliminacién de otros compuestos y contaminantes presentes en el compuesto de
estudio, que no han sido retenidos, finalmente se procede a la elucion del
compuesto de estudio, para lo cual se modifican caracteristicas de la fase movil de
modo la unién con el ligando ya no tenga lugar.*®%* En la figura 5 se muestra un
esquema que ejemplifica el proceso de purificacion mediante cromatografia de

afinidad.
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Figura 5. Proceso de cromatografia de afinidad. Figura modificada, tomada de Du M. et al.

7).

En la IMAC el ligando empleado es un metal que tiene afinidad con la etiqueta. La

afinidad diferencial de proteinas por los iones metalicos inmovilizados deriva de los

enlaces coordinados formados entre los iones metélicos implicados y los grupos

donadores de electrones presentes en algunos residuos de aminoéacidos (His, Cys,

Trpy Arg).*
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4. Planteamiento del problemay pregunta de investigacién

E. coli enterotoxigénica es el agente etiologico de la diarrea infantil, asi mismo es la
causa mas importante de la diarrea del viajero provocando alrededor de 220
millones de episodios de diarrea en todo el mundo.'® Debido a que las infecciones
se presentan principalmente en paises en vias de desarrollo, donde existen
condiciones de saneamiento inadecuadas asi como escasez de recursos, la
disminucion de los casos deberd enfocarse principalmente en el desarrollo de
meétodos de prevencion basados en el desarrollo de vacunas dirigidas a las

estructuras que le confieren la capacidad de adherirse a las células intestinales.

5. Hipotesis

La estandarizacion de un protocolo, utilizando tecnologia de DNA recombinante

permitira obtener y purificar la proteina recombinante CstH de ETEC.

6. Objetivo

6.1 Objetivo general

= Expresar y purificar la proteina recombinante CstH

6.2 Objetivos particulares
= Estandarizar un protocolo para la obtencion y purificacion de la proteina
recombinante CstH.
= Verificar la presencia de la proteina recombinante mediante SDS-PAGE y

Western-Blot.
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7. Material y métodos

7.1 Material
e Membrana de didlisis
e Micropipeta de 1000, 100y 10 pL
e Tubos Amicon Ultra-4
e Tubos Eppendorfde 1.5y 0.2 mLy

e Tubos Falcon de 50 y 30 mL

Material biolégico
Anticuerpos:
e Ms mAbD to 6x His tag

e Goat pAb to Ms IgG (HRP)

Cepas:
e ETEC E9034A
e BL21(DE3)

e BL21 cstH#™ + pLATE31

7.2 Reactivos
e Acrilamida/ Bis-acrilamida 37.5:1
e Agarosa
e Agua libre de nucleasas
e Ampicilina
e Azul de Bromofenol

e Azul de Coomassie
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Bifosfato de sodio

Caldo LB

Cloruro de sodio

Dodecilsulfato sodico

Etanol

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Glicerina

Glicina

Glucégeno

Immobilon Western chemiluminescent HRP substrate
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)
Kit de clonacién y expresion LIC aLlCator
Marcador de PM precision plus protein standards
Marcador de PM, 100 kb

Medio LB

Metanol

Ni-NTA Agarose

PCR Master Mix 2x

Persulfato de amonio

Rojo de Ponceau

TAE buffer

Tetrametiletilendiamina (TEMED)

Tris base



e Tris-HCI
e Tween 20
e Urea

e 2-D Quant kit

2-mercaptoetanol

7.3 Equipos
e Agitador
e Balanza analitica
e Céamara de electroforesis horizontal
e Céamara de electroforesis vertical
e Céamara de transferencia
e Centrifuga
e Foto documentador
e Fuente de poder
e Electroporador
e Espectrofotbmetro
e Espectrofotdmetros de microvolumen NanoDrop
e Incubadora
e Microcentrifuga
e Potenciometro
e Sonicador
e Termociclador

e Transiluminador
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7.4 Metodologia

1) Amplificacién del gen cstH

Mediante PCR se amplifico el gen cstH a partir de la cepa ETEC E9034A, la
amplificacion del gen se realiz6 empleando PCR Master Mix (Promega, USA), agua
libre de nucleasas (Promega, USA) y los iniciadores CstH reverse y CstH forward
recombinante, la reaccion se llevo a cabo en un termociclador modelo T100 (Bio-
Rad, USA). Ver anexo 1. Condiciones de PCR. Posteriormente, se tomaron 10 pL
del producto de PCR, se cargaron y corrieron en un gel de agarosa al 1% para

verificar la amplificacion del gen.

Para la preparacion del gel de agarosa al 1% se disolvié 0.3 g de agarosa (Promega,

ESP) en 30 mL de TAE buffer (Promega, USA) y se dej6 solidificar.

2) Purificacion del producto de PCR con glucogeno

En un tubo Eppendorf se coloco el producto de PCR, a este se le adiciono:1 pL de
NaCl 2M (Reproquifin, México), 1 uL de glucégeno 20 mg/mL (Thermo Scientific,
USA) y 2.5 volumenes de etanol al 70% (Protec, México). Se agito el tubo y se
incub6 por 30 minutos a -70°C. Una vez terminada la incubacién se centrifugo el
tubo por 10 minutos a 4000 xg, se desechd el sobrenadante y el precipitado se
resuspendi6 con 25 pL etanol al 70% frio, a continuacion, se centrifugé nuevamente
por 5 minutos a 4000 xg y se deseché el sobrenadante. Finalmente se dejo secar el

precipitado a temperatura ambiente y se hidrato en 10 yL de agua inyectable.
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3) Ajuste de la concentracién del producto de PCR

Para la reaccion de clonacion se ajusto la concentracion del producto de PCR a 60

ng/pL.

4) Preparacién de bacterias electrocompetentes de la cepa BL21(DE3)

Se tom6 una colonia de la cepa BL21(DE3) y se inoculo en 3 mL de caldo LB (Merck
Alemania), el cultivo se incubo toda la noche a 37°C. Posteriormente, se realiz6 un
subcultivo, para el cual se inocularon 30 mL de caldo LB con 300 pL del cultivo de
toda la noche y se incubo a 37°C hasta alcanzar una DOsoo nm de 0.6. El cultivo se
incubo en hielo por 20 minutos y a continuacion se realizaron 4 lavados con agua
estéril fria, al realizar el dltimo lavado, se desechd el sobrenadante y el precipitado

se resuspendio en 200 pL de agua inyectable.

5) Clonacidn del vector pLATE 31

a) En un tubo Eppendorf se adicionaron: 2uL de 5x LIC Buffer (Thermo Scientific,
USA), 1 uL del producto de PCR (60 ng/uL), 7 uL de agua (Thermo Scientific, USA)
y 1 uL de T4 DNA polimerasa (Thermo Scientific, USA), se agito por 3-5 segundos
y se incubo por 5 minutos. Después, se adicionaron 0.6 pL de EDTA 0.5 M (Thermo
Scientific, USA) y 1 pL del vector pLATE 31 (Thermo Scientific, USA), se agitd por

3-5 segundos y se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente.

6) Purificacion del vector con glucégeno

En un tubo Eppendorf se coloco el vector clonado y a este se le adicionaron:1 L

de NaCl 2M (Reproquifin, México), 1 uL de glucégeno 20 mg/mL (Thermo Scientific,
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USA) y 2.5 volumenes de etanol al 70% (Protec, México). Se agito el tubo y se
incubo por 30 minutos a -70°C. Una vez terminada la incubacién se centrifugo el
tubo por 10 minutos a 4000 xg, se desechd el sobrenadante y el precipitado se
resuspendi6 con 25 pL etanol al 70% frio, a continuacién, se centrifugé nuevamente
por 5 minutos a 4000 xg y se desecho el sobrenadante. Finalmente, el precipitado

se secO a temperatura ambiente y se hidrato en 10 pL de agua inyectable.

7) Electroporacion de células

a) En un tubo Eppendorf se adicionaron 5 pL del vector clonado y 100 uL del cultivo
de E. coli BL21(DE3), se incubo en hielo por 5 minutos, y se electroporo a un voltaje
de 1600 V. A continuacion, se adicionaron 900 pL de caldo LB (Merck Alemania),
se mezclo y se paso el contenido a otro tubo Eppendorf, se incubo por 3 horas a
37°C y posteriormente se sembrd en una placa de agar LB (Merck Alemania) que
contenia ampicilina 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, USA) y se incubo a 37°C por 24

horas.

8) Verificacion del gen cstH transformante

Las colonias que crecieron en la placa de agar LB con ampicilina 100 pg/mL, se
utilizaron para realizar una PCR, para lo cual se tomo con el asa una colonia y se
resuspendié en la reaccion de PCR, este proceso se realiz6 para al menos 10
colonias. La reaccion de PCR se llevdo a cabo empleando PCR Master Mix
(Promega, USA), agua libre de nucleasas (Promega, USA) y los iniciadores CstH
reverse y CstH forward recombinante, en un termociclador modelo T100 (Bio-Rad,

USA). Ver anexo 1. Condiciones de PCR. Posteriormente, se tomaron 10 pL del
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producto de PCR, y se cargaron y corrieron un gel de agarosa al 1% para verificar
la amplificacion del gen transformante. Una vez verificada la presencia del gen se

sembro la cepa transformada en agar LB + ampicilina (100 pg/mL).

Para la preparacion del gel de agarosa al 1% se disolvi6 0.3 g de agarosa (Promega,

ESP) en 30 mL de TAE buffer (Promega, USA) y se dejo solidificar.

9) Induccién

Se tom6 una colonia de la cepa transformada y se inocul6 en 10 mL caldo LB (Merck
Alemania) + ampicilina 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, USA) y se incubo toda la noche
a 37°C. Posteriormente, se realizo un subcultivo en caldo LB + ampicilina 100 pg/mL
precalentado, para el cual se inocularon 50 mL de medio con 2.5 mL del cultivo de
toda la noche y se incubo a 37°C en agitacion hasta alcanzar una DOsoo nm de 0.6.
Se tomo6 una alicuota de 1 mL del subcultivo (control no inducido), y al resto del
cultivo se le adiciono IPTG (Goldbio, St. Louis, USA) a una concentracion final de
1mM y se incubo durante 6 horas, al terminar la induccién se tomo6 una segunda
muestra de 1 mL (control inducido), y el resto del cultivo se sedimento por
centrifugacion por 20 minutos a 4000 xg y el precipitado se almacend a -20°C. Los
controles inducido y no inducido se centrifugaron por 10 minutos a 4000 xg, se

elimind el sobrenadante y se almacenaron a -20°C.

10) Extraccién de proteinas por sonicacién

Se descongel6 el precipitado en hielo y se resuspendié en 20 mL de tampén de lisis
A (ver el anexo 2. Reactivos), el cual se sometié a ultrasonido por 20 minutos en
ciclos de 30 x 30 segundos a una amplitud de 70. Posteriormente, se centrifugo el
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lisado a 10000 xg a 4°C por 20 minutos, se decantd el sobrenadante (fraccion
soluble) y el precipitado se resuspendiéo en 5 mL de tampdn de lisis A (fraccion

insoluble).

11) SDS-PAGE para el ensayo de solubilidad

Se adicionaron 10 pL de tampon de muestra (ver el anexo 2. Reactivos) a 50 L del
control inducido, el control no inducido, la fraccion soluble y la fraccion insoluble,
respectivamente; las muestras se colocaron en bafio Maria a 95°C durante 5
minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se prepararon
2 geles de poliacrilamida al 15% en los cuales se cargaron y corrieron las muestras.
Ver anexo 3. Elaboraciéon de geles para SDS-PAGE. Uno de los geles se tifidé con
azul de azul de Coomassie (Amresco, EUA) y el otro se almaceno en refrigeracion

para Western blot.

12) Western-Blot para el ensayo de solubilidad

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se sometieron a electrotransferencia en
una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Alemania) la membrana se tifié con rojo
de Ponceau (Fluka, USA) durante 15 minutos para comprobar la transferencia de
las proteinas, después se lavé la membrana con agua hasta eliminar todo el
colorante, posteriormente, se bloqueé con una solucion de leche al 5% en TBS-
Tween 20 (Amresco, Ohio, USA) (ver el anexo 2. Reactivos) durante 45 minutos, se
lavo por 30 minutos en TBS-Tween 20, se incubo con el anticuerpo de ratdén anti 6x
His Tag (Abcam, USA) en una dilucién 1:10,000 durante 45 minutos, se lavo por 30

minutos en TBS-Tween 20, se incubo con un anticuerpo de cabra anti ratdon
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conjugado con peroxidasa de rabano (Abcam, USA) en una dilucién 1:10,000
durante 45 minutos, se lavo por 30 minutos en TBS-Tween 20 y finalmente se
desarrollaron con sustrato de reactivo de deteccién de anticuerpos Immobilon

Western chemiluminescent HRP substrate (Millipore, USA).

13) Induccién para purificacion

Se tomé una colonia de la cepa transformada y se inoculé en 20 mL caldo LB
(Merck, Alemania) + ampicilina 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, USA) y se incubo toda la
noche. Posteriormente se realizé un subcultivo en 1 L caldo LB + ampicilina 100
pMg/mL precalentado, en una dilucién 1:50, se incubo a 37°C hasta alcanzar una
DOsoo nm de 0.6. Se adiciono IPTG (Goldbio, St. Louis, USA) a una concentracion
final de 1mM y se incubo durante 6 horas, al terminar la induccion el cultivo se
sedimento por centrifugacion por 20 minutos a 4000 xg rpm y el precipitado se

almacenod a -20°C.

14) Purificacidbn mediante condiciones desnaturalizantes

Se descongelo el precipitado en hielo, se resuspendi6 en 40 mL de tampdn de lisis
B (ver el anexo 2. Reactivos) y se mezclé por 120 minutos a temperatura ambiente
evitando la formacion de espuma. Posteriormente, se centrifugo durante 20 minutos
a 10000 xg y se almaceno el sobrenadante (lisado aclarado) en refrigeracion. Se
adiciono 1 mL de niquel-acido nitrilotriacético-agarosa (Ni-NTA) (Qiagen, Alemania)
a 5 mL de lisado y se mezcl6 por 60 minutos en hielo, después se cargo la mezcla
lisado-resina en una columna cromatogréafica y se recolectd el flujo continuo, a
continuacion, se lavo 2 veces la columna con 4 mL de tampon C, se almacenaron
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las fracciones de lavado, se eluyo la proteina 4 veces con 1 mL de tampoén D,
seguido de 4 veces con 1 mL de tampdn E y se almacenaron las fracciones de

elucion.

15) SDS-PAGE para fracciones obtenidas de la purificacion

Se realizo SDS-PAGE para las fracciones obtenidas durante el proceso de

purificacion de la proteina.

16) Western-Blot para para fracciones obtenidas de la purificacién

Se realizo Western blot para las fracciones obtenidas durante el proceso de

purificacion de la proteina.

17) Didlisis de la proteina

Se utilizaron 10 cm de una membrana de celulosa para dialisis (Sigma Aldrich,
Alemania), la cual se hidrato durante 5 minutos en agua, después la membrana se
amarro por un extremo con hilo y dentro de la membrana se colocé la proteina,
luego se amarro la membrana por el otro extremo y se coloc6 dentro de un vaso de
precipitados, al vaso se adiciono el tampdnl (ver el anexo 2.Reactivos) y se incubo
en agitacion con la membrana durante 4 horas, posteriormente se retiré el tampon
1 y se adiciono el tampon 2, se incubo durante 4 horas, se retir6 el tampdn 2 y se
adiciono el tampdn 3, se incubo durante 4 horas, se retiré el tampén 3y se adiciono
el tampon 4 y se incubo durante 4 horas. El proceso de didlisis se llevo a cabo en

refrigeracion.
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18) Cuantificaciéon de la proteina

Se determiné la concentracion de las proteinas empleando el kit 2-D quant (GE

Healthcare, USA).

19) Concentracion de la proteina

Se colocé la proteina en tubos Amicon Ultra-4 (Millipore, Alemania) y se centrifugo

a 4000 rpm por 20 minutos, después se recolecto la proteina y se almaceno a -20°C.

20) Cuantificacion de la proteina concentrada

Se determino la concentracion de las proteinas concentradas empleando el kit 2-D

guant (GE Healthcare, USA).
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8. Resultados

8.1 Verificacion del gen cstH transformante

La verificacion de la transformacion de la cepa E. coli BL21(DE3) con el gen cstH,
se realizé por PCR, tomando 3 colonias al azar empleadas como DNA en la reaccién
de PCR. Los productos obtenidos se evaluaron mediante electroforesis, en un gel
de agarosa al 1%, obteniendo bandas de 700 pb que corresponden al gen cstH

(Figura 6).

Carriles:

1) Marcador

Control negativo

Control positivo (cepa ES034A)
Gen ¢stH transformado

Gen cstH transformado

Gen cstH transformado

T O = W N
e e e S ot

CstH,
700 pb

Figura 6. Verificacién del gen cstH transformante. Gel de agarosa al 1%, en el cual se observa
en el carril 1 el marcador de peso de 1kb (GBIO, USA), en el carril 2 el producto de la reaccion de
PCR sin DNA como control negativo, en el carril 3 la cepa E9034A, empleada como control positivo
y en los carriles 4, 5y 6 el producto de la reaccién de PCR de las 3 colonias tomadas para verificar
la transformacién del gen, en estas bandas se observo el amplificado de 700 pb correspondientes al

gen cstH.
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8.2 Identificacion de la proteina CstH en el ensayo de solubilidad

Mediante el ensayo de solubilidad se evalué en que fraccion (soluble o insoluble) se
encontraba la proteina CstH, lo cual permitio establecer un esquema de purificacién
en condiciones nativas o desnaturalizantes. El ensayo de solubilidad se realizé en
un gel de poliacrilamida, en el cual se observé una banda de 14kDa en la fraccién

insoluble, correspondiente a la proteina CstH (Figura 7).

1 2 3 4 5
™ Carriles:
19(5)::m 1) Marcador
! 2) Control no inducido (-)
50-—= 3 3) Control inducido (+)
37 —> 4) Fraccion soluble

5) Fraccion insoluble
25 —*

20, -

me—— CstH,
15 14 kDa

10 — > w—

Figura 7. Ensayo de solubilidad de la proteina CstH. Gel de poliacrilamida visualizado mediante
tincién con azul de Coomassie. En él se observa en el carril 1 el marcador de peso de 250 kDa
precision plus protein standards (Bio-Rad, EE. UU.), en el carril 2 el control no inducido, en el carril
3 el control inducido, en el carril 4 la fraccién soluble y en el carril 5 la fraccidn insoluble, en la cual

se observa una banda de 14 kDa correspondiente a la proteina CstH.
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8.3 Deteccion de la proteina CstH por Western-Blot del ensayo de solubilidad

Con el WB del ensayo de solubilidad se verifico que la banda observada en el gel
de poliacrilamida de la Figura 7 correspondia realmente a la proteina CstH. Se

observo nuevamente una banda en la fraccion insoluble (Figura 8).

Carriles:
Y Marcador

i Control no inducido
i Control inducido

} Fraccion soluble

iy Fraccion insoluble

(o Gl g =

CsiH
14 kDa

Figura 8. Western-Blot del ensayo de solubilidad de la proteina CstH. Membrana de
nitrocelulosa visualizada con Immobilon Western chemiluminescent HRP substrate. En la membrana
se encuentra en el carril 1 el marcador de peso de 250 kDa precisién plus protein standards, en el
carril 2 el control no inducido, en el carril 3 el control inducido, en el carril 4 la fraccion soluble y en

el carril 5 la fraccion insoluble, en la cual se observa una banda correspondiente a la proteina CstH.
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8.4 Identificacion de la proteina CstH en su proceso de purificacion

Mediante un gel de poliacrilamida se evaluaron las fracciones obtenidas del proceso
de purificacion de la proteina CstH. Se observo, de acuerdo con las bandas

obtenidas, que la proteina fue eluida en el buffer de elucion 2 (Figura 9).

Carriles:

1) Marcador

2) Control negativo
3) Control positivo
4) Lisado + Ni-NTA
5) C1

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14

CstH 11) D1
14 kDa 12)D2

*C1-2: buffer de lavado
*E1-4: buffer de elucion 1
*D1-D4: buffer de elucion 2

Figura 9. Purificacién de la proteina CstH. Gel de poliacrilamida visualizado mediante tincion con
azul de coomassie (Amresco, EUA). En él se observa en el carril 1 el marcador de peso de 250 kDa
precisién plus protein standards, en el carril 2 el control no inducido como control negativo, en el
carril 3 el control inducido como control positivo, en el carril 4 la fraccion del lisado + Ni-NTA, en los
carriles 5y 6 las fracciones de lavado, en los carriles 7 al 10 las fracciones del buffer de elucion 1y
en los carriles 11 al 14 las fracciones del buffer de elucién 2, en las cuales se observa mejor las

bandas de 14 kDa correspondientes a la proteina CstH.
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8.5 Deteccion de la proteina CstH mediante Western-Blot del proceso de
purificacion
El WB del proceso de purificacion permitio detectar en que fracciones se encuentran

la proteina CstH en mayor cantidad, suficiente para ser detectada mediante esta

técnica como se observa en la figura 10.

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12

Cariles:

1) Marcador

2) Lisado + Ni-NTA
3) C1

4) C2

5) E1

- 11 D3
CstH 4
14 kDa 12) D4

Figura 10. Western-Blot de la purificacién de la proteina CstH. Membrana de nitrocelulosa
visualizada con Immobilon Western chemiluminescent HRP substrate. En la membrana se encuentra
en el carril 1 el marcador de peso de 250 kDa precisidn plus protein standards, en el carril 2 la fraccion
del lisado + Ni-NTA, en los carriles 3y 4 las fracciones de lavado, en los carriles 5 al 8 las fracciones
del buffer de elucion 1y en los carriles 9 al 12 las fracciones del buffer de elucién 2, en las cuales se

observan bandas a correspondientes a la proteina CstH.
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8.6 Proteina CstH purificada

La purificacion de la proteina CstH se comprobé realizando un gel de poliacrilamida

en el cual solo se detect6 una banda de 14 kDa correspondiente a la proteina CstH

(Figura 11).
1
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Carriles:

1) Marcador

2) Control negativo
3) Control positivo
4) Proteina purificada

Figura 11. Proteina CstH purificada. Gel de poliacrilamida visualizado mediante tincién con azul

de coomassie. En él se observa en el carril 1 el marcador de peso de 250 kDa precision plus protein

standards, en el carril 2 el control no inducido como control negativo, en el carril 3 el control inducido

como control positivo y en el carril 4 la proteina CstH purificada.
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8.7 Cuantificacion de la proteina CstH

Se realizaron 3 inducciones de la proteina, en la tabla 2 puede observarse la
concentracion obtenida de cada induccion, la concentracién que se obtuvo en la
primera induccion fue mucho menor comparada con la segunda y con la tercera
induccidn, lo cual se asoci6 a las condiciones bajo las cuales se realiz6 la induccion.

Por otro lado, con respecto a la segunda y tercera induccion se observd que se

obtiene aproximadamente 5 mg de proteina por cada induccién.

Muestra Volumen (mL) Concentracion (u[1)
Primera induccion

1 3 733.8

2 3 329.4

3 3 276.6
Segunda induccién

4 4 582.4

5 55 2479.4

6 7 2213.4
Tercera induccion

7 4 777.6

8 4.5 1644.3

9 9 3659.4

Tabla 2. Cuantificaciéon de la proteina CstH, obtenida en la primera, segunda y tercera induccion
mediante el kit 2-D quant (GE Healthcare, USA). Mediante el kit se construye una curva estandar a
partir de la cual se determina la concentracion de la proteina, los datos de la curva estandar y las

muestras pueden verse en el anexo 4.
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8.8 Cuantificacion de la proteina CstH concentrada

La proteina obtenida de las 3 inducciones se concentrd para obtener una mayor

concentracion de proteina en menor volumen, como se puede observar en la tabla

3.
Muestra Volumen (mL) Concentracion

(u)

1 1 735

2 1 512

3 15 823.5

4 15 1080

5 15 1294.5

6 15 4378.5

7 15 1167

Tabla 3. Cuantificacién de la proteina CstH concentrada mediante el kit 2-D quant (GE Healthcare,
USA). Mediante el kit se construye una curva estandar a partir de la cual se determina la
concentracion de la proteina, los datos de la curva estandar y las muestras para la proteina

concentrada pueden verse en el anexo 5.
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9. Discusién

ETEC es la causa mas frecuente de diarrea en los paises en vias de desarrollo, es
capaz de producir diarrea de leve a grave en lactantes, diarrea del viajero y brotes
de diarrea en cuneros.* La colonizacion de la mucosa del intestino delgado depende
de antigenos especificos del factor de colonizacion (CFA) y de antigenos de
superficie (CS); siendo CS3 uno de los antigenos fimbriales mas prevalentes que

se encuentran en aislados clinicos. 42

Las fimbrias median el primer paso en la patogénesis de la diarrea, y considerando
su potencial antigénico, pueden ser valiosas en el desarrollo de blancos
terapéuticos.*? Sin embargo, antes de considerar a una fimbria para el desarrollo de
blancos terapéuticos es importante conocer como participa dicha fimbria en la
adhesion de ETEC, para lo cual como primer paso se puede producir la principal

subunidad de la fimbria y posteriormente estudiarla en un modelo animal.

El presente escrito se enfoco en el proceso de expresion y purificacion de la proteina
recombinante CstH, el proceso de expresion siguio el procedimiento descrito en el
articulo de Tucci P. et. al (27) en el cual se determina el gel de interés, asi como un
vector y hospedero adecuado, luego el gen se clona con un vector para construir un
vector de expresion recombinante, el cual posteriormente se transforma en células
hospederas para cultivo, cuando se alcanza un DO oOptima de 0.5 a 0.7 se adiciona
un inductor para estimular la expresion de la proteina y finalmente se procede a su

purificacion.?’
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Se empleo el vector de expresion pLATE 31, este tipo de vectores estan disefiados
para obtener un alto nivel de expresion de proteinas con una expresién basal
minima, empleando elementos del bacteri6fago T7 para controlar la expresion de
genes, en particular la serie pLATE 31 se caracteriza por presentar una etiqueta de
histidina en el extremo C-terminal.*®> Mientras que el hospedero empleado fue la
cepa BL21(DE3) la cual se emplea para la expresion de genes clonados en vectores
que contienen el promotor del fago T7.2” Bajo estas mismas condiciones Luna-
Pineda V. y colaboradores (44) clonaron y expresaron las proteinas FimH, CsgA,
PapG, FC y FCP de Escherichia coli uropatdégenica,* asi mismo Saldafia S. et al.
(45) clonaron los genes IngB e Ing provenientes de ETEC en el plasmido pLATE31
y el plasmido de expresion recombinante pLATE31-IngB y pLATE31-IngC se

transformaron en E. coli BL21 (DE3).4°

El esquema de purificacion se planted con base a lo descrito en Tucci P. et. al (27);
se debe realizar un pretratamiento antes de la purificacion, seguido de un

fraccionamiento aproximado y finalmente un fraccionamiento fino.?’

El pretratamiento tiene como objetivo la liberacion de las proteinas recombinantes
de la célula, pueden utilizarse diferentes métodos dependiendo de la estructura de
la proteina, para CstH se siguio el protocolo descrito en el manual de expresion QIA
de Qiagen?, en el cual se emplea la sonicacién, no obstante, los ciclos de
ultrasonido se determinaron empiricamente, asi mismo dicho protocolo indica la
adicion de lisozima para descomponer la pared celular bacteriana. Sin embargo, se
observaron los mismos resultados al adicionar o no la enzima, segun lo observado

mediante analisis SDS-PAGE (figura 7).
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Una vez realizado el pretratamiento los extractos de proteinas contienen diferentes
impurezas: restos celulares, agregados, acidos nucleicos, lipidos y polisacaridos?,
por lo que fue necesario separar las proteinas diana de las impurezas, lo cual se
conoce como fraccionamiento aproximado.?’ En este fraccionamiento se utilizé la
centrifugacion para CstH, tomando como base lo descrito en el manual de expresion

QIA de Qiagen“, para sedimentar los restos celulares.

Finalmente, en el fraccionamiento fino se separaron las proteinas diana de otras
proteinas provenientes de la célula hospedera, para lo cual se utilizé la etiqueta de

afinidad de histidina para purificar la proteina CstH mediante IMAC.

Las condiciones de purificacién (nativas o desnaturalizantes) se determinaron a
partir del ensayo de solubilidad, el cual también depende de la ubicacion de la
proteina. Mediante lo observado en el gel SDS-PAGE en la figura 7 y el Western
blot de la figura 8 se identificd a la proteina CstH en la fraccion insoluble, por lo que
la purificacion se realizé en condiciones desnaturalizantes. Bajo estas condiciones
se pueden obtener altos niveles de expresion de proteina recombinante que pueden
conducir a la formacion se cuerpos de inclusidbn, no obstante, al utilizar
desnaturalizantes como la urea se solubilizaron completamente los cuerpos de

inclusion.40

Mediante la purificacion en condiciones desnaturalizantes se obtuvieron buenos
resultados, lo cual puede observarse en la figura 9 y 10, en las cuales se detecta la
proteina en el buffer de elucidén 2, en el cual se eluyen las proteinas debido a una
disminucién del pH, lo cual corrobora lo descrito en Luna-Pineda V. y colaboradores

(44) quienes purificaron las proteinas FimH, CsgA, PapG, FC y FCP bajo condiones
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desnaturalizantes y posteriormente replegaron las proteinas mediante dialisis

utilizando un gradiente de urea de 7 a 1 M, sin complicaciones.

Con respecto a los parametros en las condiciones de cultivo como son la
composicion del medio, la densidad celular, la concentracion del inductor, el tiempo
y la temperatura de induccion, asi como el uso de inhibidores de proteasas pueden
afectar el nivel de expresion de las proteinas. Lo cual puede verse en la Tabla 2, en
la que se observa que la cantidad obtenida de proteina en la primera induccion fue
menor a la de las otras inducciones, lo cual probablemente se deba a que el lisado
aclarado obtenido de la primera induccion se almacenado por una semana sin
ningun inhibidor antes de purificarse, mientras que en la segunda y tercera induccion
se adiciono fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), que es un inhibidor de proteasas,

y la purificacion se realizé inmediatamente después de haber obtenido el lisado.

10. Conclusiones

Mediante de la tecnologia de DNA recombinante, asi como la aplicacion de técnicas
de biologia molecular y protedémica, se estandarizo un protocolo para la expresiony
purificacion la proteina CstH. Dentro las técnicas empleadas se utilizaron SDS-
PAGE y Werstern-blot para verificar la presencia de la proteina a lo largo de su
esquema de expresion y purificacion, como puede observase en los resultados
obtenidos. En el ensayo de solubilidad se identificé la proteina en la fraccion
insoluble, lo que llevo a purificar la proteina en condiciones desnaturalizantes,
posteriormente en la purificacion se detectd la proteina en el eluyente 2, a partir del
cual se cuantifico y concentro la proteina, obteniendo aproximadamente 5 mg de

proteina por cada induccién.
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Este estudio demuestra la eficacia de la tecnologia del DNA recombinante en la

produccién de proteinas recombinantes, al proporcionar informacién crucial para

optimizar los procesos de purificacion y obtencién de proteinas en cantidades utiles

gue pueden ser utilidad para futuras investigaciones y aplicaciones biomédicas.
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12. Anexos

12.1. Anexo 1. Condiciones de PCR

e Secuencia de iniciadores (Integrated DNA Technologies, México)

CstH reverse recombinante CstH forward recombinante

5-GTG GTG GTG ATG GTG ATG GCC | 5'-AGA AGG AGA TAT AAC TAT GTT

TTT AAT TGT CGA AGT AAT TGT TAT | AAAAAT AAAATACTT ATT AAT AGG

ATT TGC-3° TCT TTC ACT GTC AGC TAT-3

Tabla 4. Secuencia de iniciadores para la amplificacion del gen cstH.

e Condiciones de ciclo térmico

Paso Temperatura (°C) | Tiempo (min) Numero de ciclos
Desnaturalizacion
95 3 1
inicial
Desnaturalizacion 95 1
Anillado 64 1 35
Extensiéon 72 1
Extension final 72 5 1

Tabla 5. Condiciones empleadas para la amplificacion del gen cstH.
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12.2. Anexo 2. Reactivos

65

IPTG (1 M): 238mg en 1 mL de agua

Persulfato de amonio al 10%: 1 g en 10 mL

SDS al 10%: 10 g en 100 mL

Solucién 1.5 M tris-HCI (100 mL):18.5 g de tris base en 100 mL de agua.

Ajustar a pH 8.8

Solucion 0.5 M tris-HCI (100 mL): 6 g de tris base en 100 mL de agua. Ajustar

apH®6.8

Tampén 1 (1L): NaH,PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g), urea 6 M

(360.4 g) en 1L de agua.

Tampén 2 (1L): NaH,PO4 100 Mm (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g), urea 4 M

(240.2g) en 1 L de agua.

Tampén 3 (1L): NaH,PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g), urea 2 M

(120.1g) en 1L de agua.

Tampon 4(1L): NaH2PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2g) en 1 L de

agua.

Tampoén C (1L): NaH2PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g), urea 8M

(480.5 g) en 1L de agua. Ajustar a pH 6.3
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Tampén D (1L): NaH2PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g), urea 8M

(480.5g) en 1 L de agua. Ajustar a pH 5.9

Tampédn de corrida 1x (1L): 3 g de tris base, 1.44 g de glicina, 1 g de SDS en

1 L de agua. Ajustar a pH 8.3

Tampon de lisis A (1L): NaH2PO4 50mM (6.9 g), NaCl 300 mM (17.54 g),

imidazol 10 mM (0.68 g) en 1L de agua. Ajustar a pH 8

Tampon de lisis B (1L): NaH2PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g),

urea 8M (480.5) en 1L de agua. Ajustar a pH 8

Tampon de muestra 4X (1L): 0.6 mL de tris-HCI 1.5M, 0.8 mL de glicerol, 1.6
mL de SDS10%, 0.4 mL de azul de bromofenol 0.05 %, 0.4 mL de (-

mercaptoetanol y 4.2 mL de agua. Ajustar a pH 6.8

Tampon de transferencia (1L): 3.03 g de tris-base, 14.4 g de glicina, 200 mL

de metanol, 0.5 g de SDS en 1L de agua. Ajustar a pH 8.3

Tampoén E (1L): NaH2PO4 100 mM (13.8 g), Tris-HCI 10 mM (1.2 g), urea 8M

(480.5 g) en 1L de agua. Ajustar a pH 4.5

TBS (1L): 2.42 g de tris-HCI, 8 g de NaCl en 1L de agua. Ajustar a pH 7.6

TBS-Tween 20 (0.05%): 1 mL de Tween 20 en 1000 mL de TBS



12.3. Anexo 3. Elaboracion de geles para SDS-PAGE

Reactivo Gel de corrida (15%) Gel concentrador (4%)
Agua 2.34 mL 3.05 mL
Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) 2.50 mL -
Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8) - 1.25mL
SDS 10% 0.1 mL 0.05 mL
30% Acrilamida-Bis 5 mL 0.650 mL
TEMED 0.01 mL 0.01 mL
Persulfato de amonio
0.05 mL 0.025 mL
10%

Tabla 6. Reactivos empleados para la preparacion del gel concentrador y gel de corrida

12.4. Anexo 4. Cuantificacion de la proteina CstH

— Primerainduccion

Tubos |[Concentracion (ug) | Absorbancia
1 0 30.7
2 10 25.6
3 20 22.3
4 30 18.6
5 40 154
6 50 13.7

Tabla 7. Datos para la construccién de la curva estandar utilizando la solucién estandar BSA 2

mg/mL del kit 2-D quant para la primera induccion.
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y = -0.3409x + 29.571

Curva estandar
R2 = 0.9806

35

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60

Concentracién

Figura 12. Curva estandar obtenida utilizando la solucién estandar BSA 2 mg/mL del kit 2-D quant

empleada para calcular la concentracion de la proteina CstH obtenida de la primera induccion.

Una vez construida la curva estandar se midio la absorbancia de las muestras para
determinar su concentracion, la concentracion obtenida fue para un volumen de 50
ML los cuales se emplearon a para la reaccion del kit 2-D quant, posteriormente se

hizo la relacion para determinar la concentracion en el volumen total de muestra que

se tenia.
Concentracion en Concentracion
Muestra Absorbancia 50 pL final
1 25.4 12.23 ug 733.8 pgen 3 mL
2 27.7 5.49 ug 329.4 ug en 3 mL
3 28 4.61 pg 276.6 ug en 3 mL

Tabla 8. Concentracién obtenida de acuerdo con la curva estandar de la figura 12, de las muestras

1, 2 y 3 de la proteina CstH obtenidas de la primera induccion.
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— Segunda induccién

Tubos |Concentracion (ug) |Absorbancia
1 0 35.4
2 10 27.3
3 20 23.8
4 30 20.4
5 40 18
6 50 14.6

Tabla 9. Datos para la construccién de la curva estandar utilizando la solucién estandar BSA 2

mg/mL del kit 2-D quant para la segunda induccion.

Curva estandar

Absorbancia

30 40

Concentracion

10 20

Figura 13. Curva estandar obtenida utilizando la solucién estdndar BSA 2 mg/mL del kit 2-D quant

y =-0.3866x + 32.914
R?=0.9515

50 60

empleada para calcular la concentracién de la proteina CstH obtenida de la segunda induccién.

Concentracion en | Concentracion final
Muestra Absorbancia 50 L
4 30.1 7.28 ug 582.4 ygen 4 mL
5 24.2 22.54 ug 2479.4 pg en 5.5 mL
6 26.8 15.81 ug 2213.4 pgen 7 mL

Tabla 10. Concentracién obtenida de acuerdo con la curva estandar de la figura 13, de las muestras

4,5y 6 de la proteina CstH obtenidas de la segunda induccion.
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— Tercera inducciéon

Tubos |Concentracion (ug) |Absorbancia
1 0 30
2 10 24.8
3 20 21.4
4 30 17.9
5 40 14.9
6 50 12.9

Tabla 11. Datos para la construccién de la curva estandar utilizando la solucion estandar BSA 2

mg/mL del kit 2-D quant para la tercera induccion.

Curva Estandar y = -0.3391x + 28.795
R%=0.9808

35

Absorbancia
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Concentracién

Figura 14. Curva estandar obtenida utilizando la solucién estdndar BSA 2 mg/mL del kit 2-D quant

empleada para calcular la concentracién de la proteina CstH obtenida de la tercera induccion.

Concentracion en | Concentracion final
Muestra | Absorbancia 50 L
M7 25.5 9.72 ug 777.6 pg en 4 mL
M8 22.6 18.27 ug 1644.3 pg en 4.5 mL
M9 21.9 20.33 ug 3659.4 ug en 9 mL

Tabla 12. Concentracién obtenida de acuerdo con la curva estandar de la figura 14, de las muestras

7, 8y 9 de la proteina CstH obtenidas de la tercera induccion.
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12.5. Anexo 5. Cuantificaciéon de la proteina CstH concentrada

— Primera cuantificacion

Tubos |Concentracion (ug) | Absorbancia
1 0 24.5
2 10 19.9
3 20 18
4 30 14.3
5 40 10
6 50 8.3

Tabla 13. Datos para la construccién de la curva estandar utilizando la solucion estandar BSA 2

mg/mL del kit 2-D quant para la primera cuantificacion de la proteina CstH concentrada.

y =-0.3269x + 24.005
Curva estandar R? = 0.9867

[ N
(€] o
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Figura 15. Curva estandar obtenida utilizando la solucion estandar BSA 2 mg/mL del kit 2-D quant
empleada para determinar la concentracion de la proteina CstH concentrada, en la primera

cuantificacion.

Una vez construida la curva estandar se midio la absorbancia de las muestras para
determinar su concentracion, la concentracion obtenida fue para un volumen de 10
UL los cuales se emplearon a para la reaccion del kit 2-D quant, posteriormente se
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hizo la relacion para determinar la concentracion en el volumen total de muestra que

se tenia.
Concentracion en | Concentracion final
Muestra | Absorbancia 10 mL
1 21.6 7.35 ug 735en1mL
2 22.2 5.52 ug 512en1mL

Tabla 14. Concentracién obtenida de acuerdo con la curva estandar de la figura 15, de las muestras

1y 2 de la proteina CstH concentrada.

— Segunda cuantificacién

Tubos |[Concentracion (ug) | Absorbancia
1 0 31.2
2 10 25.7
3 20 22.4
4 30 17.9
5 40 155
6 50 13.7

Tabla 15. Datos para la construccion de la curva estdndar utilizando la solucién estandar BSA 2

mg/mL del kit 2-D quant para la segunda cuantificacion de la proteina CstH concentrada.

Curva estandar y = -0.3503x + 29.824
RZ = 0.9707

35

Absorbancia
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Figura 16. Curva estandar obtenida utilizando la solucién estandar BSA 2 mg/mL del kit 2-D quant
empleada para determinar la concentracion de la proteina CstH concentrada, en la segunda

cuantificacion.

Concentracién en | Concentracion final
Muestra | Absorbancia 10 pl
M3 27.9 5.49 ug 823.5 ug en 1.5 mL
M4 27.3 7.2 g 1080 pg en 1.5 mL
M5 26.8 8.63 ug 1294.5 yg en 1.5 mL
M6 19.6 29.19 ug 4378.5 ug en 1.5 mL
M7 27.1 7.78 pg 1167 pgen 1.5 mL

Tabla 16. Concentracién obtenida de acuerdo con la curva estandar de la figura 16, de las muestras

3,4,5,6y7delaproteina CstH concentrada.
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