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CAPÍTULO I 

IN'I'RODIICCION 

1 TOXOPI, ASMOSIS 

La toxoplasmosis es una infección causada por el protozoario Tomplasmo gol:1W (Velasco y 

col., 1992). Cursa de manera asintomática en la mayor parte de los individuos que la adquieren. sin 

embargo. puede causar serios daños a individuos inmunocomprometidos o cuando se presenta de 

manera congénita (Wong y Remingkin, 1993). 1.a toxoplasmosis congénita se presenta cuando, en 

mujeres embarazadas infectadas, el parásito atraviesa la placenta y llega al feto causándole daños que 

dependen del periodo de gestación en que se encuentre. Los daños son más severos si la infección 

ocurre durante las primeras semanas de la gestación. causando el abono o los daños neurológicos en el 

producto se manifestan al nacer o después. La principal manifestación de la toxoplasmosis congénita es 

la retinocoroiditis. Por ser un parásito inocuo para la mayoría de la población, la infección (»platal 

cursa asintomáticamente o con síntomas leves e inespecílicos, por lo que es difícil su diagnóstico. En 

individuos inmunocomprometidos (personas con SIDA o pacientes con transplantes que reciben terapia 

inmunosupresora) la infección primaria o la reactivación de una infección latente son causa de cuadros 

severos como la encefalitis toxoplásmica o incluso la toxoplasmosis generalizada (Jackson y Ilutchison, 

1989). La forma principal de transmisión de la infección es por medio de la ingestión de carne cruda o 

insuficientemente cocida que contiene quistes tisulares del parásito o por la ingestión de agua o 

alimentos contaminados por txiquistes del parásito (Dubey, 1993). 

Es difícil determinar la incidencia de la toxoplasmosis sintomática en una población, debido a la 

ausencia de síntomas específicos. En México, en 1990 el IMSS clasificó a la toxoplasmosis como una 

enfermedad transmisible y remó 1.9 casos clínicos por cada 100 (100 derechohabientes y tan sólo 17. 

casos de toxoplasmosis congénita en una población de 37 millones de habitantes (Instituto Mexicano del 

Seguro Social, 1990). En Un estudio seroepidendológico realizado en México entre 1989 y 1990, se 

determinó que la prevalencia de individuos seropositivos (infectados crónicamente) era del 32%, como 

consecuencia. en el país habría cerca de 26 millones de personas infectadas (Velasco y col., 1992). En 
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estudios basados también en pruebas urológicas, se ha reportado que la incidencia mundial pranedio 

de toxoplasinosis humana es de 33%, pero la incidencia varía entre tos distintos países según sus 

condiciones ambientales, fauna, higiene y los hábitos alimenticios de sus habitantes; por ejemplo, en 

Francia la alta seroprevalencia (81) 1/4) se debe a la costumbre de comer carne insuficientemente cocida; 

en cambio, en América Latina se debe a la contaminación del ambiente y alimentos por (xiquisles 

(Jackson y Ibuchison, 1989). 

2 Toxoplasma gondii 

2.1 Estructura 

El Tooplasma gondii (7'. gondii) es un protozoario intracelular obligado, de forma arqueada 

(Figura 1.1) y capa/ de infectar varios tipos de células. Como las demás células eucariolas. tiene 

núcleo, aparato (le Golgi. retículo eialoplásmico, ribosomas, lisosomas y tuilocondrias, pero en su 

periferia posee un conjunto de tres membranas llamado película (Wong y Remingion, 1993); la 

membrana más externa es continua. mientras las dos membranas internas son discontinuas en el centro 

del parásito, generando el microporo; y también son discontinuas en los extremos anterior y posterior 

(Dubey, 1993). En el extremo anterior del parásito se encuentra el complejo apical que comprende el 

anillo polar rodeando a una estructura llamada conoide (un cono truncado compuesto de fibras en un 

arreglo en espiral); a partir de este anillo polar surgen microhlbulos que se extienden a lo largo de la 

célula y constituyen un citoesqueleto subpelicular involucrado en la locomoción del parásito. En el 

interior del conoide desembocan de 4 a 8 estructuras en forma de saco alargado llamadas róptrias; cerca 

de las roptrias se encuentran algunas estructuras globulares llamadas micronemas. El parásito también 

contiene gránulos densos distribuidos en todo su citoplasma. Las roptrias, los nticronemas y loS 

gránulos densos son estructuras que tienen funciones secretoras Importantes durante la invasión de la 

célula huésped por el parásito (Wong y Remington, 1993). 
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Figura 1.1. Estructura de un titipsimdlo de Tomplamw gundii. (a) Microorganismo completo. (I>) Ilm,reintr 
:ulterior del 1:quimbo, Abreviaturas: C: convide. CA: complejo apical. 	retículo endoplásinieo, 
aparato de Golgi, G: gránulos densos, IM: membranas internas, 1,: lisosoinas, M: tmtocondrtas, 
mieronlbulo.s, MC: iniertnienias. ¡III: micropoi.o. N: núcleo, DM: membrana eximia. PR: anillo polar, 
roptrias (Tomado de I )ubey. 1993). 

2.2 Ciclo de vida 

En el ciclo de vida de 'T. go/1(N (Figura 1.2) se pueden identificar tres estadios del parásito; d 

laquizofto, el bradizolto y el esporozofto (Dubey, 1993). El taquizoíto es la forma asexual infectiva del 

parásito (Wong y Itemington. 1993), invade a la célula en un proceso que inicia con la adherencia entre 

la superficie celular y el complejo apical, fenómeno en el que participan algunas proteínas de superficie 

como los receptores de la laminilla en la célula huésped, la laminilla, algunas proteínas semejantes a las 

!cetinas y la proteína P30 del parásito (Kasper y Mineo, 1991). I,a entrada del parásito a la Célula es 

favorecida por eventos mecánicos como la promisión del conoide, el movimiento en espiral del parásito 

(los movimientos dependen del gradiente de pli y la concentración extracclular de iones) y la exocitosis 
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del contenido de las roptrias y de los micronemas. Cuando el parasito ixmetra a la célula, se forma una 

vacuola en la que reside (vacuola parasitófora). 1•1entro de esta vacuola hay antigenos secretados por el 

parásito (chufe los que se eticueturali las proteínas de superficie P43, P35, P3(1, P22 y una proleína 

presente en el extremo) posterior del parasito conocida como) 1 '28), estos antígenos forman una red 

reticular (Kumla y lloodtroyd, 1993). 1 a membrana de la vacuola parasitófora carece de proteínas de 

superficie de la célula huésped, pero contiene proteínas del parásito). Se ha mostrado la participación de 

otras proteínas en el proceso de invasión, como el factor acrecentador de penetración (PEP o ROPI). 

localizado en las roptrias, o la fosfolipasa A2 de la célula huésped (Kasper y Mine°, 1991). Se ha 

encontrado que el iaquizoíto puede bloquear la unión eme los lisosonias y la vacuola parasitófora, y 

también bloquea la acidificación de ésta, permitiendo la sobrevivencia del parásito dentro de la célula 

huésped (Kasper y Booihroyd, 1993). Una vez denlo) de la célula, el taquizofto se multiplica 

asexualmente por endodiogenia, causando la muerte de la célula huésped y la liberación de los nuevos 

latid/n(1os 1 Dubey. 1993). 

Figuro 1.2. Ciclo de viola de Tomplamna gontlii (Tomada de Dubey, 1993) 
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En respuesta a señales aun no determinadas. el taquizotto se diterencia en bradizono. Este último 

se encuentra dentro de estructuras conocidas como quistes tisul ares (me se forman en el citoplasma de la 

célula infectada. Los quistes tienen una pared formada con componentes del parásito y de la célula 

huésped. los quistes varían en tamaño y en el numero de briatizonos contenidos, llegando a tener hasta 

cientos de estos (Wong y Remington, 1993). Los quistes tisulares se pueden encontrar en distintos 

órganos (pulmón, hígado, riñones), pero principalmente en los tejidos nervioso y muscular, donde 

pueden permanecer durante toda la vida del huésped sin causarle daño (Dubey, 1993). dando lugar a 

una infección latente o crónica. Se piensa que en un individuo innumocomprometido los quistes 

tisulares son fuente de reactivación de la infección (Wong y Remington, 1993). Los hradizoítos 

estructuralmente difieren muy poco ele los taquizoftos. contienen vacuolas con carIxthidratos (probable 

fuente de energía durante la infección latente), su reproducción es muy lenta y son más resistentes a la 

digestión con enzimas (Dubey, 1993). 

En la vida del parásito se han identificado dos ciclos: el ciclo enteroepitelial o sexual, presente en 

los felinos. y el ciclo extraintestinal o asexual que se presenta en cualquier animal de sangre caliente 

(aves y mamíferos) (Jackson y Ilutchison. 1989). Generalmente. el ciclo enteroepitelial o sexual se 

inicia con la ingestión de quistes tisulares (en la carne cruda) por un felino (generalmente un gato): la 

pared del quiste es disuelta por enzimas gástricas, los bradizobos son liberados, invaden a las células 

del epitelio intestinal en las que se reproducen y se diseminan (Wong y Remington, 1993). En el 

intestino. algunos bradizoños presentan un proceso de gametogénesis. en la cual el parásito atraviesa 

por varias etapas hasta su diferenciación en gametos femeninos (macrogametos de forma semiesférica) 

o masculinos (microgametos o células bi flageladas con material nuclear principalmente) (Dubey, 1993). 

Al encontrarse. ambos gametos se unen formando un zigoto, el cual se rodea por una pared protectora 

dando lugar a un (xxmiste esférico que es excretado al ambiente en las heces del felino (Wong y 

Remington. 1993). La maduración o esporulacIón del amiste mullere de 1 a 5 días de exposición al 

ambiente; en este periodo se forman (los esporoquistes en su interior que, a su vez, contienen cuatro 

esporozof tos cada uno. los esjorozoftos son estructuralmente semejantes al taquIzofto, excepto en el 

número de micronemas y roptrias (Dubey, 1993). Los ooquistes maduros son altamente infectivos y 

pueden permanecer viables por varios años en el suelo. Durante una infección un gato puede excretar 

hasta 108  ooquistes por día (Kasper y Boothroyd, 1993). 
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El ciclo exirainiestinal ocurre en los huéspedes definitivos (los felinos) y en los huéspedes 

intermediarios como el hombre, otros mamíferos (perros, cerdos, vacas) y ocasionalmente en aves. Este 

ciclo se inicia cuando el huésped ingiere o(xmistes esporulados (en los alimentos o el agua 

contaminados) o quistes tisulares (en la carne mal cocida); la pared del quiste es digerida por las 

enzimas gástricas y los parásitos liberados invaden células epiteliales y células fagocílicas, y se 

diseminan por vía linfática y sanguínea a otros órganos (Jackson y I lutchison, 1989). Durante la fase 

aguda de la infección, el parásito invade las células de diferentes tejidos y se reproduce rápidamente en 

turma de taquizofto (Wong y Remington, 1993). Los parásitos pueden ser eliminados pon• la respuesta 

inmune del huésped o pueden formar quistes tisulares ocasionando una infección crónica. En el hombre. 

la infección también puede deberse a transplantes de tejidos infectados por el parásito (Jackson y 

Iluichison, 1989). 

Cuando una mujer embarazada tiene Ioxoplasmosis aguda, el parásito puede atravesar la placenta 

llegando a la circulación sanguínea fetal y provocando una infección generalizada en el feto para 

posteriormente localizarse en los tejidos viceral y nervioso. Como se mencionó, las consecuencias de la 

infección congénita dependen de la etapa de embarazo en que ésta se presente (Dubey. 1993), siendo 

más severas si ocurre en las primeras semanas de la gestación. pudiendo ser causa de aborto, daños 

neuronales, trombosis o retinocomiditis en el producto (lackson y lititchison, 1989). 

3 CEPAS DE Toxoplasom gondii 

Se han descrito varias cepas de E gondii que difieren en su grado de virulencia en animales 

laboratorio. Las cepas de T. gondii mantenidas en el laboratorio suelen tener distinta virulencia al ser 

comparadas con los parásitos aislados de la naturaleza. Por ejemplo, la cepa Ell ha sido mantenida 

durante más de 50 años en cultivos de ribrOblastos y en la cavidad peritoneal de ratones, es muy 

virulenta e incapaz de formar quistes tisulares u ooquistes. I'ara explicar la diferencia en la virulencia 

se han tratado de identificar antígenos específicos de cada cepa. Se sabe que los sueros contra la cepa 

1111 y contra otras cepas menos virulentas (C36 o C57) reaccionan contra los mismos antígenos (le 

superficie (Kasper y I3oothroyd, 1993) y que tos antígenos principales de n gondii están presentes en 

I2 



las diversas cepas (Wong y Remington, 1993). En contraste. algunos experimentos mostraron 

diferencias amigénicas entre la cepa 1111 y otras cepas (I' y C) (Kasper y Boothroyd. 1993). y se 

observó la probable ausencia de un antígeno de 23 kna en cepas avirolentas (Wong y Remingion. 

1993). 1,a probable diferencia antigénica entre las cepas de T gondii puede estar apoyada por los 

resultados obtenidos al analizar su poli inorfismo en el patrón de restricción de DNA; en este análisis se 

encontró una posible correlación entre la virulencia y la existencia de un alelo específico del gen de la 

proteína P30 (Kasper y Boothroyd, 1993). El resultado obtenido en el análisis isoenzimático de 7'. 

gondii también muestra diferencias entre cepas virulentas y no virulentas (Wong y Remington, 1993). 

4 EXPRESIÓN GENÉTICA EN Toxoplasma gondii 

El genoma de T. Romín es haploide (Mcl.dx1 y col., 1991) y contiene 8x107 ph repartidas en 11 

cromosomas. 10 de ellos de 2-10 Mph y uno de 40 Mph. Aparentemente el cariotqm varía muy poco 

entre las distintas cepas del protozoario y no se altera en aquéllas que han sido mantenidas durante 

mucho tientixa en laboratorio (Kasper y Boothroyd, 1993). El DNA de T. gondii no tiene bases 

mediadas. lo cual es importante en la regulación de la transcripción de su Información genética 

(Mcl..dx1 y col., 1991). T gondii tiene además DNA circular mitocondrial de 36 kpb con una 

secuencia de 111 kpb repetida (Kasper y Boothroyd, 1993). 

Se han secuenciado algunos genes de T gondii (tabla 1.1). Al analizarlos no se encontraron 

secuencias consenso parecidas a las existentes en genes de otras células eticariotes y que funcionan 

como promotores o activadores; sólo se ha identificado una secuencia CAAT en el extremo 5' del gen 

p23, y un conjunto de 27 ph repetido en el extremo 5' del gen p30, pero la fundó de estas secuencias es 

desconocida. El genoma de del parásito posee sólo una copia de los genes identificados, a excepción del 

gen B1 que está repelido varias veces y cuya proteína aún no se ha identificada en el parásito (McLeod 

y col., 1991). No se han detectado RNA polimerasas especiales de T gondii, pero se sabe que su 

titIZNA es poliadenilado. Algunos genes de T. gondii tienen mirones, lo que hace evidente la existencia 

de mortificaciones mstranscripcionales ("splicing") del InIZNA, además, en el RNA se han encontrado 

señales para estas modificaciones, comunes eti otras células eucariotas (Kasper y Boothroyd. 1993). 
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'tabla 1.1. Genes de'  . ,ondii donados y caracterizados (Tomada de ('esbron-Dclauw y col., 1093). 

NON1B121,.. OTROS NoMIllzES 1 .00AI .1ZACióN 1'IZ0114NA (11.1) 0 	mItNA (Lb) 

SAG l P30 superficie 30 1.5 
S AG2 P22 superficie 22 1.6 
SAG3 1,43 superficie 43 
GRA1 P23, P27 granillos densos 22, 23, 27 1.4 
GRA2 P28 gránulos densos 28, 28.5 1.1 
GRA3 gránulos densos 30 
(iRA4 gránulos densos 40 
GRA5 P21 gránulos densos 21 
ROPI PU roptrias 60, 60.5 2.1 
120P2 P54, '1'634 rumias 54, 55 1.6 
M1C1 inicronemas 6() 
TUB1 a - lidiaba microtúbulos 1.4 
T11132 h - tutailina microulbulos 1.4 
DTS1 D11112 
NTPI NTPasa, P63 secretada 63 2.8 

131 1.6 

Para la traducción del mIZNA. T gondii emplea el código genético universal. Después 0i 

determinar la secuencia del gen de la proteína P30 y predecir su secuencia de aminoácidos, se encontró 

que, en el precursor de la proteína, probablemente existe un pipudo señal que es eliminado 

postraducelonalmente (Kasper y Boothroyd. 1993). Otras evidencias de modilleaciones 

postraduccionales han sido obtenidas en los experimentos para la caracterización de proteínas de las 

roptrias (Sadak y col., 1988). El codón de iniciación de traducción de algunos genes de T. gondii ha 

sido predicho usando la regla de Kozack. En los genes con mayor expresión en el parásito (P30. 

NTPasa), el tercer nucleótido de los codones es preferentemente una G o C (Kasper y Boothroyd. 

1993). La secuencias del gen repetido BI o de p30 han sido utilizadas para el desarrollo de técnicas de 

diagnóstico por PCR en las que se detecta DNA del parásito en el líquido amniótico, en el líquido 

cefalorraquídeo y en las muestras de tejidos (Wong y Remington, 1993). 
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5 RESPUESTA INMUNE CONTRA l'acoplas:fui gondii 

5.1 	Respuesta Inmune I Inmoral 

En la tosoplasmosis el individuo produce nuntinoglobulinas contra antígenos de superficie y 

secretados (Wong y Rernington, 1993). Empleando la técnica de Western hita, en sueros de personas 

infectadas de manera natural se han podido identificar anticuerpos contra las proteínas P22 y P30. No 

obstante, las fracciones IgG e IgM, recuperadas de sueros de personas con infección aguda o crónica, 

pueden tener distintas especificidades: la fracción IgM reacciona principalmente con un antígeno de 6 

kDa, mientras la fracción IgG reacciona con proteínas de pesos moleculares entre 22 y 67 kl)a. Se ha 

encontrado IgA específica contra T. gondi en ratones infectados con bradizoítos y en personas 

seropositi vas para 7'. gondii, e Incluso la detección de IgA específica para la proteína de superficie P30 

ha sido empleada en la serodiagnosis de la toxoplasmosis aguda y congénita, La producción de IgA ha 

sido corroborada en modelos experimentales al analizar suero, leche y secreciones intestinales de 

ratones infectados (Kasper y Boothroyd, 1993). 

1.a probable participación de la respuesta inmune humoral en el control de la infección es 

sugerida por algunos experimentas de transferencia pasiva de inmunidad en ratones: se observó que la 

transferencia de anticuerpos monoclonales o suero inmune contra antígenos de 7'. gema confiere cierto 

grado de protección a ratones infectadas; in cifro, anticuerpos monoclonales, sueros anti-P30 (Kasper y 

Baithroyd, 1993) o suero anti-T. gondii son capaces de Usar taquizoftos en presencia de complemento 

(Wong y Rentington, 1993). la vitro, la opsonización del parásito, antes de su entrada a la célula, 

estimula la fusión de la vacuola parasitófora con el lisosoma. causando la muerte intracelular del 

parásito. No obstante, la respuesta inmune humoral no tiene un papel importante en la protección 

contra la toxoplasmosis (Kasper y Boothroyd, 1993). 

5.2 Respuesta Inmune Celular 

La reactivación de la toxoplasmosis crónica en las personas con SIDA, la protección contra la in-

fección como consecuencia de la transferenda adoptiva de linfocitos inmunes a animales de laboratorio, 

la respuesta proliferativa de los linfocitos al contacto con antígenos de T gondii, (Suzuki y col., 1988) 
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y la muerte de ratones con toxoplasmosis aguda o crónica debida ala eliminación de los linfocitos C1)4' 

(Kasper y 13ot ahroyd, 1993). entre otros hallazgos, han llevado a la conclusión de que la impunidad 

celular es el principal mecanismo (le resistencia contra la toxiiplasmosis (Suzuki y col.. 1988). 

En ratones, la infección con T gondii aumenta la actividad citotóxica que las células NK tienen 

in vitro, aún contra laquizoftos libres; este aumento de citotoxicidad se correlaciona con el aumento del 

nivel de INF-y (Kasper y Boothroyd, 1993). Sin embargo, en el lionibre aumentan los niveles de células 

NK, pero no tienen actividad citotóxica contra el parásito in vitro. a menos de ser activados con 11.-2. 

No obstante, la actividad de células NK no es suficiente para la protección del huésped contra la 

infección (Wong y Remington, 1993). 

A partir de células de sangre perilérica de personas seroposití vas para T gondii, se aislaron 

donas de linfficitos T CD4' que proliferan al ser expuestos a taquimítos atenuados o antígenos de T. 

gondii. Estas donas son productoras de 1FN•y y/o 11.-2 y, algunas (le ellas, limitan el crecimiento de 

taquizottos al ser coocultivadas con éstos (Saavedra y col., 1991; Cannesa y col., 1988). 

Los linfocitos T Cli)8* son importantes en la inmunidad celular protectora contra la infección. lo 

cual es demostrado por un experimento realizado en ratones, en el que la resistencia inducida por 

vacunación contra T. gondii disminuye al eliminar estos linfocitos T con anticuerpos monoclonaies 

(Gazzinelli y col., 1991). Además, se ha visto que: aumenta el número absoluto y la cantidad relativa 

de linfocitos T CD8' en la sangre periférica de ratones y de humanos infectados (Kasper y Boothroyd, 

1993), que estas células tienen actividad citotóxica sobre células Infectadas de ratones (tlaklm y col., 

1991) y que estos linfocitos sintetizan INF-y, el cual es el principal mediador de actividad protectora 

contra la toxoplasi»osis (Gazzinellí y col., 1994). 

La actividad protectora del INF-1 fue demostrada en experimentos en los que la adMinistración de 

anticuerpos anti•IFN-y a ratones infectados con una cepa avirulenta de T. gondii ocasiona la muerte de 

estos. El efecto principal de esta citocina es la activación de maerófagos, aumentando su capacidad 

parasiticida (Suzuki y col.. 1988). Al parecer, el aumento de esta capacidad se debe a una mayor 

producción de metabolitos intermediarios de oxígeno y nitrógeno, letales para el microorganismo 
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intracelular (Murray y Cuico, 1979: Wong y l(cinington, 1993). 11 efecto antiparasitario inducido por 

esta citocina también se observa cuando es añadida en cultivos de fibroblastos; eme efecto fue 

relacionado a alteraciones en el metalmlismo del Iriplotano en la Célula huésped. ocasionando la 

disminución intracelular (le este aminoácido, sugiriendo que el parásito puede ser incapaz de sintetizarlo 

(Pfefferkorn y col., 1986). 

I,a 11.-2 juega un papel importante en la innu 	contra la tosoplasmosis, pues la 

administración de esta citocina reduce la mortalidad en ratones infectados con dosis letales (Kasper y 

Bouhroyd, 1993). 

Se ha observado que el TNF-cz no tiene actividad directa sobre la reproducción del parásito cis los 

macrófagos extraídos del peritoneo de ratones infectados o en los libroblastos cultivados e infectados. 

En ratones, la susceptibilidad a encefalitis toxoplástnica se ha asociado a la presencia de un patrón de 

restricción determinado del gen del TNE-a y a una elevada síntesis de su mRNA, En distintos 

experimentos se ha encontrado que el TNF-a puede regular la acción del INF-y sobre los macrófagos 

(Kasper y l3ooihroyd, 1993). 

La 11,-10 inhibe la producción de INF-1 por células T y Noquea la actividad del IFN-y sobre los 

inacrófagos (Kasper y 13(mthroyd, 1993). En cambio, la 11.-12 participa en la respuesta protectora 

contra la toxoplasmosis aguda (la mortalidad aumenta en ratones infectados que han sido tratados con 

anticuerpos anti-lI. 12) y un probable mecanismo es su acción sinergista con el 1NF-y para inducir 

selección de linfocitos protectores Thl (Gazzinelli y col., 1994). 

6 ANTÍGENOS 

Ha sido investigada la diferencia antigénica entre los tres distintos estadios del parásito. Se 

identificaron dos proteínas de 67 y 25 kDa exclusivas de la membrana de los esporozoítos, y se encontró 

que los sueros de personas que fueron infectadas con (»quistes reaccionan contra estos antígenos. La 

baja reactividad de los bradizoflos con: los sueros preparados contra mittistes, las sueros contra 

taquizoaos O los anticuerpos mona:tonales contra antígenos de taquizohos, sugiere la existencia de 
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diferencias antigénicas entre el brach/uno y los otros estadios. Además, se han identilicado algunos 

antígenos peliculares de 36. 34, 21 y 18 kDa específicos del hradizo0o. Hit experimentos con 

anticuerpos monoclonales se encontró que las proteínas 1'30 y P22 son exclusivas de los taquizoítos 

(Kasper y [toothroyd, 1993). 

La proteína P30 es la principal proteína de superficie del parásito, reacciona con sueros (k! 

humanos con infección aguda o crónica. En el nxxlelo ¡Durillo, P30 puede estimular la producción (le 

ininunoglobulinas, activar linfocitos productores de IFN-y e inducir proliferación de células T 

citotóxicas. Se logró proteger a ratones contra un reto con una dosis letal del parásito por medio de la 

inmunización con la proteína P30, pero la protección dependió de la vía de inmunización, del adyuvante 

empleado y de la vía de inoculación del parásito. 

Anticuerpos contra la proteína P22 sólo son encontrados en etapas avanzadas de la infección. La 

P22 ha sido empleada en la detección de IgA e 104. I.os antígenos excretados o secretados (ESA) por 

el parásito, como los que se encuentran en la red reticular en la vacuola parasnófora, parecen inducir 

respuesta inmune humoral y/o celular (Wong y Remingion, 1993). 

Parece existir un conjunto de antígenos comunes en los tres estadios (22.34 kDa) y pueden ser 

importantes para el desarrollo de una vacuna (Kasper y Boothroyd, 1993). También se han estudiado 

los aspectos inmunológicos de algunas proteínas de las roptrias como ROPI y ROP2 (Wong y 

Rentington, 1993). 

7 PROTEÍNA ROP2 

7.1 Aspectos Biológicos 

Tomando en cuenta la inqxmancia de las roptrias en la invasión de la célula por T. gondii, Sadak 

y col. (1988) identificaron 3 proteínas exclusivas de las roptrias de T. gondii; estas proteínas tienen 

pesos moleculares de 55, 59 y 60 kDa, y aparentemente provienen de precursores de 65, 71 y 68 kDa 

respectivamente. Se sugirió que estos precursores son modificados postraduceionalmente en un proceso 
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proteolítico que puede ocurrir durante el tránsito de las proteínas en el aparato de Golgi o durante su 

empaque en las morías. 1.as tres proteínas fueron encontradas en los tres estadios del parásito y se 

observó que algunas probablemente tienen epítoixis comunes. 

Leriche y Dubrentetz (1991), a partir de taquizofios cultivados, aislaron roptrias y gránulos 

densos por centrifugado!) en gradiente. Identificaron un conjunto de 5 proteínas (entre las que se 

encontraban las 3 proteínas anteriormente descritas) y determinan) su punto isoeléctrico (Pi). Estas 

proteínas son: ROP1 (60.5 kDa, l'i 5.8). ROP2 (55 kDa), ROP3 (59 kDa). ROP4 (60 kDa) y ROP5 

(59.5 kDa). las cuatro últimas Con un Pi mayor a 8.0. 

En vista de que la membrana liphlica que mica la vacuola parasitófora seguramente media las 

interacciones entre el parásito y la célula huésped; Beckers y col. (1994) proponen que his proteínas del 

parásito localizadas en la membrana de la vacuola pueden tener funciones de transporte de nutrienles o 

interaccionar con organelos celulares del huésped. En la membrana de la vacuola parasitófora 

encontraron proteínas de las roptrias (sueros preparados contra gránulos densos y roptrias reaccionan 

con componentes de esta membrana). Usando sueros policlonales, determinaron que estas proteínas son 

ROP2, ROP4 y/o ROP7. y están distribuidas en un arreglo bien definido en la membrana de la vacuola 

parasitófora. Estos Investigadores emplearon un suero mliclonal contra una forma recombinante de la 

proteína ROP2 para detectar, por inmutuleuromicroseopia e imuuno-fluorescencia, la presencia de 

ROP2 en la membrana de la vacuola parasitófora de fibroblastos infectados con taquizottos. También 

demostraron que ROP2 está firmemente asociada a la membrana de las roptrias y de la vacuola 

parasitófora. 

7.2 Aspectos Itimunológicos 

Debido a que la inmunidad celular, mediada por IFN-y, es el principal mecanismo de protección 

contra 	gondll, la identificación de antígenos del parásito activadores de linfocitos 1' productores de 

INF-y es importante para el desarrollo de una vacuna. Saavedra y col. (1991), a partir de una librería 

de eDNA de T. gondii en el falto Xgt11, aislaron una clona (Tg34) que contiene la información genética 

que codifica para un antígeno de 54 kDa; éste fue expresado, como poptido de fusión con la 
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-galactosidasa, en lisógenos de E coli Y1089. ,a proteína recombinante expresada reaccionó con 

suero murino y humano 	gondii. Is.sta proteína también indujo proliferación de una clona (le 

linfocitos T Cl/rCDS (clona TCC32), productora de 11'N-y y que fue aislada de una persona 

seropositiva para T gondii. El epítopo mconoci(k) por la clima l'a; 32 está presente en cepas 

avindentas y vindenuts del parásito, y la presentación de este epítopo a la dona TCC 32 está 

restringida por la molécula del MIK: DI'w4, un alelo muy común en la población. llérion y col. (1993) 

determinaron que este antígeno está localizado en las roptrias de T. gondii y que se trata de la proteína 

identificada anteriormente como 1201'2. 

Van Gelder y col. (1993), empleando un fragmento de ROP2 (330 aminoácidos del extremo 

carboxi-terminal) expresado en E. coli, demostraron la presencia de anticuerpos anti-ROP2 en el suero 

de más del 89% de las personas seropositivas para 7. gondii, por lo que este antígeno es capaz tk 

activar una respuesta inmune humoral en la mayor parte de individuos que han sido infectados. 

Becerril (1996) identificó tres secuencias de aminoácidos de la proteína ROP2 que contienen 

epílopos reconocidos por linfocitos T de individuos  seroposinvos a T. gondii y encontró que estos 

epítopos inducen respuesta proliferativa en linfficitos del 63% de estas individuos. 

7.3 Estructura de ROP2 

A partir de la dona Tg34, Saavedra y col. (1991) subelonaron el cDNA aislado (con la 

información genética para ROP2) en el plismido pBKS(+) y secuenciaron esta información. La 

secuencia comprende 1803 pb (ver figura 3.3, página 35) y contiene un marco abierto de lectura de 

1620 pb que codifica para un polipéptido de 66 kDa, pero no poso.: el cesión Inicial, por lo que se trata 

de una dona parcial que no contiene toda la Información codificadora para ROP2. Beckers y col. 

(1994) también donaron un segmento interno del gen de ROP2 en el fago Xg1.11 y aislaron, de una 

librería de DNA genómico, una dona con el gen de ROP2 completo. La secuencia reportada por estos 

investigadores sólo difiere de la reportada antes (Saavedra y col., 1991) por la presencia del codón de 
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iniciación ATO. Al comparar la secuencia del cl)NA y.  del 1)NA genómico correspondiente, se observó 

que el gen de ROP2 no contiene intumes. 

Al analizar la secuencia de 561 aminoácidos de ROP2, predicha a panir de la secuencia rk 

nucicótidos reportada, se observa que existen dos regiones bidrolóhicas; una de ellas comprende los 

primeros 26 residuos y se trata de una secuencia clásica de señalización (rx5pudo señal) que 

probablemente es cortada de la proteína dando lugar al precursor de 61 kl)a ya identificado. La 

segunda región hidrofóhica se encuentra entre los residuos 466 y 486, y probablemente es una región 

transmembranal (que explicaría la asociación de ROP2 con la membrana de la roptria y de la vacuola 

parasitófora). 	Una probable remoción de SI) a 80 residuos, resultado de una mixtificación 

postraduccional, daría origen a la proteína ROP2 madura (55 kDa) identificada en las roptrias y Usados 

del parásito, sin embargo aún no se conoce la secuencia de la proteína madura. El resto de la proteína 

ROP2 está ca racIerizaki por la presencia de muchos aminoácidos cargados y residuos de proba 

(Beckers y col., 1994; Saavcdra y col.. 1991). 

7.4 Expresión de ROP2 en E. culi 

La presencia de ROP2 en los distintos estadios y cepas de r gondii, y su probable participación 

en la inducción de la respuesta inmune celular protectora, han llevado a estudiar esta proteína con más 

detalle y considerarla como candidato a formar parte de una vacuna contra la toxoplasmosis, por lo que 

es necesario disponer de cantidades abundantes de la proteína R0P2. Para lograr este objetivo se 

podría purificar la proteína a partir de taquizoítos cultivados, pero esto es poco práctico debido al costo 

elevado del cultivo del parásito, a la pequeña cantidad de proteína ROP2 que se puede obtener y a la 

complejidad del proceso de purificación. Otra opción es producirla como proteína recombinante en 

algún sistema de expresión. 

Van Gelder y col. (1993) donaron la información genética de ROP2 (aislada en la clona Tg34) 

en el vector de expresión pIGALMPII y expresaron la proteína recombinante en E. con, pero tuvieron 

dos problemas: un bajo nivel de expresión y la degradación Intracelular de la proteína recombinante. 
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Estos investigadores subtitularon un fragmento de cDNA de 1(0112 (aquel que codifica para los 3311 

aminoácidos del exuemoamino de esta proteína) en el vector de expresión pIGALMI'll y lograron 

expresar la proteína (como pépOdo de fusión) en la cepa de E. coii D111, en un alto nivel de expresión y 

con mínima degradación. Después de su purificación, esta proteína recombinante conservó su 

reaclividad con suero de personas seropositivas para T. gondü y fue empleada para serodiagnóstico 

la infección. Sin embargo, este forma recombinante de la proteína no contiene uno de sus principales 

epítopos T, lo que constituye una importante desventaja para su evaluación como candidato a vacuna. 

8 SISTEMAS DE EXPRESIÓN 

Para obtener una proteína o algún péptido en cantidades suficientes para distintos fines, se 

pueden purificar a partir del organismo que los produce o se puede recurrir a la ingeniería genética. En 

esta área se han diseñado sistemas de expresión caracterizados por tener dos elementos principales: el 

vector de expresión, capaz de recibir el inserto o información genética para la síntesis de la proteína, y 

la célula huésped en donde se hace posible la expresión de la proteína. A la proteína producida con 

estos sistemas de expresión se le conoce como proteína recombinante. Entre los sistemas de expresión 

disponibles, existen aquéllos que hacen uso de células eucariotas (levaduras, células de mamífero o ck 

insecto) o células procariotas. En los sistemas eucarioles los vectores empleados pueden ser virus o 

plásinidos; tienen la ventaja de que pueden llevarse a cabo cambios postraduccionales de las proteínas 

en la célula huésped (formación de puentes disulfuro, glicosilación, inserción en membranas. 

fosforilación) y son empleados para estudiar la biosíntesis de la proteína, su transporte en la célula o 

para la obtención de proteínas funcionales, entre otros fines (Singer y Derg, 1991; Alting-Mees y col., 

1993). 

Para la expresión en células procariotes se emplea comúnmente a la bacteria E. culi y los 

vectores empleados son plásmidos específicos de esta bacteria. En estos sistemas, la proteína puede ser 

expresada como proteína nativa o como una proteína de fusión, codificada en parte por la información 

genética del inserto y en parte por el vector, esto con el fin de lograr un alto nivel de transcripción, 

traducción y estabilidad de la proteína sintetizada (Albens y col., 1989). 
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Para la elección de un sistema de expresión se delxm allalizar varias aspectos: la finalidad de la 

expresión, la estructura de la proteína (si necesita modificaciones aistraduecionales, su carga, su 

estabilidad), el tamaño y el tipo de información genética del inserto. d nivel de expresión deseado y la 

necesidad de regular la expresión (Alting-Mees y coi, 1993). 

8.1 Plásnildos 

Los plásmidos son moléculas circulares de DNA de doble cadena, con un tamaño de I a 2(X) kpb; 

se encuentran en varias bacterias en donde funcionan ano unidades genéticas accesorias capaces (1e 

replicarse de forma independiente al DNA cromosómico. pero usando enzimas bacterianas para su 

replicación y transcripción. Los plásmidos tienen genes que califican para proteínas con Iiinciones que. 

bajo cierras circunstancias, son ventajosas para la bacteria, por ejemplo: genes de resistencia a 

antibióticos o genes de concitas (Sambrook y col., 1989; Singer y 13erg. 1991). 

Los plásmidos contienen un sitio de origen de replicación y los elementos para el control de la 

misma, conformando una unidad llamada replicón; ejemplos de replicones son: pM131 o Col El. Éstos 

pueden ser funcionales aun en ausencia de síntesis de proteínas en la bacteria. El número de copias de 

un Másmido en una bacteria puede variar desde una basta cientos, dependendiendo del replicón que 

contiene (Sambrook y col., 1989). 

Se han ~Micado los plisados artificialmente: a aquéllos con replicones que determinan un alto 

número de copias se les tia introducido algún marcador, es decir, DNA con información para algún 

carácter fenotípico que será presentado por la bacteria que posee el plásmido y que permite diferenciarla 

y seleccionarla (los marcadores más comunes son los genes de resistencia a antibióticos); también se les 

han eliminado secuencias de DNA no necesarias, de esta manera se reduce su tamaño y aumenta su 

capacidad de recibir Insertos más grandes. Además, se ha racionalizado la distribución de ciertos sitios 

de restricción, confinándolos a una secuencia pequeña conocida como "poli-linker" o sitio múltiple (1.! 

donación. Adyacentes a estos sitios de donación, se han colocado secuencias promotoras especificas 

derivadas de genes de bacterias o de fagos, de tal forma que la transcripción del inserto estará 

23 



C011ifOlatla pa NOS plallaaeti. Un Kin 1111111e10 de vectores poseen pkXlefOSOS promotores capaces tk: 

dirigir una alta transcripción del toRNA sintetizado a partir del inserto, cal el objeto de expresar 

grandes cantidades de la proteína recombiname. La existencia de ciertos promotores (como el promotor 

del operón tac) ha permitido que la transcripción y la expresión del inseno puedan ser controladas 

experimentalmente (sistema inducible). Para la expresión de insertos provenientes de segmentos 

internos de algún gen, se han construido plísmidos que contienen, hacia 3' del promotor, secuencias 

conocidas como sitios de unión al ribosonia (RBS); estos sitios comprenden un ación de iniciación de la 

traducción (MG) precedido por una secuencia de 9 nucicótidos complementaría al RNA ribosomal 

(16s) de E. mil; esta secuencia permite la unión del mItNA al ribosoma, necesaria para iniciar la 

traducción (Sainhrook y col., 1989). 

8.2 Plásiuldn pRSET 

Se han diseñado vectores de expresión que contienen promotores de la RNA polimerasa del lago 

Ti, como los plásmidos pET y p77. La T7 RNA polimerasa (producto del gen 1 del lago Ti) reconoce 

eficientemente a sus promotores y transcribe las secuencias controladas por éstos, incluso secuencias 

que no son eficientemente transcritas por la RNA polimerasa de E. con. A la bacteria transformada con 

uno de estos plásinidos se le puede proveer de la T7 RNA pdimerasa con la introducción de un segundo 

vector, generalmente un lago Iísogénico, que tiene insertado el gen I. Si la proteína a expresar es tóxica 

para la bacteria, la adición del lago puede llevarse a cabo en una etapa adecuada del crecimiento 

bacteriano (Hausmann, 1988; Duna y Studier, 1983; Studier y col., 1990; Sambrook y col., 1989: 

Tabor y Richardson, 1985). 

Los vectores pRSETA,B y C (figura 2.1), derivados de los plásinidos pUC, fueron disellados 

para obtener altos niveles de expresión de proteínas recombinantes en E. ad Poseen el replicón Col 

El, el marcador de resistencia a la ampicilina y la secuencia FI ori (origen de replicación para la 

síntesis de DNA de cadena simple). La transcripción del inserto está controlada por el promotor 010 de 

la T7 RNA polinterasa. La proteína recombinante se expresa en forma de una proteína de fusión que 

contiene, en su extremo amíno-terminal, un pdptítio codificado por el vector. El plásmido posee la 
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información para el sitio de unión al ribosoma en el inIZN A sintetizado a partir del promotor. Un el 

plásmido, la información genética que codifica para el péptido del extremo ¡minio-terminal incluye: un 

conjunto de 6 ratones que ratifican la incorporación de 6 residuos consecutivos de histidina (dominio 

de unión a metal) y otro colkitinio de codones que codifican la ineoi:poración de residuos de aminoácidos 

que forman la secuencia de recomximiento de la enzima proteolítica enterocinasa. 11 dominio de unión 

a metal (o pcdi-his) sirve para purificar la proteína por crontatografía de afinidad sobre metal 

inmovilizado y el sitio de reconocimiento de la entcrodnasa permite remover la secuencia N-terminal del 

péptido de fusión. 

Los vectores de expresión plISET A, 13 y C difieren en la secuencia de su sitio múltiple de 

donación, de tal manera que los sitios de restricción se encuentran desplazados con respecto a la fase de 

lectura. Una vez que se ha seleccionado el sitio de restricción adecuado para la donación del inserto, la 

elección del vector apropiado (A. 13, o C) permitirá que la traducción del inserto se haga en la fase de 

lectura correcta. 

Las cepas de E. culi empleadas para expresión con estos vectores deben ser susceptibles de 

infectarse con el lago M 13/1'7 y, por lo tanto. deben expresar pili sexual codificado por el episonta 

El fago MI yn no causa lisis de la bacteria y tiene la información genética para la síntesis de la 

enzima T7 RNA mlimerasa bajo control del promotor lac, por lo que, en presencia del represor lac txr 

hay expresión de la enzima. 

En la regulación de la expresión de la proteína tecombinante en este sistema participan tres 

elementos importantes: la bacteria E. culi, el plásinido y el fago MI3/17. Los tres elementos 

interaccionan de la siguiente forma (Figura 1.3): en un cultivo de la bacteria E. t'oh transformada con el 

plásnildo pRSET con el inserto (por ejemplo Tg34). la adición de algún inductor del promotor lac, como 

el IPTG, inactivará las moléculas del represor lac sintetizadas constitutivamente por la bacteria. La 

infección de este cultivo con el fago MI3/0 conducirá a la expresión de la enzima Ti 12NA polimerasa 

en la bacteria. Como consecuencia, la enzima T7 RNA polimerasa transcribirá la secuencia de DNA 

que contiene la información para la síntesis de la proteína recombinante y, por tanto, también hará 

posible la expresión de esta proteína en la bacteria. 
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Figura 1.3. Expresión de una proteína recombinante empleando el sistema dc expresión pliSlrfA. (A) En un cultivo en 
medio con letraciclina y ampicilina, la bacteria E. con X1.1•Illue transformada con el vector plISEI'A con el inserto (INS) 
produce grandes cantidades del represor Inc (• )(información codificada por cl gen lac 11  del plásinido F' y transcrita por 
la RNA pollmerosa (0) de E culi). En ausencia de la Ti RNA polimerasa. no hay transcripción del illSelit) del plásinido 
pRSETA. (13) Al añadir una cantidad suficiente de IPTG (A ) al cultivo, éste inactiva todas las moléculas del represor 
Inc. Después de infectar a la bacteria con cl fisgo M13/11, se produce la forma replicativa (RF) del foga. En ausencia del 
represor Inc activo, la RNA polimcrasa bacteriana transcribe el gen de la Ti RNA polimerasa (T7) insertado en el guama 
del fogo y los ribosomas ( 8 ) traducen el tnRNA sintetizado. 1.a T7 RNA Iwlinscrusu (t 	) sintetizada reconoce al 
promotor 17 ( 17p ) del plásmido plISLITA y transcribe el inserto, lu que lleva a la síntesis de la proteína recombinsuite 
(O ). Otras abreviaturas; emir; gen de resistencia a ampicilina, ter; gen de resistencia a tetracielinu, 
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CA PÍTULO I 

OBJETIVO 

Con el fin de producir la proteína ROP2 de 7'. gondi en cantidad abundante y en una forma 

susceptible de ser purificada fácilmente para disjxmer de ella para la evaluación de su actividad 

Innumoprolectora en ~lelos experimentales, nos proponemos expresar una forma recombinante de la 

proteína ROP2 que carezca de su péptido señal en la bacteria E. coli, empleando el sistema pRSETA. 

La decisión de remover el péptido señal está basada en la observación de que regiones hidroli5hicas 

presentes en proteínas recombinames tienen un efecto tóxico en la célula bacteriana, probablemente 

debido a la asociación de estas proteínas con sistemas membranales que son vitales para la bacteria, por 

lo que es deseable remover péptidos señal y regiones transmembranales si éstas no son de interés. 

De manera general, el trabajo experimental consta de las siguientes etapas: 

a) Obtener el vector de expresión pRSETA en cantidad suficiente para los experimentos tic 

donación de la información genética que (mili rica para la proteína ROP2 sin su péptido señal. 

h) Clonar la información genética para la síntesis de la proteína ROP2 en el vector de expresión . 

e) Analizar la expresión de la proteína recombinante en bacterias E. coli transrmadaS con el 

plásmido construido, para ello emplearemos las técnicas de: 

- electroforesis en gel de poliacrilamida•SDS y lindón con azul de Coomassie 

- Western blot. 
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CAPÍTULO 111 

MATERIAL Y MÉTODOS 

1 CEPAS BACTERIANAS PLÁSMIDOS • PAGOS 

1.1 	Bacteria E. coli XIA -Blue (Stratagene. I.a Jolla, CA.. U.S.A.). I .a cepa h. coh XI .1-111 ue 

posee el plásmido F' que codifica para la síntesis de los pilis sexuales necesarios para la infección por el 

fago filamentoso M 13. Además, este plásmido contiene el gen /ad' que dirige una sobreproducción del 

represor De (10 veces mayor que en la bacteria huésped) y contiene el gen de resistencia a la tetraciclina 

( fer ). por lo que las bacterias con el plásmido V pueden seleccionarse en un medio con este 

antibiótico. E. culi XLI-Illue tiene la mutación lutsR17 de la subunidad lIds de la enzima EcoK, la 

cual previene la digestión, por el sistema endonucleasa EcoK, del DNA donado en la bacteria. La 

deficiencia en el sistema de recombinación (recAl) asegura la estabilidad del inserto y la deficiencia en 

endonucleasa (ene/Al) aumenta la estabilidad del DNA plasmfdico de la bacteria. Genotipo: recAl. 

gyrA96. 	 supE44. relA1,1ae, E' proAll. Mai ZAMI5, Tn 0(14 

1.2 Plásmido pRSETA (Invitrogen, San Diego, CA., U.S.A.). El vector de expresión pRSETA 

tiene un tamaño de 2949 ph y en su secuencia posee (ver figura 3.1): 

a) El promotor 010 del fago Ti, capaz de controlar la transcripción de secuencias de DNA 

insertadas en el sitio múltiple de donación del plásmido (posición 2914.2931). 

b) La secuencia sitio de unión al ribosoma que comprende una serie de nucteótidos localizados 

antes del codón inicial ATG (posición 2882.2870). 

e) El codón inicial de traducción ATG (posición 2867). 

d) La secuencia con información para la Incorporación de 6 residuos de histidina en el péptido de 

fusión (dominio poli-His), éstos permiten purificar la proteína recombinante (posición 2824-2841). 

e) La secuencia con la información para la síntesis del sitio de hidrólisis por la enzima 

proteolftIca enteroci nasa (posición 2761-2775). 

1) El sitio múltiple de donación (posición 2709-2774), 
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Figura 3.1. Mapa de restricción del plástnido pRSETA. Abreviaturas: T7p: promotor del fago T7, MIS: sitio 
de unión al ribosoma, ATG: codón de iniciación de la traducción, (Ills»: secuencia con información para la 
incorporación de 6 residuos de histidina, EK: secuencia con información genética para la síntesis del sitio de 
hidrólisis por la enzima proteolítica enterocinasa, MCS: sitio mdltiple de donación, Terrn: secuencia para.  
finalización de la transcripción. Col El: origen de replicación del plasmido, Fl orl: origen de replicación del 
fago fl con el cual es posible la síntesis de DNA de cadena simple cuando la bacteria que contiene el plásmido 
es coinfectada con un Gago cooperador, amp': gen de resistencia al antibiótico ampicilina y su promotor. Los 
sitios de restricción únicos están subrayados. En la parte superior de la figura está escrita la secuencia de 
nucleótidos de la región del plásmido que va desde el promotor 17 hasta la secuencia de terminación de la 
transcripción. También está escrito el extremo ami»merminal del lxptido de fusión que es codificado pm el 
plásmido de acuerdo al código genético universal (Ver en el apéndice). 
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g) I.a secuencia para la finalización de la transcripción (posición 2592-2690). 

In 1.a secuencia origen de replicación del lago 11, con la que es ptisible la síntesis de DNA 

plasinidico de cadena simple al infectar con un lago cooperador a la bacteria transformada (posición 

21)42-2497). 

i) El gen de resistencia a la ampicilina ( top' ), permite la selección de bacterias transffirmadas 

con este plasmado en un medio con este antibiótico (posición 996-1986, incluye su promotor). 

j) 1.a secuencia Col El, origen de replicación del plásmido (posición 55-935). 

En la figura 3.1 se muestra el mapa de restricción de este plásnado y la secuencia de 11dt:t'indos 

de la hebra oxlilicante desde el promotor 	hasta la secuencia señal de terminación de la transcripción. 

1.3 Plásiuldo p13KS Tg11. El plásmido pl3KS Tg34 contiene la secuencia de DNA que 

codifica para la síntesis de la proteína ROP2 (salvo la metionina inicial) insertada en el sitio Eco 121 del 

sitio múltiple de donación del plásmido pl3luescript KS' (Stratagene). El inapa del plásmido se muestra 

en la figura 3.2 en la que están indicados la localización del inserto y algunos sitios de restricción. La 

secuencia de DNA del inserto y su traducción se encuentran en la figura 3.3. 

1.4 	Fugo M13T1'7 (Invitrogen). M 13/17 es un fago filamentoso con DNA circular de cadena 

simple (64(X1nucleófitlos de largo) capaz de infectar bacterias que expresan pili sexual en su superficie. 

Cuando el DNA del fago es introducido a una bacteria, se sintetiza la hebra complementaria formándose 

DNA de cadena doble que constituye la forma replicativa (RE). A diferencia de otros bacterlófagos, 

éste no ensambla nuevas partículas virales intracelularmente; el DNA de cadena sencilla, sintetizado en 

etapas posteriores, es conducido a la membrana bacteriana donde se va cubriendo de proteínas virales y 

al mismo tienip() es expulsado de la bacteria. Este modo de replicación del fago hace que la bacteria no 

sea lisada y continúe su crecimiento aunque a una velocidad menor. Debido a que el genorna del fago 

no se inserta en una estructura preformada, no hay restricción en el tamaño de DNA que puede ser 

empaquetado, por lo que este virus ha sido usado como vector de expresión. Para ello, se han 

desarrollado lagos con promotores y regiones de donación en su genonia (Sambrook y col., 1989; 

Model y Russel, 1988; Denhardt y col., 1978). En nuestro caso particular, en el genoma del fago 
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M 13f1'7 ha sido insertada la secuencia de DNA con la información para la síntesis de la enzima 'N 

RNA polinlerasa cuya transcripción se encuentra controlada por el promotor tac. 

Figura 3.2. 	Mapa de restricción del plásmido pl3KS Tg34. 7834: secuencia de DNA que contiene la 
información para la síntesis de la proteína W1'2, MCS: sitio múltiple de donación, L.ac Z: secuencia 
promotora del olieron de lactosa y fragmento del gen Lac Z, Col El mí: origen de replicación del plásmido, 1:1 
onl: origen de replicación del falto f I con el que es posible la síntesis de DNA de cadena sencilla criando la 
bacteria que contiene el plásmido es coinfectada con un higo cooperador, anip`: gen de resistencia al antibiótico 
ainpicilina. Los sitios de restricción únicos están subrayados. 
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Figura 3.3. Secuencia nucleotídica del inserto y de las regiones adyacentc,s del ¡Munido pBKS Tg34 y 
secuencia deducida de tanino:leidos de la proteína ROP2. Se indican las dos secuencias bidrofdbicas 
correspondientes al péptido señal y al péptido asociado a la membrana, algunos sitios de restricción del sido 
múltiple de clonaeidn del plasmido pBKS y el sitio Msc I que se encuentra en el extremo 3' de la secuencia que 
codifica para el pdpiido señal. 
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2 MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 

2.1 	Medio 1.urimIlertani (1.11): [acto-irypione 	. Dacio extracto de levadura 0.5 %. Nan 

%, p11 7.0. 

2.2 Medio 1.11 agar: Medio 1.11 adicionado con 1.5 9• de bario-mar. 

2.3 	Medio 1,11-tetraciclinammpictlina: Medio 1.11 adicionado con I IX pg/m1 de ampicilina y 10 

pg/m1 de teiraciclina. 

2.4 	Medio LB agar-letriteiclinmampicilina: Medio LH agar fundido y equilibrado a 48°C, 

adicionado con IIX1 pg/ml de ampicilina y 10 pg/m1 de tetraciclina. 

2.5 Medio S011: Dacio-trypione 2'%o. Dacio extracto de levadura 0.5 	NaCI 0.05 %. KCI 2.5 

mM, MgCla 10 iuM, p117.0. 

2.6 	Medio SOIPtetraciclina•arnpicilina: Medio SUD adicionado con 1(8111011 de ampicilina 

y 10 ligmi de tetraciclina. 

23 Medio 1,11 agar de superficie: Medio LB adicionado con 0.7 % de bacto•agar. 

3 TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES DE E. coli CON DNA 

PLASMÍDICO 

En todo experimento de transformación debe incluirse dos controles: en uno de ellos, se 

transforman células competentes con una cantidad determinada de una preparación estándar de I)NA 

plasmfdico y, en el otro. células competentes no reciben I)NA. 

En el experimento de transformación, se derrite el contenido de un tubo con células competentes 
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de E. culi congelado a -70''C. El tubo se incuba en hielo durante 10 ruin, se le agrega el DNA 

plasmídico 11 ng en un volumen máximo de 5 Mi. se mezcla el contenido girando el tubo lentamente y 

se realizan las siguientes incubaciones. 30 mili en baño de 'Ocio. 90 s en baño de agua a 42°C y 5 mili en 

baño de hielo. Se le añaden 9(X) µI de medio Lfi y se incuba 45 min en baño a 37°C con agitación a 2(11 

min. En una caja petri con medio selectivo 1.13 altar. adicionado con los antibióticos adecuados, se 

siembra una alícuota de 1(X) a 2(X) itl de células transformadas y con una varilla de vidrio se extiende el 

inóculo sobre la superficie del medio. I,as bacterias transformadas restantes se guardan a 4°C y las 

cajas con medio inoculado se incuban una noche a 37°C. 

4 EXTRACCIÓN DE DNA MAUI ÍDICO. MÉTODO DE MI NI-PREP 

En 5 ml de medio 1,13 adicionado con los antibióticos adecuados, se realiza un cultivo de toda la 

noche (37°C, agitación a 300 rpm) de la colonia bacteriana elegida. Se transfieren 3 ml del cultivo a 2 

tubos de 1.5 ml para microfuga y se guarda el resto del cultivo a 4°C. En los tubos, se separan las 

células por centrifugación en microfuga ( I min a 9,250g) y se remueve el medio completamente. Se 

resuspenden las bacterias en 5C µI de solución I a 11°C (lisozima 4 ingind en buffer de glucosa 50 mM. 

EDTA 1(0 mM. Tris 25(1 niM,pli 8.0). Se juntan las suspensiones de ambos tubos y se incuban 5 min 

a lemperatura ambiente (TA). Se agregan 2(X) µI de solución II (Na011 40 mM, SDS I %), se mezcla 

el contenido invirtiendo el tubo 3 veces y se incuba 5 mulo en hielo. Se agregan 150 µI de solución 111 

(Acetato de potasio pH 4.8, 3 M con respecto al potasio y 5 NI con respecto al acetato), se mezcla con 

vortex a baja velocidad (10 s) y se incuba 5 min en hielo. Para eliminar el precipitado formado, se 

centrifuga en microfuga 5 mili a 16,250g. El sobrenadante se transfiere a un tubo para microfuga 

limpio y se realizan dos extracciones agregando 450 pl de solución de fenol-cloroformo-alcohol 

isoarnflico (25:24:1), mezclando con vortex, centrifugando en microfuga (5 Irún, 16,250g, TA) y 

transfiriendo la fase acuosa a otro tubo limpio. Se realizan dos extracciones con 450µI de éter saturado 

con agua, pero eliminando la fase superior de éter por aspiración. A la fase acuosa final se le añaden 

700 1.11 de etanol absoluto a TA, se mezcla con vortex, se incuba 2 mina TA, se centrifuga (10 min, 

16,25 0g, TA) y se descarta el sobrenadante. Al precipitado resultante se le agrega I ml de etanol al 

70% a .20°C y, sin agitar. se centrifuga (5 min, TA, I6,250g). Se descarta el sobrenadante, se seca el 
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precipitado a TA durante 1.5 min y se resuspende en 5)) pl de solución 1INIAsa 50 nghn1 en buter 1 

(Tris 10 nihil, FATUA I mM, pl 1 8.1 h. Se incuba (Infame 2 h a 3•TC y se guarda a -20"C. 

5 ANÁLISIS DE DNA POR ELECTROFORESIS EN GEL DE ACAROSA Al. 1.5 % 

Se pesa 1.2 g de agarosa en una botella con tapón de rosca. se añaden 80 ml de buffer TAL ('Tris 

40 niM, EDTA I mM, ácido acético 20 niM, p11 5.0), se pesa la botella con su contenido y se disuelve 

la agarosa en un horno de microondas. Con agua bidestilada se restituye al peso original. 1.a solución 

se equilibra en un baño a 501.: y se vierte en el molde para geles (con el wine para l' orinar los pozos), 

obteniendo un gel de 5 mm de grueso y dejándolo solidificar durante 20 minutos. Se retira el peine y el 

molde con el gel se sumerge en la cámara de electroforesis llena con buffer TAL. 

Se preparan las muestras a analizar adicionan Boles una décima parle del volumen de "loading 

buffer" 10x (azul de hromofenol 2.5 mg/m1, SDS 15/r, glicerol 5(1 51. TAL 10x). Las muestras 

centrifugan y se aplican en los pozos del gel de agarosa. Se coloca la lapa de la cámara de 

electroforesls y se conectan los electrodos con el ánodo del lado opuesto a las muestras. Se corre la 

electroforesis a 150 V (corriente libre) durante 1.25 h. lkspués de la electrolbresis, el gel se Une 

sumergiéndolo en una solución de bromuro de etidio (1(1 pgim I en buffer TAL) durante 15 min, con 

agitación lenta y en la obscuridad. El gel se decolora sumergiéndolo en agua durante 15 min, con 

agitación lenta y en la obscuridad. El gel se coloca sobre una hoja de celofán en el transiluminador, se 

ilumina con luz U.V. (302 nm) y se fotografía. 

6 DIGESTIÓN DE DNA PLASMÍDICO CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN 

Si se desconoce la concentración de DNA en la solución a analizar, ésta puede estimarse 

sometiendo una muestra de volumen conocido a una electroforesis en gel de agarosa junto con una 

cantidad conocida de DNA y comparando la intensidad luminosa de las bandas producidas. 

En orden, se añaden los siguientes reactivos a un tubo de 1.5 oil para microfuga, limpio y estéril: 

• 1 pro de buffer 10x adecuado para la enzima de restricción (ver cuadro 3.1). 
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- Una cantidad aproximada de 200 ne de DNA plasmídico. 

- Agua hidestilada chp 10 pl. 

• 5 d 01 U de la enzima de restricción seleccionada. 

Se mezcla el contenido del tubo Con vortex, se incuba durante 2 a 4 h a temperatura adecuada 

(ver cuadro 3.1) y la muestra digerida se analiza por electroforesis en gel de agarosa al 1..5 %. 

Cuadro 3.1. Enzintas de restricción y counxisición de buffers empleados. 

'intima de restricción 13ulTer Temperatura Sitios de corte 
10x 

flam III B 37 O. (i ! GATCC 
lIgl 1 II 60 °C. GCCNNNN ! NCiGe 
Dra 1 M y A 37 "C TIT ! AAA 
Eco RI II 37 "C Ci ! ANITC 
;De in M 37 "C RGCGC ! Y 
Ilind III 13 y M 37 "C A! A(iCTI.  
Msc 1 (Cae. huí 2 37 °C 'F(iCi ! CCA 
Nae 1 A 37 "C (ICC !GGC 
Psi 1 II 37 "C CTGCA ! (i 
Pvu II M 37 "C CA(i ! urci 
Xho1 II 37"C C ' TCCAG 

Buffer A 10x: Tris-acetato 330 mM, acetato de Mg 10(1mM, acetato de K 660 mM, dithiotltreitol 5 mM, 
p117.9 

Buffer 13 10x: Tris-11C1 100 mM, MgC12 50 mM, Miel 1 M, Imercaptoetanol 10 mM, p118.0 
Buffer II 10x: Tris-I1C1500 mM, MgC12 100 inM, NIKI 1 M, dithioerythritol 10 mM, p117.5. 
Buffer M 10x:Tris-11C1 100 mM, MgClz 100 mM, NaCI 500 niM, dithioerythritol 10 mM, pl 17.5 
reme. hui. 2 10x: Tris-I ICI 500mM, MgCl2 100mM, NaCI 500 mM, p118.0 

7 PURIFICACIÓN DE DNA PLASMÍDICO CON COLUMNA DE INTERCAMBIO 

AMÓNICO QIAGEN•tlp 104) (MÉTODO DE MIDI•PREP) 

En 25 ml de medio LB, adicionado con los antibióticos adecuados, se prepara un cultivo de toda 

la noche (37°C, agnación a 301) rpm) de la colonia bacteriana elegida. El cultivo se transfiere a 1111 tubo 

de polipropileno estéril con tapón de rosca, se separan las células por centrifugación (3,000g, 10 mili, 

4°C) y se elimina completamente el medio sobrenadarte. Las células se resuspenden en 4 ml de buffer 

PI-RNAsa (RNAsa 1(X) pg/tul, Tris 50 mM, E1)TA I() mM, pli 8.0), se agregan 4 ml de buffer P2 
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(Na011 200 mM, SiS I'41. se mezcla invirtiendo el tulio 3 veces. se incuria 5 min a 'FA, se agregan 4 

ml de buffer P3 frío (Acetato de potasio 3M. pll 5.5). se mezcla suavemente. se incuba 15 min en hielo 

y, para separar el precipitado formado. se centrifuga J.10,000g, 30 min. 4°(.'). El sobrenadame se pasa a 

un tubo de policarhonato esiéril y se vuelve a centrifugar (30,000g. 15 min. 4°C) recuperando 

nuevamente el sobrenadante transparente. 

En este orden, a una columna Q1AGI-N-tip 100 se le aplican las siguientes soluciones dejando 

que. por gravedad, cada una entre totalmente a la columna antes de aplicar la siguiente: 

- 4 ml de buffer Qu'ir (NaCI 751) niM, MOPS 50 mM p11 7.1), Etanol 15%. Trium-x1(10 (1.15'31. 

- El sobrenadante obtenido. 

- 10 ml de buffer QC (NaCI 1 M, MOPS 511 niM p11 7.0, etanol 1591. 

• 10 ml de buffer QC. 

• 5 ml de buffer Q1' (NaCI 1.25 M, Tris 50 mM pü 8.5, etanol 15%). 

En el tIllimo paso. en un tubo corea estéril se recupera el eluido que contiene el DNA. Este se 

precipita agregando 3.5 ml de isopropanol a 'FA. mezclando, centrifugando (15,00(1g, 30 min. 4°C) y 

eliminando el sobrenadante. El DNA precipitado se lava agregando 5 inl de etanol al 709i' a -2(PC. 

centrifugando (15,0(I0g. 15 min, 4°C) y eliminando el sobrenadarte. Se deja secar el precipitado 15 min 

a TA, se disuelve en 4(X) pl de buffer TE. se incuba 30 min a TA y agitando esporádicamente con 

vortex. I.a solución de DNA se transfiere a un tubo para microfuga y se centrifuga (5 min, I6,250g). 

Se recupera el sobrenadante (solución de DNA), se cuantifica el DNA y se almacena a -20"C. 

8 CUANTIFICACIÓN Y DETERMINACIÓN DE PUREZA DE DNA OBTENIDO POR 

MIDI-PREZ' (MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO) 

A partir de la solución de DNA obtenida por midiprep, se prepara 1 inl de una dilución 1/20 en 

buffer de TE. Se mide la absorbancla (A) de esta dilución a longitudes de onda de 280 nm y 261) nni, 

empleando una celda de cuarzo de 1 cm de trayecto óptico y usando como blanco buffer TE. Se emplea 

corno índice de pureza la relación A521'-'"'"/A5'21'""' (debe ser mayor a 1.8). 1.a concentración de DNA 

37 



se determina tomando en consideración que A'-26 	.0 conesponde a una concentración da I )Nik 

50 pghtil 

9 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA PLASMíDICO 

9.1 	Díges. Iión de DNA con enzínms de restricción 

En un tubo de 1.5 mi para microfuga. se agregan en el siguiente orden: 

- El volumen determinado del buffer adecuado para las enzimas de restricción a emplear. 

- Agua bidestilada sí es necesaria «. . 

• 5 pg de DNA plasinftlico. 

- 21) U de cada una de las enzimas de restricción. 

La mezcla de reacción se incuba de 7 a 12 h a temperatura adecuada para las mimas. Después 

de la digestión, se inacti van las enzimas durante 10 minutos a 7(1°C, La mezcla de reacción se somete a 

elecroforesis en gel de agarosa al 1.5% (empleando gel y soluciones recién preparadas). El gel se tiñe 

con una solución de bromuro de etidio fresca (1011g/tul en buffer TAE). 

9.2 Purificación de fragmentos de DNA con matriz Prep-A.Gene 

Con protección adecuada (bata, guantes y lentes), se ilumina el gel de agarosa con luz U.V. 

mientras se corta, con una navaja de bisturí estéril, la porción del gel de agarosa que contiene el 

fragmento de DNA que se quien, aislar. 1.a porción del gel se corta en pedazos más .pequeños que se 

colocan en un tubo para microfuga y se determina su peso y volumen (considerando su densidad igual a 

▪ AA*26"m :Absorbancia a longitud de onda de 260 mur, A"2/0nm: Absorbancia a longitud (le onda de 280 tun. 

• Las enzimas de restricción están» disueltas en buffer con glicerol al 50 % que es inhibid« de la actividad de 
la enzima. Para diluir lo suficiente el glicerol, el volumen total de la mezcla de reacción debe ser por lo menos 
10 veces mayor al volumen toral agregado de los stocks de las animas y esto determina los volumenes a añadir 
de agua hidestilada (si es necesaria) y de buffer para las enzimas de restricción. 

314 



g/n11). Se añaden 3 volúmenes de "binding buffer" (NaC104 c M. 	lel SO mM p11 1i.0. lit TA 

inM) y se funde la agarosa incubando a 55"C. Se agrega la suspensión de la niatriz Prep-A -Gene I pl 

por cada 2(X) ng de DNA' ), se incuba 10 min a 'l'A con agitación constante y se separa la inatri, (ron 

el DNA adsorbido) por eentrifugación en microfuga I I 6,250g. 30 s) y eliminando el sobrenadante. La 

matriz separada se lava 3 veces suspendiéndola CII SI) volúmenes (con respecto al volumen agregado rk: 

la matriz) de "wash buffer" (Tris-}ID 21) mM p11 7.5, EDTA 2 mM. etanol 51) %), centrifugando 

(I6,250g, 30 s) y eliminando el sobrenadante. La matriz separada se seca 5 min a TA, se resuspdide en 

un volumen (con respecto a la matriz) de "elulion buffer" (Dis-11C1 II) mM p/1 	ElnA 1 mM), se 

vuelve a separar por centriffigación (30 s. I 6,25(Ig) y se recupera el sohrenadante en un tubo para 

microfuga. Se repite la operación anterior. Se juman los sohrenadantes en un tubo de inicrofuga, se 

centrífuga nuevamente para recuperar un sobrenadante final. Una muestra de esta solución se analiza 

por eleciroforesis en gel de agarosa al 1.5% y el resto se guarda a -20t. 

10 LIGACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA CON LA ENZIMA T4 DNA LIGASA 

A un tubo para microfuga se le añaden cantidades equiniolares y sul)cienies de los fragmentos de 

DNA purificados y en un volumen total de I I pi (completar el volumen con agua bidestilada si es 

necesario). Si se van a ligar fragmentos con extremos pegajosos, el DNA se incuba a 1)0°C durante I() 

min para separar los extremos que se hayan alineado entre sí y después se enfría a TA durante 20 min. 

Se añaden 3 pi de buffer de ligación 5x (Polietilenglicol al 25 91,  en Tris-HCI 330 ntM, MgCl2 25 mM, 

ATI' 5 mM, dithioerythritol 5 mM, 	7.5) y 1 U de la enzima T4 DNA ligasa diluirla en 1 pl de buffer 

de ligación lx. Se incuba durante 1 noche a 14°C. Al terminar la ligación se inactiva la enzima por 

incubación a 60°C durante I() min. 

Para estimar la cantidad de DNA en el gel de agarosa se toma en consideración: la proporción del tamaño del 
fragmento de DNA a purificar con respecto al (anido del plasmido y la cantidad total digerida del plasmido. 
1)unbién puede estimarse por conmoción de la intensidad luminosa de las bandas del DNA a purificar con 
una banda producida al analizar una cantidad conocida de DNA. 
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I1 PREPARACIÓN Y TITULACIÓN DEI, "STOCK" DE FM;(115113/17 

11.1 Aislamiento de placas 

En 5 n1I del medio 111-teiracielina. se prepara un cultivo (le 7 Ir de la bacteria E. cnli XI.1- Blue. 

Usando medio I.U. se preparan diluciones seriadas en polcncias de 10 del "stock" del fago M13f1'7. 

desde II) .5  a 101". A tubos con 3 ml de medio 1.0-altar de superficie, fundido y equilibrado a 47°C, se 

les añaden Mi al de cada dilución del Vago y 1(X) µI del cultivo de. E. t'oh X1.1-11lue, se mezclan 

perfectamente y se vierte su contenido sobre cajas petri con medio 1.11-agar. Se deja solidificar el agur 

de superficie y se incuban las cajas durante 1 noche a 37°C. 

11.2 Comprobación de la presencia del fago 11.113/1'7 

De la caja poni con placas aisladas se eligen 10 de éstas. El pedacito de altar con cada placa se 

toma con la punta de una pipeta Pasteur estéril y se deposita en tubos con 2 tul de medio 1.13 inoculado 

con 51) µI del cultivo de E. culi X1.1-Blue (preparado anteriormente). Los tubos se incuban 5 h a 37°C. 

Las células contenidas en 1.5 ntl de cada uno de los cultivos se separan por centrifugación (5 min, 

16.250g), guardando el sobrenadatue a 4°C. Se extrae el DNA viral de doble cadena norma replican val 

a panir de las células separadas usando el método de 1141n1prep. Muestras de 5 µI del 1)NA ex1raído se 

digieren con 5 U de cada una de las mimas de restricción Hind 111 y Eco RI, y se analizan por 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. La existencia de un fragmento de DNA de 2.7 kph. 

correspondienre al DNA con la información genética para la símesis de la enzima T7 RNA polimerusa, 

confirma la presencia e Integridad del fago M 13/17. 

11.3 Preparación del "stock" del fago M13/17 

En 3 nd de medio SOB-tetraciclina, se hace un cultivo (37°C. 300 rpm) de E. con XLI-Blue 

hasta que alcance una 1)0 a 6(X) nin igual a 0.3. Con 10 pI de este cultivo se inoculan 1(X) ntl de medio 

SOB-tetraciefina y se añaden 100 µ1 del medio sobrenadanle seleccionado en la etapa anterior por 
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contener el lago M M'U. Se incuba a 37°C durante toda la noche con agitación a 310 ¡polo. LI cultivo 

es traspasado a tubos de polio:arbolillo estériles y se separan las células por centritugacióu ( 0,1Mg, 15 

4'(:), El sohrenadavue se recupera en condiciones de esterilidad y se incuba a 70"C durante 20 

mili, Este nuevo "stock" drl lago se separa en alícuotas que se guardan a 4°C. 

11.4 Titulación del "stock" 

Se procede de la misma forma que para el aislamiento de placas (11.11. LI título del "stock" se 

deterutina con el número de placas presentes en la caja adecuada (aquélla que tiene de 20 a 2(X) placas), 

multiplicándolo por el factor de dilución respectivo y expresando el resultado en unidades rimadoras 

de placas por ml del "stock" (plu's/m1). 

12 INDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE EN 

BACTERIAS TRANSFORMADAS CON EL VECTOR pRSETA 

En medio 113-teneielina•allipieflina, se prepara un cultivo de toda la noche de la colonia 

transformada. Con 300 pl de este cultivo se inocula un matraz con 15 ml de medio SOB•ierraciclina-

ampicili mi y se inicia el cultivo a 37°C con agitación a 3(X) rpm. Se sigue el crecimiento bacteriano 

midiendo la densidad óptica (1)0) a 6(X) nm. Cuando se llega al inicio de la fase de crecimiento 

exponencial (1)0= 0.3) se colecta una muestra de 1 mi que se procesa de la siguiente manera: 

- Se mide la DO a 6(X) mm para determinar el numero de células en la muestra (D0= 1.0 

corresponde a 109  células/m1). 

- Se traspasa la muestra a un tubo para microfuga y se separan las células por centrifugación 

(1 mili, 16,250g), eliminando el sobrenadante. 

- Se resuspenden las células en buffer ¡nuestra (SDS 2.5%, Tris HCI 65.2 mM pll 6.8, 2- 

mercaptoetanol 5 % v/v, azul de broinofenol 5 mg/1(X) oil, glicerol 10%) ajustando su concentración a 

2x109  células/ml. 

- Se hierve la muestra en baño María durante 5 mía, se enfría en hielo y se guarda a -20°C. 
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Después, se agrega al cultivo una solución de Imi; ion mM) en cantidad suficiente para 

alcanzar una concentración de I mM. Se continúa el cultivo durante 1 II, se toma una 'nuestra y se 

procesa de igual forma. En esta etapa, se determina la concentración de bacterias y se infecta el cultivo 

con el falto M 13rC1. añadiendo el volumen del "suick" del lago necesario para alcanzar una proporción 

de 5 unidades rumiadoras de placas (pfu's) por célula bacteriana. Se continúa el crecimiento del cultivo 

y se procesan de igual forma nuestras tontadas I, 2, 3 y 5 h después de la infección. 

Con los datos de densidad óptica, se construye una gráfica de crecimiento bacteriano. I .as 

muestras procesadas se analizan por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS con lindón con azul de 

Cootnassie o por Western bloc. 

13 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS 

Se prepara el gel de corrida con 30 tul de una solución desgasi ficticia de acrilaniida•bisacrilantida 

(acrilarnida 10%. bisacrilantida 0.27 'le, Tris-VICI 375 mM p11 8.8, SDS 0.1 %) añadiendo 150 µ1 de 

persultaio de amonio al In% y 10 pl de TEMED. El gel se viene en el molde armado con los vidrios. 

espaciadores, pinzas y la base para preparación de geles; se cubre con una capa de butano! saturado con 

agua y se deja polimerizar durante 1 h. Se elimina el isobutanol de la superficie del gel, ésta se enjuaga 

con agua bidestilada y se seca con papel Whatman. Se coloca el peine entre los vidrios, se viene el gel 

concentrador preparado con 12.5 ml de una solución desgasificada de acrilamida-bisacrilantida 

(acrilatinda 4 %. bisacrilamida 0.1 %. Tris-DC:1 128 mM pH 6.8, SDS 0.1 %), 62 µI de persulfato 

amonio al 10% y 6.2 pide TEMED. El gel se deja polimerizar 30 min, se retira el peine y se enjuagan 

los espacios para las muestras con agua hidestilada y buffer de electrodos (Tris 0.3 %, glicina 1.44%. 

SDS 0.1 %). Al final, los espacios se dejan llenos con bufer de electrodos. 

Las muestras a analizar se aplican en los pozos; se arma la cámara del electrodo superior 

(cátalo) sobre el molde con el gel, ambos se transfieren a la cámara inferior equipada con un magneto. 

el electrodo inferior (ánodo) y llena de buffer de electrodos. Se instala la tapa de la cámara conectando 

correctamente las terminales a la fuente de poder y la electroforesis se lleva a cabo durante una noche, a 
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una corriente de 7.5 mA, voltaje máximo de 60 V y con agitación del buffer de electrix 

Al final de la electroforesis se desconectan los electuidos. se extrae la cámara superior y el molde 

con gel, éste último se desarma para obtener el gel íntegro subte uno de los vidrios. 

14 TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS CON AZUL DE COOMASSIE 

Después de la electroforesis, se elimina el gel concentrados y el resto del gel se coloca en un 

recipiente de polipropilena Se Usan las proteínas contenidas en el gel con 75 mI de solución de Unción 

(ácido acético 5% v/v. metano' 10% v/v) e incubando a 5512 durante 211 min con agitación lenta. Se 

tiñe el gel con una solución de Coonassie Brillant blue 8250 al 0.1 'A,  en solución de Unción, incubando 

30 mili, a 55°C con agitación lenta. El gel se decolora con una solución para enjuague (acido acético 

7% v/v) incubando a 55°C con agitación lenta. 

15 NVESTERN BLOT 

15.1 Electrotransferencia 

Después de la electroforesis, se elimina el gel concentrados, el resto del gel se lava 3 veces con 

buffer de lavado (Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3) durante 15 Min. Ell una charola llena con 

buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, p11 8.3, metano' 20 %), en forma de "sandwich' 

se colocan bien centrados y previamente remojados con el mismo buffer: una reja para 

electrotransferencia, una esponja, el papel para blot, la membrana de nitrocelulosa cortada al tamaño 

del gel, el gel. el papel %atinan, una esponja y otra reja. La cámara de transferencia se llena con 

buffer de transferencia a 4°C, se equipa con un magneto y un refrigerante mantenido a 4°C. Se 

introduce el "sandwich" en la cámara de transferencia (la membrana de nitrocelulosa del lado del balo) 

y se coloca la tapa-fuente de poder. I.a transferencia se lleva a cabo durante dos horas a 90 V y 0.7 A 

con agitación del buffer. 
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Al terminar la transferencia se desconectan los elecnixios, se atrae y se desarma el "sandwich". 

y de la n'embona. se corta la lira correspondiente al carril de marcadores de 1.,eso molecular. 1.a tira de 

marcadores se tiñe con una solución de rojo de l'onceau al 0.39x, (en ácido iricloroacehco al 39,1 

durante II) min, y se decolora con acido acéiico al 59(.. HI resto de la membrana se somete a 

in11111110deleCCiÓn. 

15.2 Ininumxletección de la proteína 1201'2 sobre el blot 

1.a membrana de nitrocelulosa se enjuaga con solución TNT (Niel 0.15M, Tris.' lel 10 mM p11 

8.0, Tween 20 (1.05 (74,  v/v) y se bkxplea con 31) ml de solución de albúmina sérica lx)vina (LISA al 1 

en TNT) incubando 2 ta a'I'A con agitación lenta. Se lava la membrana con TNT (2 enjuagues rápidos 

y 3 lavados de 10 mili en agitación suave). 1.a membrana se incuba con 30 ml de una dilución 1(L' d' 

líquido de aschis con el anticuerpo 21)1.  (Leriche y Dubremeiz, 1991; Sadak y col., 1988) en LISA al 

1% . con agnación suave, a 'I'A durante 1 h (o 4°C durante I noche). 1.a membrana se lava con TNT y 

se añade 30 tul de una dilución 10'4  del conjugado fi AM-AP (anticuerpo de cabra ani•IgG murina 

conjugado a lbsfatasa alcalina) en LISA al lek, se incuba 2 ha TA con agitación lenta. La membrana se 

lava con TNT y se le agregan 30 ml de la solución de mismito (niiroazul de leuazolio. NBT. 0.33 

bromo-cloro-indolil-fostato. KIP. 0.16 nighnl, Tris-IlCI 1(10 :lin NaCI 101) niM. MgCla 5 

mM. pi) 9.5), se incuba 5 min. a TA, en la oscuridad y con agitación suave. Se descarta la solución d• 

sustrato. La reacción se detiene incubando la membrana con 1(1 mal de solución de EDTA 5 inM p11 8.1) 

durante 10 min. Finalmente, se enjuaga la membrana con agua bidestilada y se seca a TA. 

Anticuerpo monoclonal n'urjo() ami-120P2 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 

1 EXPRESIÓN DE 11NA FORMA RECOMBINANTE DE LA PROTEÍNA ROP2 

USANDO El, PLÁSMIDO pRSETA 

1.1 Diseño de la construcción 

Para expresar la proteína ROP2 sin su reptido señal en E. culi. usando el vector pRSETA. 

diseñó la construcción que se representa en la figura 4.1. 

El plásmido pl3KS Tg34 contiene la información genética para la síntesis de la proteína ROP2 

(sin el colón inicial). 1,a digestión de este plasmido con las enzimas de restricción Ilind 111 y Msc I 

produce dos fragmentos de DNA de 1730 y 303(1 ph de tamaño, respectivamente. El fragmento de 1730 

ph Tg34/M/11) contiene la información genética para la síntesis de la proteína ROP2 sin su péptido 

señal y contiene un extremo rasurado en 5' y un extremo Ilind III pegajoso en 3'. 

En el plásmido 1)RM-71'A la localización y orientación del promotor T7 determinan el inicio y la 

dirección de la transcripción de secuencias de DNA insertadas en el sitio múltiple de donación y, por lo 

tanto, !atablen determinan la orientación en que debe ser colocado el inserto para la adecuada expresión. 

En el sitio múltiple de donación del plásmido pRSETA existe un sitio único de corte para la urzima 

Pvu 11 (enzima que produce extremos rasurados) y otro sido único de corte para la enzima Hind 111 (ver 

más detalles en la figura 3.1). Al digerir el plásinido pRSETA con las enzimas Hind III y Pvu 11, éste 

se lineariza teniendo un extremo rasurado cercano al promotor T7 y otro extremo Hind 111 pegajoso. I,a 

ligación del fragmento Tg34/M/H con el plasmido pRSETA linearizado llevará a la formación de un 

nuevo plásinido (pRSETA Tg34/M/11) que posee el inserto en el marco de lectura adecuado para que se 

exprese la proteína ROP2 sin su péptido señal como una proteína de fusión. La figura 4.2 muestra la 

secuencia de aminoácidos y el peso molecular esperados para la proteína de fusión. 
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Figura 4.1. Construcción del plásmido de expresión pIISETA 434/M/11. Abreviaturas: T7p: promotor 77, RBS: sitio de 

unión al rilmsoina. ATG: codón de inicio de traducción, (Ills)6: ildormación Para incorporación de 6  residuos de hislidina, 
EK: información para la síntesis del sitio de hidrólisis por la enzima pioteolítica enterocinasa, MCS: sitio Múltiple de 

donación. Tern): señal para la finalización de transcripción. Col El uní: origen de replicación del plásmido. FI uri: otigen 

de replicación del fugo II con el que es posible la síntesis de DNA de cadena sencilla, loop': gen de resistencia a la 

ampicilina. Luc Z: promotor del operón tac y fragmento del gen Lac 7g34: secuencia de DNA con la información para 

la síntesis de la proteína ROP2. STOP: risión tenninación de traducción del gen ROP2. 
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MRGSJ11111111111(1MASMT(;GOQM(18D1,7 ODDI)111)RVIOS El, El 40 

(His)6 	 EK 

CSHVQ0GAGVVR PREMONSEAAVSVRP P(1,GA17',1)1111F11S P 80 

EPVAP I DGEI IV EDI< 11(11C,SWI,E0EAA 	VT P 1,1,NSI1TETP1' 120 

_QS PSAFRRI,L.RRI,RFWRIZGRTI:2511GGE P POPPRPS1, 160 

RI,F9111,RRAAAAI PAAA.PFPRRFRR \TEPVRPPDEFPFD 200 

VDTNPMYFRGTDPGDVVI EELFNRT PETSVWNENERVI,SN 240 

ANIIINSTALWRNEOSFRVESELGERPRTIAmc PVI.,RDNGS 280 

Proteína 	R0P2 	(sin 	póptido 	señal) 

Y ICLEATDOETGEPLEVIIVPYFTERP P SNA IKQII,SEQVLR 320 
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400 

440 

480 

520 

560 

I.,RLI,RG I KNQROAK AYI,RFI FPI DINK DPKKRK M I RVRLD 

ERDMI4VLSRFTLYPRMOSN1,111.1,CMV1,1,SIISSTRKSIN1111 

ARL,01,T1,01, I RI.AAS LOI1 YGLVHAQEOVRN I 1_,I.DORGGV F 

UPGFEN LVRDGASAVS PI GRGRA P PETTAERML,PYR01111P 

TLMTFP FDTWTI,GLA I YW WCADUNTEDAELGGIEWI YR 

RCKN I POPVRALLEGFLRYSKEDRUPLOAMETSEYEOLR 

TELSAVLPI,WPDGE PA 	 577 

Peso Molecular calculado : 	66 kDa 

Figura 4.2. Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión recombinante. 11n la figura está escrita la 
secuencia esperada de aininoácidos de la proteína de fusión recombinante codificada por el plásmido pRSEFA 
Ig34/111/11. Se indican las distintas regiones de esta proteína y el peso molecular calculado. Abreviaturas: 
(111s)6: dominio poli-bis o de unión a metal, EK: sido de hidrólisis de la enzima enterocinasa. Con t se indid 
el residuo correspondiente al aminoácido 27 de la secuencia de la proteína 11012. 
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1.2 Producción y purificación del plasinido pltSETA 

Como primer paso para realizar la construcción diseñada, time net:curio amplitielif y purilü'ar cl 

plátilimidOpIZSVI.A. Se translimitaron células competentes de la cepa E. cala XI .I -aloe con el 'Irisando 

pl/SETA; como control se hizo una transformación de las mismas células. pero sustituyendo el 

plásmido con buffer de TF. I as bacterias transformadas se seleccionaron en medio 1.13 agio-

tetraciclina-ampicilina. Crecieron 240 colonias en la placa sembrada con bacterias tratadas con el 

plásmido y no se observó crecimiento en la placa sembrada con las bacterias del control, demostrando 

que el crecimiento de las bacterias en este medio se debe al tratamiento con el plásmido plZ SETA. 

Para verificar la presencia del 'Alisando pRSETA en las colonias obtenidas, se obtuvo DNA 

plasinklico de 4 de estas colonias por el inél(xlo (le Miniprep. Como control. se sometieron al mismo 

protocolo bacterias E. cola X1.143lue no transiOrmadas. El DNA plasmídico se analizó por 

electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.3). Observamos dos bandas intensas de DNA en los carriles 

correspondientes a cada una (le las muestras de DNA extraído de las 4 colonias de bacterias 

transformadas. Cada banda corresponde a una de las dos conformaciones que puede adquirir el 

plásmido, ya sea circular o superenrollada. No se observa DNA en el carril correspondiente al 

Miniprep realizado con las bacterias E. culi XL I -Blue no transformadas, demostrando la extracción 

selectiva de DNA plasmídico por este método. 

Para verificar que el plásmido extraído de las 4 colonias bacterianas transformadas tenia el 

patrón de restricción esperado para el plásmido pRSETA, el DNA plasmídico fue digerido con las 

enzimas de restricción Ilind III. BO 1 o thie III y los productos de cada digestión fueron analizados por 

electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.4). En la tabla 4.1 se reporta el número y tamaño aproximado 

(le los fragmentos de DNA producidos experimentalmente en las digestiones, así como el número y 

humillo de los fragmentos de DNA esperados. Es importante mencionar que la digestión del DNA 

plasnifdiCo con la enzima llae III produce fragmentos de un tamaño menor a 300 pb, no detectables en 

el gel de agarosa usado. Los resultados en la tabla muestran la presencia, en las 4 colonias de bacterias 

E. culi XLI -Blue transformadas. de un plásmido cuyo tamaño y mapa de restricción corresponde al 

esperado para el plásmido pRSETA. A estas colonias se les denominó E. rola XLI-Blue plISETA. 
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Figura 4.3. Análisis por clectroforesis en gel de agarosa del DNA plasmfdico extraído de 4 colonias de E coli 
X1.1-13lue transformadas con el plásmido pilan. Muestras de 8 pl de DNA plasmfdico obtenido por 
Miniprep de las colonias número I (carril 1), 3 (carril 3), 4 (carril 4)5 (carril 5) de bacterias transformadas con 
el plisando pIZSETA y de una colonia de bacterias no transformadas (carril C) fueron sometidas a 
eleetroforesis en gel de agarosa al 1.5 'Yo. Eti el carril A. se aplicó una muestra de 500 ng de DNA del falto?,  
digerido con Ilind III y Eco 121 como estándares de iamatio. A la izquierda se indica el tamaño de los 
fragmentos de DNA estándares. 
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Figura 4.4. (A, fl y C) Mapas del plisando pRSIliTA mostrando los sitios de corte de las enzimas de 
restricción lijad 111, 13g1 1 y use 111. (1)) Análisis por eleclroforesis en gel de agarosa del DNA plasmfdico 
extraído de 4 colonias de bacterias E. culi Xl..1 -Blue transformadas con el plásinido plISEITA y digerido con las 
enzimas Hhid 111, 13g1 1 o Hae 111. Muestras de 8 Id del DNA plasinfdico, extraído de las colonias adinero 1 (1), 
3 (3), 4 (4) y 5 (5) de bacterias transformadas con el plisando pRSETA, fueron digeridas con Ilind III (11Ind 
111), I3g1 1 (11g1 1) o I lac III (liste III). las muestras digeridas fueron sometidas a electroforesis en gel de 
agarosa al 1.5 %. I.11 los carriles marcados con X, se aplicaron muestras de 500 ng de DNA del fago A digerido 
con llind III y Eco 111 como estándares de tamaño. A la izquierda se indica el tamaño de los fragmentos de 
DNA eslandarcs. 
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Tabla 4.1. Caracterización Con encintas de resirieciai del 1)NA plastitídico exiliado de 1 
colonias de F. colr X1.1 -Blue transtonnadas con el plásinido pRSI{I A. 

Enzima de restricción Ilind III 	Bel 1 	 I be III 

  

Tamaño de los fragmentos esperados 	2949 ph 1620 y 1320 ph 	6.57. 158, 431, 334, 2911, 267, 171, 
142, 80, 74 y 20 ph 

'l'amaño aproximado de los fragmentos 	2.8 kph 	1.5 y 1.2 kph 	0,64, 0.52, (143.0.39 y 0.31 kph 
observados 	 (2.8 910  
ri «ayunto mareado con • . visto en la 11111051N 	la col,m1.1 I. (M'ovoide al pliglild011111,111Zatitl VII duplo ¡KM 

Para disix)ner de DNA del plásmido pl1SETA de calidad adecuada y en cantidad suficiente para 

los siguientes experimentos, se purilicó DNA plasinklico de la colonia número I de E. col i X1,1 -Blue 

pRSETA empleando el mhxIo de Midiprep. Se cuantificó el DNA obtenido y se evaluó su pureza por 

método espectrolbtométrico. 1.a relación A2'''/A2'''file de 1.94 (debe ser mayor a 1.8) y la cantidad total 

obtenida de DNA puri liudo fue de 38,8 pi:. 

Para verificar la calidad del DNA plastindico purificado. muestras de éste fueron digeridas con 

las mimas de restricción Pvu 11 o Ilind III y fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa; 

lambido se analizó una muestra de DNA ¡las:indico intacto purificado (Figura 4.5). En el carril 

donde fue aplicada la muestra de DNA plasmídico Mutuo, se observó una banda intensa de DNA 

(conespondiente a DNA plasiuídico en su forma circular superenr011ada) y otra de menor intensidad 

(corresixnuliente a DNA plasin(dico en su forma circular). En los carriles donde fueron aplicadas las 

muestras digeridas con cada una de las dos enzimas, se observó una banda de DNA de un tamaño 

aproximado de 2.7 kpb que corresponde al plásmido linearizado (de un tamaño real de 2949 pb). 

1.3 ClonacIón del DNA que ~rica para la sínIls de la proteína ROP2 en el plásmido 

pRSETA 

Se aisló y purificó el fragmento de DNA de 1730 pb denominado Tg34/M/11, producto de la 

digestión del plásmido p11KS Tg34 con las enzimas Hind III y Msc I. También se aisló y purificó el 

fragmento de 2900 pb denominado pIZSI•TA/P/II. producto de la digestión del plásmido pRSETA con 
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Figura 4.5. ( A ) Mapa del plásmido pliSETA mostrando los sitios de corte de las enzimas de restricción 
Ilind III y Pvu I1. ( 11 ) Análisis por eledroforesis en gel de agarosa del plásmido pRSETA purificado por 
Midiprep y digerirlo con las enzimas de restricción Ilind III u I'vu 11. Muestras de 2 pi de plásmido pRSETA 
(97 ogilt1), purificarlo por cromatograffa de intercambio aniónico Qiagen-tip 100 (Midiprep), fueron digeridas 
con 5 U de la enzima Ilind 111 (carril II) o con 5 U de la encima Km II (carril P). Después de la.digestián, las 
muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de nitrosa al 1.5 %. En el carril X fue aplicada una muestra 
de 500 ng de DNA del falto X digerido con 11111(1111 y Eco 111 como estándares de Miami() y en el carril I fue 
aplicada una muestra de 2 Id del plásmido plISETA purificado e intacto. A la izquierda se muestra el timarlo 
de los fragmentos de DNA estándares. 
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las enzimas Ilind III y Pvu II. Para verificar la presencia de los fragmentos de DNA purificados y 

estimar sus concentraciones, muestras de las soluciones de los dos fragmentos purificados fueron 

analizadas por clectroforesis en gel de agarosa, junto con una muestra de 2(X) ng de plásmido pRSETA 

intacto (Figura 4.6). En el carril correspondiente al DNA Tg34/M/l1 se observo una banda de DNA á: 

tamaño estimado de 1.7 kpb y en el can•il correspondiente al DNA plISETA/P/11 se observó una banda 

de DNA de tamaño estimado de 2.9 kpb. La semejanza entre la intensidad luminosa de las bandas de 

DNA de cada muestra y la intensidad luminosa de la banda de DNA correspondiente a la muestra (1.:. 

2(X) ng del plásmido pRSETA intacto nos perntitió estimar que, en la soluciones, la concentración de 

cada fragmento era de 40 ng/pl. 

Para constniir el plásmido recombinante, cantidades cqui molares de los fragmentos Tg34/M/11 y 

pRSETA/P/Il se ligaron con la enzima T4 DNA ligasa. Se transformaron células competentes de la 

cepa E. coli XL I-Blue con una alícuota de cada una de las reacciones del experimento de ligación; se 

incluyeron los controles necesarios para el experimento de transformación. Las bacterias transformadas 

se seleccionaron en medio I.B agar-tetraciclina-ampicilina. El experimento de ligación y los resultados 

de la transformación se reportan en la tabla 4.2. En este experimento de ligación dos eventos pueden 

ocurrir: en el primero se logra la ligación de ambos fragmentos de DNA formando así el plásmido 

pRSETA Tg34/M/ll y, en el segundo evento, el plásmido pRSETA linearizado por digestión con una 

sola de las enzimas (11ind III o Pvu 11) se recirculariza por acción de la ligasa. En el experimento 

desarrollado, el control de recircularización nos permite evaluar la frecuencia del segundo evento. 

De los resultados reportados en la tabla 4.2 podemos concluir: 

I. La transformación de las bacterias fue eficiente (mayor a 200 colonias en la transformación 

número 4 con el DNA control). 

2. La mayoría de las colonias obtenidas en la transformación 1 (aproximadamente el 75 %), 

deben contener el plásmIdo recombinante esperado (pRSETA 'Fg34/M/11), ya que en el expetimento 

control de recircularización, donde sólo se incluyó el plásmido linearizado, se obtuvieron 4 veces filenos 

colonias (44 colonias en la transformación 2 vs. 187 colonias en la transformación I). 
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Figura 4.6. Análisis por electruforesis en gel de agarosa de los fragmentos pRSETA/Pfll y Tg34/M/H. 
Muestras de 5µl de las soluciones de DNA pliSETNP/11 (carril P) y Tg34/M/11 (carril T), purificado con la 
matriz Prep•A•Gcne, fueron sometidas a clectroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En el carril 1 se aplicó una 
muestra de 200 ng del plástnido pRSESTA purificado por Midiprep. 13n el carril 7l se aplicó una muestra de 500 
ng de DNA del fugo X digerido con Hind 111 y Eco 111 como estándares de minarlo. A la izquierda se indica el 
tamaño de los fragmentos de DNA estándares. 
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Tabla 4.2. Construcción del plamnido pIZSETA Tg34/M/I I: experimentos de ligación y iranstolinación 

'Transformación 
(1:011110I de 	il:nund de 

transioriouión) 

    

DNA pina la 
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51:1 de la I.e.trrló. 	5 III de la lema:kin 
de ligación I 	de Irgo Sil 2 

5 01 de la I eaCC.11511 
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:150 lig de DNA 
piksvrA 

de COIIIIII. 
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Ihh 0110alas 	d i nAunias 	 1 culonia 	 > 21X/ t:01011135 	11111g11113 

1.0 agardenaciclind 

mUPiell1 9. 	. 	....... ....... ...... 	........... ..... ........ 	......... ......... 

3. I.a obtención de colonias en la transformación número 2 es el resultado de la recircularización 

del plasinido linearizado. que a su vez se debe a una digestión incompleta del vector pRSETA por las 

dos enzimas lünit III y No II. 

Para seleccionar las colonias que contengan el plasmido recombinante esperado pRSE'l'A 

Tg34/N1/11. se extrajo DNA plasnifdico de 9 colonias obtenidas en la transformación I. Como control 

fue extraído DNA plasmfdico de E. coli XLI-Dlue pRSETA. El DNA plasiuldico obtenido de 8 de 

estas colonias y del control fue analizado por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.7). En los 

carriles correspondientes a las muestras de DNA plasmidico de las colonias número 1 y 9 se observan 

bandas de DNA similares a las observadas en el carril correspondiente al DNA plasmitlico del vector 

pRSETA, implicando que estas colonias fueron transformadas con plásmido pRSETA recircularizado. 

En los carriles correspondientes a las muestras de DNA plasmfdico extraído de las colonias número 2, 

3, 6, 7 y 8 se observan bandas de DNA de un lainafto semejante, pero mayor al laman() del DNA del 

vector pRSETA. En el carril correspondiente a la muestra de DNA exIrafdo de la colonia número 4 
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Figura 4.7. Análisis por elecuotoresís en gel de agarosa del DNA plasmfdico extraído de 8 colonias de E. coh 
X1.1-131ne transformadas con el producto de la ligación de Tg34/Mill y pl2SETA/P/11. Muestras de 5µl de 
DNA plasmídico, extraído a partir de las colonias número 1 (carril 1), 2 (carril 2), 3 (carril 3), 4 (carril 4), 6 
(carril 6), 7 (carril 7), 8 (carril 8) y 9 (carril 9) de bacterias transformadas, fueron sometidas a clectroforesis en 
gel de agarosa al 1.5%. En el carril C se aplicó una muestra de 5 µI de DNA plasmfdico extraído de E. coli 
XL I-Blue pIZSEFA. En el carril X se aplicó una muestra de 500 ng de DNA del fago digerido con Hínd 111 y 
Eco IZI como estándares de minado. A la izquierda se indica el lanzado de los fragmentos de DNA estándares. 
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observamos bandas de DNA plasmídico de wso n'oh:Mar distinto al pe.!,o del I )NA plasmídico de las 

ti más colonias, sugiriendo que este plasmido no es el plasmido recombiname buscado. A partir (1.! 

estos resultados, decidimos continuar la caracterización de las climas candidatas 2, 3, 6, 7 y 8. 

Con el objetivo de determinar si el patrón de restricción del plásinido de las cinco colonias 

candidatas corresponde al esperado para el plasmido pRSETA Tg34/N4/11. el DNA plasmfdico extraído 

de estas colonias fue digerido con las mimas de restricción I lind III, Pst I. Ilain 111, Xho I o Feo Id 

Las muestras digeridas fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa (Figuras 4.8 y 4.9). En la 

tabla 4.3 se reportan los resultados obtenidos en la electroforesis, es decir, el número y tamaño 

aproximado de los fragmentos de DNA producidos experimentalmente en cada una (le las digestiones. 

así como el número y tamaño de los fragmentos de 1.)NA esperados. 

De los resultados resumidos en la tabla 4.3 p(xlemos concluir que las cinco colonias candidatas, 

2. 3. 6, 7 y 8, contienen el t'bundo pRSETA Tg34/10/11 que se deseaba construir. Estas colonias se 

denominaron E. coli XI, I - Blue pRSF,TA Tg 34/M/11.2. .3. .0..7 y .8 respectivamente. 

'abia 4.3. Caracterización del pl(tsmido pIZSEIA *Ig34/M/11 con las enzinias de restricción I lind III. ltst I. 

Bain III, XII() I y Eco 

Tamaño (lelos Eral mentas 	:ramal) de III_} Infmne.m.ns_obscrvaflus 

Enzima de 	pRSETA 	 .10n.iim 1 	',META Tg34/M/II.2, .3, .6, .7 y .8 

restricción  

XII() I 	 290X1 ph 	2970. 9N) y 720 ph 	 3.6*. 2.8, 1,0, 0.82 y 
4.6** kph 

l'st 1 	 29(X) ph 	 4650 pb 	 4.3 kph 

Eco RI 	 2900 ph 	 46.50 ph 	 4.3, 21.74  y 3.6* kph 

Dan 111 	 2900 ph 	4150 y 500 ph 	 4.2 y 0.55 kph 

.11iLid 111 	 29002 	 ..... 	... 41, 21.6* .y.3.8* kph 

ism bandas identificadas con 	correspenden a DNA plasinfilico circula no digerido. 1,a banda llcindicada con • • corresixinik a 

DNA plainildico linrvl pulucido por digestión incompleta. 
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Figura 4.8. (A) Mapa del plásmido pRSETA Tg34/M/II mostrando los sitios de corte de las enzimas de 
restricción XIII) 1, Psi 1 y Eco 121. (B) Análisis por electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmfdico 
extraído de 5 colonias de E. Mi XLI-Blue transformadas con la construcción pl2SErn Tg34/M/II y digerido 
con las enzimas Xho 1, Pm 1 o Eco 111. Con 5 U de las enzimas Xho 1 (X), Pst I (1') o Eco RI (E), fueron 
digeridas muestras de 5 Id de DNA plasmfdico extraído de las colonias número 2 (2), 3 (3), 6 (6), 7 (7) y 8 (8) 
Je bacterias transformadas con la construcción pRSE3A Tg34/M/11. Las muestras digeridas fueron sometidas a 
clectroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En los carriles marcados cuino Z. fueron aplicadas muestras de 500 ng 
de DNA del higo X digerido con I lind III y Iko 121 como eshindares de tamaño. A la izquierda se indica el 
laman° de los fragmentos de DNA estándares. 
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Figuro 4.9. (A) Mapa del pI.stnido plZSEJA Tg3I/M/11 mostrando los sitios de corte de las enzintas de 

restricción Balo III o llind III. (II) Análisis por clectroforesis en gel de agarosa del DNA plasiuídico extraído 
de 5 colonias de E. coli X1.1-13lue transformadas con la construcción pliSIUA '4134/M/11 y digerido con 
enzimas de restricción Batn III o llind III. Con 5 (1 (le la enzima de restricción Bain 111 (8) o Ilind III (II), 
fueron digeridas muestras de 5 111de DNA plasinklico eximido de las colonias ¡Minero 2 (2), 3 (3), 6 (6), 7 (7) y 
II (8) de bacterias transformadas con la construcción pmErn Tg34/M/II, Las muestras digeridas fueron 
sometidas a electroloresis en gel de agarosa al 1.5%. En los carriles marcados como 	fueron aplicadas 
muestras de 500 ng de DNA del falto X digerido con final 111 y Eco 12I como estándares de tamaño, A la 
izquierda se indica el tamaño de los fragmentos de DNA estándares. 
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—O-- Control 

- colonia 3 

—II—  colonia 6 

1.4 Expresión de la proteína ROP2 en E. con X1.1-Bloc pRSETA Tg34/M/11 

bn un primer experimento. se analizó la expresión (le la proteína recombinante en las colonias (le 

E. colé X1.1-bloc pRSETA Tg34/M/II.3 y .6. Se construyó la curva de crecimiento de las colonias 

probarlas y del control de bacterias E. (vil XI.1-Blue transformadas con el vector pRSETA sin el 

inserto (Figura 4.1(1). Es inmortante observar que el crecimiento de las bacterias transformadas con el 

plásmido recombinante es más lento que el crecimiento de las bacterias transformadas con el vector, aún 

antes de inducir la expresión de la proteína recombinante por adición de lirTG y del fago M13/17. 

Muestras de bacterias obtenidas antes de agregar IPTG, antes de infectar el cultivo con el fago M I3/1'7, 

I, 2, 3 y 5 h después de la infección, fueron usadas y analizadas !tunante electrofon.ssis en gel rki 

poliacrilamida-SUS y unción con azul de Cootnassie, y mediante Western bloc. En el análisis por 

electroforesis en gel de poliacrilainida-SUS y Lindón con azul de Coontassie (Figura 4.1 I ), se detectó la 

expresión de una proteína de 73 a 75 k Da en las muestras correspondientes a la colonia número 6. La 

proteína se detecta en la muestra tomada I h después de haber sido hecha la inducción de la expresión; 

además, la expresión de esta proteína aumenta conforme transcurre el tiempo. 
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Figura 4.10. Curvas de crecimiento de E. eoli XLI-Blue transformadas con el plásmido osErn Tg34/M/11. 
El crecimiento de las colonias E colé XLI-Blue pRSETA (control). E. co/i XLI-Dlue pRSEfA Tg34/M/I'1.3 
(colonia 3) y E coli X1,1-Blue pRSETA Tg34/M/11.6 (colonia 6), en medio S013-temaeiclina-ampicilina, fue 
seguido midiendo la densidad óptica del cultivo a una longitud de onda de 600 !un y empleando como blanco 
medio de cultivo estéril. Se indican con flechas los tiempos de adición del IPTG y del fago M13/17. 
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Figura 4.11. Análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de la expresión de la proteína 
recornbinante ett E culi XLI-Dlue transformada con el plásmido plISETA 1g34/M/11. Muestras de 1 ml de os 
cultivos, en SOB•tetraciclina-tunpicilina, de E. cali XLI-Blue pRSETA Tg34/M/11,3 (3), E. culi X1,1-Blue 
pRSISTA Tg34/M/11.6 (6) y del control, E culi 	pRSIIITA (C), fueron cosechadas al momento de 
añadir inG, al momento de infectar con el fago M13/1'7 y 1, 2, 3, y 5 11 después de la infección, midiendo su 
IX) a 600 ion. Las células contenidas en las muestras fueron separadas por centrífugación y Usadas en buffer 
de muestra a una concentración de 2x109  células/ml. Alícuota de 25 Id de estos Usados fueron sometidas a 
electroforesis en gel de poliacriltunida 10%-,SDS, En el carril marcado con una M fue aplicada utta muestra de 
proteínas estándares de peso molecular. Después de la electroforesis, el gel fue tenido con azul brillante de 
Coontitssie. A la izquierda se indica los pesos moleculares de los estándares. 
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En el análisis por Western Hm (Figura 4.12), en las siniestras de las dos colonias de bacterias 

WanStblinadati que lilefOn probadas, se observa la expresión de Una proteína de peso molecular estimado 

de 73 a 75 kDa reconocida por el anticuerpo mandonal anti-R01'2; esta proteína no se observa en las 

bacterias del control transformadas con el vector sin inserto. Sin embargo, el nivel de expresión de esta 

proteína es mayor en la colonia número 6 que en la 3. El reconocimiento específico por el anticuerpo 

monocional ami-1201'2 indica que la banda observada corresponde a la proteína recombinante esperada. 

El peso de la proteína recombinante no corresponde al esperado (66 • kDa), lo cual se explica por la 

presencia de varios aminoácidos de ;rutina en la proteína ROP2 que determinan que la proteína 

desnaturalizada muestre un aparente peso molecular mayor. La proteína recombinante se expresa antes 

de la inducción y se degrada en la bacteria (lo que es evidente por la presencia de bandas de peso 

molecular menor que corresponden a productos de degradación de la proteína). 1_a IllaXilna proporción 

de la proteína intacta se observa en la muestra tomada 1 11 después de la infección con el fago M13/T7, 

Con el objetivo de confirmar si existe diferencia en la expresión de la proteína recombinante entre 

las colonias de E. coli X1.1-Blue transformadas con el plásmido pl(SETA Tg34/Wil, se realizó un 

segundo experimento de expresión empleando las colonias 2, 7 y 8. En las curvas de crecimiento de las 

colonias probadas en este experimento (Figura 4.13) es impía:tante observar nuevamente que el 

crecimiento de las bacterias transformadas con el plásinido pl2SETA 434/64/11 es más lento que el 

crecimiento de las bacterias transformadas con el vector pESETA. 

Los Usados bacterianos, obtenidos en este segundo experimento de inducción, fueron analizados 

por Western bloc junto con los Usados obtenidos a partir de la colonia de E. coli 	pRSETA 

Tg34/M/11,6 en el experimento de expresión anterior (Figura 4.14). Paternos observar que: 

1. Entre las colonias probadas no existe diferencia significativa en el nivel de expresión de la 

proteína recombinante. 

2. La expresión está presente antes de iniciar la inducción. 

3. Existe degradación de la proteína en la bacteria y la proporción máxima de proteína completa 

se alcanza I h después de la Inducción. 
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Figuro 4.12. Análisis jx•ir Western bloc de la enrola de la muebla recombinante en E. oh X1,1-Blue. 
Alfeuotas de 5 pl de los Usados celulares preparados, como se describe en la figura 4.11, a partir de E. coli 
X1,1-Alue pRSETA 434/11/11.3 (3), E. coli X1.1-13lue pRSETA 434/M/11.6 (6) y del control, E. con XL1-
Blue pRSE'l'A (C) fueran sometidas a elecuolbresis en gel de poliacribnida 10%-SDS. En el carril marcado 
con una M fue aplicada una muestra de proteínas estándares de peso molecular y en el carril marcado con una 
T fue aplicado un Usado de 1 millón de taquiziMos de T gondii. Despuds de la electroforesis, las Proteínas del 
gel fueron sometidas a clectrotransferencia a membrana de nitrocelulosa, El carril con los marcadores de peso 
molecular fue teñido con colorante rojo de l'onnau. En la membrana, la presencia de la proteína recombiriante 
fue revelada por inmunodetección, empleando el anticuerpo monoclonal Imanto ami 801,2 (201), el conjugado 
GAM.A1) (anticuerpo ami IgO Minina conjugado a fosfatasa alcalina) y el sustrato 13CIP-NBT (4 bromo-2-
cloro indold fosfato, nitroitzul de tetrazolio). A la izquierda se indican los pesos moleculares de loS estándares. 
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Figura 4.13. Curvas de crecinnenio de E. oh X1.1-fflue transformada con el plásmido pRstan Tg34/M/II. 
El crecimiento de las colonias E. culi XI.1-Blue pIZSIUA (control), E. oh X1.1-13lue pl(SETA '104/M/11.2 
(colonia 2), E. con Xl.)-Blue pRSETA 704/81/11.7 (colonia 7) y E con X1.1-8Ine pltS1,171 
(colonia 8), en medio SOII•tenaciclina•ampicilina. fue seguido midiendo la densidad óptica del cultivo a una 
longitud de onda de 600 oto y empleando cono blanco el medio de cultivo estéril, Se indican con flechas los 
tiempos de adición del Ilrffi y del falto M 3f II. 

En resumen, en esta primera serie de experimentos logramos donar la información genética para 

la síntesis de la proteína 1101'2 (sin su péptido señal) en el plásmído pRSETA. las bacterias 

transformadas con el plásmído recombinante expresan la proteína izoP2 en !bona de proteína de fusión, 

en un nivel detectable por análisis en gel de pollaerilaillida-SDS y lindón con azul de Coontassie, y por 

análisis por Western blot. Por otra parte, el crecimiento de estas bacterias es más lento que el 

crecimiento de las bacterias transformadas con el vector. La proteína es sintetizada por la bacteria 

antes de Inducir su expresión. es decir. la transcripción de la información genética no está controlada en 

un 100% por el promotor '17; además, hay degradación de la proteína recomnhinante en la bacteria. 

Se planteó una hipótesis para explicar algunos de los resultados obtenidos: en el plásundo 

pRSETA Tg34/M/11 la transcripción del gen de resistencia a la ampicilina (amp') y del inserto proceden 
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Figura 4.14. Análisis por Western blof de la expresión de la proteína recombinante en E. cofi XLI -Blue. 
Muestras de 1 ml de cultivos, en SOB-tetraciclina-ampicilina, de E. col' X.1.1-131ue pRSETA Tg34/M/II.6 (6), 
pRSETA Tg34/M/1-1.2 (2), pRSETA Tg34/M/I1.7 (7), pRSETA Tg34/M/11.8 (8) y del control, E. culi XLI-Olue 
pRSETA (C), fueron tomadas al momento de añadir 1111G, al momento de infectar con el fago M13/17, 1, 2 y 
3 h después de la infección, midiendo su D.0, a 600 nm. Lis células fueron separadas por centrifugado') y 
lindas en buffer de muestra a una concentración de 2x109  células/ml. Alícuotas de 5 µ1 de estos lisados 
bacterianos fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacribunida 10%-SDS. En el carril marcado con M 
fue aplicada una muestra de proteínas estándares de peso molecular y en el carril marcado con '1' fue aplicado 
un lisado de I millón de taquizoltos de T. gondii. Después de la electroforesis, las proteínas del gel fueron 
sometidas a electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. GI carril con los estándares de peso molecular 
Inc tenido con colorante rojo de Poneeau. En la membrana, la presencia de la proteína recombinante fue 
revelada por inmunodetección, empleando el anticuerpo monoclonal marino anti 1ZOP2 (2D1), un anticuerpo 
de cabra anti-IgG minina conjugado a fosfautsa alcalina (GAM-AP) y el sustrato LICIP-NIBT. A la izquierda se 
indican los pesos moleculares de los estándares. 
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en la misma dirección. La transcripción del gen ami( es constitutiva y es realizada por las enzintas 

transcripción de la bacteria a partir del promotor de este gen, Si las secuencias de DNA del plásmido 

que determinan la terminación de la transcripción del gen amp' no son 100% eficientes, entonces la 

transcripción podría seguir hasta el inserto y, como consecuencia, habría síntesis constitutiva de la 

proteína recombinante a utt bajo nivel. Tomando en cuenta que la proteína recombinante puede tener 

algún efecto tóxico para E. cok, esta síntesis prematura de la proteína recombinante explicaría el lento 

crecimiento bacteriano y, además, ejercería una presión selectiva sobre el número de copias del 

plásmido. La selección de las bacterias con pocas copias del pl5sntido, durante el tiempo del cultivo. 

traería como consecuencia que, al momento de inducir la expresión de la proteína recombinante, el nivel 

de expresión de la proteína sea relativamente bajo. 

En base a la hipótesis anterior, para evitar la expresión prematura de la proteína recombinantc 

nos propusimos cambiar la orientación del gen mil y de su promotor en el plásmido pitSETA. y 

utilizar este vector modificado para expresar la proteína ROP2 sin su peptído san 

2 MODIFICACIÓN DEL VECTOR pRSETA 

2.1 Diseño de la modificación del plásmido pRSETA 

Para Invertir la orientación del gen de resistencia a ampicilina y de su promotor en el plásmido 

pRSETA, en el mapa de restricción se buscaron sitios de corte que los flanquearan, pero que no se 

encontraran en secuencias de DNA que son imponantes para: la replicación del plásmido (secuencia 

Col El, origen de replicación del plásmido), la inserción de secuencias de DNA en el plásmido 

la transcripción y expresión del inserto (promotor T7. secuencias de terminación de la transcripción) Y, 

por supuesto, que no estén situados en el gen mute'. 

En la figura 4.15 observamos que en el plásmido pl(SETA hay un sitio único de corte para la 

enzima de restricción Nae 1, localizado en la posición 2370, a un lado del gen amp'; aunque este sitio se 

encuentra dentro de la secuencia FI mi, no afecta ninguna estructura esencial del vector. Al otro lado 

del gen mí( no hay sitios únicos de corte para alguna enzima de restricción; hay (los sitios de corte 
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Figura 4.15. Inversión del gen de resistencia a ampicilina en el plasmido pIZSISTA, El plasmido es digerido 
con la enzima de restricción Nae 1 y destines es digerido parcialmente con la enzima de restricción Dra I. lis 
fragmentos pmducidos durante la segunda digestión dependen del sitio o sitios en donde corte la enzima. Se 
separan y purifican los fragmentos de DNA de 1415 pb (o 1434 pb) y 1505 pb (o 1524 pb) y se unen, usando la 
enzima T4 DNA ligasa, para formar el pldsmido con el gen de resistencia a ampicilina en orientación invertida 

(pIZSETAR) o para rearmar el plasmido original (pRSETA). 
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para la enzima de restricción Dra 1 localizados en las ixisiciones 936 y 955, sin embargo, hay un tercer 

sitio de corte para Dra I localizado en la posición 1647. justo a la mitad del gen ampr. 

l'ara aislar el gen amp' del resto del plfistuido y pixter volver a unirlo a éste. pero en orientación 

diferente, se planteó el diseno experimental siguiente (Figura 4.15): 

- linearizar el plásmido pIZSETA con la enzima Nae 1. 

- Con la enzima Dra 1. digerir parcialmente al plásmido linearizado con el objeto de cortar el 

plásmido en uno de los sitios de corte localizados en las posiciones 936 ó 955 y producir fragmentos de 

1415 ó 1434 pb (que contienen el gen amp' y su promotor) y fragmentos de 1505 6 1524 pb (que 

contienen el resto del plásmido). 

- Aislar estos fragmentos y volver a ligarlos. 

De esta manera obtendremos una mezcla de dos tipos de plásmidos: unos con el gen ante' en la 

orientación original (pRSETA) y otros con el gen tuziK en la orientación opuesta (pRSETAR). Una 

consecuencia de la mixtificación del plásmido pIZSETA es el cambio de la posición de uno de los sitios 

de corte de la enzima ügl 1 (Figura 4.15), por lo que se puede diferenciar el gamitido modificado del 

plásmido original por digestión con esta enzima y análisis de los fragmentos producidos. 

lis importante observar que la ligación de los fragmentos de 1505/1524 ph con los fragmentos de 

1415/1434 pb puede llevar a la formación de 4 plásmidos distintos con el gen amp' invertido (Figura 

4.16). Al cortar con la enzima de restricción Dra I, estos 4 plásmidos generarán patrones de restricción 

distintos, con excepción de los plásmidos la y 1lb que tendrán patrones de restricción indistinguibles. 

2.2 Construcción del vector pRSETAR 

El plásmido pl2SETA fue digerido con la enzima de restricción Nae I. Al analizar una muestra 

de la mezcla de reacción por electroforesis en gel de agarosa. observamos que el plásmido no había sido 

digerido en su totalidad, por lo que se agregó más enzima Nae I a la mezcla de reacción. Ésta Mina 

fue dividida en alfcuota.s a las que se les agregó distintas concentraciones de la enzima Dra I. Después 
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Figura 416. Inversión del gen de resistencia a mnpicilina en el plásmido pIZSIUA. Posibles estructuras del 

plisinido pRSETAR de acuerdo a los fragmentos de DNA que se unan para su formación. Es importante 
observar el número de sitios de corte para la enzima de restricción Dm I. 
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de esta digestión, el DNA Inc analizado por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.17). Aunque la 

digestión del plásmido pl(Sl'TA con la enzima Nae I no fue completa (dato no musitado). en las 

alícuotas digeridas con 0.068 y 0.034 U de la enzima Dra 1 por pg de DNA, los fragmentos esperados 

de 1.5 y 1.4 kpb alcanzaron SU concentración máxima. Estos fragmentos fueron purificados y una 

muestra del DNA obtenido fue analizada por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.18). Este 

análisis confirmó la presencia de los fragmentos de 1.5 y 1.4 kpb y, III base a la intensidad luminosa de 

cada banda, se eSlirlIÓ que la concentración de cada fragmenta de 1)NA en la solución era de 50 ng/)d. 

Estos fragmentos de DNA fueron ligados con la enzima "f4 DNA ligara. Con el DNA producto 

de la ligación se transformaron células competentes de la bacteria E. culi XL1-Blue, empleando medio 

LB agar-ietracielina-ampicilina para seleccionar las bacterias transformadas. Los experimentos (l 

ligación y transformación, los controles empleados en cada uno de estos experimentos y los resultados 

obtenidos se resumen en la tabla 4.4. 

Se extrajo DNA plasmfdico de 9 de las 11 colonias obtenidas. Como control, Inc extraído DNA 

plasmfdico de E. L'oh XL I-Blue plISETA. E] DNA preparado fue analizado por electrotoresis en gel de 

Tabla 4.4. Construcción del plásmido plISEI.Alt: experimentos de ligación y transformación. 

Ligación 	 Consuuceión de 	Conutd 1.1de la 
pltSF:r Al) 	ligación  

Fragmentos de 1400 y 1500 pi) 
del plásmido plISETA 	 700 ng 

	
350 ng 

14 DNA ligara 	 111 

Volumen final do reacción 	 (3 pi 
	

1.3 pl 

—.... 	 —.. . — ----.-----...—........—_-_—_------.......—... 
Transformación 	 2 	 3 	 4 

Conuol (4) de la 	Control (.) de la 
transformación 	transformación 

Cantidad de DNA empleado 
	

Si3 ng de DNA de 350 ng de DNA del 	3 ng del plásmido 
pasa la transformación 
	

la ligación 	control 	de la 	pl1SETA 
ligación 

Colonias obtenidas en medio 	I I colonias 	Ninguna 
selectivo (por ml de cOulas 
trayforrnata)  	 ^^. 
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Figura 4.17. Análisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestión del plásmido pRSETA 
por las enziinas Nae 1 y Dra 1. 11.6 pg de DNA del plásmido pRSETA fueron digeridos, durante una noche, 
con 80 U de la encima de restricción Nae I. Después de agregar 40 U más de la enzima Nae 1, la mezcla de 
reacción fue dividida en ahumas de 1.86 pg de DNA que fueron digeridas durante 1 h con las siguientes 
cantidades de la enzima de restricción Dra I: 0.544 U/ftg de DNA (carriles 1 y 2), 0.272 U/pg de DNA 
(carriles 3 y 4), 0.136 U/pg de DNA (carriles 5 y 6), 0.068 U/pg de DNA (carriles 7 y 8) y 0.034 U/pg de DNA 
(carriles 9, 10 y 11). El DNA digerido fue sometido a clectroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En los carriles 
marcados como X fueron aplicadas nuestras de 500 ng de DNA del higo /` digerido con Elind III y Eco RI cuino 
estándares de tamaño. A la izquierda se indica el tamaño de los fragmentos de DNA estándares. Con flechas 
se indican los fragmentos de DNA de 1.5 y 1,4 kph obtenidos. 
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Figura 4.18. Análisis por electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de 1400 y 1500 pb del plásmido 
pIZSETA. Después de aislar las bandas de DNA de 1400 y 1500 pb, producido por digestión del plásmido 
p12SE1'A con las enzimas de restricción Nae I y Dra 1, se purilicó el DNA con la matriz Prep-A-Gene. Una 
muestra de 2 Id de la solución de DNA purificado fue sometida a electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (carril 
P). En el carril fue aplicada una ;nuestra de 500 ng de DNA del falto?` digerido con Hind 111 y Eco 121 como 
estándares de minarlo. A la izquierda se indica el tantalio de los fragmentos de DNA estándares. 
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agarosa (Figura 4.19). En los carriles correspondientes al DNA plasmídico extraído de 8 colonias se 

observaron bandas de DNA de tamaño similar a las observadas en el carril correspondiente al plásmido 

pRSETA, demostrando que el plásmido de estas colonias tiene un peso molecular semejante al vector 

pRSETA. En el carril correspondiente al DNA plasmídico extraído de la colonia 3 se observaron 

bandas de DNA plasinfdico de tamaño mayor al esperado. por lo que se descartó esta colonia. 

Como se mencionó anteriormente, es posible distinguir el plásmido pRSETA del plásmido 

pRSETAR por medio de una digestión con la enzima de restricción NI I, ya que en el caso de pRSETA 

se espera producir fragmentos de 1395 y 1544 pb, mientras que en el caso de pRSETAR se esperan 

fragmentos de 396 y 2553 ph (Figura 4.2(1 A y 11). El DNA plasmídico extraído del control y de las 8 

colonias de E. culi XI.1-Blue seleccionadas en el experimento anterior fue digerido con la enzima Bgl I. 

El DNA digerido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.20 C). En el gel se 

observa que los fragmentos de DNA producidos por la digestión del DNA plasmídico de las colonias 

número I, 2. 4 y 9 tienen un tamaño de 1.6 y 1.3 kph, al igual que los fragmentos produci(los por 

digestión del plásmido pRSETA, por lo que estas cuatro colonias poseen el plásmido pRSETA original. 

En cambio. los fragmentos de DNA imiducidos por digestión del DNA plasinfdico de las colonias 

número 5. 6. 7 y 8 tienen un tamaño de 2.45 y 0.4 kph; lior I() tanto. parece que estas cuatro colonias 

contienen el plásmido pRSETAR deseado. 

Debido a problemas de crecimiento. las colonias número 5, 6 y 7 se descartaron. Se verificó que 

el patrón de restricción del DNA plasmídico de la colonia número 8 (denominada E. oh X1-1-131tie 

pRSETAR.8) fuera el espetado para el plásmido pRSETAR. Este DNA fue digerido con las enzimas 

Bgl 1, Hind III, Pvu II, Xho I o Dra I. Corno control, fue digerido el plasmido pRSETA con las mismas 

enzimas. El DNA digerido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.21). Los 

fragmentos producidos en la digestión con la enzima Bgl I confirmaron los resultados anteriores. La 

obtención de una banda de 2.9 kpb, correspondiente al 'lasitud° linetuizado como resultado de la 

digestión de con las enzimas Hind III, Pvu II o Xho I. confirma la presencia de un sitio único de corte 

para cada una de esta mimas en ambos plásmidos. Al digerir el plásmido de la colonia 1111111CM 8 con 

la enzima Dra I se obtienen dos fragmentos de DNA de tamaño calculado de 2.2 y 0.75 kph (iguales a 

los obtenidos en el control), por lo que podemos suponer que este plásmido fue formado por la unión de 
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Figura 4.19. Análisis por electrofoiesis en gel de agarosa del DNA plasinftlico extraído de 9 colonias de E. 
culi Xl,l-Bluc transformadas con .DNA producto de la ligación de los fragmentos de 1500 y 1400 ph del 

plásmido pRSETA. Muestras de 5 ut  de DNA plasmfdico, extraído de las colonias número 1 (carril 1), 2 

(carril 2), 3 (carril 3), 4 (carril 4), 5 (carril 5), 6 (carril 6), 7 (carril 7), 8 (carril 8), 9 (carril 9) de bacterias 
transformadas con el DNA de la ligación y de E. coli 	pRSEI'A (carril C), fueron sometidas a 

elccuoloresis en gel de agarosa al 1.5 90. En los carriles Jl se aplicó una muesua de 500 ng de DNA del Pago X 
digerido con Eco 121 y Unid 111 como estándares de bunaño. A la izquierda se indica el tamaño de los 
fragmentos de DNA estándares. 
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Figura 4.20. (A y 0) Mapas de los pla.smidos pRSETA y pRSETAR mostrando los sitios de corte de la enzima 
de restricción Bgl I. (0) Análisis por electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmfdico extraído de 8 
colonias de bacterias transformadas con la construcción pRSETAR y digerido con la enzima Dgl I. Con 10 U 
de la enzima 141 I fueron digeridas muestras de 5 pl de DNA plasmfdico extraído de las colonias número 1 
(carril 1), 2 (carril 2), 4 (carril 4), 5 (carril 5), 6 (carril 6), 7 (carril 7), 8 (carril 8), 9 (carril 9) de bacterias 
transformadas con el DNA de la ligación entre los fragmentos de 1.5 y1.4 kpb del plásmido pRSETA. Como 
control fue digerida una 'nuestra de 5 ml de DNA plasmfdico de E. coli XLI-Blue pRSETA (carril C). Las 
muestras digeridas fueron sometidas a eleetroforesis en gel de agarom al 1.5%. En los carriles X. fueron 
aplicadas muestras de 500 ng del DNA del fago X digerido con Ilind III y Eco R1 como estándares de tamaño. 
A la izquierda se indica el tamaño de los fragmentos de DNA estándares. 
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Figura 4.21. Análisis de restricción del DNA plasinhlico de la colonia de bacterias transformadas dinero 8. 
Muestras de 5 111 de DNA plasmfdico extraído de E. coli XLI-Blue pRSETA (C) y E. coli XLI-Blue 
pIZSETA12.8 (8) fueron digeridas con 10 11 de la enzima 13g11(11), Ilind III (II), Pvu 11 (1'), Xho I (X) o Dm I 
(1)). Las muestras digeridas fueron sometidas a elcciroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. En los carriles CI y 
81 fueron aplicadas ¡nuestras de 5 pl del DNA plasmldico intacto extraído de las colonias de H. col! XLI-Blue 
pRSETA y pRSETAR.8 respectivamente. En los carriles X fueron aplicadas muestras de 500 ng de DNA del 
fago X digerido con Ilind III y Eco R1 como estándares de tarmulo. A la izquienla se indica el tamaño de los 
fragmentos de DNA csiándares. 
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los fragmentos de 1505 y 1434 pb (Figura 4.16, la) o por la unión dl! 'os fragmentos de 1524 y 1415 pb 

(Figura 4. I 6, I lb). 

Para disponer de DNA plasmfdico pRSETAR de calidad adecuada y en cantidad suficiente para 

los experimentos de ligación, se purificó DNA plasmfdico de E. coli XI 	pRSETAR.8 empleando 

el método del Midiprep. Se cuantificó el DNA obtenido y se evaluó la pureza por mékxIo espectrofoto-

métrico. 1,a relación /1:1'9A21)  fue de 1.89 (debe ser mayor a 1.8) y la cantidad total obtenida de DNA 

purificado fue de 128 µg. 

l'ara verificar la calidad del DNA plasmfdico purificado, muestras de éste fueron digeridas con 

las enzimas de restricción Bgl 1, Hind III o Pvu II. El DNA digerido fue analizado por electroforesis en 

gel de agarosa junto con una muestra de I)NA plasmfdico intacto (Figura 4.22). En el carril donde fue 

aplicada la muestra de DNA plasmfdico intacto se observó una banda intensa de I)NA, correspondiente 

al plásinido circular cerrado superenrollado. y otra banda menor, correspondiente al plásinido circular. 

En el carril donde fue aplicada la muestra digerida con la enzima Bgl I se observan dos bandas de I)NA 

de 2.4 y 0.5 kpb, características del plásmido pRSETAR. En los carriles donde fueron aplicadas las 

muestras digeridas con cada una de las enzimas Hind III y Pvu II se observa una banda de DNA 

correspondiente al plásinido linearizado (de un tamaño calculado de 2.9 kpb). I .os resultados anteriores 

muestran que el I)NA purificado es el plásmido pRSETAR. 

3 EXPRESIÓN DE UNA FORMA RECOMIIINANTE DE LA PROTEINA ROP2 

USANDO EL VECTOR pRSETAR 

3.1 Construcción del plásinido pRSETAR Tg34/MJH 

La donación del fragmento de DNA con la infommión para la síntesis de la proteína ROP2 sin 

su péptido señal en el plásmido pRSETAR se realizó siguiendo el diseño representado en la figura 4.1, 

El plásmido pRSETAR fue digerido con las enzimas Hind III y Pvu II; se aisló y purificó el 

fragmento pRSETAR/P/11 de 2.9 kpb. Una muestra del fragmento purificado fue analizada mediante 
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Figura 4.22. (A) Mapa del plásmido pRSETAR mostrando los sitios de corte de las enzimas de restricción 
Bgl 1, Ifind III y No II. (0) Análisis por electroforesis en gel de agarosa del plásmido pRSETAR.8 purificado 
por Midiprep y digerido con las enzimas Bgl 1, Ilind III o Pvu II. Muestras de 1 pl del plásmido pRSETAR.8 
(320 ng/111), purificado por cromatograffa de intercambio aniónico Qiagen•tip 100 (Midiprep), fueron digeridas 
con 10 U de las enzimas llgl I (carril II), Hind 111 (carril U) o Pvu II (carril P). Las muestras digeridas fUeron 
sometidas a clectroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. En el carril 1 fue aplicada una muestra de 1 pl del mismo 
DNA plasmidico purificado e intacto y en el carril 3< fue aplicada una muestra de 500 ng de DNA del fago X 
digerido con lijad 111 y Eco 121 como estándares de lainailo. A la izquierda se indica el tamaño de las 
fragmentos de DNA atántlares. 
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elecuotoresis en gel de agarosa junto con una muestra de 200 ng del plásinido pRSF:I'Alt intacto 

(Figura 4.23). También fue analizada una muestra del fragmento Tg34/10/11 de 173)) pb purificado 

anteriormente. En el carril correspondiente al fragmento Tg34/M/11 se observó una banda de f)NA de 

1.7 kpb y en el carril correspondiente al fragmento plISETAR/P/I1 se observó una banda de DNA de 

2.9 kpb. 1..:stos resultados demuestran que comamos con kis fragmentos purificados necesarios para la 

donación. La comparación entre la intensidad luminosa de las bandas correspondientes a los 

fragmentos purificados y la correspondiente al plásmido pIZSETA12 intacto nos permitió considerar que 

la concentración de los fragmentos era aproximadamente de 40 ng/1.11. 

Se ligaron cantidades equimolares de los fragmentos pRSETAR/P/11 y Tg34/151/11 con la enzima 

T4 DNA ligasa y se transformaron células competentes de la cepa de E. (mil X1.1-13lue con los 

productos de ligación. Las bacterias transformadas se seleccionaron e» medio LB agar-lcoaciclina-

ampicilina. Los resultados obtenidos se reportan en la tabla 4.5. 

La relación entre el número de colonias obtenidas de las mudas de ligación con y sin Inserto 

(84:12) sugiere que la mayoría de las 84 colonias transformadas obtenidas deben contener el plásmido 

recombi»ante oe,seado. 

Ubla 4.5. Construcción del plasinido pl2S1:17112 'fg.14/14/11: experimentos de ligación y transformación 

Ligación 1 	 2 	 3 

(Ligación de 	(Control para inedir 	(Control para medir pesen- 

ambas 	 el nivel (le re, 	cia del vector pl(SETAlk 

(tapiemos) 	eireidanzación del 	1111200 y lecirculinitación 
vector plISITEAlt) 	 espontánea)  

 

  

  

Tg3411Y1//1 (1750 pli) 	 50 ng 

p1251.1TAR/P/11 	 100 ng 	 100 lig 
	

100 ni; 

T4 DNA ligasa 	 I U 	 1 U 

Volumen de 'camión 	 15 01 	 15111 
	

15 Id 

Transformación 	 1 	 2 	 5 	 4 	 5 

(Control 4 de 	(Control - de 
iransformación) 	iranaformación).  

DNA para la 	 5 pi de la reacción 	5 in de la reacción 	5111 de la reacción 	5 ng de DNA 	(— 

transformación 	 de ligación 1 	de ligación 2 	 de ligación1 	 pRSI1TAR 

Ndinecu de colonias olne• 
tildas en placas LB agas. 
tePacklinaampicilina  

8.1 colonias 12 colonias 	 4 colonias 	 > 200 colonias 	ninguna 
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Figura 4.23. Análisis por electroforesis en gel de agarosa de los fragmento pIZSETAR/P/H y Tg34/M/11. 
Muestras de 5 µI de las soluciones de DNA pRSETAII/P/11 (carril P) y Tg34/Mill (carril '1), purificado con 
matriz I'rcp•A•Gene, fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En el carril A. se aplicó una 
muestra de 500 ng de DNA del lago X digerido con Hind III y Eco Rl como estándares de tamaño y en el carril 
1 se aplicó una muestra de 320 ng del plásmido pRSETAR purificado e intacto. A la izquierda se indica el 
tamaño de los fragmentos de DNA estlidares. 
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Para diferenciar las haclerias transformadas con el vector recircubtrizado de las bacterias 

transformadas con el plásmido recomhinante. fue extraído DNA plasmídico de 8 colonias candidatas. 

Como control se obtuvo DNA plasmídico de E. coli 	I -Blue pIZSETAR.8. El DNA plasmídico 

extraído se analizó por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.24). En los carriles correslxmdientes 

al DNA plasmídico de las colonias candidatas número 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se observa el mismo patrón ek 

bandas. Estas bandas corresponden a DNA de tamaño mayor al DNA del vector pRSETAR. por lo que 

probablemente estas colonias contienen el plásmido con el inserto. En los carriles correspondientes a las 

colonias candidatas número I y 2 observamos una banda que corresponde al lantano del vector 

plISETAII y otra banda correspondiente al tamaño del plásmido con inserto, lo que se explica por 1;1 

probable contaminación cruzada entre las dos colonias. 

Con el objetivo de verificar que el patrón de restricción del plásmido contenido en las colonias 

transformadas 3, 5. 6 y 8 correspondía al patrón esperado para el plásmido pRSF TAR Tg34/M/II, el 

DNA plasmídico extraído de estas colonias fue digerido con las mimas Bata FII. Ilind III o Xho 1. El 

DNA digerido fue analizado por clectroforesis en gel de agarosa junto con muestras de DNA plasmídico 

intacto (Figura 4.25). En la tabla 4.6 se reponan los resultados obtenidos en la electroforesis. es decir. 

el número y lantano aproximarlo de los fragmentos de DNA producidos experintentalniente en cada una 

de las digestiones, así como el número y tamaño de los fragmentos de DNA esperados. 

De los resultados reportados en la tabla 4.6 pxleinos concluir que las cuatro colonias de bacterias 

transformadas analizadas contienen el plásmido pRsETAR Tg34/fsVII; es decir, hemos donado el 

fragmento de DNA que codifica para la síntesis de It0P2 sin su pép0do señal, en el vector pl1SETAR. 

'Tabla 4.6. Caracterización del plásin ido plISETAR 434/111/11 por mapeo de restricción. 

Eragmemos de DNA e.perados Fragmentos observados 
Enzima de 
restricción  

pRSETAR 	pRSL fAR Tg34/154/11 DNA plasmídico de las 4 colonias 
transformadas analizadas 

Danta III 2900 ph 4150 y 500 pi-) 4.0 y 0.55 kpb 

Xlio 1 2900 pb 2970, 960 y 720 ph 2.11, 0.9 y 0.75 kpb 

Ilind III 2900 pb 4650 pb   4.65 kpb  
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Figura 4.24. Análisis i)or electrolbresis en gel de agarosa del DNA plasmfdieo eximido de 8 colonias de E. 
coli XLI -Blue transformadas con el producto de la ligación de los fragmento Tg34/M/ll y pl2SEl'Al2/1)/11. 
Muestras de 5 µl de DNA plasmitlico de las colonias dinero 1 (carril 1), 2 (carril 2), 3 (carril 3), 4 (carril 4), 5 
(carril 5), 6 (carril 6), 7 (carril 7), 8 (carril 8) de bacterias transformadas y de ü. coli X1.1-131tie p128111'Alt.8 
(carril C), fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. En los carriles X se aplicaron muestras 
de 500 ng de DNA del Pago X digerido con ]liad 111 y Eco 121 como estándares de ta halo. A la izquierda a 
indica el mallo de los fragmentos de DNA estándares. 
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Figura 4.25. (A) Mapa del plásmido pRSETAII Tg34/114/11 mostrando los sitios de corte de laS enzimas de 
restricción 1311111 III, X110 1 y Ilind III. (11) Análisis de restricción del DNA plasmídico de 4 colonias de 
bacterias transformadas con la construcción plISETAR Tg34/M/11. Con 10 U de las enzimas Dato III (8), >lo 
I (X) o Ilind III (II), fueron digeridas :nuestras de 5 pl de DNA plasmidico eximido de las colonias número 3 
(3), 5 (5), 6 (6) y 8 (8) de bacterias transformadas con los productos de ligación de los fragmentos 
pIZSETAII/P/11 y Tg34/m/11. lin muestras digeridas fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 
1.5%. Además, fueron aplicadas :nuestras de 5 pl de DNA plasinldico de la colonia número 3 (carril 31), 5 
(carril 51) y 6 (carril 61), respectivamente. 	los carriles marcados como A. fueron aplicadas muestras de 500 
ng de DNA del falto l digerido con Ilind III y Eco R1 como estándares de tamaño, A la izquierda se indica el 
tamaño de los fragmentos de DNA estándares. 
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3.2 	Expresión de la proteína ROP2 en E. Mi X 1.1-111 tre pRSETAR Tg34/N1/11 

l'ara dererminar la cinética de expresión de la proteína recombinante en E. culi X1.1-Blue 

pRSETAR Tg34/M/11, se cultivaron las colonias transformadas E. culi XL I -Blue pIZSETA 

Tg34/M/II.3 y .5 y se indujo la expresión de la proteína recombinante mediante la adición de 11/ G y 

del fago M 3f11, tornando muestras al momento de añadir IIi'(i. al momento de añadir el fago, I, 2, 3 

y 5 h después. Las muestras fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamina-SDS y 

unción con azul de Coomassie. y por Western blot. Como control se aplicó el mismo procedimiento a 

E. culi XL I- Blue pIZSETAR.8. 

Fs importante observar que el crecimiento de las bacterias transformadas con el plásmido que 

ratifica para la síntesis de la proteína recombinante es semejante al crecimiento de las bacterias 

transformadas con el vector sin inserto, hasta el momento de la adición del fago M 13/T7 (Figura 4.26). 

En el aMlisis por electroliwesis y !bidón con azul de Cootttassie (Figura 4.27) podemos observar 

la aparición de una banda de 73 a 75 kDa en las colonias transformadas E. culi XI.. I -Blue plISETAR 

Tg34/M/11.3 y .5; esto ocurre una hora destines de la adición del lago M 13/TI y la intensidad de esta 

banda se va incrementando conforme transcurre el tiempo. I 	banda no aparece en los carriles 

correspondientes a las bacterias transhirmadas con el vector pIZSETAR, lo que sugiere que se iraut d 

la proteína recombinante. 

En el análisis por Western hlot (Figura 4.28), en las muestras de las dos colonias transformadas 

analizadas se observa la presencia de una proteína de 73 a 75 kDa que reacciona con el anticuerpo 

monoclonal ami-ROP2 (21)1); el nivel de expresión es semejante en ambas colonias. La expresión de la 

proteína 1201)2 recombinante sigue ocurriendo aún antes de iniciar la inducción; no obstante, el nivel de 

expresión aumenta notablemente durante la fase de inducción. Las bandas con proteínas de peso 

molecular menor que reaccionaron con el anticuerpo, corresponden a los productos de degradación de la 

proteína recombinante en la bacteria. La máxima proporción de la proteína completa se alcanza 2 If 

después de la infección con el higo Mi3rn. 
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Figura 4.26, Curvas de crecimiento de E cvfi XLI-Inue transformada con piZSEJAlt TOI/M/11. 
crecimiento de E culi X1.1-Ellue pRSF1'AR.8 (control), E coli X1.1-13lue pRSUAR Tg14/111/11.3 (colonia 3) 
y E. oh X1.1-131ue pRSETAR 434/M/11.5 (colonia S), en medio SOLbtetraciclina-ampicilina, fue seguido 
midiendo la densidad óptica del cultivo a una longitud de onda de 6(X) nin, empleando como blanco medio de 
cultivo estéril. Se indica con flechas los tiempos de adición del 	y del falto MI3/T7. 

4 COMPARACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA 

RECOMBINANTE EN E. coli XL)• Blue pRSETA Tg34/M/H y pRSETAR Tg34/M/H 

Para determinar el efecto del cambio de orientación del gen amp' del vector pRSETA sobre el 

nivel de expresión constitutiva e inducida de la proteína recombinante, se indujo la expresión de la 

proteína recombinante mediante la adición de IPTG y de fago M I3/T7 a cultivos de las bacterias E. coli 

XLI -Blue transformadas con pRSETA Tg34/M/II y pRSETAR Tg34/M/H. Como controles fueron 

realizados cultivos de E. coli XLI -Blue pRSETA y pRSETAR. Se tomaron muestras de los cultivos al 

momento de añadir IPTG, al momento de añadir el fago M 13/T7, 1, 2, 3 y 5 h después de la infección. 

Para medir la expresión constitutiva se omitió la adición de IPTG y del fago en cultivos paralelos de las 

mismas bacterias, tomando muestras a las mismos tiempos que en los cultivos inducidos respectivos. 
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Figura 4.27. Análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida-SUS y Unción con azul de Coomassie de la 
cinética de expresión de la proteína recombinante. Muestras de 1 ml de los cultivos, en S013-tetraciclina• 
ampicilina, de E. culi X1.1-Blue pRSE'fAR Tg34/M/11.3 (3), E. cali X1.1.111tie pRSETAR Tg34/M/II.5 (5) y 
del control, E. coli XLI-Blue pRSIiTAR.8 (C), fueron tomadas al momento de añadir IPTG, al momento de 
infectar con el fago M 131T7 y I, 2, 3, y 511 después de la infección, midiendo su D.O. a 600 mn. Las bacterias 
fueron separadas por centrifugación y Usadas en buffer de muestra a una concentración de 2x109  células/ml. 
Alfcuotas de 25 pl de estos usados fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilannda 10%-SDS. En el 
carril marcado como M fue aplicada una muestra de proteínas estándares de peso molecular. Después de la 
electroforesis el gel fue teñido con azul brillante de Coomassie. A la izquierda se indican los pesos moleculares 
de los estándares. 
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Figura 4.28. Análisis por Western bita de la expresión de la proteína recombinante. Alícuotas de 5 pl de los 
lisados bacterianos preparados a partir de los cultivos, en SOB.teuacielina-ampicilina, de E. t'oh 
pl2SETA12 Tg34/M/11.3 (3), E. culi 	p12SETAR Ig34/M/II.5 (5) y del control, E. co/i 
pIZSETAR.8 (C), fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacribunida 10%-SDS. En el carril marcado 
como M fue aplicada una muestra de proteínas estándares de peso molecular y en el carril marcado como '1' fue 
aplicado un lisado de I millón de inquizo(tos de 'I gondii. Después de la clectroforesis, las proteínas del gel 
fueron sometidas a electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. El carril con los marcadores de pesó 
molecular fue tenido con colonune rojo de Ponceau. En la membrana, la presencia de la proteína recombiname 
fue revelada por ininumxleiección empleando el anticuerpo monoclonal minino ami ROP2 (21)1), el conjugado 
GAM-AMP (anticuerpo anti-Ig6 marina conjugado a fostatasa alcalina) y el sustrato DCIP-billT. A la 
izquierda se indican los pesos moleculares de los estándares. 
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Las curvas de crecimiento de los cultivos inducidos y no inducidos se muestran en la figura -1.29 

A y 0, en donde pixlemos observar que: a) la velocidad de crecimiento de la colonia de bacterias E. 

culi 	pIZSETA es mayor que la velocidad de crecimiento de las otras tres colonias y. b) las 

velocidades de crecimiento de las colonias de bacterias transformadas con el plásinido plISETAlt. 

pIZSETAR Tg3,1/M/I I y plISETA Tp34/1\4/11 son semejantes. 

.as muestras de los cultivos fueron analizadas por Western Hm. Fn el análisis de las muestras 

de los cultivos no inducidos (Figura -1.301 se observó que existe expresión constitutiva de la proteína 

recombinante en las dos colonias probadas y el nivel de esta expresión es semejante en ambas. 

Figura 4.29. Curvas de crecimiento de bacterias E. culi X1..1-film transformadas con los ¡Omitidos pRSETA, 

pRSE'fix Tg34IM/ll, pRSIll'AR y plISIffAR 434/Mil I en condiciones de inducción (0) o no inducción (A) de 

la síntesis de la proteína recombiname. Fi crecimiento de E. culi XLI .13lue pRSETA (pRSETA), pRSETA 

Tg34/M/li. 6 (pRSETATg34), pRSETAR.8 (pRSETAR) y pRSETAR Tg34/M01.5 (pRSETARTg34), en 

medio S0l3.telraciclina•antpiciiina, fue seguido midiendo la densidad óptica del cultivo a una longitud de onda 
de 600 inn, empleando como blanco medio de cultivo estéril. En las curvas correspondientes a los cultivos 

inducidos se indica con flechas los tiempos de adición del IPTG y del falto MI3/17. 
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En el análisis de las muestras de los cultivos inducidos (Figura .1:31), se observa que el nivel (le 

expresión inducida de la proteína recombinante en las dos colonias es semejante; además, estos 

resultados corroboran que ocurre degradación de la proteína. ohtenient lose la mayor producción de 

proteína completa entre I y 2 II después de la infección con el lago M l3f 17. 

En resumen, estos datos muestran que no hay diferencia significativa en los niveles de expresión 

constitutiva e inducida entre los vectores pRSETA y pRSETAR, es decir, la expresión constitutiva de la 

proteína recombinante no se debe a la transcripción conjunta del gen mili' y del inserto; sin embargo, no 

se descarta la posibilidad de que esta expresión constitutiva limile el nivel de expresión obtenido. 
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Figura 4,30. Análisis por Western blof de la expresión constitutiva de la proteína recombinante en E. coa 
XLI-Illue ',META Tg3I/M/11 y pRSEI'AR Tg34/M/II. "motas de 5 pl de los Osados bacterianos preparados 
a partir de los cultivos no inducidos, en SOil-tetracielina-ampicilina, E. con Xl.1-Blue pRSETA Tg3I/M/14.6 
(N), E. culi X1.1-131ne pIZSETAR Tg34/M/11.5 (R) y del control, E. culi XLI•Blue pRSETA (C) fueron 
sometidas a electroforesis en gel de poliacribunida 1090-SDS. En el carril marcado con M fue aplicada una 
muestra de proteínas estándares de peso molecular y en el carril maleado con '1' fue aplicado un Osado de I 
millón de taquizoltos de T gondii. Después de la electroforesis, las proteínas del gel fueron sometidás a 
electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. El carril con los marcadores de peso molecular fue teñido 
con colorante rojo de l'onceau. En la membrana, la presencia de la proteína recombinante fue revelada por 
imnunodetección empleando el anticuerpo monoclonal marino anti-ROP2 (21)I), el conjugado GAM-AP 
(anticuerpo anli IgG minina conjugado a fosfatasa alcalina) y el sustrato 13CIP-NBT. A la izquierda se indican 
los pesos moleculares de los estándares. 
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Figura 4.31. Análisis por Western blof de la expresión inducida de la proteína recombinante en E. coh 
Blue pRSETA Ig34/M/11 y pRSETAR Tg34/M/11. Alti:notas tile 5 pl de los hados bacterianos preparados a 
partir de cultivos, en medio SOB-tetraciclina-ampicilina, de E. con X1,1-131tie ',mur/1 Tg34/M/11,6 (N), E. 
culi XLI-Blue pRSETAR Ig341M/11.5 (R) y del control, E. coi XLI-Blue pRSHI'A (C), fueron sometidas a 
electroforesis en gel de poliacrilamida 10%-SDS. En el carril marcado con M fue aplicada una muestra de 
proteínas estándares de peso molecular y en el carril marcado con '1' fue aplicado un lisado de 1 millón de 
taquizollos de T gondii. Después de la electroforesis, las proteínas del gel fueron sometidas a electro-
transferencia a membrana de nitrocelulosa. El carril con los marcadores de peso molecular fue teñido con 
colorante rojo de Ponceau. En la membrana, la presencia de la proteína recombiteune fue revelada por 
inmunodetección empleando el anticuerpo monoclonal molino anti-ROP2 (2D1), el conjugado GAM-AP 
(anticuerpo ano IgG murina conjugado a fosfatasa alcalina) y el sustrato 1301)-NBT. A la izquierda se indican 
los pesos moleculares de los estándares. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

En el presente trabajo se ha logrado la expresión en E. <Mi de una forma recombinante de la 

proteína ROP2 (sin péptido señal). empleando el sistema de expresión basado en el uso del plásmido 

pRSETA y pRSETA modificado rpRSETAR). En base al objetivo de este proyecto, disponer de un 

sistema para la expresión de cantidades abundantes de la proteína recombinante para ser empleadas en 

su evaluación inniunoprotectora. el nivel de expresión alcanzado es uno de los aspectos más 

importantes. Anteriormente se han expresado formas recombinanies de la proteína ROP2 haciendo uso 

de otros sistemas de expresión. pero hasta ahora no se había alcanzado el nivel de expresión requerido 

(Van (lelder y col., 1993; l'ajó') no publicados). Con las construcciones realizadas durante este 

proyecto se pudo obtener la expresión de la proteína reconthiname R01)2 (sin péptido señal) en un nivel 

deleclable en el análisis de lisados bacterianos por electroforesis en gel de tx)liacrilamida-SDS con 

Unción con azul (le Coomassie. En este análisis se puede estimar que la proteína reerunbinatue puede 

alcanzar hasta el 151,  de las proteínas totales de la bacteria; no obstante, con sistemas de expresión 

similares, otras proteína., recombinantes han podido alcanzar más del 509í de las proteínas totale.:, 

(labor y Richardson. 1985; Sludier y Moffatt, 1986). En base a estos dalos, se puede decir que el nivel 

de expresión alcanzarlo afín no es el máximo, pero sí es el suficiente para intentar la purificación de la 

proteína. Muchas son las probables causas que limitan el nivel de expresión de una proteína 

recombinante tales como: la inestabilidad de plástnido recombinante, la inestabilidad del tuRNA 

sintetizado, la terminación prematura de la transcripción o la inestabilidad de la proteína recombinante 

(Sambrook y col., 1989). 

A pesar del nivel de expresión alcanzado usando los vectores pRSETA y pRSETAR, se 

observaron dos problemas principales que aún deben ser resueltos parcial o totalmente antes de la 

purificación: la degradación de la proteína recombinante ROP2 y la expresión constitutiva de esta 

proteína en la bacteria. Este último problema puede ser un factor que limita el nivel de expresión 

observado. Ambos problemas se discuten más adelante. 
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En experimentos de expresión de otras proteínas recombinames, en donde se usaron sisiemas di! 

expresión basados en el promotor qi-10 del lago '1'7 (plásinidos phT) semejantes al empleado Asir 

nosotros, se ha observado que también existe expresión constitutiva. En estos sistemas se emplearon 

bacterias E. culi (11MS174 o 111.211 lisogenizadas con bacieriófago 1)1,.3 (derivado del rallo X) en el 

cual la expresión de la T7 RNA polimerasa está bajo control del promotor lac Onducible con llyft.i) 

(Studier y col., 199(1). En este caso, la expresión constitutiva de la proteína recombinante fue explicada  

por la síntesis de escape de la 1"/ RNA polimerasa, característica de secuencias controladas por el 

promotor lac (Rawn, 1989). Sin embargo. se observó transcripción del inserto aún en bacterias 

transformadas con el vector. pero que no habían sido lisogenizadas con el lago portador de la 

información genética para la síntesis de la 1/ RNA ixibinerasa (Studier y col., 1990). Este último 

resultado es comparable al enconlrado en el presente trabajo. 

La expresión constitutiva de la proteína recombinante (expresión de la proteína en allSCIlda de la 

T7 RNA ptilimerasa) sólo se puede explicar si la transcripción del inserto es realizada por la enzima 

RNA mbinerasa de la bacteria E. coli t  . Esta transcripción debe llevarse a cabo a partir de secuencias 

promotoras para esta enzima que este') presentes en el plásinido recombiname (descartando al promotor 

del gen amp'). Para apoyar esta hipótesis se buscaron probables secuencias promotoras para la 

poliinerasa de E. t'oh en el plásmido recombinante. Para ello, la secuencia de nucleaidos del plásmido 

recombinanle pRSETA Tg34/M/II se sometió a un algoritmo de predicción de promotores para la RNA 

pollmerasa de E. culi (Sladen, 1984). En los resultados obtenidos se pudo identificar Urna secuencia 

localizada en la región de 916-860 pb (justo en la secuencia Col El, origen de replicación del plásmido) 

que presenta cierta similitud con la secuencia consenso reconocida por el factor O" de la 12NA 

polimerasa de E. culi (ver cuadro 5.1); esta secuencia ix)dría ser la responsable de la transcripción del 

I  1.a RNA polimerasa (le E. oh está compuesta de 5 subunidades: 2 unidades a, y las subunidades 13, o' Y 
a. la subunidad a es la encargada de unirse específicamente a promotores de operadores o genes de E. colo 
y es responsable de la iniciación de la Irancripción. Aunque existen otras subunidades, o" (70 kna) es la 
principal subunidad presente en la RNA polimerasa y reconoce promotores con la siguientes características: 

• en la posición +I, primer nucleótido que se transcribe, hay una purina. 
- en la región -I() tiene la secuencia consenso TATA AT, coincida como caja TATA o Pribnow. 
- en la región -35 la secuencia consenso es '17GACA 
• ambas regiones están separadas por 17+1- 1 nucleótidos. 
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Cuadro 5.1. Identificación (le un probable inninolor de la IZNA politnerasa 	col, en el plásiiii(lo 

Pronioun regulo 	.15 

916.1160 Al (l'U ri Tr“,sLk AIl;4(4i( 	( -44,‘,‘11.cc rrxx(.4.: l(IAGTrr C uncy.A(' IGA(. 

lI TGAI 	I; riG.1c,‘ ,vi-r,x,vi ( .4 r( 	\ Ar I 46 44-4,kur m d'A( A A( ;Tr( .Ac( d'AA 

Ide Cl5A1e1 '1"1[A('4 CIT [Al id "1-1(VC 	"I 'EATG'1'1' G I (ii(d i A Ali( 

,wo,A2 LAA,vi (i(' CU( rAcic( 	d 'AMI( dti 'IArrAT cene,x(v C (xle(WetiC I (iA 

Ti(; TA'FAAT A 

Se di luce, la seriwncia 91(1./1011101 plásinido pRSE [A 	 con las .10011, ocias dr. los proincloic.Ñ del opción de birla:1110 Ggil, J I — 

.IIC145111le lar14,1(130 y ole; IZNA 1-111.1')1111C0 (11-02) de t é Oil Se IlhlIca con negritas la secuencia C.IINCIlset 	losa  INo1110101i5 de la lINA 

pul nema de E coi, 

inserto que da lugar a la expresión constinitiva de la proteína recombiname, 

Cuando la proteína recombiname es tóxica para la bacteria, su expresión constitutiva puede 

conllevar a la inestabilidad del plásmido y, por consecuencia, a un bajo nivel de expresión de la proteína 

recombinante. Esta toxicidad determina que el crecimiento de las bacterias con el plásinido sea muy 

lento, e incluso pueda existir un proceso de selección de aquellas bacterias que poseen el menor número 

de plásmalos. Eme problema puede ser más grave cuando se presenta en sistemas con vectores que 

tienen el marcador de resistencia a ampicilina. En estos sistemas las bacterias que tienen menor número 

de plásmidos, o que lo han perdido, pueden crecer en el cultivo debido a la acumulación de la 

lacta masa que es secretada en el medio y degrada la ampicilina. La existencia de una proporción 

importante de bacterias que no poseen el plásinido limita el nivel de expresión de la proteína 

mcombinante obtenido al momento de la inducción. Incluso se han desarrollado sistemas de expresión 

que tratan de minimizar este problema (Studier y col., 1990). No obstante, la presencia de promotores 

para la 12NA polimerasa bacteriana, presentes en algunos vectores de expresión, pueden hacer que este 

problema sea infranqueable en algunos casos. 

Uno de los principales problemas en los SiSICIMIS de expresión donde se emplean bacterias es la 

degradación de la proteína recombiname. En nuestro caso, la proteólsis es un problema atin más 

importante ya que interfiere con la purificación de la proteína recombinante. En efecto, los productos 

de degradación de la proteína recombinanie compilen con la proteína entera ix)r los sitios de unión de la 

columna de metal (melado durante la croniatograf fa; por ello esta degradación debe ser mínima. 
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Generalmente, la degradación se debe a que la proteína se encuentra en compartimientos celulares 

en la fuente original; estos compartimientos no existen en la bacteria lo que determina que la proteína 

sea sintetizada en un ambiente donde adquiere una conformación que no favorece su estabilidad. Se 

sala• que la etapa inicial de degradación de estas proteínas es realizada ixir proteasas bacterianas 

dependientes de ATP. Algunas de estas proteasas son: 1.0N, 	OM 	ORO (Gonesman, 1990). 

En nuestro caso, la degradación de la proteína recombinante puede ser explicada debido a que. en T. 

Rondii, la proteína Re)P2 está asociada a las roptrias y al ser sintetizada en E. col/ no adquiere una 

conformación estable y es degradada por las primeasas presentes en la cepa bacteriana empleada. 

Para confirmar esta hipótesis y resolver este problema, se podrían emplea• cepas bacterianas que 

tengan mutaciones que determinen deficiencias en mimas proteolíticas. Por ejemplo, el uso rkt 

mutantes AM.  (principal proleasa de E culi que es responsable de la degradación de proteínas inestables 

o ~males para la bacteria) en sistemas de expresión que. emplean el vector ?Lo II, ha aumentado la 

estabilidad de proteínas de fusión recombinantes que han sido expresadas (Gottesman, 1990). Estas 

cepas también se han empleado en sistemas (le expresión basados en el uso de la Ti RNA poli inerasa 

(E. culi cepa BI .21 )(Studier y col., 1990). Sin embargo, estas cepas forman colonias mucoides (lo que 

dificulta su aislamiento en media sólido, su cosecha en cultivo líquido y su infección con l'ayos) y sun 

más sensibles a daños en su DNA IMF agentes químicos y tísicos. Además, se ve afectada la eficiencia 

de transformación y estabilidad de algunos plásinidos en la bacteria. Afortunadamente ya se dispone de 

cepas bacterianas con mutaciones complementarias que hacen mínimos estos problemas (Gottesman, 

1990). 

Para la transcrilxión de la información genética que califica para proteínas inducidas por 

chame-térmico (entre ellas la proteasa 1.0N), E. culi hace uso de la suhunidad o32  de la RNA 

polimerasa; esta subunidad es codificada por el gen lupR. Bacterias con mutaciones en este gen son 

deficientes en pfoteólisis y también pueden ser usadas para aumentar la estabilidad de proteínas 

recombinantes. No obstante, la expresión de esta subunidad es importante para el crecimiento de la 

bacteria a temperatura de 37'C o mayor (Gottesman, 1990). En este sentido, una observación 

experimental importante, hecha durante experimentos previos de expresión de la proteína ROP2 
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desarrollados en el lalmrabnio, es la disminución en la proteólisis de la proteína recombinante C113111) se 

crecen las bacterias y se realiza la inducción a menor temperatura 1311r). 

Es importante que en un futuro inmediato sean optimizadas las condiciones de expresión de esta 

turma recombinante de RO)'2 con el propósito de alcanzar un mayor nivel de expresión y/o una mínima 

degradación. Esto es un paso indispensable para disponer de esta poncha en tonna pura y en cantidad 

suficiente para evaluar su actividad inmunoprolectora. 
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APÉNDICE 

CÓDIGO GENÉTICO 

Abreviatura 	Abreviatura estándar Codottes de ARN escritos con 
anterior 	 el extremo 5 a la izquierda  

Ala 	 A 	GCA GCC GCG GCU 
Arg 	 II 	AGA AGG C(iA C(1C CGG CGU 
Asn 	 N 	AAU AAC 
Asp 	 D 	( iAC GAL) 

Cys 	 C 	UGC UGU 
Gln 	 l 	CAA CAG 

Glu 	 Q 	()AA GAG 
Gly 	 G 	GGI1 GGC G(iA GG(i 
His 	 U 	CAC CAU 
Ile 	 I 	AUA AUC AUU 
Len 	 I, 	UUA MG CUA CUC CUG CUti 
Lys 	 K 	AM AAG 
Me1 	 M 	AUG 
Pite 	 I: 	Me UUU 
Pro 	 l' 	CCA CCC CCG CCU 
Ser 	 S 	AGC AGU UCA UCC UCG UCU 

"Ibr 	 T 	ACA ACC ACG ACIl 
Trp 	 W 	UGG 
Tyr 	 Y 	liAC UALI 
Val 	 V 	GUA GUC GUG GUU 
SEM' 	tito de traducción) UAA UAG UGA 	. -- 

NUCLEÓTIDOS 

Abreviatura 	Nucleáido 

A 	Menina 

C 	 ClIosi na 

Ci 	 Guanina 

1' 	 Tintina 

N 	Adenina, Citocina, 

Guanina o Tintina 

R 	Guanina o Menina 

Y 	Cilosina o Tintina 
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