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iii) RESUMEN

La gastroenteritis representa un problema de morbilidad y mortalidad en los
paises desarrollados y en los que estan en desarrollo; pero es en éstos Ultimos donde
tiene un mayor impacto ya que es una causa muy importante de muerte principalmente
en nifios menores de 5 afos.

Aunque inicialmente el virus Norwalk (prototipo de los norovirus) fue
identificado en la ciudad de Norwalk, Ohio, Estados Unidos de América, hoy en dia se
sabe que estos virus causan brotes de gastroenteritis en todo el mundo. Un ejemplo de
ello es el brote de gastroenteritis aguda ocurrido en el sur de la Ciudad de México en
julio de 2007 (solo por citar el caso mas reciente), en el cual 10,600 personas resultaron
afectadas, debido a la contaminacién del agua potable por aguas negras. Hasta ahora, el
98% de las muestras que han sido estudiadas resultaron positivas a norovirus.

El NV pertenece a la familia Caliciviridae, al género Norovirus; éstos son
reconocidos como la principal causa de brotes de gastroenteritis no bacteriana a nivel
mundial. Desafortunadamente el estudio de la biologia de los norovirus que afectan a
los humanos ha sido complicado porque hasta la fecha no existe una linea celular
permisible a la infeccion en la cual se puedan estudiar los eventos de replicacion y
traduccion viral, asi como tampoco esta disponible un modelo animal para simular una
infeccion in vivo. Para subsanar esta carencia se ha hecho uso de la Biologia Molecular,
con lo cual se ha podido estudiar la expresion genética y dilucidar la funcidon de sus
proteinas.

En este trabajo se presenta la clonacion, expresion, purificacion asi como la
determinacion de la actividad proteolitica de la proteasa recombinante 3C del NV sobre
la proteina celular recombinante La.

Inicialmente se amplifico el gen que codifica para la proteasa 3C a partir del
cDNA del NV por la técnica de PCR. Posteriormente se realizé su clonacion en el
vector pJET1/blunt ™. Mediante un ensayo de restriccion con la enzima Xhol se liberd
la secuencia del gen de la 3C y se subcloné en el vector de expresion procarionte
pPROEx™ HTb. De las clonas positivas a la presencia del gen 3C, se aisl6 el plasmido
Ilamado PC3C, este se secuencid corroborandose la presencia del gen de la proteasa 3C.
A partir de ellos se expreso la proteina 3C y esta se purifico parcialmente.

Contando ya con la proteina r3C parcialmente purificada se realizaron ensayos
de actividad de proteasa sobre la proteina rLa, en los cuales se determind que esta
proteina es procesada por la proteasa 3C. El sitio de corte se identifico entre los
aminoacidos 358 y 359 que corresponden a glutamina-glicina respectivamente; la
porcion de proteina que procesa la r3C esté en el extremo carboxilo terminal, donde se
encuentra la sefial de localizacion nuclear de La. El resultado obtenido de este
procesamiento concuerda con lo reportado para el caso del virus de la polio, ya que la
3C de éste procesa a la proteina La, tanto a la recombinante como a la nativa en células
Hela.



1.- INTRODUCCION
1.1 GASTROENTERITIS

La gastroenteritis representa un problema de salud publica a nivel mundial,
especialmente entre los nifios y adultos mayores. Anualmente se estima que ocurren
mas de 700 millones de casos de gastroenteritis aguda solo en nifios menores de 5 afios.
Esta enfermedad es una causa importante de morbilidad y mortalidad; la mortalidad
asociada con esta enfermedad se estima entre 3.5 y 5 millones por afio, cuya mayor
proporcion de muertes ocurre en paises en desarrollo (1,4).

La gastroenteritis se define como una inflamacion del estomago y/o disfuncion del
intestino producida por un microorganismo o sus toxinas, que se manifiesta por diarrea
(tres 0 mas deposiciones diarias 0, al menos 200 g de heces al dia) acompafiada o no de
vomitos y dolor abdominal (18).

La gastroenteritis aguda es causada por diferentes patdgenos (4).  Por ejemplo
bacterias del tipo Salmonella spp, Shigella spp. y Yersinia spp. entre otras; por
parasitos como Giardia lambdia, Entamoeba hystolitica, Isospora belli y por virus
como rotavirus, adenovirus y astrovirus, los cuales se han establecido como agentes
etioldgicos importantes de gastroenteritis en nifios (1).

Recientemente los norovirus (anteriormente llamados Norwalk like particles o
“virus tipo Norwalk™), pertenecientes a la familia Caliciviridae, han sido identificados
como la causa mas comun de brotes de gastroenteritis no bacterianos a nivel mundial en
individuos de todas las edades (2). Los calicivirus humanos (HuCVs), constituidos por
los norovirus y los miembros del género Sapovirus que infectan a humanos, se
transmiten principalmente por la ruta fecal-oral, por el contacto persona a persona y por
la ingesta de alimentos contaminados crudos o poco cocidos, principalmente mariscos y

ensaladas (3).



El curso de la enfermedad es usualmente leve y autolimitante, pero el virus es
altamente infeccioso y los brotes de gastroenteritis pueden involucrar a pequefios grupos
familiares o a cientos de individuos. Muchos estudios han demostrado que los HUCVs
ocupan el segundo lugar, después de rotavirus, como el agente causal de gastroenteritis
viral en nifios pequefios (2).

Las manifestaciones clinicas mas importantes de la gastroenteritis incluyen una
diarrea leve, pero en algunos casos los sintomas pueden presentarse mas severos, desde
nauseas y vomito hasta una diarrea que lleva a la deshidratacion e incluso hasta la
muerte (4).

Los norovirus estan clasificados como agentes biolégicos de clase B debido a su
alta capacidad de infectar, estabilidad, a sus brotes imprevistos y a lo debilitante de la
enfermedad que provocan. A pesar del impacto econdmico tan significativo y a la
considerable morbilidad causada por los norovirus, actualmente no hay medicamento o
una vacuna disponible para controlar o prevenir la enfermedad. Asi mismo muchos
aspectos de su biologia no se conocen por completo, debido en parte a la ausencia de un
sistema de cultivo celular o de un modelo animal para su propagacion (20).

1.2 HISTORIA DEL VIRUS NORWALK

Los descubrimientos bacterioldgicos y parasitologicos realizados durante el siglo
XX identificaron la etiologia de sélo una pequefia proporcién de las diarreas dejando
una gran parte de casos sin el establecimiento formal del agente etioldgico.

Durante los afios 1940 y 1950 se asumid por exclusion que los virus eran los
responsables de la mayor proporcién de estas enfermedades de causa desconocida.
Debido a que los presuntos agentes etioldgicos virales no se podian cultivar y propagar
in vitro se llevaron a cabo estudios con individuos voluntarios en Estados Unidos y

Japdn. Estos estudios mostraron que los filtrados de las heces de los pacientes que
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habian enfermado en los brotes de gastroenteritis eran capaces de reproducir la
enfermedad; demostrando que los virus eran la causa mas probable.

Una segunda generacion de estudios en humanos voluntarios se inicié en los
afios 1970’s, en el que las muestras recolectadas durante un brote de gastroenteritis en
Norwalk, Ohio demostraron ser importantes en el establecimiento de la infeccion (17).

El brote en la ciudad de Norwalk comenz6 en octubre de 1968 y fue investigado
por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) reportando que durante un periodo de
2 dias el 50% de un total de 232 estudiantes y maestros de una escuela primaria
desarrollaron una gastroenteritis aguda, y un segundo brote incluy6é al 32% de los
familiares, los cuales estuvieron en contacto con los individuos enfermos. La
enfermedad duré aproximadamente 24 horas, con un periodo de incubacién de cerca de
48 horas, y le dieron el nombre de “enfermedad del vomito de invierno”. Aunque
algunos de los pacientes tuvieron diarrea, las principales manifestaciones clinicas fueron
vomito y nausea (30).

Posteriormente se realizaron estudios intensivos de las muestras clinicas del
brote en Norwalk, lo cual llevé a revelar al agente etioldgico (1).

1.3 DESCUBRIMIENTO DEL VIRUS NORWALK

En 1972 Kapikian y colaboradores utilizaron la técnica de inmunomicroscopia
electronica (IEM) para identificar particulas de 27nm de diametro, en un filtrado fecal
utilizado para inducir la enfermedad en humanos. Estas particulas se precipitaron en una
reaccion antigeno-anticuerpo utilizando suero de la fase convaleciente de un paciente
que contrajo la enfermedad seguido de la inoculacion con un filtrado fecal (8).

Posteriormente el ensayo fue modificado para cuantificar los anticuerpos
presentes en suero y demostraron que habia significativamente mas anticuerpos en el

suero de la fase convaleciente que en el de la fase aguda. Con los datos anteriores, el
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virus Norwalk fue propuesto como el agente etioldgico del brote de gastroenteritis en
Norwalk, Ohio (8).
a) Clasificacion

El virus Norwalk pertenece a la familia Caliciviridae, la cual estd compuesta de
cuatro géneros: Vesivirus, que incluye al calicivirus felino FCV, Lagovirus, dentro del
cual se encuentra el virus de la enfermedad hemorragica de los conejos, Norovirus, en la
cual se clasifica el virus Norwalk como prototipo del género y a varios virus
relacionados que han sido aislados de diferentes partes del mundo, incluyendo al
MD145-12 y Sapovirus, donde se localiza el virus Sapporo y el calicivirus entérico
porcino (2).

Los norovirus se subdividen en 5 genogrupos (Figura No. 1): GI, GlI GllI, GIV
y GV. Es importante mencionar que en el genogrupo V se encuentra el norovirus
murino (MNV), descritd por primera vez en 2003, y el cual es el nico norovirus que se
replica en cultivo celular y en un modelo animal: el ratén. Aungue el modelo de MNV
no podré usarse para estudiar la patogenia de la enfermedad en humanos, es actualmente

el mejor modelo de estudio de la biologia molecular de los norovirus (20).
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Figura No. 1: Andlisis filogenético de la familia Caliciviridae. Tomada de Wobus, C. 2006.

b) Manifestaciones clinicas

El virus Norwalk produce una gastroenteritis poco severa y autolimitante,
aunque puede ser incapacitante durante la fase sintomatica, la cual dura de 24 a 48 horas
(17).

Algunos conocimientos sobre la patogénesis y la inmunidad de las infecciones
causadas por NV y NLVs han sido obtenidos de los estudios en voluntarios, los cuales
han revelado en algunas ocasiones lesiones histopatologicas transitorias en la mucosa de
la parte alta del intestino delgado incluyendo ensanchamiento y acortamiento de las

microvellosidades. En personas infectadas se observa una infiltracion de células



mononucleares de la lamina propia y una vacuolizacion citoplasmica; las mucosas
rectales y gastricas no se ven afectadas histologicamente (8).

El sitio de replicacion del virus aun no se ha detectado con precision; sin
embargo éste es expulsado en las heces fecales y también se ha detectado en el
vomito(8).

La expulsion viral generalmente tiene su pico en el dia 1 6 2 después de la
infeccion, pero puede continuar hasta mas de 2 semanas después de la ausencia de
sintomas clinicos. Es importante mencionar que el virus también es expulsado por
individuos con infecciones subclinicas (8). Se ha comprobado una alta proporcion de
infecciones asintomaticas. Este hecho esta apoyado por estudios de seroprevalencia que
muestran que practicamente todos los nifios son seropositivos a la edad de 5 afios (19).

Las manifestaciones clinicas caracteristicas de una infeccion por norovirus
humano son: vomito explosivo, diarrea acuosa, fiebre de bajo grado, malestar, nauseas,
dolor de cabeza, mialgias, dolor o incomodidad abdominal (20).

c) Diagnostico

Entre 1970 y 1980 se llevd a cabo la primera generacion de pruebas de
diagndstico utilizando reactivos humanos, obtenidos de individuos previamente
infectados. Lo anterior se debié a que el nimero de particulas virales en las
deposiciones de las personas infectadas se encontraban en poca cantidad y a la
incapacidad para propagar a NV y a virus relacionados en un cultivo celular; esto
influyd en el hecho de que no se pudiera producir suero hiperinmune en animales.

Por lo anterior las deposiciones de individuos infectados de manera aguda
sirvieron como una fuente de antigenos virales, y los sueros de la fase convaleciente de
individuos infectados fueron utilizados como sueros hiperinmunes. Estas restricciones

limitaron la disponibilidad de las herramientas del diagnéstico a unos pocos



laboratorios. Sin embargo algunas pruebas se desarrollaron con estos reactivos y se
utilizaron para empezar a establecer la epidemiologia de NV y de otros calicivirus
humanos (4).

c.1) Microscopia electréonica (EM): ésta técnica continta siendo una
herramienta importante para el diagndstico de gastroenteritis virales debido a la rapidez
de la pruebay a la minima preparacion requerida de la muestra. Sin embargo el método
requiere de microscopistas altamente calificados y un equipo costoso; limitando su uso
en estudios clinicos o epidemioldgicos (4).

Ademas, el tiempo de recoleccidn es critico para tener éxito en la deteccion del
virus. Por ejemplo, se ha reportado la deteccidén de norovirus en 26 de las 54 muestras
colectadas en las primeras 72 horas del comienzo de la enfermedad, pero sélo en 2 de
11 muestras colectadas en tiempos posteriores (17).

c.2) Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR): ésta técnica es la mas ampliamente utilizada para la deteccién de los HUCVs. Se
han descrito muchos oligonucleétidos para la amplificacion de regiones conservadas del
genoma de RNA, las mas comunes son la de la polimerasa y la capside. Con este
método los calicivirus pueden detectarse en muestras clinicas (heces o vomito),
alimento contaminado, agua o fomites (17).

c.3) Inmunoensayos: el desarrollo de rVLPs (del inglés recombinant virus like
particles) ha tenido un gran impacto en el desarrollo de pruebas de diagnostico basadas
en la reaccidon antigeno-anticuerpo. Las rVLPs se forman a partir de los genes
codificantes para la capside de NV (ORF2) y el producto terminal ORF3; cuando son
transferidos a células de insectos, ya que aqui las proteinas de la capside (VP1y VP2)
se autoensamblan formando las r\VVLPs; estas particulas tienen una morfologia similar al

NV nativo pero sin el genoma de RNA.



Las pruebas de ELISA que utilizan rVLPs como antigenos son especificas,
sensibles y eficientes para la deteccion de la infeccion de los HUCVs, dichas rVLPs se
han utilizado en muchos estudios sero-epidemioldgicos (17), sin embargo su alta
especificidad no ha permitido su uso con mas frecuencia.

1.4) INMUNIDAD A NOROVIRUS

Los estudios en voluntarios indican que la inmunidad a los norovirus es por un
periodo corto y ademas no provee buena proteccion en una infeccion con otras cepas
heter6logas. Observaciones hechas en adultos con infecciones repetitivas sugieren que
la inmunidad a largo plazo es inexistente (10).

Estudios recientes indican que la susceptibilidad a una infeccion por los
norovirus esta asociada con el tipo de sangre ABH, asi como a los carbohidratos
expresados en el intestino y a la preferencia de cada cepa (10).

1.5) VACUNA CONTRA EL VIRUS NORWALK

La vacunacion contra los agentes microbianos es lo mejor en la relacion costo-
efectividad para reducir la morbilidad y mortalidad en una poblacién. La razon para
desarrollar una vacuna generalmente se hace con base en su significancia clinica
(incidencia de morbilidad y mortalidad) de una enfermedad viral especifica en la
poblacion general o en una poblacién especifica. Como ya se ha mencionado, la
epidemiologia, historia natural y la significancia clinica de las infecciones por HUCVs
estdn cambiando rapidamente, en parte debido a nuevas pruebas de deteccion mas
eficientes. Ademas de que la incidencia extendida e importancia clinica de NV y otras

infecciones con los HUCVs hoy en dia son mucho mas aparentes (8).



Los retos a superar para el desarrollo de una vacuna contra los HUCVs son:
1) La correlacion de la proteccion inmune, la cual no esta claramente definida.
2) La existencia de muchos tipos de HuCVs.
3) Los datos limitados de retos de cruzamientos indican que la infeccién con algunos
tipos de HUCVs no provee proteccion contra infecciones subsecuentes por otro tipo de
HuCVs.
4) La inmunidad de la mucosa puede ser necesaria, pero nuestro conocimiento es
limitado sobre como sacar provecho exitosamente de esta inmunidad.
5) El virus no puede cultivarse de manera conveniente.
6) No existe un modelo animal simple (8).

Las propiedades de una vacuna candidata son las siguientes: las particulas
recombinantes de NV (rNV) o VLPs son morfolégica y antigénicamente similares a las
particulas nativas. Se ha visto que las VLPs también son altamente inmunogeénicas
cuando se inoculan parenteralmente a animales de experimentacion. Las particulas rNV
presentan 4 propiedades Unicas que pueden ser ventajosas para un inmundgeno eficaz en
la mucosa: 1) La capside de NV contiene 180 copias de una proteina de 60 kDa, 2) Las
VLPs de NV son estables a pH bajos (como lo es el pH del estbmago), 3) Las VLPs de
NV pueden ser liofilizadas y reconstituidas en agua o en buffer y 4) Las VLPs de NV
son particuladas y ademas pueden tener como blanco las placas de Peyer en el tracto
gastrointestinal. Estos inmundgenos sin capacidad de replicarse representan un
candidato para el desarrollo de una vacuna humana (8).

En la fase | de los estudios las rVLPs como vacunas demostraron ser seguras e
inmunogénicas cuando se administraron a adultos voluntarios por via oral. Si los
mecanismos de la inmunidad son elucidados y se encuentra que los anticuerpos juegan

un papel importante en la prevencion, las rVLPs pueden probar ser una vacuna
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potencial (17).

Una vacuna segura y efectiva puede reducir la incidencia de las epidemias de
gastroenteritis virales; esta vacuna, si es factible, puede ser de especial importancia en
lugares como colegios, personal militar, casas de reposo, y para otros lugares
institucionales; ademas se puede reducir el numero de episodios de gastroenteritis en
bebés y nifios, especialmente en los que viven en paises en desarrollo (17).

1.6) MEDIDAS DE PREVENCION

No existen métodos especificos disponibles para la prevencion o el control de
una infeccion por una infeccién por HUCVs o la enfermedad que ellos provocan. Debido
a que estos virus son altamente infecciosos, un lavado efectivo de las manos, la
eliminacion o desinfeccion de material contaminado puede disminuir la transmision
dentro de una familia o institucion (17).

Se debe de tener un cuidado especial en el manejo de la comida en vista de los
brotes reportados a causa del consumo de alimento contaminado. Las mediciones que
incrementen la pureza del agua potable para beber o del agua de las albercas pueden
disminuir la frecuencia de los brotes (3).

Como ya se menciono los norovirus son los principales agentes causales de las
epidemias de gastroenteritis (el mas comun de éstos es el norovirus 611.4), y el agua es
una ruta importante en su transmision. Se sospecha que estos virus también son agentes
importantes en gastroenteritis endémicas provocadas por la contaminaciéon del agua
potable con residuos fecales (11).

Existen reportes donde se sugiere que el NV es muy resistente a la desinfeccion
clorada, ya que experimentalmente una suspension de virus en agua conservd su
infectividad después de la administracion de 3.75 mg de cloro /litro de agua y un tiempo

de exposicion de 30 minutos (11).
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La resistencia de NV a la cloracion implica un alto riesgo para la poblacién
consumidora de agua clorada si se consideran su alta infectividad (bajas dosis para ser
infeccioso) y su amplia distribucion en la poblacion (11). Es por lo anterior que el
0zono es una muy buena opcidn para desinfectar el agua, dado su fuerte poder oxidante
y su capacidad desinfectante contra la mayoria de los patégenos del agua. De hecho, la
mayoria de los virus entéricos estudiados como rotavirus, parvovirus y el virus de
hepatitis A son inactivados sustancialmente por el ozono (11).

Para el NV se tiene reportado una dosis de ozono a la cual es sensible: 0.37
mg/litro a pH de 7, a 5°C, con 5 minutos de exposicion. EI mecanismo de la
inactivacion del virus es la degradacién oxidativa que ocurre bajo las condiciones
mencionadas; tal vez los acidos nucleicos del virus son el primer blanco del ozono (11).
1.7 TRATAMIENTO

Como ya se menciond anteriormente, los norovirus inducen una gastroenteritis
leve y auto limitante que normalmente se resuelve sin complicaciones. El reemplazo de
electrolitos y fluidos orales es usualmente suficiente para compensar la pérdida de los
fluidos. De cualquier modo, la administracion parenteral de los fluidos puede ser
necesaria en el caso que exista vomito o diarrea severa; la hospitalizacion por una
severa deshidratacion, aunque rara, puede ocurrir con una gastroenteritis ocasionada por
NV. Se han reportado muertes por esta causa en pacientes de edad avanzada y en nifios,
asi como en personas inmunocomprometidas (17).

La administracion oral de subsalicilato de bismuto una vez iniciados los

sintomas reduce severamente la duracion de los dolores abdominales (17).
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1.8 BIOLOGIA MOLECULAR
a) Morfologia y organizacion genémica

El virus Norwalk es el prototipo de los calicivirus humanos. Por medio de una
tincion negativa con microscopia electronica se determind que el virus tiene una
apariencia amorfa con un borde externo plumoso (5). Poseen 32 depresiones con forma
de copa en su superficie distribuidas simétricamente para constituir un icosaedro. En
una orientacion, estas depresiones le dan al virus un aspecto caracteristico de “estrella

de David” (Figura No. 2) (19).

100 nm

e

Figura No. 2: Microscopia electrénica del virus Norwalk. Tomada de Guix, S. 2007.

El NV es pequefio (de 27 a 35 nm de diametro), redondo, no envuelto, por lo
que se denominan SRSV. El virion contiene como genoma RNA de cadena sencilla de
polaridad positiva (+) de 7.7 kb, este RNA se encuentra poliadenilado del extremo 3’ y
unido de manera covalente a una proteina viral llamada VVPg en el extremo 5’.

El genoma se encuentra organizado en 3 marcos de lectura abiertos (ORF) (3).
El ORF1 codifica para una poliproteina de 200 kDa que da origen a las proteinas no
estructurales; el ORF2 codifica para la proteina mayoritaria de la capside de 60 kDa
Ilamada VP1, y el ORF3 codifica para una proteina basica estructural minoritaria de la
capside llamada VP2 (4). La poliproteina originada del ORF1 es procesada por la
proteinasa viral “3C-like” para originar a los precursores o péptidos que constituyen a

las proteinas no estructurales, las cuales son requeridas para la replicacion del virus.
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Esta poliproteina se divide en 6 dominios funcionales, los cuales se han designado como
proteina p48, nucleodsido trifosfatasa 2C-like (NTPase), p20 o p22 (dependiendo del
genogrupo), proteina viral unida al genoma (VPg), proteinasa (Pro o 3C) y polimerasa
(Pol 0 3D) (4).

Para los norovirus se ha propuesto que la capside (codificada por ORF2) y la
proteina basica (ORF3) son expresadas a partir de un RNA subgendémico (Figura No.3).
La presencia de éste durante la replicacion sugiere que los norovirus regulan la sintesis
de las proteinas estructurales utilizando un mensaje subgenémico que se encuentra de

manera abundante (20).

GTGAATG GTGAATG
ORFI ORF2 ORF3
NV (A)n
vie | P48 [NTPase] p22 [vegpro] Rarp |
r & 0171
QG QG EG FAEG
0 {A)n
VPg

Figura No. 3. Organizacién genémica de NV. Los sitios de corte estan indicados con flechas
asi como los aminoacidos que rodean a este sitio. EIl RNA subgenomico se muestra por debajo
del RNA genomico. Se predice la presencia de una proteina viral unida tanto al RNA gendmico
como al subgenémico (VPg). Tomada de Wobus, C. 2006.

b) Ciclo de replicacién

Debido a que los virus contienen una limitada informacion genética ellos
dependen de la maquinaria celular para su replicacion (22). Por lo tanto, la mayoria de
los eventos en una infeccion viral involucran interacciones entre los componentes
virales (relativamente pocos) con los de su hospedero (generalmente muchos y de
mayor complejidad); este mar de factores del hospedero representa tanto al medio
esencial en el cual los virus deben adaptarse para sobrevivir como una fuente enorme y

manipulable de recursos para los virus con pocos genes. De acuerdo a esto, los factores
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del hospedero juegan roles importantes en la mayoria de los eventos en la infeccion
viral (23).

Los factores del hospedero participan en todos los eventos de la infeccion de los
virus de RNA (+), incluyendo la entrada, la expresion de genes virales, la replicacion
del RNA, el ensamblaje y liberacion del virion; estos factores son regulados por los
virus para modular la expresion de genes del hospedero y sus defensas (23).

b.1) Traduccién

El conocimiento de la estructura del genoma es solo el primer paso para entender la
replicacion del virus; la carencia de un sistema de cultivo celular ha impedido de gran
manera el progreso en el entendimiento de la expresién de genes y la regulacion de
calicivirus entéricos de humanos. Por lo tanto, los estudios de la expresion genética de
los virus humanos tienen que hacer uso de sistemas de expresion heterdlogos y de
traducciones in vitro (5).

Como la mayoria de los genomas de los virus de RNA de polaridad positiva, el
genoma de NV opera como un molde que regula la sintesis de sus proteinas
(traduccion); asi como del RNA, que funciona como genoma de la progenie viral
(replicacion). Ambos procesos requeriran interacciones entre los factores
traduccionales del hospedero y la replicacién del RNA en multiples niveles (23).

El ciclo de replicacion del virus Norwalk no se conoce totalmente, sin embargo
por el hecho de ser un virus de cadena sencilla de RNA (+) su ciclo replicativo en
general debe ser semejante. La replicacion viral requiere de dos etapas (Figura No.4):

1.- Traduccion de proteinas
2.- Replicacion del RNA
Primero debido a que estos virus contienen RNA (+) éste es utilizado para la expresion

de las proteinas virales, fendbmeno conocido como traduccion de proteinas virales (24).
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La traduccion del virus Norwalk estd mediada por la presencia de una proteina viral,
Ilamada VVPg, que se encuentra unida covalentemente al extremo 5’ del RNAmM y que
promueve la union al ribosoma y la consecuente produccion de la poliproteina, que es
procesada por una proteinasa viral o por proteinasas del hospedero para dar origen a las
proteinas no estructurales. Se sabe que muchas de estas proteinasas virales interactian
con proteinas celulares, particularmente con la maquinaria de traduccion del hospedero
y por lo tanto abarcan ambas funciones de procesamiento de poliproteinas ejerciendo

un control en la traduccion (25).

Proteinas

celulares

Figura No. 4: Ciclo de replicacion de los Norovirus. El primer evento en el ciclo es el anclaje
del virus con el receptor, posteriormente se pueden dar dos eventos simultaneos: la replicacién
del RNA viral y la sintesis de proteinas virales.

b.1.1) Procesamiento proteolitico
Debido a que NV posee un genoma pequefio, expresa precursores

proteicos generados a partir del procesamiento incompleto de una poliproteina durante
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la infeccidn. Estos precursores son activos y pueden ser nuevamente procesados por
proteasas celulares o virales en sitios especificos hasta dar origen a la proteina viral
madura, la cual no puede continuar siendo procesada por carecer de estos sitios de corte.
Es por ello que la replicacion viral es regulada por un procesamiento proteolitico, de los
precursores, que exhiben diferentes funciones a las de las proteinas maduras (7).

Las proteinas no estructurales de los calicivirus se producen por una proteolisis
de una poliproteina precursora codificada por un solo ORF en la regién 5’ del genoma.
En este caso la Unica proteasa viral, la 3C, es la encargada de llevar a cabo el
procesamiento. Por otro lado, la proteina estructural de la capside se traduce de un
MRNA subgendémico que es homologo con la region terminal 3’ del genoma (5) y no es
susceptible de proteolisis.

Dentro de estas proteinas estructurales se encuentran:

b.1.1.1) VP1y VP2: las cuales forman al viridn; este se compone de 90 dimeros
de la proteina mayoritaria de la capside (VP1) y de una o dos copias de la proteina
minoritaria (VP2). La VP1 va aproximadamente del aminoacido 530 al 555 y tiene un
peso molecular de 58-60 kDa. Tiene dos dominios conservados que flanquean a un
dominio central variable, el cual parece contener determinantes antigénicos que definen
la especificidad de la cepa. La VP1 se ensambla como VLP’s cuando se expresa en
células de insecto por medio de un baculovirus recombinante; éstas particulas son
estructural y antigénicamente similares al virus nativo con la Unica excepcion de que no
contienen RNA. Estas VLP’s se unen a una proteina celular de 105 kDa (6).

La VP2 va del aminoacido 208 al 268, tiene un peso molecular de 22-29 kDa y
exhibe una secuencia extensa de variabilidad entre las cepas. Los roles de VP2 en el
ciclo de replicacién aun se desconocen. Se sabe que no es necesaria para el ensamblaje

de las VLP’s, pero es esencial para la produccion de virus infecciosos (6). VP2 es una
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proteina basica con un punto isoeléctrico calculado >10.0 y esto sugiere que ella une
RNA. Adicionalmente a esta idea se cree que VP2 puede funcionar en el proceso de
empaque del genoma de RNA (6).

b.1.1.2) p48: esta proteina se encuentra en el extremo N-terminal del ORF1; es
algo variable en longitud y secuencia entre los genogrupos | y Il de los calicivirus, la
secuencia conservada se incrementa hacia el sentido carboxilo terminal de la proteina.
Hasta la fecha no se ha encontrado ninguna secuencia similar significativa entre p48 y
otras proteinas virales o celulares. Se cree que ella puede coordinar, con propiedades de
localizacion, el anclaje o aseguramiento de los complejos de replicacion y su unién a la
membrana (6).

b.1.1.3) NTPasa: su funcion en la replicacion ain no esta bien determinada;
aungue presenta un dominio en su estructura responsable de la union al DNA, ademas
es una proteina que hidroliza el ATP (adenosina trifosfato) (6).

b.1.1.4) p22: esta proteina ocupa una posicion similar en el genoma de los
norovirus a la proteina 3A de los picornavirus. No existen datos claros sobre su posible
funcion, con la excepcion de su presencia en el precursor p22-VPg-3CL"" que sufre un
procesamiento proteolitico. La proteina 3A de poliovirus es importante para la
localizacion membranal de los complejos de replicacion (6).

b.1.1.5) VPg: tiene un peso molecular de aproximadamente 15 kDa y esté unida
covalentemente al extremo 5’ de los mMRNAs gendmico y subgendémico. Esta proteina
juega funciones variables en los ciclos de replicacion, algunas de las cuales son
comunes entre las familias Picornaviridae, Potyviridae, Luteoviridae y Comoviridae.

Se ha propuesto que VPg participa en el reclutamiento del ribosoma hacia el
RNA viral. La evidencia de la hipétesis sobre que VVPg recluta maquinaria de traduccion

para el RNA viral surge de datos que mostraron la interaccion de esta proteina directa y
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especificamente con el factor de iniciacion de la traduccion elF3 y con las subunidades
40S ribosomales. Lo descrito anteriormente implica un nuevo mecanismo de iniciacion
de la traduccion mediado por interacciones de tipo proteinas virales-proteinas con la
magquinaria de traduccion celular (6).

b.1.1.6) RdRp (RNA-dependent RNA polymerase): esta proteina va del
aminoacido 1281 hasta el carboxilo terminal del ORF1, y se llama RNA-polimerasa
dependiente de RNA. Se han identificado dos productos de corte que contienen a la
RdRp: el ProPol (un precursor que contiene a la proteinasa y a la polimerasa) y la Pol
(polimerasa madura) (9). Se han realizado estudios enzimaticos con proteinas
recombinantes, los cuales han confirmado al precursor 3CLpro-RdRp como una
proteina bifuncional con actividades tanto de proteasa como de polimerasa (6).

b.1.1.7) 3CLpro: Los norovirus codifican para una unica proteasa llamada 3C-
like (3CLP™) debido a su similitud con la 3C de los picornavirus (6). Esta proteasa
pertenece a la familia de las cistein-proteinasas (7). Las proteinasas virales del tipo
cisteina contienen una triada catalitica compuesta de una cisteina conservada, una
histidina y residuos de acido aspartico. Ademas, las proteinasas de esta familia
comparten una homologia estructural con las serin proteinasas (7).

La proteasa 3C de norovirus tiene un peso molecular de 19 kDa y esta codificada
en una region interna de la poliproteina precursora, hacia el lado carboxilo terminal, rio
arriba (upstream) de la RNA polimerasa dependiente de RNA (3D").La 3CP™ es
liberada por medio de un autoprocesamiento catalitico de la poliproteina precursora.
Esta proteasa es la unica con la que cuenta el NV para ejercer el procesamiento
proteolitico de la poliproteina precursora (30).

Los sitios de corte reportados para esta proteasa son: Q-G, E-G y E-A. La

importancia de conocer lo anterior es que se pueden predecir posibles sitios de corte en
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un sustrato por esta proteasa (31).

Se sabe que un virus de la misma familia (Caliciviridae), el FCV, que codifica
igualmente para una Unica proteasa (3C), ejerce un procesamiento proteolitico sobre la
proteina celular PABP, lo cual parece ser una estrategia para inhibir la traduccién
celular; al igual que en el caso de los picornavirus, por lo que se sugiere que dicho
procesamiento podria ser un mecanismo comun usado por diferentes familias de virus
para manipular la traduccién del RNAm de la célula hospedera (29).

b.2) Replicacion

Una vez que el RNA se ha traducido, la presencia de las proteinas virales induce

que este RNA deje de traducirse y comience la sintesis de moléculas de RNA que
formaran los genomas de la progenie viral.
La cadena original debe ser transcrita a otra de secuencia complementaria y de
polaridad opuesta (Figura No.5); esta replicacion ocurre en una estructura con varias
ramificaciones. Este complejo, de estructura dindmica contiene moléculas como la
transcriptasa viral (replicasa), algunos productos parcialmente sintetizados de cadenas
de RNA (cadenas nacientes), y el genoma sentido que sirve como templado. El
complejo de la ribonucleoproteina completa (RNP) se Ilama intermediario replicativo
tipo 1 o RI-1, los productos de cadena sencilla generados de RI-1 son antisentidos al
RNA genomico. Esta cadena complementaria de RNA sirve como templado para la
formacion de mas cadenas gendmicas en sentido. Este sequndo intermediario replicativo
(RI1-2) es esencialmente igual en estructura al RI-1, excepto que la cadena templado es
antisentido en relacion al RNA genomico y las moléculas de RNA nacientes son el
sentido del genoma.

Una vez que el genoma se encapsida, se forman las particulas virales, las cuales

infectan las células aledafas (24).
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Figura No. 5: Caracteristicas generales de los virus que contienen genomas de RNA que
utilizan una transcripcion del RNA dirigida por RNA. Se muestran las reglas basicas para la
replicacion del RNA dirigido por RNA, la nueva (naciente) cadena se sintetiza en sentido 5’ a 3’
en sentido antiparalelo al templado. Tomado de Wagner, E. 1999.

La participacion de factores celulares durante la replicacién de los virus es
fundamental debido principalmente a que los virus de RNA (+), como NV, son muy
austeros y no pueden sintetizar la maquinaria para la formacion de su progenie, sin
embargo, éstos son capaces de desarrollar estrategias para permitirles apoderarse de la
maquinaria celular para su beneficio.

Una de las moléculas virales que participa mas activamente en el
establecimiento de la infeccion son las proteasas. Estas ademéas de procesar a sus
propias proteinas para su maduracion, son capaces de procesar y modificar el contexto
celular en beneficio de la infeccién, por ejemplo, inhiben funciones celulares para que el
virus las ocupe o relocalizan proteinas para hacerlas méas accesibles durante la infeccion

viral (24).
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1.9 Proteasas
a) Definicion y tipos

Una proteasa se define como una enzima que hidroliza enlaces peptidicos. Las
proteasas pueden dividirse de acuerdo a su sitio de accion en endopeptidasas o
proteinasas, las cuales cortan enlaces peptidicos internos en las proteinas, y en
exopeptidasas, las cuales lo hacen en enlaces peptidicos en los extremos terminales. A
su vez las exopeptidasas se subdividen en aminopeptidasas y carboxipeptidasas,
dependiendo del extremo de la proteina donde corta a los aminoécidos (13).

La posicion espacial de los aminoacidos que constituyen el sitio catalitico esta
conservado en la naturaleza y provee las bases para la clasificacion de las proteinasas.
Al respecto existen 4 clases de proteinasas: tipo serin, cistein (6 tiol), aspartico y
metaloproteinasas (14)

Las serin proteasas poseen una triada catalitica de aminoéacidos formada por His
(histidina), Asp (acido aspartico), y Ser (serina), la cual es la responsable del
procesamiento. El residuo Ser es excepcionalmente reactivo y actla como el nucleéfilo
durante la catélisis, esto lo hace donando un electrén al carbono carbonilo del enlace
peptidico que va a ser hidrolizado.

Las cistein proteinasas tienen una diada catalitica compuesta de residuos de Cys
(cisteina) e His (histidina) que se encuentran cercanos y los cuales interactdan entre si.
Durante la proteolisis, el grupo sulfhidrilo del residuo de cisteina actia como el
nucleofilo para iniciar el ataque en el carbono carbonilo del enlace peptidico que va a
ser hidrolizado. Se ha sugerido que durante este proceso el anillo de imidazol del sitio
activo quita un proton del sulfhidrilo, y lo hace méas nucleofilico. Una acil enzima se
forma a través del carbono carbonilo del sustrato y el grupo sulfhidrilo del sitio activo

de la cisteina. EI aminoacido saliente es protonado por el sitio activo de la histidina y
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posteriormente el carbono carbonilo es hidrolizado del grupo tiol de la proteinasa, y asi
el sitio activo es regenerado.

En las proteinasas tipo aspartico y en las metaloproteinasas no aparecen los
intermediarios unidos covalentemente de enzima-sustrato. Las proteinasas tipo aspartico
estan compuestas de una diada catalitica de dos residuos de Asp (acido aspartico), el
mecanismo de la catalisis aln no se conoce claramente; se ha propuesto una catalisis
acido-base. En el grupo de las metaloproteinasas un catién divalente, el cual es
frecuentemente Zn*?, esta presente en el sitio catalitico (14).

Para describir la secuencia del sitio de corte de una proteinasa Y el sitio de union
del sustrato hay una nomenclatura que fue propuesta por Schechter y Berger en 1967, y
consiste en lo que a continuacidn se presenta.

En la figura No.6 un péptido, que es el sustrato, se presenta en la parte superior
de la figura compuesto de 10 aminodacidos (aa), el enlace peptidico que va a ser
procesado esta indicado con una flecha. Los aminoacidos del lado N-terminal del
“scissile bond” estan marcados como P1 a P5, y los aminoacidos del lado carboxilo
terminal se marcan con P1’ a P5’; los dominios individuales (S y S’), los cuales
colectivamente forman el bolsillo de unidn al sustrato también se indican. Del S1 al S5
se unen a los aminoacidos P1 al P5 del sustrato, y el S’1 al S’5 se unen a través de los
aminoacidos P’1 a P’5. La especificidad del sustrato se determina por la complejidad
del bolsillo de unién al sustrato y puede consistir solamente en un aminoacido S1 o
puede ser mas complejo, como se muestra en la figura, interactuando con varios

aminoacidos sustrato (14).
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Sustrato

Scissile Bond
/*3 +5
P2y ri P4

Proteinasa

Figura No. 6: Representacidn esquematica de una proteinasa y su sustrato. Tomada
de Dougherty, W. 1993.
b) Proteinasas virales

El concepto sobre una proteinasa involucrada en la expresion del genoma del
virus fue sugerido primero con el virus de la polio y el bacteriéfago T4. Aunque el
concepto de que los virus codificaban para una proteinasa aun no estaba propuesto,
Summers y Maizal en 1968 fueron los primeros en sugerir que durante la expresion
genética de poliovirus, los precursores sintetizados inicialmente sufrian un
procesamiento para llegar a los productos finales. Posteriormente a mediados de los
afios 70’s se sugirié que durante la replicacion del bacteriéfago T4 estaba involucrado
un procesamiento proteolitico (14).

Las proteinasas juegan un papel clave en la expresién gendémica de muchos virus
que infectan a hospederos de células eucariotas; al respecto se sabe de una 0 mas
proteinasas tanto virales como celulares que pueden estar involucradas. Las proteinasas
del hospedero frecuentemente participan en la maduracion de proteinas virales, que
eventualmente estan asociadas con la envoltura del virus. Estas enzimas probablemente
son proteinasas cuyo blanco son los péptidos sefial de las proteinas virales de la

envoltura, iniciando asi un camino que resultard& en un extenso ndmero de
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modificaciones post-traduccionales. En este caso, las proteinas virales probablemente
siguen la via secretora de la célula hospedera y son procesadas y modificadas en el
reticulo endoplasmico, en el aparato de Golgi y orientada hacia la membrana
citoplasmica.

Las proteinasas codificadas por los virus desempefian principalmente 2
funciones durante su ciclo de replicacion; primero, la mayoria de ellas estan
involucradas en la expresion genética por medio del autoprocesamiento en la
poliproteina para liberarse y originar productos de genes funcionales. La segunda
funcion involucra de manera general la maduracion de proteinas estructurales durante el
proceso de ensamblaje del virién, esto generalmente es el Gltimo paso en el ciclo de
replicacion del virus y generalmente precede a la formacion de los viriones como
entidades identificables estructuralmente (14).

Como ya se menciond, la mayoria de los sistemas virales utilizan un
procesamiento proteolitico para procesar a la poliproteina derivada del genoma a
precursores intermediarios y a productos procesados. Al respecto se observan 2 tipos de
procesamientos: 1) en cis o reaccion monomolecular y en trans o reaccion bimolecular.
En los eventos en cis, la proteinasa y el sitio de corte estan presentes en el mismo
precursor. Esta reaccion es independiente de la dilucion y sigue una cinética de orden
cero. Los sitios de corte deben de flanquear a la proteinasa y deben ser usados para
liberar a la proteinasa del precursor. Los sitios de corte pueden estar también distales, y
su hidrdlisis resulta en la liberacion de la proteinasa en forma de una poliproteina
intermediaria. Frecuentemente, las reacciones en cis son considerablemente rapidas y
ocurren co-traduccionalmente; a éstas reacciones se les refiere con el nombre de
autocataliticas.

La reaccion en trans se ejemplifica con una proteina que tiene actividad
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proteolitica la cual procesa una segunda molécula conteniendo el sitio de corte. Esta es
una reaccion bimolecular que procede con una con una cinética de segundo orden vy es
sensible a una dilucién (14).

Otra de las funciones desempefiadas por las proteinasas virales es la de
involucrarse en el establecimiento de la infeccién mediante el procesamiento de factores
celulares, inhibiendo funciones importantes para la célula. Tal es el caso de las
proteasas 2A y 3C de polio, que procesan factores del inicio de la transcripcion y
traduccién, inhibiendo ambos procesos en favor de su propia traducciéon. Asi mismo
procesa otras proteinas presentes en diferentes compartimentos celulares, lo cual trae
como consecuencia en muchos casos su relocalizacion al citoplasma y su interaccion
con diferentes moléculas virales para participar en los diversos pasos del ciclo
replicativo. Un ejemplo de ello es la accion de las proteasas de PV sobre la proteina
celular La (32).

1.10) Proteina La

La proteina La es una fosfoproteina nuclear muy abundante y participa en la
transcripcion de los RNAs recién sintetizados por la RNA polimerasa Il1. Esta proteina
también llamada (SS-B) fue descrita primero como un autoantigeno en pacientes que
tenian lupus eritematoso sistémico y el sindrome Sjogren’s. Aunque la proteina La se
caracterizd primero como una proteina humana, hay homdlogas identificados en una
amplia variedad de células eucariotas de diversos origenes.

Para la mayoria de los RNAs celulares La se une a los precursores, antes que a
los RNAs maduros. La razon de esta unién es porque parte del sitio de reconocimiento
de esta proteina es UUUOH, el cual esta en el extremo 3’ de todos los transcritos recién
sintetizados por la RNA polimerasa Ill. Esta uridilacion es removida durante la

maduracion del RNA, y por lo tanto se elimina el sitio de union para La.
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Esta proteina es extremadamente abundante, La en humanos se estima presente
en 2 x 10" copias por célula. Gracias a la técnica de inmunofluorescencia se sabe que
La se encuentra en su mayoria en el ndcleo y, dentro del ndcleo es tanto
nucleoplasmica como nucleolar.

Aunque La en su mayoria se encuentra en el ndcleo bajo condiciones celulares
normales, una fraccién de ella se vuelve citoplasmica en ciertas circunstancias, como
por ejemplo durante la infeccion de poliovirus en células de mamiferos, una porcion de
la proteina La es relocalizada hacia el citoplasma, para esto se sugiere que la proteasa
codificada por el virus de la polio ejerce un procesamiento en La del lado carboxilo
terminal, removiendo de esta manera la sefial de localizacion nuclear. De manera
similar, la proteina La se vuelve citoplasmica durante el proceso de apoptosis en células
de mamiferos, posiblemente permitiendo la remocidn de la sefial de localizacién nuclear
por una proteasa del tipo caspasa (12).

Debido al tipo de unién que hace La por mucho tiempo se asumio que su funcion
era en algun aspecto de la biogénesis de los RNAs. Recientemente el papel de esta
proteina se ha establecido mas claramente: su funcion principal es la de proteger el
extremo 3’ de los nacientes y pequefios RNAs de la digestion de las exonucleasas.
Aungue se sabe poco de su papel en los procesos en donde se involucran RNAs largos,
se ha propuesto que esta proteina facilita la traduccion de ciertos mMRNAs tanto celulares
como virales (12).

La se asocia con un gran nimero de RNAs nacientes pequefios, asi como a los
RNAs virales, por ejemplo con el virus de Epstein-Barr, el Adenovirus, y al RNA
gendmico de varios virus de polaridad negativa.

Particularmente la proteina La tiene un papel indispensable en la traduccién del

virus de la polio. Brevemente, cuando PV infecta a la célula, este se traduce y produce
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cantidades incipientes de proteina viral, ya que este RNA debe competir con los RNAm
celulares por la maquinaria traduccional celular. Sin embargo, la presencia de las
proteasas virales, aunque en bajas cantidades, produce el procesamiento de factores de
la traduccidn y la relocalizacién de la proteina La del nicleo hacia el citoplasma debido
a que procesa la secuencia de localizacion nuclear (32).

La presencia de la proteina La en el citoplasma, la hace accesible a su
interaccion con el RNA de PV. Esta interaccidon es indispensable para promover la
unién del ribosoma con el RNA y con ello lograr una eficiente sintesis de proteinas
virales. La proteina La es tan importante durante el ciclo replicativo viral que PV no
puede traducirse in vitro en extractos celulares carentes de proteina La.

Asi mismo, se ha determinado que esta proteina es indispensable en la
replicacion del RNA de otros virus de RNA (+).

En el caso de NV, estudios en nuestro laboratorio han demostrado que La
interactia con su genoma, especificamente en la region no traducida 3’ de 66
nucledtidos. Esto es importante ya que el inicio de la sintesis de la cadena de polaridad
negativa de RNA ocurre en este sitio. Estos complejos RNA-proteina se piensa podrian
contribuir con el reclutamiento y a la estabilizacion de la RNA polimerasa dependiente

de RNA (RdRp) en los sitios de iniciacion para la sintesis del RNA viral (28).
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2.- JUSTIFICACION

Las proteinas celulares juegan un papel crucial durante la replicacion de los
virus de RNA de polaridad positiva. Esta se lleva a acabo en el citoplasma celular, sin
embargo algunas proteinas localizadas en el nlcleo participan de manera indispensable
durante la sintesis de las proteinas y el RNA viral.

Se ha documentado que los virus desarrollan estrategias para que estas proteinas
estén accesibles durante su replicacion; una de ellas es la participacion de las proteasas
virales en la relocalizacién, ya sea mediante el procesamiento de un factor particular o
por medio de proteinas que desestabilizan los compartimientos celulares permitiendo la
salida de proteinas al citoplasma.

La proteina La durante la infeccion por poliovirus es relocalizada al citoplasma
mediante la participacion de su proteasa 3C, con lo que el virus puede replicarse méas
eficientemente. Por lo anterior, es probable que el virus Norwalk, poseedor de una
proteasa semejante, pueda relocalizar a la proteina La y que esta participe en la

replicacion de este virus.

3.- HIPOTESIS
Si la proteasa 3C del virus de la polio ejerce un procesamiento proteolitico sobre
la proteina La; entonces es posible que la proteasa 3C del virus Norwalk ejerza el

mismo procesamiento sobre ésta proteina.
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4.- OBJETIVO GENERAL
1.- Clonar la proteina 3C del virus Norwalk y realizar ensayos de procesamiento

proteolitico sobre la proteina celular recombinante La.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Clonar el gen de la proteina 3C del virus Norwalk en el vector de expresion
procarionte pPROEx ™ HTh.

2.- Determinar las condiciones de expresion de la proteina recombinante 3C del virus
Norwalk.

3- Realizar la purificacion de la proteina recombinante 3C del virus Norwalk.

4.- Realizar ensayos de procesamiento in vitro de la proteina recombinante La en
presencia de la proteasa recombinante 3C del virus Norwalk.
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5.- METODOLOGIA
5.1 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE Escherichia coli POR
EL METODO DE CLORURO DE RUBIDIO.

- Crecer una asada de bacterias en medio Luria liquido sin antibiético durante toda
la noche a 37°C.

- Inocular 1 mL del cultivo de toda la noche a 100 mL de medio Luria e incubar a
37°C en agitacion hasta que la densidad dptica llegue a 0.48.

- Incubar en hielo por 15 minutos.
- Centrifugar las células a 5000 rpm durante 5 minutos.

- Desechar el sobrenadante y agregar 0.4 del volumen original del buffer Tfbl,
resuspender e incubar en hielo por 15 minutos.

- Centrifugar las células a 5000 rpm durante 5 minutos.

- Desechar el sobrenadante y resuspender en 0.04 del volumen original con buffer
Tfbll, incubar en hielo por 15 minutos y usarlas de inmediato ¢ congelarlas a
-70°C

5.2 TRANSFORMACION DE BACTERIAS.

- Retirar las células del congelador a -70°C y colocarlas en hielo.

- Agregar 1 uL del plasmido a propagar.

- Incubar 30 minutos en hielo.

- Incubar 90 segundos a 42°C, posteriormente incubar 2 minutos en hielo y
agregar 200 pL de medio Luria sin antibidtico

- Incubar 1 hora a 37°C y pasado este tiempo espatular las bacterias en una caja
Petri con medio Luria con ampicilina.

- Incubar toda la noche a 37°C y posteriormente observar el crecimiento de las
bacterias, el cual debe de ser en colonias aisladas.
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5.3 AMPLIFICACION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA 3C POR PCR

(Reaccion en Cadena de la Polimerasa).
- Disefiar los oligonucledtidos a utilizar en la reaccién:

3C3” Xho TTTCTCGAGTTCTAGTGCGGTTTCGCCCTCTCC

3C5’ Xho
TTTCTCGAGATGTTTAAGCTCCCCCGACACTATGGAGCCGAGTC
- Preparar la mezcla de reaccion:

Reactivo Volumen (uL) por reaccion
H,O 8.45
Buffer 1
Dinucleotidos trifosfatados 0.25
(dNTPs)
Oligonucleotidos 0.125
Taq polimerasa 0.05

- Calcular la temperatura de hibridacion con la siguiente formula:
Tm= 4(G+C)+ 2(A+T).

- Establecer 35 ciclos de PCR con las siguientes temperaturas:

Etapa Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion 94 3 minutos
Desnaturalizacion 94 30 segundos

Hibridacién 60 40 segundos
Alargamiento 68 1 minuto
Alargamiento 68 7 minutos

- Terminada la PCR correr en un gel de agarosa para ver el producto esperado 6

guardar a -4°C para ser analizado posteriormente.
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5.4 PREPARACION DE GELES DE AGAROSA.

Pesar la cantidad necesaria de agarosa segun la concentracion deseada.
Disolver con TBE 1X hasta observar una solucién cristalina.

Agregar 1 uL de bromuro de etidio y desechar la punta de la micropipeta
utilizada inmediatamente en el bote de RPBI.

Verter la solucion preparada al carro de la camara, el cual previamente fue
sellado de los extremos.

Colocar el molde de los carriles y esperar a que la agarosa gelifique
perfectamente bien.

Posteriormente retirar el molde, colocar el carro dentro de la camara de
electroforésis y agregar buffer TBE 0.5X hasta cubrir el gel.

Preparar la muestra con buffer de corrida y observar en el transiluminador.
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5.5 SUBCLONACION DEL GEN 3C CON GeneJet™ PCR Cloning Kit .

- Preparar la siguiente mezcla de reaccion:

Componente Volumen (uL)
Buffer de reaccion 2X 10
Producto de PCR (no 1-2

purificado)
Agua libre de nucleasas | completara 17
DNA Blunting Enzyme 1
Volumen total 18

- Agitar en vortex brevemente y centrifugar de 3 a 5 segundos.
- Incubar la mezcla a 70°C por 5 minutos y enfriar por algunos segundos en hielo.

- Preparar lareaccion de ligacion (agregar a la mezcla de reaccion):

Componente Volumen (uL)
pJET1/blunt ™ (50 ng/ulL) 1
T4 DNA Ligase (5 u/uL) 1
Volumen total 20

- Agitar en vortex brevemente y centrifugar de 3 a 5 segundos.

- Incubar la mezcla de ligacion a temperatura ambiente (22°C) durante 5 minutos.
La incubacién puede extenderse hasta 30 minutos para obtener el maximo
namero de transformantes.

- Usar directamente la mezcla de reaccion para transformar células competentes
de E. coli DH5a con 7 pL.
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5.6 PURIFICACIC')N'DE PLASMIDO POR LA TECNICA DE LISIS ALCALINA
(MINIPREPARACION).

Inocular 5 mL de medio Luria con el antibiotico de seleccion con una colonia de
la clona o cepa a analizar, se incuba toda la noche a 37°C.

Colocar 1.5 mL de bacterias en tubos Eppendorf. Centrifugar a 13000 rpm
durante 30 segundos a 4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 100 uL de la solucion |
agitando en vortex. Posteriormente agregar 200 uL de la solucién 11 (la cual se
prepara al momento), invertir varias veces y colocar en hielo.

Agregar 150 mL de la solucion I1l. Invertir el tubo varias veces e incubar 5
minutos en hielo. Centrifugar a 13000 rpm durante 6 minutos a 4°C.

Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio y agregar un volumen
igual de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), agitar en vortex y centrifugar a
13000 rpm por 5 minutos a 4°C.

Transferir la fase superior a otro tubo Eppendorf limpio. Precipitar el DNA
agregando 2 volumenes de etanol al 100%, agitar invirtiendo con la mano y
dejar 2 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar los acidos nucleicos a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C. Retirar el
sobrenadante y dejar secar la pastilla a temperatura ambiente.

Finalmente la pastilla de DNA se resuspende en 30 uL de agua desionizada
estéril, se le agrega 1 mL de RNAsa A incubando la mezcla por 15 minutos a
37°C.

Correr una muestra en un gel de agarosa el DNA obtenido 6 guardar a 4°C para
su posterior uso.

5.7 LIBERACION DEL INSERTO 3C DEL PLASMIDO pJET1/blunt ™+3C.

Preparar la siguiente mezcla:

Componente Volumen (uL)
Plasmido 29
Enzima Xhol (Xanthomonas holcicola) 4
Buffer No. 2 40
BSA (albumina sérica bovina) 4
Agua estéril 323
Volumen final 400

Incubar la reaccion a 37°C durante toda la noche.

Correr 5 pL en un gel de agarosa al 0.8%.
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5.8 PURIFICACION DEL GEN 3C POR ELECTROELUCION.
- Correr en un gel de agarosa al 1.5% todo el ensayo de restriccion.
- Cortar el gel a la altura del inserto (3C) liberado.
- Colocar los trozos del gel en la cdmara de electroelucion.

- Rellenar los pozos de la cdmara con acetato de amonio (CH3COONH,) 10M con
azul de bromofenol.

- Colocar buffer TBE 0.5X hasta el borde de la camara y correr a 150 v por 1
hora.

- Una vez terminado el tiempo recuperar toda la solucién que se encuentra en el
pozo y colocarlo en un tubo Eppendorf.

- Agregar 2 volimenes de etanol frio y colocar a -70°C durante 1 hora.
- Centrifugar a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C.

- Decantar y dejar secar la pastilla

- Agregar 30 uL de agua de ampolleta y resuspender el DNA.
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59 OBTENCION DEL VECTOR pPROEX ™ HTb, RESTRICCION Y
DESFOSFORILACION.

- Transformar bacterias E. coli DH5c con 1 L del plasmido pPROEx ™ HTD.

- Resembrar una colonia en 100 mL de medio Terrific y dejar crecer durante toda
la noche a 37°C.

- Centrifugar las bacterias a 6000 x g por 15 minutos a 4°C.
- Resuspender la pastilla en 10 mL del buffer P1.

- Agregar 10 mL del buffer P2, mezclar invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces, e
incubar a temperatura ambiente (15-25°C) por 5 minutos.

- Agregar 10 mL del buffer P3 frio, mezclar inmediatamente e invertir
vigorosamente de 4 a 6 veces, incubar en hielo por 20 minutos.

- Centrifugar a 20000 x g por 30 minutos a 4°C. Retirar el sobrenadante que
contiene el DNA.

- Centrifugar el sobrenadante nuevamente a 20000 x g por 15 minutos a 4°C.
Remover el sobrenadante que contiene el DNA.

- Equilibrar una columna QIAGEN-tip 500 con 10 mL del buffer QBT y permitir
que la columna se vacie por gravedad.

- Agregar el sobrenadante anterior a la columna y permitir que entre a la resina
por gravedad.

- Lavar la columna con 30 mL del buffer QC

- Eluir el DNA con 15 mL del buffer QF.

- Precipitar el DNA agregando 10.5 mL de isopropanol a temperatura ambiente al
DNA eluido. Mezclar y centrifugar inmediatamente a 15000 x g durante 30
minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante cuidadosamente.

- Lavar la pastilla de DNA con 5 mL de etanol al 70% a temperatura ambiente y
centrifugar a 15000 x g durante 10 minutos. Decantar cuidadosamente el

sobrenadante sin revolver la pastilla.

- Dejar secar a temperatura ambiente la pastilla durante 5 a 10 minutos, redisolver
el DNA con el buffer conveniente (buffer TE pH 8.0 o Tris-HCI 10 mM pH 8.5).

- Correr una muestra en gel de agarosa.

- Restriccién del plasmido con la enzima Xhol con el kit Fermentas ™ Fast
Digest.
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Preparar la siguiente reaccion:

Componente | Volumen (ulL)
Agua 75.78
Buffer 10
DNA 11.72 (para tener 5 ug)
Xhol 2.5
Volumen final 100

Incubar durante 2 horas a 37°C
DESFOSFORILACION DE pPROEX ™ HTb:
Solucién 1: Agregar 100 uL de isopropanol e incubar a -72°C por 30 minutos.

Centrifugar 20 minutos a 12000 rpm y desechar el alcohol de un solo
movimiento.

Agregar 10 pL de agua estéril y 4 uL de buffer de desfosforilacion.

En otro tubo preparar la solucion 2: 4 uL de fosfatasa y 4 uL de buffer de
dilucion.

De la mezcla anterior tomar 4 uL y agregarlos a la mezcla donde se encuentra el
DNA vy llevar la solucién a un volumen de 40 uL con agua estéril.

Incubar 30 minutos a 37°C y posteriormente agregar los 4 plL restantes de la
solucion 2.

Incubar 30 minutos a 37°C y finalmente correr en un gel al 1% o guardar a
-20°C para su posterior uso.
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5.10 LIGACION DEL DNA (pPROEX ™ HTb + 3C) PARA OBTENER EL

PLASMIDO PC3C.

- Preparar la reaccion de ligacion:

Componente / reaccion Control Ligacion 1 Ligacion 2 Ligacion 3
(uL) (nL) (uL) (nL)
Vector: pPPROEX ™ 1 1 1 1
HTDb
Inserto: 3C - 2 3 4
Agua 5.1 3.1 2.1 1.1
Volumen final 6.1 6.1 6.1 6.1

- Incubar la mezcla anterior a 68°C durante 3 minutos.

- Terminado este tiempo colocar los tubos inmediatamente en hielo y preparar el
cocktail agregando en orden los reactivos que a continuacion se indican:

Componente Volumen (uL)
Buffer de ligasa 10X 1

ATP 10 mM 0.5
BSA 10 mg/ml 0.1
Ligasa T4 DNA 1 0.3
Weiss Unit/ml

Nota: las cantidades que se muestran son por reaccion.

Transformar bacterias E. coli DH5a..

Agregar el cocktail anterior al DNA que se encuentra en el hielo.

Inactivar la ligasa incubando a 65°C las reacciones por 10 minutos.

Incubar durante 4 horas a temperatura ambiente y posteriormente guardar a 4°C.
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5.11 PCR COLONY.

- Preparar la siguiente mezcla :

Componente Volumen (uL)
H,O 8.45
Buffer 1
dNTPs 0.25
Oligonucle6tidos 0.125
Taq polimerasa 0.05

Nota: los volimenes son para una reaccion multiplicar por el nimero necesario.

- Colocar el volumen deseado en cada tubo.

- Con un asa de siembra estéril seleccionar la colonia a analizar, sembrar en estria
en una nueva caja con medio y antibiotico y posteriormente colocar el resto en el
tubo que contiene la mezcla de reaccion.

- Realizar el ciclo de PCR.

- Analizar el producto obtenido en un gel de agarosa.
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5.12
3C.

EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE
Crecer 500 mL de cultivo de bacteria en medio Luria con el antibiético de
seleccion hasta la densidad 6ptica (D.0.) a A=600 nm de 0.8 a 1.

Adicionar isopropil-p-D-tio-galactésido (IPTG) a una concentracién final de 1
mM e incubar por 4 horas a 37°C en agitacion.

Centrifugar las bacterias a 4000rpm por 15 minutos a 4°C.

Desechar el sobrenadante y agregar por cada 2 gramos de bacteria 8 mL del
buffer de lisis y 100 uL de lisozima.

Incubar en hielo por 30 minutos, posteriormente sonicar por 6 ciclos de 30
segundos cada uno.

Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C, recuperar el sobrenadante.

Para la purificacion de la proteina recombinante realizar la precipitacion con
sulfato de amonio (NH,4),SO, al 40%.

Colocar el sobrenadante recuperado en un vaso de precipitado, el cual debe estar
en hielo y con agitacion.

Pesar la cantidad necesaria de (NH,;),SO,4, tomando como base la relacién de
11.3 gramos para 100 mL a precipitar.

Agregar lentamente el (NH,4).SO,Yy esperar a que aparezca el precipitado.
Recuperar toda la solucion precipitada, colocarla en tubos Eppendorf y
centrifugar a 12000 rpm a 4°C por 6 minutos.

Desechar el sobrenadante y resuspender la pastilla con buffer de dialisis.

Dejar dializando toda la noche a 4°C.

Posteriormente recuperar la solucién dializada y correr una muestra en un gel de
poliacrilamida al 15%.

Después de correr el gel tefiirlo con solucién de Coomassie por 10 minutos en
agitacion.

Desteflir con la solucion destefiidora hasta que se observen claramente las
bandas de las proteinas y de los marcadores de peso molecular.

40



5.13 PREPARACION DE GELES DE ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA
DESNATURALIZANTES PARA PROTEINAS.

Preparar las siguientes mezclas, seguin sea necesario, en un vaso de precipitado:

GEL SEPARADOR
SOLUCION GEL al 10% | Gel al 15%
(mL) (mL)
Solucién A 3.3 5
Solucion B 3.7 3.7
Solucion C 0.1 0.1
Agua 2.7 2
Persulfato de amonio 40 pL 40 pL
TEMED 16.6 uL 16.6 L
GEL CONCENTRADOR
SOLUCION Volumen
Solucion A 665 uL
Solucion D 625 uL
Solucién C 50 pL
Agua 3.6 mL
Persulfato de amonio | 100 pL
TEMED 5uL

Preparar las muestras que se van a correr con buffer de muestra 2X, de manera
que queda 1X dependiendo del volumen de la muestra.

Hervir las muestras por 3 minutos.
Colocar 10 uL de marcadores de tamafio molecular.
Cargar las muestras en los pozos y correr a un voltaje maximo de 150 v.

Esperar que el buffer de muestra empiece a salir del gel y en este momento parar
el voltaje.
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5.14 ENSAYOS DE CORTE SOBRE LA PROTEINA RECOMBINANTE La.

- Alicuotar las siguientes cantidades en tubos Eppendorf:

Reactivos Control Lar + 3Cr r3C control
Lar (0.541 1.5 ug 1.5 ug | mmmmmeeeeee-
pug/pl)
Buffer de 1.39 uL 1.94 uL 1.1puL
corte
3Cr | - 4.5 ug 4.5 ug

- Incubar a 37°C durante toda la noche.

- Correr las muestras en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 10%

- Realizar Western-Blot, utilizando anticuerpo primario a-La 1:1000 en PBST
0.5% con leche al 1%. Y de anticuerpo secundario a-conejo 1:15000 preparado

de la misma forma.
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5.15 WESTERN BLOT.

- Transferir las proteinas a un papel de nitrocelulosa con un voltaje de 16 v por 45
minutos.

- Tefir la membrana con rojo de Ponceau para observar las proteinas transferidas.
- Indicar los marcadores de pesos moleculares con un lapiz de punta chata.

- Cortar la membrana al tamafio del gel.

- Destefiir con PBS 1X.

- Bloquear la membrana con leche al 5% en PBS 1X por 1 hora a 37°C en
agitacion ¢ a 4°C toda la noche.

- Lavar rapidamente la membrana con PBS 1X

- Agregar el anticuerpo primario en PBST 0.5% con la dilucion necesaria y dejar
interactuar 1 hora a 37°C en agitacion ¢ toda la noche a 4°C.

- Realizar 5 lavados con PBST 0.5% por 5 minutos cada uno.

- Agregar el anticuerpo secundario en PBST 0.5% con la dilucidon necesaria y
dejar interactuar 1 hora a 37°C en agitacion.

- Realizar 5 lavados con PBST 0.5% por 5 minutos cada uno.
- Colocar la membrana en PBS 1X.

- Revelar utilizando el kit llamado FEMTO ™:
- Sacar la membrana del PBS 1Xy retirar el exceso de solucion.

- Mezclar 1 a 1 las soluciones del FEMTO ™.

- Bafarla membrana por un minuto.

e A partir de este momento es necesario trabajar en oscuridad:

- Secar el exceso de solucion de la membrana.

- Colocar en el cassette la membrana y cubrir con una placa.

- Cerrar el cassette y esperar 1 minuto, pasado este tiempo colocar la placa en el
revelador por aproximadamente 1 minuto, enjuagar con agua corriente y meter la

placa en el fijador.

- Repetir lo anterior para placas con exposiciones de 5 minutos y una hora.
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6.- RESULTADOS
6.1) AMPLIFICACION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA PROTEINA 3C
DEL VIRUS NORWALK.

El objetivo de este trabajo fue la clonacién de la proteina 3C del virus Norwalk;
para lo cual primeramente se inicié con la amplificacion del gen que codifica a esta
proteina a partir del DNA complementario del genoma del virus por medio de la técnica
de PCR. Para esto fue necesario el disefio de oligonucledtidos, los cuales flanquean a
los extremos 5’ y 3’ de la secuencia del gen de la 3C. Estos oligonucledtidos son:
3C3’ Xho TTTCTCGAGTTCTAGTGCGGTTTCGCCCTCTCC y el
3C5’Xho TTTCTCGAGATGTTTAAGCTCCCCCGACACTATGGAGCCGAGTC.

Adicionalmente, con la finalidad de clonar a la secuencia en un plasmido de
expresion, se afiadieron en los extremos de cada oligonucleétido los sitios de corte de la
enzima de restriccion Xhol.

Una vez que se realiz6 la PCR, el producto de amplificacion se analiz6 en un gel

de agarosa al 2% y se observo de un tamafio molecular de aproximadamente 547 bp, lo

cual coincidio con el tamafio reportado del gen (Figura No. 7).

1 2

bp

<«—— 547pb
650

500

Figura No 7: Amplificacion por PCR del gen 3C del virus Norwalk. Sintesis por PCR del
gen de la proteasa 3C del virus Norwalk (carril 2). Los marcadores de tamafio molecular se
muestran en el carril 1. La flecha indica el tamafio del producto.
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6.2) PURIFICACION DEL PLASMIDO PJET1/blunt +3C POR LA TECNICA

DE LISIS ALCALINA.

Con la finalidad de clonar el producto de PCR en un plasmido de expresion,

primero fue necesario clonar el producto en un vector aceptor de productos de PCR y a

partir de éste escindir la secuencia de la 3C con la enzima Xhol para poder subclonarla.

Esta primera clonacion se hizo en el vector pJET1/blunt ™ de 3128 pb (Figura No. 8)

debido a que es un vector de seleccion positiva para las clonas que contienen a la

secuencia del gen 3C, siendo éstas las unicas colonias que crecen sobre el agar, ya que

las que no logran incorporar el inserto durante la transformacion no crecen debido a

que el vector contiene un gen letal que codifica para una endonucleasa de restriccion el

cual es letal para E. coli.
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Figura No. 8. Mapa del vector pJET1/blunt

Después de realizar el protocolo de ligacion para productos de PCR con este

vector se obtuvieron varios candidatos con la secuencia 3C; el plasmido de 3675 pb

(Fig.9 carril 2,3,4,5), el cual ya contenia a nuestro inserto.
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Figura No. 9. Purificacién de clonas candidatas del plasmido pJET1/blunt ™ + 3C. Los
plasmidos obtenidos de las clonas candidatas fueron purificados y sometidos a electroforesis
en geles de agarosa al 1.5% (carriles 2-5). Carril 1: marcadores de tamafio molecular.

Una vez purificados los plasmidos candidatos, el siguiente paso fue realizar el
ensayo de restriccion con la enzima Xho |, para corroborar la presencia del inserto que

contiene la secuencia del gen de la 3C; y asegurar que éste se encontraba perfectamente

cortado de sus extremos.

Para asegurar lo anterior, las muestras cortadas fueron sometidas a electroforesis

en geles de agarosa y observadas mediante un transiluminador. Como se muestra en los

carriles 2 y 3 de la Figura No. 10, las dos clonas analizadas contienen el segmento

esperado de 547 pb.
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Fig No. 10. Restricciéon del plasmido pJET1/blunt ™ + 3C. Dos plasmidos obtenidos de las
clonas fueron cortados con la enzima de restriccién Xhol y sometidos a electroforésis en geles
de agarosa al 2% (carril 2 y 3) donde en ambos casos se observa la liberacion del inserto
(flecha azul) y el plasmido pJET1/blunt linealizado (flecha roja). Carril 1: marcadores de tamafio
molecular.

Una vez que ya se tenia el inserto liberado se procedidé a su purificacion por
medio de la técnica de electroelucion, y su recuperacion se determind por geles de

agarosa al 2% (Fig. No. 11).

pb

<«—— 547pb
500 —»

Figura No. 11. Purificacién del gen que codifica para la proteina 3C del virus Norwalk. El
inserto purificado (3C) se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Carril 1
marcadores de tamafio molecular.
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Para poder expresar al gen de la proteasa 3C, fue necesario clonarlo en un vector
de expresion, para lo cual el vector de clonacién pPROEX™ HTb, se purificd y cortd

con la enzima de restriccion Xhol (Fig. No. 12 carril 3).

Para realizar la ligacion del vector con el inserto, se desfosforild al vector
pPROEX™ HTb con la finalidad de evitar que sus extremos se unieran otra vez sin
adquirir el fragmento y la mezcla fue utilizada para transformar bacterias DH5a.. Como
resultado de esta transformacion se obtuvieron clonas con el plasmido que contenia al

vector pPPROEX™ HTb, al cual se le hizo un ensayo de restriccion con la enzima Xhol.

Figura No.12. Purificacion del vector pPROEX™ HTb y restriccién con la enzima Xhol. El
vector se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. En el carril 3 se observa una
banda de 4779 pb, que corresponde al vector linealizado, y en el carril 2 se observa el vector
sin restringir. Los marcadores de tamafio molecular se encuentran en el carril 1

Una vez que se contaba con el vector y el inserto restringido se realiz6 la
transformacion de bacterias E. coli DH5a con el nuevo plasmido PC3C y para
determinar si las clonas bacterianas obtenidas contenian al plasmido PC3C se les realiz

un PCR colony con los oligonucle6tidos que amplifican al fragmento de 3C.
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De las clonas analizadas, todas ellas resultaron positivas al PCR, indicando que

todas contenian al plasmido con el inserto (Fig. No. 13).

pb

500

Figura No. 13. PCR colony de bacterias DH5a transformadas con el plasmido PC3C.
Colonias bacterianas candidatas fueron sometidas al mismo ciclo de amplificacion que el cDNA
viral con oligonucleétidos para amplificar al gen de la 3C, los productos obtenidos se
sometieron a electroforesis en un gel al 2%. En los carriles 2, 3, 5 y 6 se observan los
amplificados de las clonas. Carril 1: marcadores de tamafio molecular.

Para determinar si el inserto se encontraba clonado en el sentido correcto, se
realizd un analisis por restriccion enzimatica del plasmido PC3C con la enzima EcoRI
(Figura No. 15), ya que, se analizd que el corte del plasmido con esta enzima, liberaria
un fragmento diferencial de DNA de 193 pares de bases, si se encontraba en sentido, 0
uno de 567 si estuviera en sentido inverso.

La representacion del vector pPROEX™ HTb se muestra en la Figura No. 14 y se

utiliza como referencia para calcular el lugar del inserto dentro del nuevo plasmido.
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Figura No. 14. Mapa de restriccién enzimatica del vector de clonacion pProEx ™ HTb. El
sitio de restriccién para la enzima Xhol (sitio 418) se indica con una flecha roja.

Para determinar las clonas que se encontraban en sentido se obtuvieron los
nuevos sitios para las enzimas de restriccion (como el sitio 541 con linea naranja), y
esto se hizo sumando el nimero de bp que se insertaron en el sitio de clonacion para
Xhol y considerando que todos los sitios se recorrieron de su lugar original. Para
calcular el sentido se resta el sitio 541 menos 348, que da una liberacion de 193 bp. Para
el antisentido se resta 915 menos 348, lo cual da una liberacion de 567 bp, como se

puede observar en la Figura No. 15.
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ori 348 (sitio EcoRlI del vector)
422sitio Xhol del vector; donde se clon el gen 3C)

541 (sitio EcoRlI del inserto)

915 (fin del inserto)

Haciendo una reaccion de restriccion con EcoRl:
Se liberan los pedazos: de 193 pb si esta en sentido o 567 si esta en antisentido

Figura No. 15.Andlisis tedrico del plasmido candidato cortado con la enzima EcoRl.

Con base en lo anterior los plasmidos candidatos fueron cortados con la enzima
EcoRlI y analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% (Fig. No. 16). Con ello
pudimos corroborar que 3 de las clonas (carriles 3-5) contenian el inserto en la

orientacion correcta y una (carril 1) en orientacion inversa.

4779 pb
pb «-—
567 pb
500
200

+«——  193pb

Figura No. 16. Anélisis de restriccién con la enzima EcoRI para determinar el sentido del
inserto 3C. Los plasmidos candidato fueron analizados por restriccion con la enzima EcoRl y
los productos obtenidos se observaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%. Clona
antisentido (carril 2), clonas en sentido (carriles 3 al 5). Carril 1: marcadores de tamafio
molecular.
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Con la finalidad de corroborar que el plasmido que contenia al gen de la proteasa
3C en sentido no presentaba mutaciones se secuencié. Las bases marcadas que se
encuentran en negro representan la secuencia del vector (pPRO EX™ HTb), y en azul
las del gen que codifica para la proteasa (3C) de NV.

CACGATTACGATATCCCAACGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATG
GGATCCGGAATTCAAAGGCCTACGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCGCT
TTCGAATCTAGAGCCTGCAGTCTCGAGATGTTTGAAGCTCCCCCGACACTAT
GGAGCCGAGTCACAAAGTTTGGATCAGGATGGGGCTTTTGGGTCAGCCCGA
CAGTGTTCATCACAACCACACATGTAGTGCCAACTGGTGTGAAAGAATTCTT
TGGTGAGCCCCTATCTAGTATAGCAATCCACCAAGCAGGTGAGTTCACACA
ATTCAGGTTCTCAAAGAAAATGCGCCCTGACTTGACAGGTATGGTCCTTGAA
GAAGGTTGCCCTGAAGGGACAGTCTGCTCAGTCCTAATTAAACGGGATTCG
GGTGAACTACTTCCGCTAGCCGTCCGTATGGGGGCTATTGCCTCCATGAGGA
TACAGGGTCGGCTTGTCCATGGCCAATCAGGGATGTTACTGACAGGGGCCA
ATGCAAAGGGGATGGATCTTGGCACTATACCAGGAGACTGCGGGGCACCAT
ACGTCCACAAGCGCGGGAATGACTGGGTTGTGTGTGGAGTCCACGCTGCAG
CCACAAAGTCAGGCAACACCGTGGTCTGCGCTGTACAGGCTGGAGAGGGCG
AAACCGCACTAGAACTCGAGGCATGCGGTACCAAGCTTGGCTGTTTTGGCG
GATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCG
GTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTG
ACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGG
GGTCTCCCCATGCG

Al comparar la secuencia obtenida del plasmido candidato con la que se tiene
reportada en la literatura, se comprobd que esta coincidia completamente. A este nuevo
plasmido se le Ilamo6 PC3C.

Una vez obtenido el plasmido PC3C, el siguiente paso consistio en realizar la
induccidn de la proteina. Se ensayaron varias condiciones encontrando que las 6ptimas
fueron cuando las bacterias se crecieron a una densidad Optica de 0.8 (a A=600 nm) y a
una concentracion de IPTG de 1mM durante 4 horas en agitacion constante a 37°C.
Una vez obtenida la proteasa se procedio a su purificacion con perlas de Ni-NTA; sin
embargo la proteina no se unia. Para plantear la razon de este hecho se hizo un analisis
del vector de expresion, encontrando que éste contenia un sitio de corte conformado por
los aminoéacidos glutamina (gln o Q) y glicina (gly o G), el cual es idéntico a uno de los
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sitios de corte que reconoce esta proteasa y que separa la cola de histidinas de la
proteina expresada, razon por la cual no se unié a las perlas de Ni-NTA.

Dado lo anterior se plante6 un nuevo método de purificacion de esta proteina,
que consistio en realizar una precitacion con sulfato de amonio (NH4),SO4 al 40%

(Figura No. 17).

PM
(kDa)

20

Figura No. 17. Induccion y purificaciéon de la proteasa 3C del virus Norwalk con
(NH,4),S0O, al 40% . Las células DH5a. fueron tratadas sin (carril 2) y con (carril 1) IPTG a una
concentracion final de 1 mM; la proteina parcialmente purificada (carril 3) se observa por
debajo del marcador de 20 kDa (carril 4), la 3C esta indicada con flechas naranjas; las
muestras se sometieron a electroforesis en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 15%.

Una vez que ya se tenia la proteasa 3C purificada parcialmente el siguiente paso
fue determinar su actividad proteolitica. Para ello, se escogié como sustrato la proteina
recombinante La (rLa), la cual fue expresada en el laboratorio. El peso molecular de la
proteina La nativa es de 52 kDa, sin embargo, la rLa se encuentra fusionada a la enzima
glutation-S- transferasa (GST), por lo que su peso es de aproximadamente 75 kDa.

Para determinar si la proteasa 3C era capaz de procesar a la proteina rLa, ambas
proteinas se incubaron y la integridad de la proteina La se determind mediante un

ensayo de Western blot con anticuerpos a-La comerciales (Fig. No. 18).
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Figura No. 18: Ensayo de Western blot de la proteina rLa procesada con r3C. La proteina
rLa fue incubada en ausencia (carril 3) o en presencia (carril 2) de la proteasa r3C, sometida a
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, transferida a membranas de nitrocelulosa e
incubada con el a-La. Carril 1: proteasa r3C. Los marcadores de peso molecular se indican a la
derecha de la figura.

En este ensayo se observa que, la proteina rLa sola, tiene un peso molecular de
77 kDa, como se esperaba (Fig. No. 18 carril 3), mientras que, esta misma proteina
incubada con la r3C, presentd un peso molecular de aproximadamente 60kDa, lo que

sugiere que la rLa esta siendo procesada por la proteasa r3C.

Sin embargo, para determinar que el procesamiento ocurria sobre la rLa y no

sobre la proteina GST se realizé un ensayo de corte bajo las mismas condiciones, pero

con GST como sustrato (Fig. No. 19).
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Figura No. 19. Ensayo de corte sobre la proteina rGST. La proteina GST recombinante fue
incubada en ausencia (carril 2) o en presencia (carril 3) de la proteasa r3C y sometida a
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, transferida a membranas de nitrocelulosa e
incubada con anticuerpo a-GST. Carril 1: proteasa r3C. Los marcadores de peso molecular se
indican a la derecha de la figura

Como podemos observar la proteina rGST no es procesada por la r3C. Sin
embargo, también existia la posibilidad de que la secuencia GST estuviera procesandose

(removiéndose) de la proteina rLa.

Para determinar si la proteina rLa estaba perdiendo a la secuencia de la GST, se
calculd exactamente el peso molecular de la proteina que sufrid un procesamiento por la
proteina r3C, se realizé una gréfica y se extrapolé el valor experimental (medido en cm)
de esta proteina. Debido a que se trabajaron con dos marcadores de peso molecular
diferentes, a continuaciéon se muestra la Tabla No. 1 (marcadores BenchMark™
Pre-stained Ladder y su correspondiente gréfica (Figura No. 20). Posterior a ésta se

DTM

encuentra la Tabla No. 2 (marcadores BIORAD ™) y su grafica (Figura No. 21).

55



Peso molecular (PM) | Distancia

kDa cm

37 1

49 2

64 2.25
82 3.55
115 4.35
180 5.1

Tabla No. 1. Relacién de las distancias y los PM con marcadores BenchMark™
Pre-stained Ladder. Las distancias se midieron directamente sobre la placa del Western blot y
éstas representan el promedio de 3 ensayos.

Una vez obtenidas las mediciones se procedié a graficar dichos valores, dando
como resultado un grafico de tipo exponencial, del cual se obtuvo la ecuacién

correspondiente.

Célculo del PM de rLa procesada por lar3C

200

180 - /
160 |
140 /

120 /

Pesos moleculares
kDa

100 -
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0] —
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y = 26.118¢%306% 2 ® N > °

R? = 0.9879 Distancia (cm)

Figura No. 20. Gréfica que representa la tendencia de los valores obtenidos de las
distancias entre los marcadores de PM BenchMark ™ Pre-stained Ladder. La tendencia de
los datos indica que se trata de un grafico de tipo exponencial, la ecuacion del gréafico y el valor
de R? se muestran en éste. Los datos experimentales se indican en linea azul y la linea de
tendencia en negra.
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Peso molecular (PM) | Distancia
kDa cm
37 1
50 2.03
75 3.13
100 3.7
150 4.33
250 4.76

Tabla No. 2. Relacién de las distancias y los PM con marcadores BIORAD™. Las
distancias se midieron directamente sobre la placa del Western blot y éstas representan el
promedio de 3 ensayos.

Al igual que lo anterior, se graficaron estos valores y se obtuvo la segunda

ecuacion de la gréfica.

Calculo del PM de rLa procesada por lar3C

300
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Figura No. 21. Grafica que representa la tendencia de los valores obtenidos de las
distancias entre los marcadores de PM BIORAD™. La tendencia de los datos indica que se
trata de un grafico de tipo exponencial, la ecuacion del grafico y el valor de R? se muestran en
éste. Los datos experimentales se muestran en la linea azul y la linea de tendencia esta en
negra.

De las dos ecuaciones de las graficas obtenidas se calculd el peso de la proteina rLa

procesada haciendo la sustitucion correspondiente (Tabla No. 3).
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Marcador Distanciaen cm de | Ecuacion del gréfico Peso
rLa molecular
procesada por la obtenido
r3C (kDa)
BenchMark™ Pre-stained | 2.7 y=26.118e 73002 59.70
Ladder
BIORAD™ 2.3 y=24.111¢ 937> 57.16
Promedio de los PM | 58.43

Tabla No. 3: Peso molecular calculado de la proteina rLa procesada por la proteasa r3C
del virus Norwalk. En la placa del Western blot del ensayo de procesamiento de la rLa se
midieron las distancias de 2.7 y 2.3 cm (por ser la altura donde se observo la proteina rLa
procesada por la r3C) y son los valores que se extrapolan en las ecuaciones de las graficas

(Figura No. 20 y 21).
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7.- DISCUSION

El NV es el prototipo de los Norovirus, éstos son agentes etiol6gicos importantes
de gastroenteritis aguda tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de
desarrollo y hoy en dia son reconocidos como los agentes causales mas importantes de
brotes de gastroenteritis no bacteriana (2,4). Aungue los Norovirus fueron originalmente
identificados hace méas de 30 afios, nuestro entendimiento de su ciclo de replicacion y
mecanismos de patogenicidad ha sido limitado debido a que estos virus no son
cultivables convenientemente en las lineas celulares establecidas y a que no esta
disponible un modelo animal para estudiar la infeccion viral (16).

Los virus contienen genomas muy austeros, por lo que no pueden codificar los
elementos necesarios para su replicacion, esta condicién los hace parasitos
intracelulares obligados, dado que deben tomar control de la maquinaria celular para
Ilevar a cabo su replicacién. Es por esto, que para poder detener la infeccion de un virus
en su célula blanco es necesario conocer como lleva a cabo estos procesos y su
dependencia por moléculas claves para su replicacion. Este conocimiento es muy
importante en el desarrollo de vacunas o tratamientos farmacoldgicos para su control,
ya que todos los puntos de regulacion del ciclo viral podrian funcionar como blancos
terapéuticos.

Desafortunadamente,el ciclo de replicacion de NV no se conoce completamente;
a pesar de esto la clonacion y secuenciacion exitosa del genoma del virus ha permitido
grandes avances en el conocimiento sobre la biologia de este virus; como la
organizacién genémica, la replicacion del RNA viral y la expresion genética (3). Asi
mismo, los virus codifican proteasas que son indispensables en el establecimiento de la
infeccion, ya que son herramientas que modifican a las proteinas del hospedero, tanto

para inhibir su funcion celular como para lograr que participen en las virales.
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Tomando como base lo anterior, en este trabajo se realizo6 la clonacién de la proteasa 3C
de NV, ya que siendo la Unica proteina con actividad proteolitica con que cuenta este
virus, es muy posible que ésta juegue un papel fundamental en su ciclo de replicacion y
traduccion.

Para lograr la clonacion exitosa de la proteina r3C, se disefiaron los
oligonucledtidos mediante un andlisis in silico de la secuencia de este gen. De esta
manera se obtuvo por PCR el gen de la proteasa viral 3C, que fue insertado en un vector
de clonacién. Esto nos permitid escindirlo por restriccién enzimética, dando la ventaja
de poder cortarlo con la enzima Xhol; lo cual es mas eficiente cuando la secuencia de
interés esta clonada, en comparacion con el producto de PCR, en donde el sitio de
restriccion se localiza en los extremos y por ello la enzima es menos eficiente. Una vez
purificado el gen, este fue clonado en un vector de expresion procarionte: pPRO EX™
HTb, lo cual era necesario para realizar la induccién de la produccion de la proteina 3C
en el marco de lectura adecuado. Para expresar a la proteina r3C, fue necesario probar
distintas condiciones de temperatura, tiempo de induccién y concentracion de IPTG, el
cual se utiliza como un imitador molecular de la alolactosa, un metabolito de la lactosa
gue pone en funcionamiento la transcripcion del operon lac. EI IPTG induce la actividad
de la beta-galactosidasa, una enzima que promueve la utilizacion de lactosa por unién e
inhibiendo al represor lac; es una molécula artificial que si bien puede interaccionar con
el represor no puede ser metabolizada.

De esta manera se establecieron las condiciones Optimas para la induccion de la
proteasa r3C: D.O. a A=600 nm de 0.8 a 1, IPTG a una concentracion final de 1 mM
durante 4 horas a 37 °C en agitacion constante.

Una vez que logramos inducir a la proteina r3C, era necesario purificarla con la
finalidad de poder determinar su actividad proteolitica. Dado que la r3C se expreso en
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un vector que permite la adicion de una cola de histidinas, su purificacion resultaba muy
adecuada mediante perlas de afinidad a Ni-NTA. A pesar de haber trabajado con varias
condiciones para poder purificar a la proteina con este método, no se logro, lo cual
oblig6 a determinar las causas que provocaron esto. Una posibilidad es que, por alguna
razén, la r3C hubiera perdido la cola de histidinas, por lo cual se realizaron ensayos de
deteccion mediante Western blot con anticuerpos a-histidinas. Los anticuerpos
antihistidinas no detectaron a la proteina r3C; sin embargo si reaccionaron con otra
proteina recombinante con histidinas (datos no mostrados). Estos resultados podian
deberse a que la proteina r3C habia perdido las histidinas 0 a que estas no estaban
accesibles para su deteccion. Sin embargo, dado que la electroforesis de esta proteina se
realizd bajo condiciones desnaturalizantes, era mas probable que no presentara las
histidinas. Mediante un ensayo in silico se determiné que, en la secuencia del vector hay
un sitio de aminoacidos Q-G, localizado entre la secuencia de histidinas y la del gen de
la 3C, que es uno de los sitios de corte de la proteasa 3C de NV. Este sitio de corte esta
siendo reconocido por la proteasa 3C y con ello, se esta eliminando la cola de histidinas
de la r3C. Es por ello, que se utiliz6 como metodologia para su purificacion la
precipitacion con sulfato de amonio, lo cual ademéas permitié su obtencion sin
desnaturalizarla, por lo que su actividad proteolitica se conservo.

Para probar que realmente la proteasa r3C de NV tenia actividad proteolitica, se
utilizé como sustrato a la proteina rLa; ya que se conoce que la proteasa 3C del virus de
la polio (sumamente parecida a la de NV) y que corta en sitios semejantes a la 3C de
NV, procesa a la proteina La tanto recombinante como a la forma nativa en células
HelLa. El sitio de corte de la proteina La por la proteasa de PV se localiza en el extremo
carboxilo terminal, especificamente en los aminoacidos 358 y 359 que corresponden a
Glutamina (GIn o0 Q) y Glicina (Gly o G), lo que produce 2 fragmentos, uno de 48 y
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otro de 4 kDa, ya que su peso molecular es de 52 kDa.

Para determinar si la proteasa r3C de NV era capaz de procesar a la proteina rLa
(obtenida en el laboratorio por el M. en C. Carlos Sandoval Jaime) se interaccionaron
ambas proteinas recombinantes. La proteina rLa, se encuentra fusionada a GST (25
kDa), que, al igual que las histidinas, es utilizada para la purificacién de proteinas
recombinantes, por lo que su peso molecular es de 77 kDa. Una vez que se
interaccionaron ambas proteinas, se logré observar que, efectivamente la proteina
present6 un peso molecular de 60 kDa, el cual es menor al de la proteina La que no fue
interaccionada con la r3C. Mediante un ensayo in silico, se determind que en la proteina
La existe al menos 1 sitio que la proteasa r3C de NV podria reconocer, y que produciria
péptidos de 59 y 18 kDa, como se muestra a continuacion:

Sitio de corte de r3C de NV

l

QG
GST La
(25 kDa) 34 kDa 18 kDa

Se generan los siguientes fragmentos:

Con un peso molecular de 59 kDa (que es lo que
GST La
(25kDa) | 34 kDa

se observa en la Figura No. 18 carril 2.

La
18 kDa

El tamafio del péptido que nosotros detectamos es de 59 kDa. Lo cual sugiere

que la proteina La fue procesada en el sitio QG localizado en los nucle6tidos 358 y 359,
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lo que nos permite especular que el péptido de 58 kDa contiene a la GST completa 'y a
una region del extremo amino terminal de la proteina La de 34 kDa, lo cual coincide
con los sitios probables de corte.

Otra posibilidad es que el péptido de 58 kDa estuviera formado por la proteina
La completa y un segmento de la GST que estuviera siendo procesado por la proteasa
r3C, sin embargo los ensayos de corte de la proteina GST con la proteasa r3C (Figura
No. 19) demuestran que esta no corta a la GST. Por ultimo, es conocido que algunas
proteinas de fusion pueden separarse de la GST; sin embargo si este fuera el caso, el
péptido reconocido por los anticuerpos a—La tendria que ser de 52 kDa, lo cual no
concuerda con el tamafio de 58 kDa. Todos estos resultados nos permiten determinar
que la proteasa r3Cde NV es capaz de procesar a la rLa in vitro.

El hecho de que la proteasa r3C de NV sea capaz de procesar a la proteina rlLa,
es un hallazgo importante que nos sugiere que esta proteina podria estar participando en
la replicacion de NV, como ocurren el caso de PV, en donde se ha documentado que la
proteasa 3C de PV procesa a la proteina La y, con ello se provoca que esta pierda su
sefial de localizacion nuclear que se encuentra en el carbonilo terminal, lo cual trae
como consecuencia su relocalizaciéon hacia el citoplasma y con ello se favorece su
participacion en el inicio de la traduccion de este virus.

Dada la importancia de La en la traduccién y con los antecedentes que se tienen
del virus de la polio se podria pensar que el procesamiento in vitro de la rLa por la
proteasa r3C de NV, podria también estar ocurriendo en la célula como consecuencia de

la infeccidn por NV, como una estrategia del virus para favorecer su replicacion.
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8.- CONCLUSIONES

Se clond el gen de la proteasa 3C del virus Norwalk en el vector de expresion

procarionte pPROEX ™ HTb. A este plasmido se le llam6 PC3C.

Las condiciones para una 6ptima expresion de la proteasa recombinante 3C de

NV son: D.O. de 0.8 a A=600 nm, IPTG 1mM por 4 horas a 37°C.

Se realiz6 la purificacion parcial de la proteasa recombinante 3C del virus

Norwalk con (NH4),SO, al 40%.

La proteasa recombinante 3C del virus Norwalk posee una actividad proteolitica

in vitro.

La proteasa recombinante 3C de NV ejerce un procesamiento proteolitico in

vitro sobre la proteina recombinante La
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9.- ANEXO

1.- Soluciones utilizadas para la elaboracion de bacterias competentes por el
método de cloruro de rubidio.

Buffer Tfbl

Acetato de potasio 30 mM
Cloruro de rubidio 100 mM
Cloruro de calcio 10 mM

Cloruro de manganeso 50 mM
Glicerol 15% (v/v)

Ajustar a pH 5.8 con acido acético

Buffer Tfbll

MOPS (&cido 3-N-morfolinopropanosulfénico) 10 mM
Cloruro de calcio 75 mM

Cloruro de rubidio 10 mM

Glicerol 15% (v/v)

Ajustar a pH 6.5 con NaOH

2.- Solucion utilizada para la preparacion de geles de agarosa.

TBE 10X

Trizma base 108 g

Acido bérico 55 g

EDTA (&cido etilendiaminotetraaceético) 9.3 ¢

Aforar a 1000 ml con agua destilada, ajustar pH a 8.3 y esterilizar

3.-Soluciones utilizadas para la extraccion de plasmido por tecnica de lisis alcalina.

Solucion |

50 mM de glucosa

25 mM de Tris-HCI (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)

Solucién 11

Preparar al momento de utilizar

0.2 N de NaOH

1% (w/v) de SDS (dodecilsulfato sédico)
Solucién 11

5 M de acetato de potasio
11.5 mL de &cido acético glacial
28.5 mL de agua destilada
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4.- Soluciones utilizadas para la purificacion de plasmidos.

Buffer P1

Tris-HCI 50 mM con pH 8.0
EDTA 10 mM

RNAsa A 100 pug/mL

Buffer P2 (buffer de lisis)
NaOH 200 mM
SDS 1% (wi/v)

Buffer P3
Acetate de potasio 3.0 M, pH 5.5

Buffer QBT

NaCl 750 mM

MOPS 50 mM, pH 7.0
Isopropanol 15% (v/v)
Triton"X-100 0.15% (v/v)

Buffer QC
NaCl 1.0 M
MOPS 50 mM. pH 7.0
Isopropanol 15% (v/v)

Buffer QF (buffer de elusion)
NaCl 1.25 M

Tris.HCI 50 mM, pH 8.5
Isopropanol 15% (v/v)

Buffer TE
Tris-HCI 10 mM, pH 8.0
EDTA1mM

5.- Soluciones utilizadas para la expresion y purificacion de la proteina
recombinante 3C.

Medio de cultivo Luria
20 g/1000 mL de agua destilada, compuesto por peptona de caseina 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L, cloruro de sodio 5 g/L

IPTG (isopropill-beta-D-tiogalactopiranésido) 1M
238 mg/mL en agua destilada

Buffer de lisis

Fosfato de sodio dihidratado 50 mM

Cloruro de sodio 300 mM

Imidazol 10 mM

Triton X-100 (t-octilfenoxipolietoxietanol) 5mL
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Lisozima
10 mg de lisozima en 1 mL de agua destilada.

6.- Soluciones para la preparacion de geles desnaturalizantes para proteinas de
acrilamida-bisacrilamida

Solucion A

Acrilamida 30 g

Bis acrilamida 0.8 g

Aforar a 100 mL con agua destilada.

Solucién B
Tris base 12.11g
Ajustar pH a 8.8 con HCI, aforar a 100 mL con agua destilada.

Solucion C
SDS10¢
Aforar a 100 mL con agua destilada

Solucién D
Trizma base 12.11 g
Ajustar pH a 6.8 con agua destilada

Persulfato de amonio al 10%: 1g y aforar a 10 mL con agua destilada

Soluciéon de Coomassie

Azul de Coomassie R250 0.2%
Metanol 50%

Acido acético 7%

Solucidén de destefido
Metanol 30%
Acido acético 7%

7.- Solucion para los ensayos de corte de la r3C

Buffer de corte para la proteasa 3C de NV
NaCl 100 mM

MgCI2 5mM

HEPES-KOH 10 mM

pH 7.4
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8.- Soluciones para el Western blot

PBS 10X

Fosfato de sodio dihidratado 2.4 g

Fosfato de sodio dibasico 7-hidrato 14.4 g

Cloruro de sodio 80 g

Cloruro de potasio 2 g

Aforar a 1000 mL con agua destilada, ajustar pH a 7.2-7.4 con NaOH 1M o HCI 1M

PBST 0.5%
Diluir del PBS 10x lo necesario para una solucién 1X
Tween 0.5% (v/v)

Rojo de ponceau

Rojo de Ponceau 0.2 g
Acido acético glacial 1mL
Aforar a 100 mL.
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