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RESUMEN

GABA pl se distribuye principalmente en la via visual del sistema nervioso
central, en estructuras como la retina y el coliculo superior; en donde la participacion
del receptor parece estar dirigida hacia la modulacion de la informacion excitatoria.
Sin embargo, aun falta conocer mas sobre las interacciones que tiene GABA p1 con
otras subunidades y su estructura molecular detallada. Para dilucidar aspectos de
esta naturaleza, es conveniente sobreexpresar dicha proteina en un sistema que
facilite la produccién de grandes cantidades de la misma y realice modificaciones
post-traduccionales.

El presente trabajo se dirigio a la sobreexpresion de GABA pl en células de
insecto Sf9, utilizando una construccion Baculovirus/GABA pl que contenia el marco
abierto de lectura del receptor y una etiqueta 6 His. Se infectaron células Sf9 con
sobrenadantes virales, se determiné la presencia de GABA pl en el DNA viral y la
identificacién de los transcritos correspondientes, en diferentes horas post-infeccion
y utilizando diversas multiplicidades de infeccién. Sin embargo, al tratar de
inmunolocalizar la proteina mediante Western blot y realizar estudios
electrofisioldgicos en ovocitos de rana Xenopus laevis inyectados con RNA o
membranas plasméticas de células Sf9 infectadas, los resultados fueron negativos.
Se recurrié a la secuenciacion nucleotidica de la construccion viral y del plasmido,
mostrando la presencia de una delecién puntual que desplaz6 el marco de lectura.
Por esta razon, a pesar de ser adecuada tanto la propagacién del virus como la
transcripcion, no se puede concluir si el sistema baculovirus/células Sf9 es eficiente
0 no, para la expresion funcional de GABA p1, lo cual se sigue planteando como una

perspectiva.



ABSTRACT

The GABA pl receptor is distributed mainly in the visual pathway in the central
nervous system, in structures such as retina and superior colliculus. In these areas,
this receptor modulates the excitatory signalling. However, little is known about its
molecular structure. To learn more about its detailed structure it is necessary to
overexpress the receptor in a system capable of yielding large amounts of protein
and to generate postranslational modifications.

We tried to overexpress GABA pl with a baculovirus carrying the open
reading frame and tagged with 6 His. We infected Sf9 cells with a viral stock and
determinated the presence of the receptor in the viral DNA and also identified the
corresponding mRNA transcripts, at several times and multiplicity of infection.
However, the results were negative when we tried to immunolocalizated GABA p1 by
either Western blot or electrophysiological assays in Xenopus laevis oocytes injected
with RNA or plasma membranes of infected Sf9 cells. After sequencing several viral
stock and plasmid, we identified a single site deletion that displaced the open reading
frame. Even though there was a good viral propagation and appropiate transcription,
we can not conclude if the Baculovirus/Sf9 cells is efficient or not for the functional
expression of GABA pl. Therefore, more studies will be necessary to probe or

discard this system as a suitable tool to overexpress this receptor.
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1. INTRODUCCION

1.1 Acido gamma aminobutirico (GABA).

Los neurotransmisores inhibidores activan canales de cloruro y potasio, de esta
forma desencadenan el flujo ibnico a través de la membrana plasmatica produciendo la
hiperpolarizacion de la misma. Este evento hace més dificil que las sefiales excitatorias
despolaricen la membrana plasmatica de la neurona, teniendo como consecuencia la
imposibilidad de generacion de un potencial de accion (Kandel et al., 2000; Alberts et
al., 2004).

El 4cido gamma aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor mas
abundante en el encéfalo de mamiferos adultos (Silvilotti et al., 1991). La sintesis de
este neurotransmisor estd dada por la accién de la enzima, descarboxilasa del acido
glutamico (GAD) (Kandel et al., 2000). Las dos isoformas de esta enzima son la GAD
65, la cual es sintetizada en las terminales nerviosas y la GAD 67 localizada en cuerpos

celulares y dendritas (Soghomonian et al., 1998).

1.2 Receptores a GABA.

Los receptores a los cuales tiene afinidad el neurotransmisor GABA, fueron
clasificados de acuerdo con sus caracteristicas estructurales y farmacoldgicas, de la
siguiente manera:

1.2.1 Receptores metabotropicos: son los GABAg los cuales se consideran
heterodiméricos por estar constituidos por las subunidades GABAg; Yy
GABAg,. Estan acoplados a proteinas G, cuentan con siete regiones
transmembranales y estan regulados por sistemas intracelulares de segundos
mensajeros que le permiten regular el paso de calcio y potasio (Figura 1).
Son receptores que se activan con baclofeno y no responden a los
moduladores de GABA. (Bettler y Tiao, 2006; Blein et al., 2000; Bowery,
1989; Huang, 2006; Kaupmann et al., 1997).



GABAGR1 GABASR2
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Figura 1. Receptor metabotrépico GABAg. Regulan el paso de calcio y
potasio mediante sistemas acoplados a proteinas G.

1.2.2 Receptores ionotrépicos: son los GABAs Yy GABAc; dichos receptores
presentan cuatro pases transmembranales y los dominios amino y carboxilo
estdn ubicados en la regidbn extracelular. Son canales ionicos
heteropentaméricos que al ser activados por ligandos como GABA permiten
el paso del ion cloruro (Olsen et al., 1990; Olsen y Sieghart, 2008; Olsen y
Sieghart, 2009; Polenzani et al., 1991; Simon, 2004, Strata et al., 1994). Para
los fines de este estudio, es pertinente abundar en las caracteristicas de

ambos receptores.

1.2.2.1 Receptores GABAAa: estdn conformados por las subunidades: a 1-6,
1-3, vy 1-3, 0, €, 6,  (Davies et al., 1997; Garret et al., 1997; Olsen y
Sieghart, 2008; Simon, 2004). Los dos subtipos de receptores de GABAA
mas abundantes, estan constituidos de la siguiente forma: el primero
consisten en dos subunidades a1, dos 32 y una y, (Figura 2); el segundo,
en una subunidad az, una as, dos Bs y una y2 (McKernan y Whiting,
1996). Al parecer, estos receptores necesitan de la presencia de las
subunidades a y B para ser funcionales; mientras que, en sistemas
heterdlogos se pueden formar homomeros funcionales (Martinez-Torres
y Miledi, 2004; Miko et al., 2004). Los moduladores positivos de estos
receptores son los Dbarbitdricos, las benzodiacepinas, los
neuroesteroides y el etanol; mientras que sus antagonistas son la
bicuculina y la picrotoxina (Bormann 1988; Doble et al., 1992; Mcdonald
et al., 1994; Olsen et al., 1990) (Tabla 1).



Figura 2. Receptor ionotropico GABAa Receptor
pentamérico, cuya composicion principal esta dada por dos
subunidades a1, dos 32 y una y-.



Tabla 1 PROPIEDADES FUNCIONALES Y FARMACOLOGICAS DE LOS RECEPTORES IONOTROPICOS A GABA.
(Bormann, 2000; Doble et al., 1992; Enna et al., 1997; Mcdonald et al., 1994; Olsen et al., 1990).

GABAa GABAc
Subunidades o, By, 0,&my0 pl, p2y p3
Agonistas TACA (potente), Muscimol (potente), Zolpidem,TACA (potente), Muscimol (parcial),

Isoguvacina, 14AA, THIP, TAMP.

CACA (parcial), 14AA, Isoguvacina,

Moduladores: barbitdricos, benzodiacepinas,CAMP, TAMP, Glicina, B- alanina.
neuroesteroides, etanol. Moduladores: 5a  esteroides
(concentraciones altas)
Antagonistas Bicuculina (unién competitiva). TPMPA (potente), 3- APA
Picrotoxina (unién no competitiva). (competitivo),  Picrotoxina  (union
competitiva), 3-APMPA, 14AA,

Isoguvacina, THIP.

Moduladores: neuroesteroides,

zinc.
Tiempo de apertura 25 A 30 ms 150 a 200 ms
Desensibilizacion Rapida Lenta
ECso 5-100 uM 1-4 Mm
3- APA Acido 3-aminopropil fosfinico l4AA Acido acético 4 imidazol
3- APMPA Acido 3-aminopropil metil fosfinico TACA Acido trans 4-amino crotdnico
CACA Acido cis-4-amino crotonico TAMP Acido trans 2 aminometil ciclopropanocarboxilico
CAMP Acido cis 2 aminometil ciclopropanocarboxilico THIP 4,5,6,7 tetrahidroisoxazol 5,4 pyridin (gaboxadol)
TPMPA Acido metilfosfinico 1,2,5,6-tetrahidropiridin 4



1.2.2.2

Receptores GABAc:: son complejos heteroméricos entre las
subunidades pl, p2 y p3 que dan lugar a receptores pentaméricos (Enz
y Cutting, 1999) (Figura 3). Se caracterizan por poseer una sensibilidad
a GABA 10 veces mayor que los receptores GABAa (Qian et al., 1993;
Woodward et al., 1992, 1993). Los receptores GABAc son insensibles a
la bicuculina y al baclofeno (Johnston, 1996; Polenzani et al., 1991). Sus
agonistas principales son: el acido trans-4-amino crotonico (TACA), el
muscimol y el &cido cis-4-amino croténico (CACA); mientras que su
antagonista principal es el acido metilfosfinico 1,2,5,6-tetrahidropiridin-4
(TPMPA) (Abdel-Halim et al., 2008; Ragozzino et al., 1996).

Trabajos realizados en ovocitos de Xenopus laevis sugieren que las
subunidades p2 de rata no forman receptores homoméricos GABAc
funcionales, sino que requieren de las subunidades p: 0 psy para formar
heterbmeros (Zhang et al., 1995). Sin embargo, en las células HEK 293
transfectadas con el &cido desoxirribonucleico complementario (cDNA)
de p2, si se registraron corrientes idnicas con la técnica de Patch clamp.
Estos receptores homoméricos de p:2 presentaron una sensibilidad
incrementada a su agonista acido cis-4-amino crotonico (CACA) y alta
afinidad a la picrotoxina (Alakuijala et al., 2005). Ademas, tanto la
subunidad p2 humana y bovina forman receptores homoméricos
funcionales en ovocitos (Cutting et al., 1992; Lopez-Chavez et al., 2005).

La region conservada entre las subunidades p de diferentes
especies, incluye las dos terceras partes proximales de la region amino
extracelular y los cuatro pases transmembranales, mientras que la
menos conservada es el tercio distal amino terminal y el asa intracelular
gue va del pase transmembranal 3 al 4 (Zhang et al., 2001). En la
Figura 3 se muestra un esquema de la subunidad GABA pl basado en
Zhang et al. (2001) y modificado por Alakuijala (2007).

Los receptores heteroméricos pip2 son la Unica combinacion in vivo
detectada hasta el momento, en células bipolares de retina (Enz y
Cutting, 1999).



Q205, Y214, Y216,
Y257, T260, Y263 Union al agonista

H157 Inhibicién por Zn?
N229 Glucosilacién
P310, T314 Sensibilidad a la picrotoxina

P310, T314, L317 Compuerta del canal

Figura 3. Receptor ionotropico GABA pl. A Estructura propuesta para la
composicion del receptor GABA pl (Wegelius, 2000). B Estructura de la subunidad del
receptor GABA pl basado en Zhang et al. (2001) y modificado por Alakuijala (2007).
Aminoacidos que participan en la funcion del receptor, en donde H=Hisitidina,
L=Leucina, N=Asparagina, P=Prolina, Q=glutamina, T=Treonina, Y=Tirosina.

1.3 Estructuras anatémicas donde se expresa el mRNA y/o la proteina GABA pl.
Se conoce que el &cido ribonucleico mensajero (MRNA) de GABA p: se expresa
en retina humana (Cutting et al., 1991) y ademas en corteza cerebral (Enz y Cutting
1999), hipdfisis (Boué-Grabot et al., 2000) coliculo superior, hipocampo, cerebelo,
médula espinal (Boué-Grabot et al., 1998; Enz et al., 1995; Enz y Cutting, 1999; Rozzo,
2002), ganglios de la raiz dorsal (Wegelius et al., 1998; Wegelius, 2000) y nucleo
geniculado lateral de la rata (Alakuijala et al., 2006). En pollos se sabe que el mMRNA de
GABA p1 se expresa en el tectum 6ptico (Albrecht et al., 1997); mientras que en bovinos
se expresa en retina (Polenzani et al., 1991), el ndcleo caudado de los ganglios
basales, puente, cerebelo, hipdfisis y cuerpo calloso (Lopez-Chavez et al., 2005). Fuera
del sistema nervioso central (SNC) el mRNA de GABA pl se ha localizado en las



células intestinales neuroenddcrinas tumorales de raton, de la linea denominada como
STC-1 (Jansen et al., 2000), ademas se ha identificado en higado, corazén y testiculos
de rata (Buoé-Grabot et al., 1998; Li et al., 2008).

Por otra parte se evidencio la expresion de la proteina GABA pl mediante
inmunohistoquimica en el hipocampo adulto, coliculo superior, nicleo geniculado lateral
(Alakuijala et al., 2007), nucleo dorsal del vago, nacleo del tracto solitario (Milligan et al.,
2004), capa gris superficial, nucleo del tracto Optico, nucleo terminal dorsal, medio y
lateral de la rata; mientras que en el bovino se localizé su expresion en nucleo caudado
de los ganglios basales y el tallo cerebral (Lopez-Chavez et al., 2005, Rosas-Arellano et
al., 2007).

1.4 Papel fisiologico de GABA p1.

El papel fisiologico de pl no es del todo comprendido, ya que es una subunidad
de descubrimiento reciente; sin embargo, se sabe que se encuentra en la retina (Cutting
et al., 1991) especificamente en las células bipolares (Lukasiewicz et al., 2004;
Lukasiewicz y Shields, 1998). Para .ubicar el contexto en el que se encuentra GABA pl,
se mencionara a grandes rasgos la composicion de la retina.

Las sefiales generadas en los fotorreceptores (conos y bastones) son
transmitidas a los conos bipolares y bastones bipolares, llamadas asi de acuerdo con el
fotorreceptor con el que tienen contacto. La informacion de los conos bipolares pasa a
las células ganglionares, sin embargo, la sefial que se envia a las células ganglionares
depende de la naturaleza de los conos bipolares ya que son denominadas ON si las
células despolarizan en presencia de luz y OFF si hiperpolarizan. Los bastones
bipolares, no hacen sinapsis con las células ganglionares directamente sino con las
amacrinas y estas a su vez con las ganglionares; las cuales envian las sefales a los
centros visuales mediante el nervio 6ptico (Masland 2001; Yang, 2004).

La informacion transmitida se modula con la participacion de las células
horizontales ubicadas en la capa plexiforme externa (CPE) y por las células amacrinas
ubicadas en la capa plexiforme interna (CPI), en ambos casos se consideran neuronas
GABAérgicas. Las neuronas glutamatérgicas son los fotorreceptores, las células

bipolares y las células ganglionares. En el caso de las células bipolares, estas reciben



entradas de los fotorreceptores y de las células horizontales de la CPE. Las células
bipolares y amacrinas hacen sinapsis con las células ganglionares en la CPI (Yang,
2004) Figura 4.

Figura 4. Diagrama de la retina. En la CPE las células horizontales reciben entradas de
los fotorreceptores y proveen la retroalimentacion negativa a los conos. Las células bipolares
reciben entradas de ambos fotorreceptores y de las células horizontales (Recuadro 1). En la
CPI las células bipolares y amacrinas proveen entradas a las células ganglionares (Recuadro 2)
(Yang, 2004). EP epitelio pigmentado, SEF segmento exterior de fotorreceptores, CNE capa
nuclear externa, CPE capa plexiforme externa, CNI capa nuclear interna, CPI capa plexiforme
interna, CCG capa de células ganglionares, CFN capa de fibras nerviosas, HC célula horizontal,
PR fotorreceptor, BC célula bipolar, AC célula amacrina, GC célula ganglionar.

Los receptores GABA¢ han sido localizados en las terminales presinpticas de
las células bipolares y pueden ser activados con una concentracion menor que la
necesaria para activar a los receptores GABAa ubicados en los procesos sinapticos de

las células ganglionares y en las terminales de las células bipolares.



La participacion de los receptores GABAc genera una retroalimentacion negativa
gue se da lugar en concentraciones mas bajas, incluso que la minima necesaria para
activar a los GABA,. Ademas, la retroalimentacion es mas prolongada que si solo
estuvieran presentes los receptores GABA. Es probable que los receptores GABAc, en
las terminales presinapticas de las células bipolares medien el ambiente en
intensidades de penumbra, mientras que los receptores GABAAa, ubicados en el espacio
postsinaptico, intervengan en la modulacion de intensidades de brillo (Lukasiewicz y
Shields, 1998).

Para estudiar la participacion de los receptores GABAc se utilizaron ratones en
los que se anulo la expresion de la subunidad pl (McCall et al., 2002). Estos animales
fueron utilizados para realizar electrorretinograma (ERG) y asi determinar diferencias
electrofisiolégicas generadas por la deficiencia de los receptores GABAc. Los
resultados no mostraron diferencias significativas en los registros de la onda a (funcion
del segmento externo de los bastones); ni en la onda B (funcidon de los bastones
bipolares), sin embargo, una vez aislados los potenciales oscilatorios se observo, por
efecto de la onda 3, un incremento en nimero y amplitud en los ratones knock-out. Lo
que es indicio de una reduccion en la inhibicion de los bastones bipolares de la terminal
axonal, incrementando la transmision a las neuronas retinales de tercer orden
(Lukasiewicz et al., 2004).

Los receptores GABA: ademas de localizarse en retina, se expresan en
estructuras subcorticales del sistema visual (Boué-Grabot et al., 1998; Frazao et al.,
2007; Rozzo et al., 2002; Wegelius et al., 1998). Una de las estructuras donde se ha
estudiado su expresion es el coliculo superior; ejemplo de ello, es la realizacion de
ratones knock-out de GABA pl y registros electrofisiologicos de Patch clamp. En esta
area se evidencio que la inhibicion esta alterada pero no se elimina, a diferencia de los
resultados obtenidos en retina, donde la inhibicion de la expresion de GABA pl tiene
como consecuencia la supresion de la expresion de los receptores GABAc. Por esta
razon, se considera que GABA pl posee sistemas distintos de regulacion en retina y en
coliculo superior (Schlicker et al., 2009). Ademas, la regulacion de las subunidades
GABA pl y GABA p2 en esa misma estructura es independiente entre ellas, sin

interferir la experiencia visual adquirida (Jost et al., 2006).



Se ha localizado la expresion GABA pl en otros sistemas; ejemplo de ello, es su
expresion en las células mitrales del bulbo olfatorio, sin conocer aun la forma exacta en
la que intervienen en el proceso de transmision de las sefiales olfatorias (Chen et al.,
2007). También se conoce de la expresion de la subunidad pl en la médula espinal del
ratén y en los ganglios de la raiz dorsal. En este sistema, GABA pl parece modular la
informacion sensorial. Para corroborar esta informacion se eliminé la expresion de
GABA pl en ratones y se verificd la ausencia de la proteina a nivel de médula espinal;
posteriormente se realiz6 una prueba nociceptiva con los filamentos de von Frey, en la
que los individuos experimentales presentaron un umbral mas bajo al dolor que los
controles, con ello demuestran la participacion de GABA pl en la transmision y
modulacién del dolor a nivel de médula espinal, ain sin saber el mecanismo especifico
de accion (Zheng et al., 2003).
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2 ANTECEDENTES

La subunidad pl del receptor GABAc es una proteina integral de membrana, de
la cual se conoce su secuencia nucleotidica. EI gen que le codifica en humanos se
ubica en el cromosoma 6 y su cDNA ha sido clonado (Cutting et al., 1991). Sin
embargo, no se tiene la certeza de los mecanismos de ensamblaje de las subunidades,
ni de los cambios conformacionales que se generan al ser activados. La concentracion
de GABAc en los tejidos, es insuficiente para realizar estudios estructurales; razén por
la cual, se recurre a sistemas de expresion recombinante de genes. Por ello, es
importante sobreexpresar la proteina en un sistema adecuado para realizar estudios de
cristalografia y de difraccion de rayos X que permitan tener un acercamiento a la
estructura del receptor.

Debido a que existe una gran diversidad de sistemas, se debe elegir aquel que
tenga un costo-beneficio mas favorable de acuerdo a la proteina que se va a expresar.
Por esta razon, la eleccion implica tener en cuenta que el sistema permita:

a) Tener un promotor adecuado para sobreexpresar la proteina.

b) Obtener transcritos estables y en concentraciones adecuadas.

c) El direccionamiento del mRNA a los ribosomas y concentraciones suficientes

de tRNA para realizar la traduccion.

d) EIl plegamiento correcto de la proteina y modificaciones postraduccionales.

e) Transportar la proteina hasta el lugar donde lleva a cabo su funcion.

f) Obtener una proteina funcional.

g) Purificar las proteinas, especialmente aquellas que forman canales i6nicos

(Balbas et al., 2004).

2.1 Sistemas de expresion de proteinas.

Los sistemas de expresiéon que han sido aplicados para expresar el receptor
GABA pl son diversos, algunos de ellos son: sistemas libres de células, procarioticos
(E. coli), eucariotticos (lineas celulares de mamiferos, ovocitos de X. laevis, y levaduras).

Por otra parte se mencionaran caracteristicas del sistema eucariotico

baculovirus/células Sf9 como un posible sistema de expresion para GABA p1.
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2.1.1 Sistemas libres de células: ofrecen la ventaja de no tener un sistema vivo
de por medio, ya que consiste en un lisado de bacterias E. coli que contiene los
componentes necesarios para realizar la transcripcion y la traduccion simultanea
en presencia de un molde de DNA, mientras que una membrana semipermeable
permite el intercambio continuo de sustancias (Spirin et al.,, 1988). En nuestro
grupo de trabajo se realizO un proyecto encaminado a la produccién de la
subunidad pl del receptor GABAc (solo eliminando el péptido sefial) mediante el
sistema de libre de células. A su vez y con el mismo sistema, se consideré
expresar un fragmento de 259 aminoacidos que conforman el extremo amino del
receptor sin el péptido sefial. Esta segunda opcion fue la que rindi6é resultados
favorables obteniéndose la expresion del amino terminal de GABA pl, sin
lograrse la expresién del receptor completo como se planteaba en el primer caso.
La falta de expresion de GABA p1l fue atribuida a inestabilidad durante el proceso
de traduccion, ya que es probable que en los segmentos transmembranales, los
residuos con caracter hidrofébico expuestos a un ambiente acuoso presenten
cambios estructurales, de tal forma, que los grupos no polares se orienten de
forma distinta y den lugar a una proteina inestable con un plegamiento

inadecuado o que en principio se vea afectada su sintesis. (Lopez, 2007).

2.1.2 Sistemas procariotas: En nuestro grupo de trabajo se llevd a cabo la
expresion de 259 aminoacidos correspondientes al extremo amino del receptor
GABA pl en E. coli. ER2566 logrando la induccion de la proteina con distintas
concentraciones de IPTG (Isopropil B-D-tiogalactosido). Sin embargo, este
sistema no lleva a cabo modificaciones postraduccionales, lo que le resta
viabilidad para ser utilizado como un sistema de sobreexpresion para proteinas
de membrana de origen eucariotico, de las que se tengan por expectativa realizar

estudios estructurales (Leija, tesis en proceso).

2.1.3 Sistemas eucariotas:

2.1.3.1 Células de mamiferos: si bien, la proteina que se desea expresar es
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de origen eucaridtico, las lineas celulares de mamifero pueden contener
sistemas de autorregulacion que le impiden sobreexpresarla, o la expresion
misma de la proteina puede ser toxica para la célula (Eifler et al., 2007),
limitando de esta forma los niveles de expresion.

Se han realizado ensayos de expresion del receptor GABA pl en células
HEK 293, mediante transfeccién de plasmidos (Wegelius et al., 1996), esto
implica que, para obtener cantidades elevadas de la proteina, es preciso
realizar de manera continua el procedimiento. Para el caso de GABA p2, que
también se expres6 en la misma linea celular, las caracteristicas
electrofisiolégicas del receptor fueron distintas de las reportadas para los

receptores nativos (Alakuijala et al., 2005).

2.1.3.2 Ovocitos de X. laevis. La proteina GABA pl ha sido expresada en
multiples ocasiones en ovocitos de X. laevis mediante la inyeccion de RNA
proveniente de la transcripcion in vitro del cDNA de GABA pl. La expresion
de esta proteina estd enfocada en diversos propositos, como: determinar la
participacion de distintos aminoacidos en la modulacion cationica (Calvo et
al., 1994; Chang et al., 1995), por mecanismos de 6xido-reduccion (Calero y
Calvo, 2008) y por esteroides (Morris et al., 1999). También se ha expresado
GABA pl para determinar su afinidad a anestésicos (Belelli et al., 1999) y
flavonoides (Goutman et al., 2003) y para conocer los efectos antagénicos del
acido fosfinico (Krehan et al., 2003), la picrotoxina (Qian et al., 2005) y del
bilobalide (Huang et al., 2006). Por otra parte, se ha expresado para dilucidar
la formacion de receptores heteroméricos con las subunidades GABA ply p2
(Pan et al., 2006) y en union con GFP para ubicar a los receptores en la
célula (Martinez-Torres y Miledi 2001).

La inyeccion de proteinas en el ovocito de X. laevis es un sistema de
expresion ampliamente utilizado para estudios funcionales; sin embargo, la
cantidad de proteina por ovocito es baja considerando el proceso que debe
darse a cada ovocito previo a ser inyectado y ademas el periodo de

sobrevivencia del mismo, una vez que se fue utilizado. Por tal razon, se
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considera un sistema adecuado para expresion funcional pero no para

sobreexpresar a GABA pl con perspectivas hacia un estudio estructural.

2.1.3.3 Levaduras: en nuestro grupo de trabajo se sobreexpresé GABA pl
en levaduras Saccharomyces cerevisiae las cuales fueron transformadas con
el plasmido pYEXp1-GFP. En estas levaduras se determind la expresion de
MRNA y posteriormente se comprobé la expresion de la proteina mediante
Western blot utilizando un anticuerpo primario dirigido contra la proteina
verde fluorescente (GFP). En otros casos, se utilizé anticuerpo dirigido hacia
el amino terminal de GABA pl en células sin permeabilizar, lo que permitia
atribuir la localizacion del receptor en la membrana. Ademas, se realizaron
ensayos destinados a determinar la funcionalidad; los cuales consistieron en
inyectar el mMRNA y membranas de las levaduras en ovocitos de rana X.
laevis. Las corrientes registradas en los ovocitos inyectados con membranas
tuvieron amplitudes pequefias, de tan s6lo 5 a 7 nA que se generaron con
una concentracion de GABA de 1mM. Ante dicho resultado, se sugirieron tres
explicaciones: en principio, que los receptores no eran abundantes en la
membrana plasmatica de la levadura, que en gran medida los receptores no
son ensamblados de forma adecuada o que la membrana plasmatica del
ovocito no puede incorporar las membranas de las levaduras de forma tan
eficiente como lo hace con otras membranas eucaritticas (Martinez —
Martinez et al., 2004).

2.1.3.4 Baculovirus/células Sf9: ElI Virus de Polihedrosis de la
Multinucleocapside de Autographa californica, (AcCMNPV) recombinante es un
sistema ampliamente utilizado para expresar diversas proteinas al infectar
células de tejido ovarico de pupa de Spodoptera frugiperda (Sf9).

A la fecha, este sistema aun no ha sido probado para sobreexpresar el
receptor GABA pl, razén por la cual, se abundara respecto a las
caracteristicas del virus, ciclo de infeccién natural y posteriormente en el uso

del sistema baculovirus/células Sf9, para la expresion de proteinas.
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2.2 Caracteristicas de los baculovirus.

Los baculovirus son una familia de virus de DNA de cadena doble circular,
generada mediante enlaces covalentes (Murharmer, 2007). Estan exentos de
secuencias no codificantes y el DNA se encuentra superenrrollado y empacado en la
nucleocapside (Okano et al., 2006). Son patdgenos en insectos, predominantemente de
los 6rdenes Lepiddptera, Himendptera y Diptera. (Murharmer, 2007).

De acuerdo con la morfologia de los cuerpos de inclusion se han dividido en dos
géneros: nucleopolihedrovirus, los cuales producen grandes cuerpos de inclusién que
contiene varios viriones (0.5 — 1.5 uM de diametro) y en granulovirus, los cuales
producen pequefios cuerpos de inclusion (0.16 — 1.5 yM) que generalmente contienen
un virion y solo afectan a lepidépteros (Okano et al., 2006).

Los baculovirus cuentan con dos tipos de origenes de replicacion:

¢ Regiones homologas (hr): son secuencias repetidas que ademas de fungir como
sitios de origenes de replicacibn actian también como potenciadores
transcripcionales. En el AcCMNPV las hr contienen cerca de 70 pb con una
seccion palindrome imperfecta cercana al centro de 30 pb (Piljam et al., 2004).
Las regiones homoélogas tiene ocho sitios los cuales son: hrl, hrla, hr2, hr3,
hrda, hrdb, hr4dc, hr5, las cuales se ejemplifican en la Figura 5 (Okano et al.,
2006) con 2 a 8 repeticiones en cada sitio.

e No hr: son origenes de replicacion que aparecen conforme se incrementa el
namero de pases seriales; las deleciones en estos sitios, resultan en
recombinaciones con estabilidad alta del virus y de la produccion de la proteina
(Okano et al., 2006).
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Figura 5. Diagrama del genoma del AcCMNPV. Se muestran las regiones
homaologas (hr) representadas con circulos y un nimero en su interior que indica las
repeticiones presentes. Ademas, se indica el porcentaje del genoma en el que se
encuentra ubicado a lo largo de sus 133 849 pb (Okano et al., 2006).

2.2.1 Ciclos de infeccién natural de los baculovirus.

La infeccion por baculovirus consiste en dos ciclos:

Infeccion primaria. Las particulas virales entran al tracto digestivo via oral
mediante la ingesta de los cuerpos de inclusion, los cuales son disueltos en pH alcalino
a nivel intestinal, generando la liberacion de los viriones (Okano et al.,, 2006),
posteriormente infectan los enterocitos mediante la fusion de la envoltura de la particula
viral con la membrana plasmatica de la célula y posteriormente se trasladan al nucleo,
donde se libera el DNA. Este acido nucleico se replica aproximadamente 6 h después
de la infeccion, tiempo a partir del cual, las particulas virales se ensamblan en el nucleo
de manera consecutiva (Murphy et al., 2000). Las nucleocapsides de los
nucleopolihedrovirus, por ejemplo del AcMNPV, son ensambladas en el ndcleo y
expulsadas hacia el citoplasma cubiertas en membrana nuclear, subsecuentemente
obtienen su envoltura final de la membrana plasmatica que fue modificada previamente
por la proteina de fusion viral, esto sucede para el caso de virus no ocluidos; mientras
gue los viriones incorporados en los cuerpos de inclusion obtienen su envoltura

Unicamente de la membrana nuclear (Okano et al., 2006) (Figura 6).
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Infeccion secundaria. Las progenies virales que se generan durante la fase tardia
de infeccidn son las particulas virales no ocluidas; siendo estas, las responsables de la
infeccion secundaria a través de procesos de endocitosis, permitiendo la diseminacién
de la infeccion en las células intestinales de la larva. EIl ACMNPV genera infecciones
diseminadas en lepiddpteros, no asi en dipteros e himendpteros (Okano et al., 2006).

Por otra parte, las particulas virales ocluidas se producen durante la fase de
infeccibn muy tardia y generan cuerpos de inclusién (polihedras) que se acumulan en
los nucleos de las células del animal durante el proceso de infeccion (Figura 6). Estos
cuerpos de inclusion son liberados al momento de la lisis celular y finalmente la
desintegracion de la larva deja los cuerpos de inclusion expuestos al medio ambiente
para iniciar un nuevo ciclo de infeccién. Cabe hacer mencion que los cuerpos de
inclusién tienen como componente principal a la polihedrina; esta proteina tiene como
funcibn mantener reunidos cientos de particulas virales para protegerlas de la
inactivacién proteolitica, la cual es ocasionada por la descomposicion del tejido del
hospedero y de diversos agentes ambientales (Murphy et al., 2000).

Respecto a la ruta y eficiencia de infeccion se ha observado que los virus no
ocluidos son altamente infecciosos en cultivos celulares y menos eficientes para el caso
de infecciones via oral, siendo esta relacion de caracter inverso para el caso de los

virus ocluidos (Okano et al., 2006).
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Figura 6. Infecciones primarias y secundarias generadas por baculovirus en
un ambiente natural. Esquema modificado de Lua L, BioEngineering - Baculovirus
Picture Book The University of Queensland, Australia. 2003
http://www.cheque.uqg.edu.au/research/bioengineering/research/Baculovirus/Baculo_pict
urebook.html.

2.2.2 Baculovirus/células Sf9 como sistema de expresiéon de proteinas.
El sistema de expresion de los baculovirus, toma ventaja de las caracteristicas
de la polihedrina; ya que es una proteina que se expresa en niveles altos y no es
necesaria para los eventos de infeccion y replicacion. Es por ello que se utiliza su
promotor y se reemplaza su secuencia genética por el gen de interés (Murphy et al.,
2000). El promotor es seguido al menos, de un sitio de restriccion para insertar el gen

de interés, quedando flanqueado por secuencias virales.
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El DNA viral y el plasmido que contiene el gen de interés, son cotransfectados en

las células de insecto, acto seguido, se lleva a cabo una recombinacion homdéloga entre

los dos elementos cotransfectados, de tal forma que la secuencia de interés es

insertada en el genoma viral, excluyendo la secuencia del gen de la polihedrina (Murphy
et al., 2000).

El sistema de expresién de baculovirus ha sido ampliamente utilizado para

expresar una variedad de proteinas de localizacion citoplasmatica, proteinas secretadas

y asociadas a la membrana plasmatica. Este Ultimo caso es de nuestro interés debido a

la ubicacion de GABA pl, por lo que a continuacién se mencionaran algunos ejemplos

de sobreproduccién de proteinas de membrana:

>

Trogadis et al. (1995) expresaron el receptor de dopamina D1 en células Sf9 y
determinaron que se internalizaba una vez que era activado por su agonista.

En otro estudio realizado por Chen et al. (1996) sobreexpresaron el receptor de
trombina para abordar sus propiedades de desensibilizacion, ademas,
concluyeron que las caracteristicas electrofisiolégicas del receptor se conservan,
ya que presentan similitudes con los receptores generados en sistemas de
expresion de mamiferos como la linea celular de eritroleucemia
megacarioblastica humana (HEL).

El sistema baculovirus/células Sf9 también ha sido de utilidad para expresar
proteinas de plantas, tal es el caso del canal de potasio AKT1, el cual se
encuentra ubicado en las raices de Arabidopsis thaliana; dicho receptor se
expresd para estudiar sus propiedades bioquimicas. En primera instancia se
expres6 en E. coli sin obtener resultados satisfactorios, razén por la cual,
recurrieron al sistema baculovirus/células Sf9 (Daram et al., 1997).

Qian et al. (2000) mostraron que es posible expresar el receptor opiode humano
U (HUOR) en células Sf9. Obtuvieron 100 veces mas proteina en comparacion
con los niveles enddgenos (Cote et al., 1993). La afinidad por sus agonistas y
antagonistas se conservo respecto de los receptores expresados en células de
mamiferos, ademas de acoplarse funcionalmente a proteinas G (Wang et al.,
1994).

Por otra parte, este sistema ha sido de utilidad en el estudio de la formacién de
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monomeros y oligébmeros del receptor colinérgico muscarinico My, el cual fue

purificado a partir de células Sf9 (Park et al., 2003).

Es pertinente resaltar los estudios en los cuales se expresaron proteinas de
membrana en el sistema baculovirus/células Sf9 y de las que se realizaron estudios
estructurales. Ejemplo de ello es el canal denominado acuaporina 2 humana, el cual, se
encuentra implicado en problemas cardiacos congestivos y en dificultades de regulacion
hidrica renal. Esta acuaporina se produjo en gran escala, logrando obtener 1.6 mg de la
proteina por litro de cultivo, con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.05 pfu/cél
(Werten et al., 2001). Dicha expresion fue adecuada para la generacion de un cristal,
con él, se obtuvo la estructura con una resolucién de 4.5 A en el plano de la membrana.

Este mismo sistema, permiti0 expresar un canal ionico sensible a pH acido
(ASIC) denominado como canal de sodio activado por protones, voltaje independiente.
Este canal se ha visto implicado en la percepcion del dolor, mecanosensacion,
aprendizaje y memoria. A partir de la expresion de la proteina en las células Sf9 se
obtuvo la cristalizacion de la proteina y la estructura se resolvié en 1.9 A; ademas, se
logro su caracterizacion electrofisiolégica (Jasti et al., 2007).

Por otra parte, se expresé el receptor 2 adrenérgico en células Sf9. Dicho
receptor reside principalmente en musculo liso y esta asociado con enfermedades como
el asma, hipertension y falla cardiaca. (Taylor, 2007). Se obtuvo la cristalizacion y la
estructura se resolvié en 2.4 A, en interaccion con su agonista carazolol (Cherezov et
al., 2007).

2.2.2.1 Estudios realizados con los receptores GABAA en el sistema
baculovirus/células de insecto.

Se han realizado diversos estudios con el sistema baculovirus/células Sf9,
en el que se han descrito algunas propiedades funcionales del receptor GABAAa.

Atkinson et al. (1992) realizaron dos construcciones con el baculovirus,
una de ellas con cDNA de la subunidad GABAA al y la otra con GABAA B1, en
ambos casos de bovino. Con dichas construcciones realizaron coinfecciones en
células de insecto Sf21. De acuerdo con los resultados obtenidos de los estudios

electrofisiolégicos y de inmunodeteccion, concluyen que los receptores pueden
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llegar a la membrana 18 h Pl ya sea como homdmeros o heteromeros, teniendo
propiedades farmacoldgicas distintas.

El estudio realizado por Birnir et al. (1992) en el cual realizaron dos
construcciones virales, una con la subunidad GABAa al y otra con GABAa B1, no
se registraron corrientes cuando se expresaban en cultivos celulares distintos.
Sin embargo, cuando se infectaron células Sf9 con ambos sobrenadantes virales,
se obtuvieron corrientes en respuesta a la presencia de GABA (100 uM) en la
solucién de bafio, con ello concluyen que, al menos en lo que refiere a estas dos
subunidades del receptor GABAa, s6lo es posible expresarlos en forma de
heterbmeros. Por otra parte, los ensayos de inmunocitoquimica en los que las
células eran coinfectadas con las dos subunidades, los receptores se ubicaron
en la membrana plasmatica, mientras que por separado al no lograba
transportarse hasta dicho lugar, concluyendo asi que, 1 es importante para el
transporte de al y con ello generar receptores heteroméricos en la membrana y
ademas funcionales. La razén por la cual no encuentran homoémeros funcionales
a diferencia de Atkinson et al. (1992), ain no es determinada.

Posteriormente, Joyce et al. (1993) realizaron una transfeccidn estable con
DNA plasmidico, utilizando el promotor IE-1 de ACMNPV para expresar GABAa
B1y los resultados fueron corroborados mediante estudios electrofisiolégicos. Es
importante destacar que, en las células Sf9, generalmente la formacion de sellos
es mas propicia para el registro de corrientes idnicas, aun estando infectadas, en
comparacion con las células Sf21. Lo anterior puede atribuirse a que la superficie
de las células Sf9 es mas lisa, de acuerdo a estudios de microscopia electronica
realizados con ambas lineas celulares (King et al., 1992)

Westh-Hansen et al. (1997) realizaron mutaciones en la subunidad GABAAa
al de una isoleucina por una valina en la region amino y lo expresan en conjunto
con las subunidades GABAA B2 y y2 en el sistema baculovirus/células Sf9.
Mediante estudios electrofisiologicos se determindé que las corrientes que se
registraban en receptores con esta mutacion eran diez veces mas pequefas
comparadas con aquellos que no presentaban mutacion.

Yamashita et al. (1999) transfectan células Sf9 con baculovirus que
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contenian cDNA de cada subunidad utilizada en el estudio, para posteriormente
realizar coinfecciones y generar los siguientes receptores heteroméricos GABAA:
alB2, alB2y2, a3B2 y a3p2y2. En ellos se probd el isofluorano, el cual es un
anestésico volatil y el hexafluorodietil éter como agente convulsivante. En
principio concluyen que las subunidades GABAA al, a3 y (B2 no generan
receptores homoméricos con ello, determinan la afinidad a cada componente
dependiendo de las subunidades de las que esté conformado.

Por su parte, Dalziel et al. (2000) investigaron los efectos de la mutacion
de la leucina ubicada en la posicién 9’ en el segundo pase transmembranal de
las subunidades GABA, al y B1 por fenilalanina, tirosina y alanina. Los
receptores fueron expresados en el sistema baculovirus/células Sf9 y de acuerdo
a estudios electrofisiolégicos, se determind que este aminoacido es importante
para el flujo de la corriente.

Ratra et al. (2001) determinaron que la toxicidad generada por el bloqueo
de receptores GABAx debida a insecticidas como el endosulfan, lindano y fipronil
es selectiva. Para llegar a esta conclusién realizaron construcciones en
baculovirus con diferentes subunidades de GABAa (al, a6, B1, B3 y Vy2)
transfectando o infectando células Sf9. Con ello pueden destacar la participacion
de la subunidad GABAA B3 en la toxicidad selectiva.

Los estudios de Englomb et al. (2002) sugieren que una glicina 219
ubicada en el pase transmembranal 1 en la subunidad GABAx 32, es critico para
su desensibilizacion y el efecto de anestésicos inyectados como pentobarbital y
propofol.

Smith et al. (2003) probaron diferentes concentraciones de THIP, también
llamado gaboxadol en células Sf9 que previamente infectaron con baculovirus
para que expresaran el receptor GABAA alB2y2. Con ello determinaron que
dicha sustancia actia como agonista o0 como inhibidor dependiendo de la
concentracion del mismo.

Lindquist et al. (2005) estudian la interaccion de GABA y la gabazina en
diferentes concentraciones y tiempos. La gabazina actia como inhibidor

competitivo en receptores GABAA alBly2 y GABAx alBl, los cuales fueron
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expresados en células Sf9. Sus experimentos concluyen en determinar las
concentraciones de gabazina que simulan inhibiciones tonicas y fasicas.

De manera mas reciente, en nuestro grupo de trabajo se utiliz6 el sistema
baculovirus/células Sf9 para expresar la proteina GABA pl. Para lo cual, se
realizé una doble transfeccion con la construccion viral, la cual cuenta con el
promotor de polihedrina, los sitios de recombinacién, una etiqueta de seis
histidinas y un epitopo V5 y con el plasmido de entrada pENTR™/D-TOPO
Invitrogen ® que contenia el inserto de GABA pl (pENTR/D-TOPO pl), el cual
procede de una biblioteca gendémica de cDNA de retina humana y que fue
clonado en primera instancia en pBluescript Il KS (Calvo et al., 1994). El
sobrenadante obtenido de la transfeccion fue denominado como pase uno y se
utilizé para reinfectar y obtener un sobrenadante con un titulo mayor. Una vez
gue se llevaron a cabo las infecciones de los cultivos, se realizaron ensayos de
PCR que determinaron la presencia del DNA viral que contenia a GABA pl; no
obstante, se requieren pruebas que determinen de manera contundente que este
sistema es apto para la sobreexpresion, purificaciéon y funcionalidad de la

proteina.

23



3 JUSTIFICACION

Los baculovirus han emergido como un sistema apto para la sobreexpresion de
distintas proteinas en células eucariotas (Murharmer, 2007). Ejemplo de ello fueron los
estudios mencionados en el capitulo anterior, en los que ha sido posible la expresion
funcional de receptores de membrana (Chen et al., 1996; Cote et al., 1993; Daram et
al., 1997; Park et al., 2003 Trogadis et al., 1995). Otras proteinas de membrana han
sido cristalizadas y su estructura se ha resuelto a partir de la utilizacion de este sistema
de expresién. Esto nos habla de que es un sistema apto para la produccién de
cantidades adecuadas de la proteina (Cherezov et al., 2007; Jasti et al., 2007; Werten
et al., 2001). Mas aun, existen reportes en los que especificamente se ha expresado el
receptor GABA, con diversas combinaciones de sus subunidades, en el sistema
baculovirus/células Sf9. Los estudios electrofisiolégicos, en su gran mayoria, Patch
clamp de célula completa, han permitido dilucidar las propiedades del receptor en
diversas circunstancias, ya sea para probar el efecto de diversos farmacos; o bien, para
determinar la funcién de ciertos aminoacidos que parecen ser de importancia para la
funcion del receptor como activacion y desensibilizacion del mismo (Atkinson et al.,
1992; Birnir et al., 1992; Dalziel et al., 2000; Englomb et al., 2002; Joyce et al., 1993;
Lindquist et al., 2005; Ratra et al., 2001; Smith et al., 2003; Westh-Hansen et al., 1997,
Yamashita et al., 1999). Por tales razones, se considera que el sistema
baculovirus/células Sf9 puede ser apropiado para la expresion de GABA pl.
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4. HIPOTESIS
La proteina del receptor GABA pl conservard sus propiedades funcionales al

expresarse en un sistema baculovirus/células Sf9.

5. OBJETIVO GENERAL

Expresar en forma funcional GABA plen el sistema heter6logo baculovirus/células Sf9.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar mediante ensayo en placa, la multiplicidad de infeccién del baculovirus-
GABA pl.
2) Confirmar la presencia de la secuencia GABA pl en las particulas virales mediante
PCR.
3) Confirmar la presencia de los transcritos de GABA pl.
4) Corroborar la expresion de GABA pl mediante Western blot.
5) Analizar la funcién del receptor GABA pl, producido en el sistema de baculovirus

mediante técnicas de electrofisiologia.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

SELECCION DEL SOBRENADANTE VIRAL

|

ENSAYO EN PLACA

|

SELECCION DE CLONAS Y REINFECCION DE CULTIVOS

| | !
DNA VIRAL RNA HOTA'— MEMBRANAS
PLASMATICAS
| | ﬂ
INYECCION DE WESTERN BLOT
ﬂ OVOCITOS

SECUENCIACION

26



8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Localizacion del sobrenadante con las particulas virales de interés

8.1.1 Propagacion de células Sf9.

La linea celular Sf9 es derivada de tejido ovarico de pupa de Spodoptera
frugiperda y se propaga en medio suplementado completo de Grace o también
denominado Trichoplusia ni Medium-Formulation Hink (TNM-FH) (Tabla 2). Este medio
se adicion6 con antimicético y antibioticos referidos en la Tabla 3. La apariencia de
estas células es esférica y granular, aunque en algunos casos pueden observarse
fusiformes (Figura 7). Una de sus principales ventajas es que pueden crecer en
monocapa y en suspension, razén por la cual, el cultivo puede llevarse a gran escala
(Murhammer, 2007). En cultivos adherentes se utilizé una dilucién 1:5 (volumen de
células: volumen final de medio) y se mantuvo en fase logaritmica de crecimiento. Para
cultivos en suspension se realizé el pase al alcanzarse una densidad de 2.0 a 2.5x10°

células/ml para diluirse y tener una densidad inicial de 1x10° células/ml (Invitrogen ®).

Tabla 2. CONSIDERACIONES Y USOS DEL MEDIO DE CULTIVO.

DENOMINACION DEL MEDIO ADITIVOS FINES DE USO
Medio de Grace suplementado | Lactoalbamina hidrolizada Propagacion
completo. Extracto de levaduras
(TNM-FH completo). 10% de suero fetal bovino

(SFB)

5% de SFB Infeccion

100 uM Ganciclovir (solo
durante los tres primeros
pases)

Medio de Grace no | L-glutamina Congelacion
suplementado
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Tabla 3. ANTIMICOTICO Y ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN EL MEDIO DE

CULTIVO.
CONCENTRACION DE METODO DE ACCION
TRABAJO
Anfotericina 0.25 pg/ml Se une a esteroles e
interfiere con la
permeabilidad de la
membrana.
Penicilina 100 U/ml Inhibe la sintesis de la
pared celular bacteriana.
Estreptomicina 100 pg/ml Inhibe la sintesis de

proteinas bacterianas

Figura 7. Células Sf9 sin infectar. A Fotografia tomada con objetivo 20X, B

Fotografia tomada con objetivo 40X.

8.1.2 Infeccidén de cultivos celulares.

En primera instancia fue necesario seleccionar el sobrenadante que contenia las

particulas virales portando GABA pl, razon por la cual, se realizaron infecciones de

cultivos adherentes en cajas de 35 mm de didmetro y con una confluencia aproximada

del 70%. El volumen de cada sobrenadante con el que se infectaron los cultivos fue de

15 ul. Se incubaron durante 3 dias a 27°C, tiempo necesario para generar un mayor

namero de particulas virales en caso de estar contenidas en el sobrendante y asi tener

mayores posibilidades de obtener DNA viral. Una vez transcurrido el tiempo de

incubacioén, se colectaron 750ul de sobrenadante para extraer el DNA viral.
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8.1.3 Extraccion de DNA viral.

Se realizaron extracciones de DNA de los sobrenadantes probados en los cultivos
adherentes obtenidos 72 h PI.

Se adicionaron 750ul de Polietilenglicol (PEG) 8000 en 1M NaCl. Posteriormente
se mezclaron por inversién y se incubaron a temperatura ambiente durante 30
min.

Se centrifugaron a 12 000 X g 10 min para sedimentar las particulas virales.
Luego de retirar el medio y dejar soélo las pastillas, se agregaron 100 ul de
amortiguador de lisis (0.1% Triton X-100 en PBS) y se homogenizaron
asegurando lavar las paredes de los tubos.

Se adicionaron 10 ul de proteinasa K (5 mg/ml) y se mezclaron gentilmente por
inversion para posteriormente incubarlas 1 h a 50°C.

Posteriormente se agregaron 110 pul fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1) y se mezclaron gentiimente invirtiendo el tubo. Luego de este
procedimiento, se centrifugaron 12 000 X g 5 min a temperatura ambiente.

Al terminar el periodo de centrifugacion, se transfirieron las fases acuosas a
tubos nuevos. En ellos se agregaron 10 ul de acetato de sodio 3M, 10 yg de
glucégeno y 250 ul de etanol absoluto. Cada sobrenadante fue incubado a -20°C
al menos durante 20 min.

Finalizada la incubacion se centrifugaron 12 000 X g 15 min 4°C, las pastillas se
lavaron con etanol al 70% y fueron centrifugados de nuevo con los mismos
parametros.

Por ultimo, se dejaron secar las pastillas y se resuspendieron en 40 ul de agua

esteéril.

8.1.4 PCR para amplificar GABA p1l y regiones que flanquean dicha secuencia.

La construccion viral que se utilizd6 en el presente trabajo, se llevé a cabo

mediante la recombinacion del Baculodirect de Invitrogen® y el clon de entrada
PENTR™/D-TOPO Invitrogen® que contenia el inserto de GABA pl (pENTR/D-TOPO

pl), el cual procede de una biblioteca gendmica de cDNA de retina humana y que fue
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clonado en primera instancia en pBluescript Il KS (Calvo et al.,, 1994), dando como

resultado la construccion que se muestra en la Figura 8.

Pey

Figura 8. Mapa funcional del baculovirus. En el que Ppy representa la ubicacion
del promotor transcripcional de polihedrina; attR1 y attR2 los sitios de recombinacion;
GABA pl la secuencia del gen que codifica para la proteina de interés; el epitopo V5 'y
las 6 histidinas son etiquetas que permiten la localizacion de la proteina hacia su
extremo carboxilo.

Para realizar un escrutinio acerca de la presencia del inserto de GABA pl en el DNA
viral, se llevd a cabo la PCR para verificar que las particulas virales contenian la
secuencia nucleotidica completa de GABA pl y ademas de las regiones flanqueantes.
Para ello se utilizaron dos pares de oligonucleétidos cuyos productos abarcan los
fragmentos marcados en la Figura 9. El primer par se muestra en la Tabla 4 y fue
utilizado para amplificar el gen de GABA pl (Rhol For y Rhol Rev), obteniéndose un
producto de 1419 pb; el segundo par amplifico un fragmento que abarcé las regiones
que flanquean la secuencia nucleotidica de GABA pl (PolyH y V5); es decir, desde la
region del promotor de polihedrina hasta el epitopo de V5. Con este par de
oligonucledtidos, mencionados en la Tabla 4, se obtuvo un producto amplificado de
1666 pb. Las condiciones bajo las cuales se amplificaron ambos productos son las
mismas (Tabla 5), al igual que las concentraciones de los reactivos utilizadas en cada
reaccion de PCR (Tabla 6).

OLIGONUCLEOTIDOS POLIHEDRINA Y V5

v
Ppy l
t

OLIGONUCLEOTIDOS GABA p1

Figura 9. Fragmento amplificado de GABA pl y regiones flanqueantes.
Producto amplificado con oligonucledtidos de GABA pl ubicados en las regiones
marcadas con la flecha azul y fragmento que abarcan los oligonucleétidos que
flanquean los sitios de recombinacion con la flecha roja (promotor de polihedrina y
epitopo V5).
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Tabla 4. OLIGONUCLEOTIDOS DE GABA p1, POLIHEDRINA Y V5.

NOMBRE SECUENCIA DIRECCION LONGITUD
(Pares de bases)
Rhol For CACCATGAGATTTGGCATCTTTCTT Sentido 25
Rhol Rev GGAGAAAATAGACCAGTATATTAA Antisentido 24
Poly AAATGATAACCATCTCGC Sentido 18
V5 ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT Antisentido 21

Tabla 5. CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE PRODUCTOS DE GABA p1 Y
DESDE EL PROMOTOR DE POLIHEDRINA HASTA EL EPITOPO V5.

TIEMPO TEMPERATURA CICLOS
Desnaturalizacion inicial 5 min 95°C 1
Desnaturalizacion 45s 94°C
Alineamiento 1 min 52°C 25
Extension 1.5 min 72°C
Extension final 10 min 72°C 1

Tabla 6. REACTIVOS UTILIZADOS EN CADA ENSAYO DE PCR.

REACTIVOS CONCENTRACION

FINAL

10X Buffer Invitrogen ® 1X

50 mM MgCl, Invitrogen ® 3 mM

2.5 uM Oligonucleétido sentido Sigma® 200 nM

2.5 uM Oligonucleétido antisentido Sigma® 200 nM

10 mM Deoxinucledtidos trifosfato Sigma® 200 uyMm

Taq Polimerasa 5 U/pl 1.25U

100 ng de DNA en un volumen total de 25 pl
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8.2 Experimentos con diferentes multiplicidades de infeccién (MOI) y horas PI.

8.2.1 Ensayo en placa.

Una vez que se tuvieron cultivos confluentes, se realizaron ensayos en placa, de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante Baculodirect Invitrogen ®. Este
procedimiento permiti6 hacer un conteo de las placas con la finalidad de calcular el
titulo viral (nUmero de particulas virales/ml), asi como la multiplicidad de infeccién (MOI)
(nimero de particulas virales/célula) (Figura 10).

En primera instancia, se infectaron cultivos celulares adherentes con 1 ml de
cada una de las diluciones décuples seriadas del sobrenadante viral (desde 107 hasta
107) con una n=3. Las diluciones se realizaron en medio de Grace suplementado
completo con 5% de SFB y las células Sf9 fueron incubadas durante 3 h con las
diluciones virales correspondientes. El sobrenadante viral utilizado se denomin6é P2
debido a que es una reserva de alto titulo viral proveniente de una segunda reinfeccion.
Transcurrido el tiempo de incubacién se retird el medio de infeccion y se agreg6 el de
plaqueo. Este medio esta constituido por una parte de agarosa al 2% y una de medio de
Grace suplementado completo 2x con 15% de SFB, alcanzando un volumen final de 2
ml para cada pozo. Cuatro dias después de iniciado el ensayo en placa, se colocé una
segunda capa con rojo neutro (1mg/ml) disuelto en medio de Grace no suplementado y
agarosa, esta Ultima con una concentracion final de 1% n=2. El colorante se agreg6 con
la finalidad de identificar las células vivas las cuales incorporan el rojo neutro y rodean a
las células muertas, haciendo visibles las placas de manera macroscopica. Esto
permitio calcular el titulo viral al lograr contar las placas. Por otra parte, se realizaron
ensayos con las mismas diluciones virales sin agregar el rojo neutro, ya que este
colorante puede generar mutaciones en el DNA y estos experimentos estuvieron

dirigidos a seleccionar las clonas virales que tuvieran el inserto de GABA pl.
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TITULO VIRAL (pfu/mi)= 1\umero de placas

(Factor de dilucién){ml de inéculo)

MOI (pfufcél) x Numero de células

INOCULO REQUERIDO (ml)= Titulo viral (pfu/ml)

Figura 10. Titulo viral y MOI. Férmulas utilizadas para calcular el titulo viral y la
cantidad de indculo requerido, de acuerdo a la MOI con que se requiere infectar.

8.2.2 Infeccion de cultivos celulares.

Una vez que se determind el sobrenadante viral que contenia el inserto, se
realizaron las infecciones de los cultivos celulares con el sobrenadante viral P3 para
lograr la expresion de GABA pl. Se utilizaron MOI de 2.8, 4 y 10 pfu/cél en ensayos
independientes y en tiempos que fueron desde 24, 48, 72y 96 h.

Por otra parte, la densidad de los cultivos al momento de la infeccion fue
ajustada a 2x10° células/ml de medio, se incubaron durante 3 h a 27°C con el medio y
el sobrenadante viral requerido. Una vez transcurrido el tiempo de incubaciéon se agrego
medio de Grace suplementado completo con 10% de SFB.

Se realizaron los conteos de viabilidad y se colectaron las siguientes muestras,
una vez que se cumplieron los diferentes tiempos PI:

e 750 ul de sobrenadante para extraer el DNA viral.
e 1x10° células vivas para extraccion RNA de células Sf9.
e 1x10’ células vivas para obtencién de membranas celulares.
0 Se separaba una de cuatro alicuotas como stock para de alli tomar

muestra para inyectar ovocitos X. laevis.

8.2.3 Extraccion de DNA viral e identificacion mediante PCR de GABA p1.
Se colectaron 750 ul de cada sobrenadante viral de cultivos infectados en
diferentes tiempos postinfeccion (24, 48, 72 y 96 h) y con las diferentes MOI

previamente mencionadas.
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Se llevé a cabo el protocolo recomendado en el manual de manejo Baculodirect
de Invitrogen®, el cual fue mencionado previamente en el apartado 8.1.3; mientras que

la PCR de GABA pl se realizé de acuerdo a lo mencionado en el 8.1.4.

8.2.4 Extraccion de RNA.

Se extrajo el RNA total de 1 x 10° células Sf9 con diferente MOI y tiempos Pl
mencionados con anterioridad. La finalidad fue utilizar este acido nucleico en la
transcripcion reversa y posteriormente en la PCR y con ello determinar la presencia de
los transcritos provenientes del DNA viral.

Para la extraccion se realiz6 el siguiente procedimiento (Chomczynski y Sacchi,
1987):

Se colocaron 3ml de solucion D y se homogenizaron las muestras.

- Se agregaron 36 pl de B- mercaptoetanol por cada 5 ml de solucion D.

- Por cada ml de solucion D, se agregaron los siguientes reactivos, mezclando
después de agregar cada uno de ellos:

0 100 pl de acetato de sodio 2M pH 4.
o 1 ml de fenol.
0 200 pl de cloroformo:alcohol isoamilico.

- Se mezclaron vigorosamente 10 seg y se incubaron 15 min en hielo.

- Después se centrifugaron 10 000 X g 40 min, 4°C. y las fases acuosas fueron
transferidas a tubos nuevos.

- Posterior a ello, se adicionaron volimenes iguales de isopropanol y se mezclaron
para después incubarse por alrededor de 3 h en una temperatura de -20°C.
Luego de esto, se centrifugaron con los pardmetros antes mencionados.

- Se decant6 el isopropanol y se agregaron 300 ul de solucién D por cada ml de la
misma solucion utilizada en el primer paso.

- Las muestras se transfirieron a tubos de 2 ml, se mezclaron en voértex y se
agrego6 un volumen de isopropanol para cada muestra y asi se incubaron 1 h a -
20°C.

- Posteriormente, se centrifugaron 10 000 X g 30 min a 4°C, se descartaron los

sobrenadantes y las pastillas se lavaron con etanol al 75%.
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- Se centrifugaron nuevamente con los parametros anteriores, se retiraron los
remanentes de alcohol y las pastillas se dejaron secar.
- Por ultimo, las pastillas se solubilizaron en agua con Dietilpirocarbonato (DEPC)

y cada muestra se dividié en alicuotas para posteriormente almacenarse a -80°C.

8.2.5 Transcripcion reversa y PCR para amplificar GABA p1.

Se realizo la transcripcion reversa, tomando como molde RNA total de las células
Sf9; fue asi como se generd el cDNA que posteriormente se utilizé en experimentos de
PCR.

La transcripcién reversa se llevd a cabo en dos pasos. En primera instancia, la
Mezcla | de reactivos que se muestra en la Tabla 7 se incubd en el termociclador a
65°C durante 5 min, posteriormente las reacciones se colocaron en hielo y se agrego a
cada una, la Mezcla Il que se observa en la Tabla 8. Cabe hacer mencion que la
transcriptasa reversa se agregd al término del primer ciclo de 42°C por 2 minutos

(Tabla 9) y finalmente se dejé transcurrir el resto del programa en el termociclador.

Tabla 7. MEZCLA | PARA TRANSCRIPCION REVERSA.

REACTIVOS CONCENTRACION
FINAL
10 mM dNTP’s Invitrogen ® 500 uM
500 ng/ul Oligo (dT) Invitrogen ® 25 ng
1 pg de RNA en un volumen total 13 pl

Tabla 8. MEZCLA Il PARA TRANSCRIPCION REVERSA.

REACTIVOS CONCENTRACION
FINAL
5X Amortiguador Invitrogen ® 1X
10 mM DTT Invitrogen ® 1 mM
Transcriptasa reversa 200U/ul (Invitrogen) ® 200U
En un volumen total de 7 pl
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Tabla 9. PROGRAMA PARA REALIZAR LA TRANSCRIPCION REVERSA.

GRADOS (°C) DURACION (min)
42 2
42 50
70 15

Una vez terminada la transcripcion revesa, el cDNA se dividio en alicuotas de 5
Ml cada una, para posteriormente realizar la PCR y confirmar la obtencion de los

transcritos de GABA pl mediante PCR como se mencioné en el apartado 8.1.4.

8.3 Inmunolocalizacion de GABA pl en las membranas de las células Sf9

infectadas.

8.3.1 Transfeccion de células HEK 293.

Se transfectaron células HEK 293 con la finalidad de incluir las membranas
celulares como control positivo en la inmunodeteccion, en el Western blot. EI DNA
plasmidico utilizado para este procedimiento fue el pcDNA pl GFP debido a que se
pudo determinar la eficiencia de la transfeccion mediante la observacion de la
fluorescencia. El procedimiento que se realizo fue el siguiente:

e 24 h previas a las transfeccion se realizé el pase, eliminando el uso de antibiético
y antimicético. La confluencia se calculé de tal forma, que al dia siguiente fuese
del 70%.

e El dia de la transfeccion se realiz6 la mezcla | mencionada en la Tabla 10 en
tubos para microcentrifuga de 1.5 ml y se incubaron a temperatura ambiente.
Mientras tanto, se prepard la mezcla Il referida en la Tabla 11, en tubos
independientes. Cabe hacer mencién de que los controles se realizaron en cajas
de 35 mm de didmetro y las muestras en cajas de 100 mm.

e Se reunieron los contenidos de las mezclas correspondientes y se incubaron por

15 min.
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e Se retiré parte del medio de los cultivos celulares, de manera que las mezclas de

transfeccion tuvieran una mayor probabilidad de entrar en contacto con las

células.

e Se incubaron a 37°C durante 3 h, en las que cada 30 min se mezclaban de

manera mecanica.

e Permanecieron en incubacién por 48 h y se observaron al microscopio de

epifluorescencia.

e Las células se desprendieron de forma mecanica, se cuantificaron y finalmente

se almacenaron a -80°C hasta que se realiz6 el aislamiento de membranas.

Tabla 10. MEZCLA | PARA TRANSFECTAR CELULAS HEK 293.

CONTROL CONTROL DE CONTROL | CONTROL | MUESTRAS
NEGATIVO | LIPOFECTAMINA DE DNA POSITIVO
Optimem 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 1000 pl
Gibco®
Lipofectamina _ 10 pl _ 10 i 50 ul

Tabla 11. MEZCLA || PARA TRANSFECTAR CELULAS HEK 293.

CONTROL CONTROL DE CONTROL | CONTROL | MUESTRAS
NEGATIVO | LIPOFECTAMINA DE DNA POSITIVO
Optimem 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 1000 pl
Gibco®
DNA _ 4 ug 4 ug 20 ug
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8.3.2 Aislamiento de membranas de células Sf9.

Una vez asegurada la presencia del DNA de GABA pl en la particula viral y el
transcrito en las células Sf9 infectadas, se procedié a obtener las membranas y localizar
en ellas a la proteina de GABA pl. Para ello, se colectaron 1 x 10’ células Sf9 de cada
uno de los tiempos post-infeccion (24, 48, 72 y 96 h) con las diferentes MOI
mencionadas (2.8, 4 y 10 pfu/cél) y se conservaron a -80°C. La lisis se realiz6 con
homogenizador de teflon con 2ml de solucion amortiguadora de glicina 200 mM (glicina
200 mM, NaCl 150 mM, EGTA 50 mM, EDTA 50 mM y sucrosa 300 mM) pH 9.0;
ademas 20 ul de inhibidor de proteasas. Se centrifug6 a 9,500 X g 15 min y el
sobrenadante se ultracentrifugé 100 000 X g por 2 h. La pastilla se resuspendié en 100
Ml de solucién amortiguadora de glicina 5 mM, se dividié en alicuotas y se conservo a -
80°C (Palma et al., 2003).

8.3.3 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS.

Teniendo las membranas aisladas, se realizo la electroforesis de las mismas, en
geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes, dado que la proteina
se espera en un rango de 47 kDa. La electroforesis se llevé a cabo en un sistema de
amortiguadores discontinuos (Sambrook et al., 2001).

En primer lugar, se realizaron los geles separadores, para cada camara, con los
reactivos que se indican en la Tabla 12, colocando hasta el final el persulfato de amonio
y el TEMED en la mezcla total para evitar una polimerizacion prematura.

Se colocd el peine para generar los pozos y 30 min después, se agrego la
mezcla para los geles concentradores (Tabla 12). Posteriormente se considerd un
tiempo de 30 min para una adecuada polimerizacién.

Una vez polimerizado el segundo gel, las muestras se incubaron 5 min en agua a
95°C con previa mezcla de amortiguador de carga (Sambrook et al., 2001) y se

sonicaron durante 10 segundos antes y después de calentar las muestras.
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Tabla 12. REACTIVOS UTILIZADOS EN LA PREPARACION DE GELES

DESNATURALIZANTES.

GEL SEPARADOR VOLUMEN GEL CONCENTRADOR VOLUMEN

10 ml 5ml
Agua 3.3 Agua 34
Acrilamida 4.0 Acrilamida 0.83
1.5 M Tris pH (8.8) 2.5 1.5 m Tris pH (6.8) 0.63
10% SDS 0.1 10% SDS 0.05
10%  Persulfato  de 0.1 10% Persulfato de amonio 0.05
amonio TEMED 0.005
TEMED 0.004

La electroforesis se realizé con 80 V hasta que el colorante rebaso el gel

concentrador; posteriormente se increment6 a 110 V y se detuvo la electroforesis antes

de que el frente se saliera del gel.

8.3.4 Western blot.

Para permitir la inmunodeteccién de la proteina GABA pl mediante Western blot

en un rango aproximado de 47 kDa, se realiz6 el siguiente procedimiento:

Se transfirieron los dos geles a las membranas de nitrocelulosa con 200 A
durante 45 min. Una vez terminada la transferencia, los geles fueron separados y
tefidos con azul de coomassie R 250 durante 2 h; posteriormente se agrego
solucion de destefido por alrededor de 3 h, con cambios periddicos de la
solucion (Sambrook et al., 2001).

Una de las membranas era incubada solo con el anticuerpo secundario, de tal
forma que se pudiera analizar la existencia de reconocimientos inespecificos.

Las membranas fueron incubadas con 20 ml de una mezcla de amortiguador de
bloqueo Animal Free-Blocker 5X Vector Laboratories® diluido 1/5 en TBS sin
Tween 20 durante 45 min en agitacion.

Se coloco el anticuerpo primario (Tabla 13) y se incub6 en a 4°C durante 36 h.

Se realizaron 3 lavados y se coloco el anticuerpo secundario (Tabla 14) durante
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4 h a temperatura ambiente.

Tabla 13. ANTICUERPOS PRIMARIOS.

DIRECCION Nombre ESPECIE EN QUE FUE
Santa Cruz DESARROLLADO
Biotechnology®
Etiqueta de histidinas H-15 Conejo
Regibn interna de pl GABA, pl (C-20) Cabra
Regién amino GABA, pl (N-19) Cabra

Dilucion 1/1000 y preparados en 10 ml de TBS/Tween 0.1%.

Tabla 14. ANTICUERPOS SECUNDARIOS.

DIRECCION ESPECIE EN QUE FUE
Santa Cruz Biotechnology® DESARROLLADO
Anti-IgG de conejo Cabra
Anti-IgG de cabra Conejo

Dilucion 1/2000, marcados con fosfatasa alcalina y preparados en 10 ml de TBS/Tween 0.1%..

Se retir0 el anticuerpo secundario y se lavo la membrana en tres ocasiones, por
altimo se colocé 1 ml de solucién de revelado BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3-indol
fosfato y nitroazul tetrazolium) Sigma®, la cual detecta de forma colorimetrica la
actividad de la fosfatasa alcalina, dado que BCIP funciona como sustrato de la fosfatasa
alcalina y el NBT al oxidarse da una coloracion azul a las bandas de las proteinas

identificadas.

8.4 Experimentos para determinar la funcionalidad de la proteina en la membrana

celular.

8.4.1 Inyeccion de membranas y RNA de células Sf9 infectadas en ovocitos

de rana X. laevis.
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Las ranas fueron anestesiadas mediante inmersién en agua con hielo, para
posteriormente extraer los ovocitos. En primera instancia se removieron de manera
mecanica la capa epitelial y la de células de la teca, consecutivamente fueron
desfoliculados de manera enzimatica, en colagenasa tipo | (0.2 pg/ul) diluida con
solucion Ringer, para luego agitarse gentiimente durante 30 min. Los ovocitos se
lavaron 2 veces con solucion Ringer y una con medio Barth; para finalmente incubarse
en medio Barth a una temperatura de 16°C. Al dia siguiente se inyectaron 50 nl de RNA
(500 ng) o 50 nl de membranas (de aproximadamente 2x10° células) en el hemisferio
vegetal. Tanto el RNA como las membranas, procedian de células Sf9 que habian sido
infectadas con la construccion del baculovirus-GABA pl. Una vez inyectados los
ovocitos, se incubaron en medio Barth a 16°C y fueron registrados de las 48 h a 72 h
postinyeccioén para el caso de los tratados con RNA; mientras que los inyectados con
membranas se registraron a las 6 h postinyeccion. La concentracion utilizada de GABA

para el registro electrofisiolégico fue de 0.1 mM a 1mM.
8.5 Verificacion de la secuencia del DNA viral.

8.5.1 Ensayo en placa y seleccion de las clonas virales.

Se realiz6 un ensayo en placa de acuerdo a lo mencionado en el apartado 8.2.1
y posteriormente cada una de las placas virales fue seleccionada de la siguiente forma:

Se localizaron las placas en el medio con agarosa y fueron removidas con una
punta para micropipeta de 200 pl, posteriormente la punta se introdujo a un tubo con 1
ml de medio de Grace suplementado completo con 5% de SFB, para depositar el
fragmento de agarosa y posteriormente mezclar con ayuda del vortex.

Se tomaron 200 ul del medio para infectar cultivos celulares en placas de 6
pozos, con una densidad aproximada de 8 x 10°, en cada uno de ellos. Ademas se
adicion6 1 ml de medio de Grace suplementado completo con 5% de SFB y se
incubaron por alrededor de 1 h. Trascurrido ese tiempo se agregaron 800 pl méas del
medio de Grace suplementado completo con 10% de SFB y se dejaron en incubacion a
27°C. Cada sobrenadante fue colectado cuando sdélo quedaba el 10% de monoestrato

adherido a la botella de cultivo celular, de tal forma que los sobrenadantes pudieran
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contener el mayor numero de particulas virales y asi utilizarse en infecciones

subsecuentes. Los tiempos de colecta variaron desde las 48 h hasta las 120 h PI.

8.5.2 PCR del DNA viral proveniente de las clonas virales.

Para verificar la presencia del inserto de GABA pl en las particulas virales, se
realizaron extracciones de DNA de los sobrenadantes obtenidos a partir de las placas
seleccionadas. Una vez obtenido el DNA viral como se especifica en el apartado 8.1.3
se verificaron las secuencias nucleotidicas de la construccion viral, en regiones

cercanas al inserto de GABA pl.

8.5.2.1 PCR de la region ubicada rio arriba de GABA p1 (Fragmento 1).

El primer fragmento se encuentra localizado rio arriba del inserto de GABA pl
(Figura 11) y los oligonucledtidos sintetizados (P1 Rhol Forw y P1 Rhol Rev) (Tabla
15) abarcaron un fragmento que esta constituido por los siguientes elementos: el
promotor de polihedrina, un sitio de recombinacién y un segmento de la regién 5’ de
GABA pl abarcando un total de 519 nucleétidos (Fragmento P1). La mezcla de
reactivos y los ciclos utilizados estan mencionados en la Tabla 6 y Tabla 16

respectivamente.

Pen

L attR1

Figura 11 Amplificacion de una region rio arriba del inserto de GABA p1.
Localizacién del producto amplificado con oligonucleétidos, cuya ubicacion se marco
con la flecha azul. El fragmento abarca el promotor de polihedrina, el sitio de
recombinacién y una regién 5’ de GABA pl.
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Tabla 15. OLIGONUCLEOTIDOS PARA AMPLIFICAR DOS REGIONES: RiO ARRIBA
Y RIiO ABAJO DE GABA p1.

NOMBRE SECUENCIA DIRECCION LONGITUD
(Pares de bases)
P1 For AGTATTTTACTGTTTTCGTAACAG SENTIDO 24
P1 Rev TGGAAAAGACAGCCTCTCGT ANTISENTIDO 20
P2 For CCTCAGAGAGGAGCTCCCCA SENTIDO 20
P2 Rev CTTTCCATCCAACGACAAGCTTCAT ANTISENTIDO 25

Tabla 16. CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE PRODUCTOS DE GABA pl1 EN LA

REGION 5’

TIEMPO TEMPERATURA CICLOS
Desnaturalizacion inicial 5 min 95°C 1
Desnaturalizacion 45 s 94°C
Alineamiento 1 min 55°C 25
Extensién 1 min 72°C
Extension final 5 min 72°C 1

8.5.2.2 PCR de la region ubicada rio abajo de GABA p1 (Fragmento 2).

El segundo producto amplificado se sintetiz0 a partir de los oligonucleétidos

mencionados en la Tabla 15 (P2 Rhol Forw y P2 Rhol Rev). El fragmento esta

conformado por nucleétidos ubicados en la regién 3’ de GABA pl y elementos rio abajo

de este inserto como son: un sitio de recombinacion, el epitopo V5, la etiqueta de seis

histidinas, el codon de paro y parte de la secuencia nucleotidica del baculovirus,

conteniendo en total 383 nucleotidos (Fragmento 2) (Figura 12). La mezcla de reactivos

y los ciclos utilizados estan mencionados en la Tabla 6 y Tabla 17, respectivamente.
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BACULOVIRUS

Figura 12. Amplificacion de una regioén rio abajo del inserto de GABA p1l.
Localizacién del producto amplificado con oligonucleétidos, cuya ubicacién se marcé
con la flecha azul. El fragmento abarca una region 3’ de la secuencia de GABA pl, el
sitio de recombinacion, el epitopo V5, la etiqueta de seis histidinas, el codon de paro y
parte de la secuencia del baculovirus.

Tabla 17. CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE PRODUCTOS DE GABA pl1 EN LA

REGION 3’

TIEMPO TEMPERATURA CICLOS
Desnaturalizacion inicial 5 min 95°C 1
Desnaturalizacion 45 s 94°C
Alineamiento 1 min 68°C 25
Extensién 30s 72°C
Extension final 5 min 72°C 1

8.5.3 Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Se realiz6 la electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. de los productos de
PCR, tanto de los que provenian de DNA viral como de aquellos que se originaron a
partir del cDNA de células Sf9 infectadas. Se incidié luz UV para observar las bandas
de DNA, las cuales se cortaron y de las que posteriormente se extrajo el DNA con el
uso del kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit HE Healthcare®.

Se pesaron las bandas con agarosa correspondientes a los productos de PCR.

Se disolvid la agarosa de cada banda y se desnaturalizaron las proteinas con 10
pl de amortiguador de captura tipo 2 por cada 10 mg de gel. Se mezclaron por inversién
para después incubarse a 60°C hasta que se disolviera la agarosa (aproximadamente

15 min, mezclando por inversién cada 3 min).
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Fueron transferidos 600 pl de muestra a cada columna (previamente
incorporadas con su tubo colector), se incubaron a temperatura ambiente 1 min, se les
dié un pulso de 13 000 x g 1 min y se descartaron los sobrenadantes. Este paso
permitié la unién del DNA de las muestras a las columnas.

Se adicionaron 500 ul de amortiguador de lavado tipo 1 a cada muestra y se
centrifugaron 13 000 x g 1 min, se descartaron los sobrenandantes y se cambiaron los
tubos colectores por tubos para microcentrifuga. El propésito de este procedimiento fue
la remocion de sales y contaminantes de la membrana.

A cada columna se le agregaron 25 a 30 pl de amortiguador de elusién,
posteriormente se incubaron 1 min a temperatura ambiente y se centrifugaron 13 000 x
g 1 min para recuperar el DNA y conservarse asi a -30°C. Este paso permitié
desprender el DNA de la columna y tenerlo resuspendido para su posterior uso.

8.5.4 Ligacion del producto de PCR en el vector pGEM®-T Easy.

Se utilizé el plasmido pGEM®-T Easy (Promega) con la finalidad de clonar
productos de PCR, previamente purificados a partir de geles de agarosa. Dicho vector
contiene timinas en ambos extremos, esto lo facilita la insercion dado que previene la
recircularizacién, ademas es compatible con el uso de DNA polimerasas termoestables,
las cuales adicionan adeninas, generandose asi la ligacién. Las regiones de clonacion
estan flanqueadas por sitios de reconocimiento para algunas enzimas de restriccion,
siendo EcoRlI la que se utilizé en estos ensayos.

Para llevar a cabo el protocolo de ligacion, se procedié a la mezcla de los
reactivos mencionados en la Tabla 18; todos ajustados a un volumen final 10 ul con
agua desionizada. Estas muestras fueron incubadas durante un lapso aproximado de

16 h antes de ser utilizadas en el proceso de transformacion de E. coli.
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Tabla 18. REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS REACCIONES DE LIGACION.

REACTIVOS CONTROL CONTROL MUESTRA
POSITIVO NEGATIVO

Amortiguador de ligacion 5 5 5

Rapida (ul)

pGEM®-T Easy (ul) (50 ng) 0.5 0.5 0.5

Producto de PCR (ul) 0 0 3

DNA control (pl) 0

T4 DNA ligasa (3 U/ul) 1 1 1

Agua desionizada (pl) 15 3.5 0.5

8.5.5 Transformacion de bacterias E. coli cepa XL1-Blue
Las placas se expusieron a temperatura ambiente, previo a la realizacién del
experimento, mientras se descongelaron las bacterias XL1-Blue en hielo.
Se agregaron 5 pul de la reaccion de ligacion a los 50 ul de bacterias y se dejaron
en incubacion 30 min. Posteriormente se les realizé el choque térmico a 42°C
durante 2 min y las muestras se regresaron al hielo
Se agregaron 950 pl de medio liquido Luria Bertani (LB) y las muestras se
incubaron 30 min a 37°C y posteriormente en la misma temperatura pero en
agitacion (80 rpm).
Las muestras fueron centrifugadas 1000 X g 10 min a 4°C; siendo el sedimento
el que se resuspendiera en 400 pl de medio LB liquido.
En ambiente de esterilidad, se agregaron y distribuyeron los siguientes reactivos
en la superficie de las placas de medio LB:

0 200 ul de la mezcla de bacterias con reaccion de ligacion,

0 50 pl de X-Gal (50 mg/ml),

0 20 plde IPTG (0.1M).
Se incubaron a 37°C durante 16 h, después se colocaron en refrigeracion (4°C)

para hacer evidente la diferencia entre colonias blancas y azules.
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8.5.6 Resiembra de colonias seleccionadas

Se eligieron 4 colonias de cada construccion y una para cada control (positivo y
negativo).

Se agregaron 4 pl de ampicilina (50 mg/ml) a cada tubo con 4 ml de medio LB
liquido. Posteriormente se eligieron las colonias blancas y se trasladaron cada una al
tubo con medio LB liquido para después mezclarse y dejarse en agitacion a 150 rpm 16
h.

8.5.7 Purificacion de DNA plasmidico (preparacion en pequefia escala).

Cada tubo con crecimiento bacteriano, fue sedimentado en tubos para
microcentrifuga de 2 ml, mediante dos eventos de centrifugacion de 10 000 X g 1 min
4°C. Se procedid con el protocolo de lisis alcalina, segiin Sambrook et al. (2001).

Se agregaron 200 ul de solucion | a los sedimentos, se mezclaron en vortex y se
incubaron 5 min a temperatura ambiente.

Se agregaron 200 ul de solucidn Il, se mezclaron por inversion e incubaron en
hielo durante 5 min.

Se adicionaron 200 ul de solucion Il se mezclaron e incubaron en hielo 10 min
para después centrifugarse 10 000 X g 10 min 4°C.

Los sobrenadantes fueron transferidos a tubos nuevos, a los que se incorporaron
0.6 volumenes de isopropanol puro, para luego mezclarse por inversion e incubarse 10
min a temperatura ambiente.

Las muestras fueron centrifugadas 10 000 X g 20 min 4°C. y los sobrenadantes
fueron descartados con micropipeta.

A los sedimentos se les afadieron 500 pl de etanol al 70%, se mezclaron con
vortex y se centrifugaron 10 000 X g 10 min 4°C.

Los sobrenadantes fueron descartados y las pastillas con el DNA se dejaron
secar en incubadora a 37°C. Una vez secos, se disolvieron en 30 a 50 ul de cocktail de
RNAsa (20 pg/ml).

La migracion de los plasmidos se observo en geles de agarosa al 0.8%, para

luego determinar la presencia del inserto mediante PCR.
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8.5.8 Confirmacion mediante PCR de la presencia de GABA pl en el DNA

plasmidico.

El DNA plasmidico de aquellas muestras que tuvieron una migracion diferencial
respecto del control negativo en la electroforesis, fueron utilizadas para realizar PCR y
asegurar que contenian el fragmento esperado. Para ello, las muestras se diluyeron
1:50 y se incluyeron 3 pl del mismo en cada mezcla de reactivos. La mezcla de
reactivos es la especificada en la Tabla 6 solamente se ajustd la cantidad de agua, de
tal forma que el volumen final fuera de 25 pl. Los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion de los productos, fueron los respectivos, de acuerdo a los utilizados en el
primer paso de la estrategia para secuenciar (Tabla 15). Los ciclos para amplificar

ambos fragmentos, 1y 2, variaron incrementandose de 25 a 30 (Tablas 16 y 17).

8.5.9. Secuenciacion del DNA amplificado a partir de las clonas virales y del

plasmido pGEM®-T Easy.

Las clonas que contenian el inserto y el plasmido pPGEM®-T Easy, se enviaron a
secuenciar en el Laboratorio de Proteogenomica del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM. Se enviaron a secuenciar las clonas virales con los oligonucléotidos con los que
se amplificaron los Fragmentos 1 y 2. El plasmido pGEM®-T Easy, utilizado en el
proceso de recombinacion, también se envié a secuenciar, en este caso con los
oligonucledtidos M13 sentido y antisentido por ser secuencias contenidas en el mismo

plasmido y se encuentran flanqueando a la secuencia de GABA pl.
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9 RESULTADOS
9.1 Localizacion del sobrenadante adecuado para realizar las infecciones

9.1.1 Propagacion e infeccién de células Sf9.

Se propag6 la linea celular Sf9 obteniéndose células sanas, redondas y de un
tamafio homogéneo de aproximadamente 20 ym. Una vez que fueron infectadas, su
morfologia cambid, se observaron contornos irregulares e incremento en el diametro
celular (aproximadamente 10 ym mas de su tamafo habitual), lo cual se puede

evidenciar en la Figura 13.

Figura 13. Células Sf9. En la fotografia A se muestran células sanas, en la B se
observan células 72 h PI.

9.1.2 Confirmacion mediante PCR de la secuencia de GABA pl y regiones

flanqueantes.

Se realizaron extracciones de DNA viral a partir de los sobrenadantes
colectados, con la finalidad de determinar cudles eran los que contenian particulas
virales. Del tamizaje, sélo se logro obtener DNA viral de un sobrenadante; con el cual
se realizaron las infecciones posteriores colectando las muestras desde las 24 h PI. En
la Figura 14 A se puede observar un gel de agarosa con DNA de sobrenadantes
colectados desde las 24 hasta las 72 h Pl. Posteriormente, se realiz6 la PCR con el

DNA de las 72 h PI con los oligonucleétidos del promotor de polihedrina y el epitopo V5,
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obteniendo un producto de 1.6 kb. Con la misma muestra de DNA viral, en otra
reaccion, se realizé la PCR con oligonucledétidos de GABA pl generando un producto
de 1.4 kb. Ambos productos se muestran en la Figura 14 B.

25kb
2.4 kb
1.7 kb

1.2kb

14 A 14 B

Figura 14. Obtencion de DNA viral y productos de GABA pl y regiones
flanqueantes. En la Figura 14 A se observa en el carril M el marcador de peso
molecular Lambda Pst I; carril 1, DNA 24 h PI; carril 2 DNA, 48 h Pl y carril 3, DNA 72 h
Pl. En la Figura 14 B se encuentra en el carril M el marcador Lambda Pst I; carril N
control negativo; carril P el control positivo (pcDNA p1); carril 1, producto amplificado
con oligonucledtidos de polihedrina-V5 (1.6 kb); carril 2, producto amplificado con
oligonucleotidos de GABA pl (1.4 kb).

9.2 Experimentos con diferentes multiplicidades de infeccion (MOI) y horas PI

9.2.1 Obtencion del titulo viral del sobrenadante utilizado en las

infecciones.

Se contaron las placas generadas por las particulas virales (Figura 15) y se
realizaron los célculos pertinentes para obtener el titulo, el cual fue calculado en 2 x 10®
pfu/ml. A su vez, se determiné la MOI (nimero de particulas virales por célula en

pfu/cél) y la cantidad del inéculo requerido en experimentos de infeccion posteriores.
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Figura 15. Ensayo en placa. A caja con control negativo, B caja con dilucion
viral 103, C caja con dilucién viral 10, D con dilucién viral 10, E con dilucién viral 107

En la Figura 16 se muestran fotografias de las células visualizadas con
microscopio invertido. Estas células fueron infectadas con las diluciones 10° y 10°® en
las que se visualizaron mejor las placas. Las células que captan el rojo neutro son
células vivas que permiten el paso del colorante al interior de ella por un proceso de

difusién para luego acumularse en el interior de los lisosomas.
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Figura 16. Células en ensayo en placa en microscopio invertido. Se muestra
una placa de cada dilucién 10y 107, vistas con los objetivos 10X, 20X y 40X.

9.2.2 Confirmacion de la presencia de GABA p1 en el DNA viral extraido con

las diferentes MOI.

Se obtuvo DNA viral desde las 24 h hasta las 96 h Pl. En la Figura 17 se
muestra un ejemplo de extracciones de DNA a las 72 h PI con tres multiplicidades de
infeccion (2.8, 4 y 10 pfu/cél). Es preciso mencionar que en aquellos sobrenadantes de

células sin infectar no habia DNA viral.
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Figura 17. DNA viral de células Sf9 infectadas con baculovirus. En el carril M
se muestra el marcador GeneRuler Invitrogen ®; carriles 1-3 se muestran bandas de
DNA viral 72 h postinfeccion con distintas MOI; carril 1, 10 pfu/cél; carril 2, 4 pfu/cél;
carril 3, 2.8 pfu/cél.

Posteriormente se realizé la PCR de las muestras de DNA con tiempos
postinfeccion (24, 48, 72y 96 h) y MOI (2.8, 4 y 10 pfu/cél). En la Figura 18 se muestra
un ejemplo de la amplificacion de GABA p1, a partir de DNA viral, obtenido a las 72 h PI
con las diversas multiplicidades de infeccion.

1 23 P NM

_1.7kb
—1.1kb

Figura 18. Amplificacion de productos de PCR con oligonucleétidos de
GABA pl alas 72 h Pl y con las diferentes MOI (1.4 kb). En el carril M se muestra el
marcador Lambda Pst I; carril N control negativo; carril P el control positivo; carril 1, 10
pfu/cél; carril 2, 4 pfu/cél; carril 3, 2.8 pfu/cél.

Estos resultados permitieron concluir que el baculovirus aislado porta el DNA de GABA
pl.

9.2.3 Confirmacion de la transcripcion de GABA p1.

Las extracciones de RNA fueron homogéneas entre las diferentes multiplicidades
de infeccion, solo vario respecto al tiempo de colecta (a mayor tiempo, mayor intensidad
en las bandas). La muestra se tomé con base en un conteo de 1 x 10° células vivas
(Figura 19).
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Figura 19. RNA total de muestras con 72 h postinfeccion. En el carril M se
muestra el marcador Lambda Pst I; carril 1, 10 pfu/cél; carril 2, 4 pfu/cél; carril 3, 2.8
pfu/cél.

Se realiz6 la transcripcion reversa a partir del RNA total como molde,
posteriormente se llevo a cabo la PCR, en la cual, se utilizaron oligonucleotidos que
permitieron la amplificacion de GABA pl (1.4Kb). Los transcritos se localizaron desde
las 24 h hasta las 96 h Pl y en todas las MOI. Como ejemplo de lo anterior, en la Figura
20 se muestra un gel de agarosa al 0.8 % que contiene muestras 72 h Pl con las
diferentes MOI. Cabe mencionar que para el control negativo se utilizo cDNA de células

sin infectar.

1 2 3 N P M
1 1.7
1.2
Figura 20. Transcritos de GABA pl. El carril M contiene el marcador Lambda

Pst I; carril N control negativo (células sin infectar); carril P control positivo (pcDNA p1l);
carril 1, 10 pfu/cél; carril 2, 4 pfu/cél; carril 3, 2.8 pfu/cél.

9.2.4 Registro de ovocitos inyectados con RNA o membranas.

Se realizé el registro de los ovocitos inyectados con RNA y membranas de
células Sf9 infectadas en ambos casos con una n=2 sin obtenerse corrientes al estar en
contacto con GABA. Con ello se podia inducir que la GABA pl posiblemente no
estuviera en la membrana plasmatica, por lo que se recurrié a la inmunolocalizacién de

la proteina.
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9.2.5 Inmunolocalizacion de la proteina GABA pl en las membranas de las

células Sf9 infectadas.

9.2.5.1 Expresion de GABA p1-GFP en células HEK 293.

Se transfectaron células HEK 293 con el plasmido pcDNA pl GFP (Martinez-
Torres y Miledi 2001), de esta forma, se contd con un control positivo para los ensayos
de Western blot. Dado que GFP estaba contenida en el plasmido de transfeccion, fue
posible hacer un calculo aproximado de la eficiencia del procedimiento en 40%. Cabe
hacer mencién que los cultivos fueron observados 48 h post-transfeccion como se

muestran en la Figura 21.

50pm

50pm

Figura 21. Células HEK transfectadas. Los cuatro campos muestran ceélulas
observadas en el microscopio de epifluorescencia con un objetivo 40X. A son células
visualizadas en campo claro y B son células que corresponden al mismo campo de
células bajo la incidencia de luz ultravioleta; las cuales fungen como control negativo. C
y D es el mismo campo de células transfectadas; en C se observan en campo claro y en
D bajo luz ultravioleta y en campo oscuro. Escala 50 p.

9.2.5.2 Visualizacion de las proteinas de membrana en gel desnaturalizante
e inmunolocalizacion de GABA pl mediante Western blot.
Una vez asegurada la presencia del DNA de GABA pl en la particula viral y

ademas de haber identificado los transcritos de GABA pl en las células infectadas, se
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procedié a aislar las membranas plasméaticas por ultracentrifugacion. Se realizé la
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 % con una MOI de 4 pfu/cél en las
diferentes horas postinfeccion; sin observarse alguna banda de forma predominante. A
cada carril le correspondié un volumen de 15 ul de membranas en un volumen total de
100 pl que provenian de suspensiones de 10’ y 10° células Sf9 y HEK 293,
respectivamente (Figura 22 A).

Por otra parte, para la inmunolocalizacion de GABA pl mediante Western blot en
membranas de células Sf9 infectadas se utilizaron tres anticuerpos primarios en
ensayos independientes:

Anticuerpo primario anti-pl C-20. Estos experimentos con una n=4
evidenciaron la expresion del control positivo entre los pesos de 64 y 82 kDa. Las
demas bandas en la membrana de nitrocelulosa se consideran inespecificas; mientras
que en los carriles correspondientes a las membranas de células Sf9, no se pudo ubicar
ninguna banda correspondiente a GABA pl.

Anticuerpo primario anti-Histidinas. En dicho Western blot se obtuvieron
sefales inespecificas en gran parte de la membrana, lo cual impidi6 tener certeza para
localizar la banda correspondiente a GABA pl. Este experimento contd con una n=5.

Anticuerpo primario anti-p1 N-19. Estos ensayos cuentan con una n=2 y se
muestra un ejemplo de ellos en la Figura 22 B. En ella se puede observar la expresion
del control positivo en el carril 8, el cual presenté la banda correspondiente a la proteina
GABA pl (47 kDa) en unién con GFP (30 kDa), la cual se encuentra por arriba de la
banda de 64 kDa. Las demas bandas son consideradas como inespecificas.

Con ninguno de los ensayos de Western blot fue posible inmunolocalizar a la
proteina GABA p1, ni siquiera en el extracto completo de células Sf9 infectadas.
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Figura 22. Gel de poliacrilamida al 12% (Figura 22 A) y Western blot con
anticuerpo primario dirigido contra GABA-p1 N-19 (Figura 22 B). En ambas figuras
el carril M es el marcador BenchMarker™ Prestained Invitrogen ®. Carriles 1 al 6
corresponden a muestras de células Sf9, mientras que los carriles 7 y 8 contienen
muestras de células HEK 293. Carril 1, membranas 96 h PI; carril 2, membranas 72 h
Pl; carril 3, membranas 48 h PI; carril 4, membranas 24 h PI; carril 5, membranas de
células Sf9 sin infectar; carril 6, extracto completo de Sf9 infectadas; carril 7,
membranas de células HEK 293 sin transfectar; carril 8, membranas de células HEK
293 transfectadas.

9.3 Verificacion de la secuencia del DNA viral.

9.3.1 Determinacion de la presencia de GABA pl en las clonas

seleccionadas.

Dado que no se localizaba a GABA pl mediante Western blot y tampoco se
tenian corrientes en el registro electrofisioldgico, se envid a secuenciar una muestra de
DNA viral con una poblacién heterogénea de particulas virales; sin obtener una
secuencia legible. Por tal razén se realizé el ensayo en placa y se seleccionaron clonas
independientes. En este ensayo se eligieron 34 clonas; con las que se infectaron
cultivos celulares durante 24 a 120 h Pl y los sobrenadantes fueron utilizados para
extraer de DNA viral. En la Figura 24, se muestran 9 de las 24 muestras de las que se
extrajo DNA viral; es decir, 10 de las 34 clonas seleccionadas no contenian particulas

virales.
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Figura 24. DNA viral de células Sf9 infectadas con baculovirus. En el carril M
se muestra el marcador GeneRuler Invitrogen ®; carriles 1-9 se muestran bandas de
DNA viral 24 a 120 h PI postinfeccion.

Se realiz6 la PCR con oligonucleotidos para amplificar GABA pl en las 24
muestras que presentaron DNA viral, de las cuales, s6lo 10 amplificaron los productos
correspondientes a GABA pl completo. En la Figura 25 se presentan dos geles de
agarosa al 1% en los que se observan 5 de los 10 productos de PCR que amplificaron
GABA pl (1.4 kb). La figura sefialada hace evidente que no todas las clonas virales

contienen el inserto de GABA p1.

M NP 1 23 4 5 6 M N P 7 8 9 10 11 12

Figura 25. Determinacion de la presencia de GABA pl mediante PCR. Los
carriles M muestran el marcador GeneRuler Invitrogen ®; el carril N el control negativo,
el carril P el control positivo; carriles 5, 6, 8, 10, 11 son muestras que provienen de
clonas virales que contienen la secuencia de GABA pl; mientras que los carriles 1-4, 7,
9, 12 fueron clonas que no continuaron en el proceso de seleccién debido a que no
contenian el inserto.

9.3.2 Determinacion de la presencia de los Fragmentos 1y 2.

El Fragmento 1 se encuentra ubicado rio arriba del inserto de GABA pl y se
encuentra esquematizado en la Figura 11, ubicada en la secciébn de Materiales y
Métodos. En la Figura 26 se observan 9 de 11 productos amplificados

correspondientes al Fragmento P1.
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Figura 26. Fragmento 1. En el carril M se muestra el marcador GeneRuler
Invitrogen ®; en el carril N el control negativo, en el carril P el control positivo y en el
carril 1-8 y 10 se ubican los productos de 519 pb que abarcan una regién de inicio de la
transcripcion viral, parte del promotor de polihedrina, un sitio de recombinacion y un
segmento de la region 5’ de GABA pl.

El Fragmento 2 se encuentra ubicado rio abajo del inserto de GABA pl y esta
esquematizado en la Figura 12 ubicada en la seccion de Materiales y métodos. En la
Figura 27 se observan 10 de 11 productos amplificados correspondientes al Fragmento
2.

M N P 8 9 10 11 12
M N P 1 2 3 4 5 6 7
308pB
34888

Figura 27. Fragmento 2. . En el carril M se muestra el marcador GeneRuler
Invitrogen ®; en el carril N el control negativo, carril P el control positivo y en los carriles
1-8, 10 y 11 se ubica el producto de 383 pb hacia la regiéon 3' de GABA p1l, el cual
abarca: un sitio de recombinacion, el epitopo V5, la etiqueta de seis histidinas, el codon
de paro y parte de la secuencia nucleotidica del baculovirus.

9.3.3 Verificacion de la ligacion de GABA pl en pGEM®-T Easy

Los productos correspondientes a los Fragmentos 1 y 2, amplificados mediante
PCR, fueron purificados a partir de geles de agarosa al 0.8%. EI DNA fue ligado en el
vector pGEM®-T Easy para después transformar bacterias XL1-Blue y resembrar las
colonias seleccionadas (colonias blancas). Posteriormente se purific6 el DNA

plasmidico en preparacién de pequefia escala y se realizé electroforesis en geles de
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agarosa al 0.8% para reconocer las clonas que contenian el inserto, como se observa
en la Figura 28. Con este ensayo se determiné una migracion diferencial entre el
control negativo (pGEM®-T Easy sin ligar), y las clonas que contenian el inserto, ya que

estas ultimas migraron una menor distancia debido al incremento en su peso molecular.

Figura 28. pGEM®-T Easy ligado con el Fragmento 1. En el carril N se
muestra el DNA plasmidico de pGEMT-Easy sin fragmento ligado; carril P muestra el
control positivo del kit y en los carriles 1 al 7 se encuentran las muestras de DNA
plasmidico que se ligaron con los productos de PCR, en este caso con los del
fragmento 1.

Las clonas que presentaron una migracion diferencial respecto del control
negativo, se sometieron a PCR para asegurar que se debia al inserto de interés. Los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los productos, fueron los
correspondientes para amplificar el Fragmento 1 (gel de la izquierda) y del Fragmento 2

(gel de la derecha) mostrados en la Figura 29.
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ooCT
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Figura 29. Fragmento 1 y 2 amplificados a partir de las clonas. En los carriles
M se observa el marcador de peso molecular Gene Ruler Invitrogen ®, carriles N control
negativo, carriles P control positivo y carriles del 1 al 7 contienen los productos de 519 y
383 pb respectivamente.

9.3.4 Secuenciacion de DNA y del plasmido pGEM®-T Easy.
Las muestras que se enviaron a secuenciar fueron en total 11 productos de PCR
provenientes del DNA de las clonas virales seleccionadas. En todas las secuencias se

localizé una delecion de una adenina en el segundo coddn de la secuencia traducible
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de GABA pl (Figura 30). Se revisaron los electroforetogramas correspondientes, los
cuales, mostraron la misma delecién y la ausencia del pico que debiese corresponder al
deoxinucledtido de adenosina ubicado en el segundo codén de GABA pl (Figura 30).
Ya que los hallazgos de la delecion eran reiterados en las clonas virales, se opté por
secuenciar el plasmido que se utilizé para la recombinacion, pENTR/D-TOPO pl. El
resultado fue el mismo, la ausencia del deoxinucle6tido de adenosina en el segundo

codon.

S. TEORICA ATG AGA TTT GGC ATC TTT CTT TT
S. PROTEOGENOMICA CCGCGGCCGCCCCCTTCACC ATG AG* TTT GGC ATC TTT CTT TT

120 130 140 150
CCCCTTCACCATGAGTTTGGCATCTTTCTTTTGTG

i

Figura 30. Secuencia y electroforetograma de pGEM®-T Easy. Secuencia
tedrica de GABA pl comparada con la secuencia obtenida, en la que se muestra la
delecién del deoxinucledtido de adenosina marcado con un asterisco. En el
electroforetograma se indica con flechas, el lugar que debié ocupar el deoxinucledtido.
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10 DISCUSION

Las células Sf9 propagaron eficientemente el baculovirus que porta el DNA de
GABA pl; ademas, fue posible identificar los transcritos correspondientes. Sin embargo,
la proteina no fue detectada en ensayos de Western blot, ni se obtuvieron corrientes
generadas por GABA después de inyectar el mMRNA o membranas de células Sf9
infectadas con el Baculovirus/GABA pl en ovocitos de X. laevis debido a que, segun los
resultados de la secuenciacién, se comprob6 que tanto el virus como el plasmido con el
que se origind la construccion Baculovirus/GABA pl, portan una mutacion en el
segundo codon de la secuencia de GABA pl. La naturaleza de la mutacion consiste en
la delecion del deoxinucle6tido de adenosina, la cual desfasa la lectura del gen,
presentando como consecuencia resultados negativos al tratar de inmunolocalizarla y
de expresarla en el sistema heterélogo en ovocitos de X. laevis.

La delecion puntual es la causa directa de que el receptor GABA pl no fuese
generada, a pesar de la eficiencia de propagacion del virus y de un adecuado proceso
de transcripcion. Sin embargo, estos resultados permiten mantener en pie la
perspectiva de utilizar el sistema Baculovirus/células Sf9 para expresar a GABA pl de

manera funcional.

11 CONCLUSIONES
1) El baculovirus que porta el DNA de GABA p1 se propago eficientemente.
2) La transcripcion de GABA pl se llevo a cabo en células Sf9 infectadas.
3) Una mutacion puntual en el segundo codén de GABA pl desfasa el marco de
lectura del gen.
4) Los resultados presentados, no permiten concluir si el sistema es apto o no para

la produccion de GABA p1.

12 PERSPECTIVAS
Con base en las conclusiones expuestas previamente, se plantea que los
procedimientos expuestos en el presente trabajo, podran ser reproducidos con la
utilizacién de una clona que contenga la secuencia de GABA pl, de tal forma que

permita la expresion en fase de lectura de la proteina.
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16 APENDICE DE SOLUCIONES DE TRABAJO

1 Extraccion de RNA
Solucion D
4M Tiocianato de guanidinio
25mM Citrato de sodio
0.5% Lauril sarcosil sodio
0.1 M B- Mercaptoetanol

2 Transformacién de bacterias

LB solido
10 g Triptona

5 g Extracto de levadura
10 g Cloruro de sodio (NaCl)
15 g Bacto agar

Disolver en 1L de agua y esterilizar en autoclave.

Preparacion de placas con LB y ampicilina

Una vez esterilizado el medio, dejar enfriar un poco y agregar 1 ml de ampicilina
50 mg/ml.

Llenar las cajas en ambiente estéril y dejar polimerizar.

Almacenar en refrigeracion.

LB Liquido
10 g Triptona

5 g Extracto de levadura
10 g NaCl

Disolver en 1L de agua y esterilizar en autoclave.
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3 Preparaciones de DNA a escala pequefia

Solucion de RNAsa
10 pl de RNAsa (20 mg/ml)
990 ul agua bidestilada.

Solucion alcalina |

50 mM Glucosa

25 mM Tris — &cido clorhidrico (Tris-HCI) pH 8
10 mM Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

Esterilizar en autoclave y almacenar a 4°C.

Solucioén alcalina ll
0.2 N Hidréxido de sodio (NaOH) de stock 10 N

1% (peso/volumen) Dodecil sulfato de sodio (SDS).

Solucioén alcalina lll

60 ml de Acetato de Potasio 5 M
11.5 ml Acido acético glacial
28.5 Agua bidestilada
Conservar a 4°C.

4 Aislamiento de membranas

Amortiguador de glicina5 mM

5 mM Gilicina

150 mM NacCl

50 mM Acido etilen glicol tetracético (EGTA)
50 mM EDTA

300 mM Sacarosa
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20 ul de inhibidor de proteasas (Proteasa inhibitor cocktail Sigma ®) por cada 2ml de
amortiguador de glicina utilizado.
Ajustar pH a 9.0 con NaOH

Amortiguador de glicina 200 mM

200 mM Glicina

150 mM NacCl

50 mM EGTA

50 mM EDTA

300 mM Sacarosa

20 pul de inhibidor de proteasas por cada 2ml de amortiguador
Ajustar pH a 9.0 con NaOH

5 Electroforesis de proteinas y Western blot

Amortiguador de bloqueo
1x TBS
0.1% Tween 20

5X Animal Free Blocker Vector Laboratories®

Amortiguador de carga 1x
0.6 ml 1M Tris pH 6.8

5ml 50% Glicerol

2ml 10% SDS

0.5 ml 2-Mercaptoetanol
0.9 ml Agua desionizada

1 ml Azul de bromofenol

Conservar a -20°C

Amortiguador de lavado TBS/T
1x TBS
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0.1% Tween 20

Amortiguador para electroforesis 10x
30 g de Tris

144 g de Glicina

10 g de SDS

Aforar a 1L

Azul de bromofenol 1%
100 mg de Azul de bromofenol

10 ml Agua desionizada

Azul de coomassie
100 ml Solucién metanol: acido acético
0.25 g de Azul de coomassie R 250

Glicerol 50%
50 ml de Glicerol puro

50 ml Agua desionizada

Persulfato de amonio 10%
0.5 g Persulfato de amonio

5 ml Agua desionizada

SDS 10%
10g SDS

100 ml Agua desionizada
Solucién de metanol: acido acético (solucién de destefido)

500 ml Metanol

100 ml Acido acético glacial
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400 ml Agua desionizada

Solucién de poliacrilamida

30% Acrilamida y 0.8% de Bisacrilamida
29.2 g Acrilamida

0.8 g Bisacrilamida

Aforar a 100 ml de agua desionizada.

Tris HCI (Ph 8.8) 2M 100 ml.

24.2g de Tris

50 ml de Agua desionizada

Ajustar pH a 8.8 con HCl y aforar a 100 ml con agua desionizada

Tris HCI (Ph 6.8) 1M 100 ml.
12.1 g de Tris
50 ml de Agua desionizada

Ajustar pH a 6.8 con HCl y aforar a 100 ml con agua desionizada

TBS (Tris buffered saline) 10x

24.2 g de Tris base

80 g de NaCl

Ajustar pH a 7.6 con HCl y aforar a 1L

6 Inyeccion de membranas de células Sf9 y RNA en ovocitos de X. laevis

Medio Barth

88 mM NaCl

1 mM Cloruro de potasio (KCI)

0.33 mM Nitrato de calcio (Ca(NO3),)
0.41 mM Cloruro de calcio (CaCly)
0.82 mM Sulfato de magnesio (MgSQO,)
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2.4 mM Bicarbonato de sodio (NaHCOs3)
5 mM Hepes

0.1 mg/ml de sulfato de gentamicina
Ajustar a pH de 7.4

Solucién Ringer
115 mM NacCl

2 mM KCI

1.8 mM CacCl,

5 mM Hepes
Ajustar a pH de 7.4
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