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1. RESUMEN

La fiebre hemorragica por dengue es una enfermedad que principalmente afecta a paises
en desarrollo ubicados en zonas tropicales donde produce un impacto importante en
salud publica. Situacion acentuada en recientes décadas debido a la cocirculacion de los
4 diferentes serotipos en una misma region, asi como un aumento en el desarrollo de la
fiebre hemorragica por dengue, forma potencialmente fatal de esta enfermedad. Por lo
tanto el estudio del dengue y su monitoreo es de primordial interés para los organismos
de salud internacional. Se conocen parcialmente los mecanismos de patogénesis y del
papel de las proteinas virales para la exitosa infeccion por el virus; sin embargo aun no
se ha aclarado completamente la funcion de la proteina no estructural 1 (NS1). Algunos
de los ensayos necesarios para ahondar en el conocimiento de la funcion de la proteina
NS1 requieren su obtencion y purificacion en forma nativa, para asegurar la
preservacion de su funcion biologica. La investigacion experimental llevada a cabo en
este proyecto tiene como objetivo la obtencion de la proteina NS1 de dengue 2 en forma
recombinante en condiciones nativas. El gen completo de la proteina NS1 de dengue
serotipo 2 se clond y posteriormente se expresd en un sistema procarionte bacteriano
(Escherichia coli), obteniendo de tal manera una proteina recombinante no glicosilada
fusionada en su extremo amino terminal a una bandera de 6 residuos de histidina. La
identidad de la proteina asi como sus niveles de expresion se verificaron por ensayos de
western blot utilizando anticuerpos especificos contra la proteina NS1 y contra la
bandera de histidinas. Al modificar las condiciones estresantes frecuentemente
utilizadas en los métodos de inducciones a gran escala y optar por una induccion a 16°C
con 0,5 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido) se obtuvo la proteina
recombinante en la fraccion soluble de lisados bacterianos inducidos. La proteina se
semipurificé por cromatografia de afinidad, utilizando una columna con matriz de
niquel (Ni-NTA). La proteina NS1 recombinante semipurificada sera utilizada para la

obtencion de suero hiperinmune en ratones y la realizacion de ensayos bioldgicos.



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Generalidades de la Fiebre por Dengue

Entre las enfermedades producidas por virus, que afectan al ser humano, son de destacar
las fiebres hemorragicas virales (FHV), en las que se ha centrado la atencién desde hace
décadas principalmente por los indices de mortalidad. Su incidencia impacta en la

economia de los paises afectados, e implica un constante monitoreo 2.

Los virus responsables de producir fiebres hemorrégicas pertenecen a 4 familias distintas:
Arenaviridae, F iloviridae, B unyaviridae,y Flaviviridae. Entre las caracteristicas que
comparten los miembros de estas familias esta el poseer un material genético de ARN (acido
ribonucleico), cubierta o envoltura embebida en una capa lipidica, y la dependencia de
sobrevivir en la naturaleza a traves de algunos animales (reservorios naturales). ElI humano
contrae las infecciones por contacto con el hospedero natural. Y con pocas excepciones no

existe cura o una vacuna efectiva para las enfermedades que estos producen ©©.

Las FHV se caracterizan por provocar un sindrome multisistémico que incluye alteracion
en la homeostasis vascular, y cuyos sintomas frecuentemente se acompafian de
manifestaciones de tipo hemorragico. Dentro de este grupo de virus solo unos cuantos
producen formas poco severas no fatales. El virus Dengue (DENYV) forma parte de estas
excepciones al generar una fiebre autolimitada, (Fiebre Clasica por Dengue o Fiebre por
Dengue) que en ocasiones evoluciona a una forma severa con caracteristicas
hemorragicas (Fiebre Hemorragica por Dengue) que al prolongarse evoluciona hacia un
choque vascular mortal (Sindrome de Choque por Dengue Hemorréagico) .

Los reportes indican que aproximadamente de 50 a 100 millones de personas anualmente
adquieren la infeccion por dengue, y que entre 200,000 a 500,000 desarrollan la forma
severa con caracteristica hemorragica, en la que el indice de mortalidad puede ser hasta
de 5% para personas menores de 15 afios. Los registros indican que en mas de 100 paises
ubicados en areas tropicales y subtropicales, el agente causal de esta enfermedad el virus
dengue (DENV) es endémico (Fig.1), constante presencia que implica un riesgo de
infeccion para 2.5 billones de personas. Esta alta incidencia en paises en desarrollo,
donde tiene una amplia distribucion, la convierte en una de las principales
preocupaciones de salud publica mundial ante las insuficientes medidas de prevencion y

tratamiento médico. Y es que en recientes decadas la variacion en las condiciones



biocliméticas ha afectado negativamente el esfuerzo sobre el control del vector, viéndose
rebasadas las medidas previstas. Asi se ha propiciado la proliferacion de los mosquitos
vectores (dedes aegypti y Aedes aldopictus) y por ende la permanencia y co-circulacion

de los diversos serotipos .

Fig.1 Distribucion geografica de la enfermedad por virus dengue durante los afios 1995-2005. En paises como
Brasil donde cocirculan varios serotipos mas de 100,000 mil casos de fiebre por dengue y dengue hemorragico son
reportados anualmente. Dada su distribucion se considera que el virus dengue es endémico en la mayoria de las areas
tropicales y subtropicales del mundo ¢ 120120,

Este reto ha requerido la capacidad de disefiar y desarrollar adecuados sistemas de
diagnostico, tratamiento y elaboracion de vacunas. Ello implica conocer los mecanismos
de infeccion, siendo indispensable el conocimiento del agente viral. EI producto de la
investigacion en varios sistemas experimentales ha revelado detalles tanto de la
estructura como de las interacciones del virus con los organismos hospederos, lo cual ha

permitido conocer aspectos de la biologia y de la patogénesis del virus dengue ©.

2.2 El virus dengue (DENV)

El DENV es un virus envuelto perteneciente a la familia Flaviviridae y al género
Flavivirus. Este género destaca por que dentro de €l se han clasificado otros patdégenos
relevantes para el hombre, tales como el virus del Oeste del Nilo (WNV), el virus de la
Fiebre Amarilla y el virus de la Encefalitis Japonesa. En los diferentes brotes
documentados de Fiebre Dengue se ha reconocido la existencia de cuatro serotipos
(DENV-1, D ENV-2, D ENV-3 y DENV-4), dato relevante ya que se ha asociado la



infeccion secundaria por diferentes serotipos con riesgo aumentado del desarrollo de la

forma hemorragica ™?.

Estudios de cristalografia de rayos X y microscopia de fuerza atbmica mostraron que durante
el ciclo de infeccion, DENV presenta basicamente dos formas estructurales: la particula viral
inmadura y la particula viral madura (Fig.2). En esta transicion las proteinas cambian de
conformacion espacial dependiendo de las condiciones a que se veran sometidas durante los
procesos de entrada y salida. La particula viral inmadura de apariencia rugosa (600 A de
diametro), esta conformada por el genoma viral de ARN contenido en una nucleocépside (300
A de diametro) de proteina C rodeada por una bicapa lipidica derivada del reticulo
endoplédsmico (RE), donde se encuentran embebidas las proteinas prM (pre-Membrana) y E
(Envoltura) que forman una cubierta en la que se proyectan al exterior 60 espiculas, cada una

de las cuales comprende heterodimeros de trimeros de ambas protefnas ™.

a) b)
Maduracion
Proteina E —
Dominio |
Dominio |1
Dominio |11 >

Inmaduro Maduro

prM
C) Proteina E
Tallo
E
Dimero
Dominio 1> E
7
Dominiol 7
Dominio 1l Proteina M
Nucleocapside inids
Protefna C Membrana lipidica

Fig.2. Virion de d engue formainmaduray madura. a) Particula inmadura con 60 espiculas formadas por
proteinas que sobresalen de la superficie y por tres dimeros paralelos de proteina E, conformada por un dominio I,
dominio 1l y dominio 11, y el péptido de fusion. b) En la forma madura de superficie aparentemente lisa, un escudo
de proteina E en simetria icosaédrica rodea la membrana. ¢) Del lado izquierdo de la esfera que representa al virion,
se observa la distribucion de la proteina E antes del corte de prM , mientras que del lado derecho después del corte
los homodimeros de E adquieren un acomodo que los expone mas a la superficie externa 119,



Durante la maduracién, las proteinas de la membrana (prM) son cortadas permitiendo asi
el rearreglo de la proteina E en homodimeros alineados en 30 “aglomerados”, cada uno
de los cuales contiene 3 dimeros antiparalelos acomodados en simetria icosaédrica
(organizados en un patron entramado). En esta redistribucion el virion adquiere una
apariencia mas lisa, en donde predomina la proteina E, optimizando asi la interaccion
con receptores que median la entrada y la fusion. En la particula inmadura la proteina E
estd cubierta por la proteina prM, protegiendo asi el péptido de fusién el cual es vital

para la invasion celular 22,

Elementos de ARN Proteinas virales
5°UTR Traduccion no canonical; C Cubre al ARNv
Sintesis de ARNv prM  Previene de la prematura fusion
cHP. Seleccién de codon de E Receptor de unién; fusion
iniciacién de traduccion; NS1 Sefal de transduccidn
viabilidad viral NS2B Cofactor de NS3; Serina proteasa
5°/ 3 UAR. Ciclizacion de ARNv; NS3  Helicasa;NTPasa; 5’ Trifosfatasa;
viabilidad viral serina proteasa
3°’UTR. Cap-Dependiente & NS4B Inhibicion de sefial de
5°UTR traduccion No-canonical; transduccion para INF
sintesis de ARNv NS5  ARNpolimerasa; 3’SL
VR. Traduccion; sintesis de ARNv metiltransferasa
DB1/ DB2. Traduccién; sintesis de ARNv 3UTR
3’SL. Traduccion; sintesis de ARNv

DB2  DBI
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. 5°CS
" NSI 2428 N3 4A4B  NSS —VR-- 3Cs
Procesamiento postraduccional Reticulo endoplismico
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= ® _Furina
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Fig.3. La estructura del genoma de virus dengue ARNv sentido positivo contiene una estructura tipo capucha en el
extremo 5°, y un solo marco de lectura abierta flanqueado por una regiones no traducidas en direccion 5’ y 3" (UTRs).
La estructura secundaria conservada de ARN en las UTRs y en la regiéon que codifica se determina para ciertas
funciones en varios estados del ciclo viral. La traduccion resulta en una poliproteina precursora que es cortada tanto por
sefiales del hospedero como por la proteasa viral, comenzando por el extremo amino terminal (corte postraduccional
por el hospedero en flechas blancas delgadas y negras, y por las proteasas virales en flechas blancas anchas) %4,

El genoma de DENV consiste de una cadena simple de ARN de sentido positivo (con
funcién de mensajero), cuya longitud es de aproximadamente 10,7 Kb. Utilizando la
maquinaria del hospedero codifica un solo polipéptido de 3400 aminoacidos que al ser
co- y postraduccionalmente procesado por las proteasas celulares y la serina proteasa
viral da como resultado las proteinas estructurales C (capside), prM (membrana) y E

(envoltura). Posteriormente se procesan las proteinas no estructurales (NS); NS1, NS2A,



NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 que no forman parte del virion, pero se ha descrito son
importantes en el proceso de replicacion del virus (Fig.3). Similar a un ARN mensajero
(ARNmM) celular, este genoma, contiene una estructura de Capucha 1-7 metil-guanosina
tipo 1 en sentido 57, una region no traducida 5" (UTR), un marco de lectura abierto, y
una region no traducida 3" (UTR), pero a diferencia de todos los mensajeros celulares, este

no es poliadenilado ®¥.

Una vez dentro de la célula, el genoma viral primero debe iniciar con la traduccion y
replicacion de la hebra positiva del virus en el reticulo endoplasmico. A partir de la hebra
positiva de ARN se copia una hebra negativa, o intermediario de replicacion para
producir mas copias de sentido positivo que actuardn como mensajeros para la
traduccion de nuevas proteinas virales 0 como moldes para nuevas cadenas negativas, y
cuando estén presentes los elementos y condiciones requeridos, algunas se encapsidaran

dentro del virién como genoma (Fig.4) ®°.
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Fig.4. El virién de dengue se une a la superficie celular hospedera (macréfago) y entra por endocitosis mediada
por receptor o por fusién directa con la membrana. En la endocitosis se involucran un receptor de baja afinidad (Ejem.
DC-SIGN) que realiza la captura en la superficie, y otro de alta afinidad que media la internalizacién. Dentro del
endosoma el cambio conformacional de las proteinas de envoltura se da cuando el ambiente dentro de este se ha
acidificado, en ese momento se fusionan las membranas del virién y del endosoma formando un poro por donde
escapa el ARN viral (ARNv). En el citoplasma el ARNv (+) es traducido en una poliproteina que al ser co- y post-
traduccionalmente procesada, por proteasas hospederas y virales, da como resultado 3 proteinas estructurales y 7
proteinas no estructurales. En tanto la replicacion genomica ocurre en membranas intracelulares. El ensamblado viral
ocurre en la superficie del (reticulo endoplasmico) RE cuando las proteinas estructurales y el recién sintetizado ARNv
brotan dentro del lumen del RE, y después son transportados por la red del Trans-golgi. Posterior al corte por la furina
proteasa del hospedero la forma madura del virién asi como particulas subvirales, son liberadas por exocitosis %,



La replicacion del virus dengue es optimizada por la presencia de algunas estructuras
secundarias y terciarias adoptadas por la interaccién entre secuencias de bases
nucleotidicas. Asi la interaccién entre los extremos 5UTR y 3'UTR dada por
complementariedad permite la circularizacion del genoma mientras que la presencia de
falsos nudos en formas de asa (stem-loop) juegan un rol importante en la sintesis del

ARN, principalmente para la hebra de sentido negativo ®©.

2.3 Proteinas estructurales y no estructurales del DENV

Aunque no se ha elucidado completamente el papel e interacciones de las proteinas
virales de DENV, algunos estudios han implicado a algunas de ellas en actividades mas
alla de la constitucién del virion, o de la sintesis del ARN viral y proteolisis, ya sea
interviniendo en la inhibicion de la produccién de interferén (IFN) mediado por sefiales

de transduccion, o en la organizacion de estructuras de membranas “7.

De las proteinas estructurales, la proteina prM protege a la proteina E previniendo

cualquier cambio prematuro que pudiera ser inducido por el pH al momento de ser
secretado el nuevo virion. Ademas se le ha atribuido una funcion de chaperona
colaborando en el apropiado plegamiento y ensamblado de la proteina de envoltura. La
proteina prM (165 aminoacidos, 26 kDa) es sintetizada en el lumen del reticulo
endoplasmico (RE) y junto con la proteina E, se halla integrada en la bicapa lipidica del
virién, por dos regiones transmembranales que rodean a la nucleocapside 1%

La union, entrada y fusion del virion a través de la membrana plasmatica de la célula

hospedero es mediada por la glicoproteina E (53 kDa). Esta comprende tres dominios y

un péptido de fusion tipo 11, el cual se encuentra inaccesible en la forma madura pero una
vez que la proteina E adquiere la conformacion trimeérica después de exponerse al pH
acido en los endosomas tardios, este es expuesto sobre la proteina. El patron de
glicosilacién de esta proteina, se ha asociado con el receptor de union y fusién
endosomal, pues es diferente dependiendo del serotipo y la célula en la que el virus es

propagado 29,

La nucleocéapside del virion esta conformada por multiples copias de homodimeros de la
proteina C (11 kDa), la cual a partir del lumen brota para formar, en conjunto con las
proteinas prM y E, la particula viral. Su localizacion y acumulacion en ndcleo durante

los primeros momentos de la infeccion podria facilitar el trafico de ARNm celulares



hacia fuera del nicleo y modular la funcion de proteinas nucleares (procesamiento de
ARNM, replicacién de ADN (acido desoxiribonucleico), regulacion de ciclo celular) para

favorecer una éptima replicacion viral +22.

La proteina NS1 producida por los flavivirus es una glicoproteina altamente conservada
de caracter parcialmente hidrofdébico, que parece ser esencial para la viabilidad del virus,
aunque no se ha establecido su actividad biologica. Se presume que NS1 participa en el
proceso de replicacion y que forma parte del complejo de replicacion viral, ya que por
estudios de microscopia electronica se ha visto que colocaliza con ARN de doble cadena.
Los dos sitios conservados N-glicosilados (N130 y N207) y 12 residuos variantes de
cisteina son requeridos para la replicacion viral en células de mosquito y para la
neurovirulencia en raton, ya que la completa ablacion de la glicosilacion resulta en virus

inestables genéticamente cuya progenie viral mutada presenta fenotipo alterado 327,

En principio sintetizada como un monomero, la proteina NS1 (50 a 45 kDa), es
dimerizada (80 kDa) en el lumen del reticulo endoplasmico (ER). Luego es modificada
postransduccionalmente y cortada co-traduccionalmente por la accion de sefiales
celulares para generar el extremo amino términal de la proteina, y en células de
mamifero posteriormente puede ser transportada a la superficie celular donde es liberada
en forma soluble como hexamero (240 kDa) al medio extracelular en asociacion con
microparticulas pero no con el virion. Alternativamente, la proteina NS1 permanece
anclada a la membrana plasmatica en forma dimérica por medio de una unién covalente
a glicosilfosfatidilinositol (GIP) ?* 2829,

Se ha sugerido que la proteina NS1 soluble (NS1s) podria activar vias especificas de
sefializacion que podrian sobreregular la expresion en la superficie celular de receptores
al virus, alterar la maquinaria proteolitica celular y prevenir la degradacion de particulas
virales, facilitando el proceso de fusion de las particulas de dengue con membranas

endosomales (?330-32),

La proteina NS2A (22 kDa) es una proteina hidrofobica poco caracterizada, que se

requiere para el apropiado procesamiento del extremo C-terminal de NS1. Se ha
hipotetizado que forma parte del complejo de replicacion ya que se une a NS3, NS5y a
la 3’"UTR, y posiblemente también este involucrada en el proceso de empaquetamiento y

morfogenesis viral, pues la mutacion de su residuo 190 resulta en viriones sin



nucleocapside. En menor medida junto con la proteina NS4A es capaz de bloquear la

sefial de transduccion que media la produccién de IFN €339,

En el procesamiento de la poliproteina viral la proteina NS2B de 14 kDa, es de gran

importancia, ya que interacciona con la proteina NS3 actuando como cofactor y
aumentador de la actividad serina proteasa de esta ultima. En su asociacion al complejo
proteasa y a la membrana de la célula infectada probablemente intervengan los tres
residuos hidrofébicos que flanquean NS2B, mientras que para la activacion del dominio
proteasa solo se requiere el dominio hidrofilico conservado, de tan solo 40 amino&cidos,

entre estas regiones 37,

Entre las proteinas virales de los flavivirus ampliamente caracterizada se encuentra la
proteina N S3 (70 KDa), la cual realiza una funcién de nucleosido trifosfatasa, helicasa
(requeridas en la sintesis del ARN viral) y 5’ trifosfatasa. Al unirse a NS2B se potencializa la
actividad de serina proteasa que realiza. Interactia con receptores nucleares de union a
proteina, los cuales modulan el tréfico intracelular entre el RE y el compartimento de
Golgi, lo que impacta en la distribucion celular induciendo la formacion de estructuras
membranosas, tipicamente observadas en la infeccion por flavivirus. Los epitopos de la
proteina NS3 son reconocidos y son comunmente encontrados en el repertorio de
Linfocitos T citotoxicos especificos contra el DENV, por lo que se cree podria estimular
la actividad de células T, CD4" y CD8" anti-dengue, con lo que podria contribuir con la
produccion de IFN-y , y del factor de necrosis tumoral-o. (TNF) y TNF-p 841,

De carécter hidrofébico la pequefia proteina NS4A (16 kDa) junto con la proteina NS1

se ha encontrado asociada a membranas de reticulo endoplasmico (derivado de
estructuras citoplasmaticas) que también contiene ARN de cadena doble y otras
proteinas virales lo que ha hecho suponer su participacion en el complejo de replicacion
viral asociado a membranas. En menor medida y en asociacién con las otras proteinas
virales tal como NS2A, bloquea la produccion de IFN mediado por sefiales de
transduccion. Dada la pobre caracterizacion que se tiene de esta proteina poco se sabe

sobre su funcién en el ciclo de replicacion viral ©* 4243),

La proteina NS4B (248 aminoacidos, 27 kDa) es una proteina que presenta un caracter

hidrofobico, reside principalmente en el citoplasma, originalmente concentrado en

reticulo endoplasmico, y con NS3 colocaliza junto con los intermediarios de replicacion



de ARN de doble cadena, por lo que podria formar parte del complejo de replicacion viral
y posiblemente participar en el mantenimiento del balance en la eficiente replicacién
entre vector y hospedero. Posee una gran capacidad para bloquear la produccion de IFN
mediado por sefiales de transduccion, y particularmente es un potente inhibidor de la
sefializacion de interferon beta (IFN-o/B) e interferon gamma (IFN-y), ademas se piensa
gue de manera indirecta por activacién de inhibidores celulares de las vias JAK/STAT,
especificamente evitando la fosforilacion de STAT-1 449,

La funcion de ARN-polimerasa viral dependiente de ARN y metiltransferasa es realizada
por la proteina NS5 (900 a 905 aminodcidos, 104 a 106 kDa). Como regiones
importantes presenta un dominio metiltransferasa amino terminal para la formacién de la
estructura de capucha en direccion 5° del genoma viral y la presencia de una secuencia
de localizacion nuclear que ademas actiia como sitio de asociacion con NS3 para formar
el complejo replicasa. Ademas esta proteina se ha reportado induce transcripciéon y

traduccion de interleucina-8 (IL-8) 647,

2.4 Patogénesis de la fiebre hemorragica por el DENV

La fiebre hemorragica por dengue y el sindrome de choque por dengue son comunmente
asociadas a una infeccidn secundaria con un serotipo diferente al de la primera infeccién
No obstante, casos de FHD/SCDH también ocurren por infeccion primaria y esto
depende principalmente del serotipo o del genotipo infectante, entre otros factores. Los
virus DEN-2 y DEN-3 son los que mas casos severos causan seguidos por el DEN-1 y
DEN-4. Sin embargo, el riesgo de epidemias de FHD también esta relacionado con
cambios en la dominancia de los serotipos del virus y con cambios en la carga inmune de

la poblacion “&49,

La severidad de la FHD/SCDH parece correlacionar principalmente con el aumento en
los niveles de citocinas IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, IFN-y, TNF- a y MCP-1
producidas por macréfagos (Fig.5) y posiblemente también por una expansion de
reaccion cruzada de baja- afinidad de células T, especificas para DENV, con lo que se
producen ademas citocinas vasoactivas ©°%2. A este fenémeno se le conoce como
“tormenta de citocinas”. Se ha encontrado que la concentracion en suero de la proteina
NS1s en muestras de pacientes infectados con DENV depende del serotipo viral y del
tiempo de infeccion del hospedero. Y ademas, se ha observado es més elevada en los
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casos de F HD que en los de FD durante los primeros 3 a 5 dias de la infeccion. Reportes
indican que los individuos con un nivel en suero de 500 a 600 ng/ml de NS1s
presentan riesgo aumentado de desarrollar FHD ®*3%,

Por demas el aumento en la concentracion de la proteina NS1s y del complejo del
complemento SC5b-9 correlacionarian con la severidad de la enfermedad al contribuir en
la activacion de la cascada del complemento dependiente de anticuerpos en los sitios de
pérdida vascular. Los anticuerpos anti-NS1 asociados con la produccion de oxido nitrico
pueden jugar un rol en la disrupcion de vasos endoteliales, efecto que contribuye con el

desarrollo de la vasculopatia ©¢>>".
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Fig. 5. Patogénesis de la infeccion por el DENV. Las células del linaje monocitico (dendriticas /macr6fagos); son
las primeras en contener la infeccion por DENV, producen varias citocinas y factores quimioatrayentes, entre los
cuales TNF-a y NO (oxido ftrico) se han asociado con la activacion de las células endoteliales lo cual podria
contribuir con el incremento en la permeabilidad vascular (medido por monitoreo de niveles de albimina en plasma).
El IFN-y producido por las células NKy T CD8" activa a los macréfagos asi como a las células T CD4", de esta
forma se da una retroalimentando en la activacion celular. Los altos niveles de DENV y NS1 que circulan como
complejos inmunes producen un efecto de reaccion cruzada, que se ha asociada al dafio en células endoteliales 9.

Adicionalmente se ha implicado a la proteina NS1 como un posible inductor de procesos
hemorragicos ya que se ha demostrado presentan alta homologia de dominios con
adhesinas e integrinas, (proteinas que interactian con elementos del citoesqueleto y del

complejo de uniones célula-célula). Por otro lado posee una habilidad para inducir IL-6
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activando las sefiales de aumento o disminucion de STAT-3f (transductores de sdial y

activadores de transcripcion) 9,

Al igual que la proteina E, la proteina NS1 provoca una fuerte respuesta inmunogénica,
por lo que se piensa que la produccion de anticuerpos anti-NS1 puede jugar un papel
importante contra la enfermedad. De hecho se ha observado que anticuerpos anti-NS1
protegen a ratones lactantes de los sintomas causados por la inoculacién con dengue. Sin
embargo, también se ha sugerido que anticuerpos anti-NS1 pueden causar la reduccion
de factores de coagulacion, dafio de células endoteliales y filtracion vascular
(predominantemente en cavidades pleural y peritoneal), ya que la formacion de
complejos inmunes de anti-NS1 y NS1s unido a células endoteliales, se ha propuesto

como un factor potencial en la patogénesis de FHD €69,

2.5 Diagnéstico en laboratorio de la Fiebre por Dengue

La confirmacion en laboratorio del diagnéstico clinico para dengue es fundamental ya
que provee informacion sobre los serotipos circulantes y su incidencia en la poblacion.
Convencionalmente para confirmar el diagndstico se requiere la realizacion de ensayos
de deteccion de anticuerpos especificos presentes en el suero, o también es necesaria la
realizacion del aislamiento del virus, sin embargo esto Ultimo requiere un tiempo

relativamente prolongado, lo cual no es conveniente ©2.

Entre los métodos de diagnostico mas recurrentemente utilizados estd disponible la
deteccion de ARN viral por la PCR transcriptasa inversa (RT-PCR) y también las
pruebas de serologia, tales como el enzimoinmunoensayo (ELISA) para IgG y para IgM
(MAC-ELISA). Entre las desventajas de los métodos mencionados anteriormente, en el
caso de la RT-PCR se encuentra el costo y la dificultad para su utilizacién rutinaria a
gran escala, en tanto que para los ensayos de deteccion de anticuerpos IgM  su presencia
se evidencia solo hasta el 4 y 5 dia de la enfermedad ©*%).

Para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico temprano las principales moléculas
proteinicas que han sido utilizadas esta la proteina de envoltura y la proteina NS1. Ya
que se ha reconocido la produccion de la proteina NS1 desde los primeros dias y durante

toda la infeccion por DENV se ha enfocado el uso de inmunoenzayos contra esta
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particula. Tal es su relevancia que los algoritmos para confirmar los casos sigue una serie

de ensayos en los que se incluye la deteccién de esta proteina viral (Fig. 6) ©%°7.

Infeccion por Dengue: Respuesta Inmune
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Fig. 6 Principales tipos de anticuerpos detectados durante la infeccién p or d engue virus. Durante la infeccion
primaria se detectan antigenos de la proteina NS1 (-) desde el dia 1 hasta el dia 9 post-infeccidn, estas particulas
circulan en el suero en niveles elevados hasta que los anticuerpos 1gG (- - -) son producidos. Los anticuerpos de la
clase IgM (—) son producidos 5 dias después de la aparicién de los primeros sintomas. La produccion de estos
anticuerpos se eleva entre las primeras 3 semanas y pueden persistir hasta por 60 dias post-infeccién y pueden ser
detectables hasta por seis meses. En tanto que los anticuerpos de memoria IgG aparecen a los 14 dias después de
iniciados los sintomas, para posteriormente permanecer en niveles basales. Durante la reinfeccion o infeccion
secundaria en los primeros dias se detectan antigenos de la proteina NS1. En tanto que los anticuerpos de clase IgM
son producidos hasta el dia 20 después de adquirida la infeccion, y son producidos por periodos de tiempo corto en
concentracion baja por lo que pueden ser indetectables. Rapidamente durante los primeros 2 dias se producen los
anticuerpos 1gG en cantidades mayores a la presente en la primera infeccion, persistiendo por 30 a 40 dias, para
después declinar a niveles basales 2.

2.6 Produccion de proteinas recombinantes

En los procesos de elaboracién de estuches de diagndstico y en el desarrollo de vacunas
se utilizan grandes cantidades de antigenos de proteina viral. Una solucién a este
requerimiento consiste en la produccion de proteinas por tecnologia recombinante, en la
que se manipula el ADN de la secuencia codificadora de la proteina de interés
insertandola en un vector (vehiculo molecular) que presenta promotores regulables y que
ademas le confiere alguna caracteristica que facilita su recuperacion. De esta forma se
pueden construir proteinas fusionadas en sus extremos (carboxiterminal o
aminoterminal) a una etiqueta de residuos de aminoacidos como histidina, que permiten
la purificacion por métodos de cromatografia aprovechando la afinidad que presentan

los residuos por una matriz especifica “¢°9. No obstante la calidad y rendimiento en el
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proceso de elaboracion mucho dependen de los sistemas de expresion utilizados asi

como de la naturaleza de la proteina a recuperar.

Los sistemas de expresion mas utilizados han sido las bacterias, levaduras, hongos
filamentosos y células animales, los cuales han sido explorados con el propdsito de
utilizarlos como bio-fabricas, aprovechando sus habilidades especificas de procesamiento
de proteinas. Los sistemas procariontes, tales como las bacterias, presentan varias ventajas
en la produccién de proteinas recombinantes debido a su facil manipulacién, minimos
costos de mantenimiento, y altos niveles de expresion con respecto a los sistemas
eucariontes. Las restricciones en el uso de estos sistemas estriban en la deficiencia de la

maquinaria celular para procesar postraduccionalmente (glicosilacion) las proteinas (*%.

La produccién de proteinas endogenas en las bacterias ha dependido del conocimiento de
los mecanismos de regulacion de la informacion genética contenida en el genoma
bacteriano circular y en los varios elementos extracromosoémicos (plasmidos, episomas).
De los plasmidos se sabe que pueden controlar la expresion de genes de resistencia a
antibioticos, produccion de toxinas y sintesis de estructuras. Al ser unidades discretas
con capacidad de replicacion auténoma, se han utilizado como vectores de clonacién de
genes (Fig.7), ya que dentro de su estructura se pueden incorporar secuencias ajenas a la
célula, cuya expresion puede ser dirigida por una serie de grupos de secuencias

reguladoras como promotores que permiten la regulacion de genes a nivel de la

transcripcion y traduccion (%79,
Promotor

(verde) Secuencia insertada (rojo)

Plasmido } Sitio de clonacién de genes (azul)
recombinante

Progenie celular

Célula transformada

Célula hospedera
(Escherichia coli)

Fig.7. Clonacién de secuencias de ADN en plasmidos. En general para clonar secuencias de genes los plasmidos y
la secuencia nucleotidica de interés deben cortarse con las mismas enzimas de restriccion para obtener extremos
complementarios. Posteriormente el fragmento de ADN es ligado dentro de la estructura del plasmido. Estos
plasmidos recombinados o hibridos son moléculas autoreplicables portadoras de genes (vectores) que al introducirse
en bacterias (transformacion) se replican y una copia es transferida durante la division celular. Finalmente miles de
copias del plasmido y el gen de interés son obtenidos al alcanzar la poblacién un nimero alto de células > ™.
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Un gen se expresa cuando se transcribe en ARN, y en general cuando se traduce en
proteinas. La mayoria de genes de una célula se expresan continuamente estando sujetos
a una expresién constitutiva, en tanto que los genes que solo se expresan bajo
determinadas condiciones presentan una expresion regulada. La transcripcion de un gen
es una de los primeros controles de la actividad de los genes y se encuentra determinada
por la interaccion de secuencias especificas entre el ADN y proteinas especificas, que se
unen a estas secuencias Ilamados centros reguladores, estimulando o reprimiendo la
expresion del gen 9,

Promotor del

a) Promotor operon lac Genes estructurales
del gen  Gen
regulador regulador
/
Operador / 4
Gen de la p- Gen de la -
Gendela galactopermeasa galactosido-
p-galactosidasa transacetilasa
OPERON lac
b)
Inductor
Represor
ARN polimerasa
“unida”
Transcripcion _—~—ARNm transcripto

ARN polimerasa “transcribiendo”

Fig.8. Regulacion de la expresion en el O perén lac. La introduccion de lactosa en la célula es seguida por su
transformacion en alolactosa (un isémero del primero con enlaces 1-6 en lugar de 1-4) mediada por cantidades basales
de B -galactosidasa. La lactosa, una vez en el citoplasma bacteriano, es transformada en alolactosa por la -
galactosidasa. a) La alolactosa tiene la capacidad de interaccionar con la molécula represora, modificando su
conformacion e incapacitandola para unirse al operador, por lo que se inicia la transcripcion de los genes estructurales
de las enzimas que el operdn requiere para utilizar la lactosa como fuente de carbono. Asi, la molécula de alolactosa se
comporta como inductora. b) Esta capacidad inductora esta también presente en moléculas sintéticas como el IPTG
(isopropiltiogalactésido) &7

La incorporacion de la unidad de expresion génica operon /ac (lactosa) en los vectores es
una de las multiples opciones para el control de la transcripcion y expresion en bacterias.
Este sistema es conveniente ya que su regulacion es sencilla pues depende de la
presencia de lactosa en el medio o de un inductor apropiado. El inductor desencadena la

expresion de los genes estructurales del operdn, al impedir que el represor /ac se una al
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operador, pues al unirse a este cambia su estructura conformacional, con lo que se
reducen las afinidad del represor hacia el ADN operador. Con el lugar operador
desocupado la ARN polimerasa puede entonces transcribir el resto de los genes lac para
que la bacteria produzca las proteinas para utilizar la lactosa "® ™. En ausencia de
inductor, la proteina represora Lac I mantiene su elevada afinidad por la region operadora,

impidiendo que la ARN polimerasa transcriba los genes estructurales (Fig.8).

En el laboratorio, la induccion se suele lograr afiadiendo al medio un inductor gratuito
como el IPTG, isopropil-B-D-tiogalactésido, que a diferencia de la lactosa, no se

metaboliza, pero se une al represor, inactivandolo /9.

2.7 Superproduccion de proteinas recombinantes en Escherichia coli

La superproduccion de proteinas se refiere a la sintesis de concentraciones anormalmente
altas de proteinas especificas —generalmente proteinas heterélogas (exogenas)- bajo
condiciones experimentales Cuando se utilizan sistemas procariontes como la bacteria
Escherichia coli (E. coli) para la superproduccion de proteinas recombinantes es comun,
que las proteinas no adquieran la correcta conformacién por lo que generalmente
experimentan degradacion proteolitica 0 son asociadas entre si como agregados
insolubles (cuerpos de inclusion) contenidos principalmente dentro del citoplasma y

periplasma (Fig. 9) (%%,

La productividad de la traduccion de proteinas heterélogas es afectada por varias
actividades resultado del estrés generado en la maquinaria celular que no soporta todas
las modificaciones postraduccionales que una proteina requiere para plegarse. Entre estas
actividades destaca la expresion de proteinas de choque térmico y de grupos de genes de
estrés que son activados sobre la expresion de los genes recombinantes. Se ha encontrado
que a niveles muy altos de proteina innecesaria las bacterias degradan sus propios
ribosomas y ARN ribosémico (ARNTr), dando lugar de esta manera a una inhibicién de la

traduccion que puede incluso ser mortal ©V.

El plegamiento incorrecto puede resultar de una prematura terminacién de la traduccion,
errores en la sintesis de una nueva cadena o de la perdida de la estructura activada por el
estrés ambiental, efecto que es incrementado por el rutinario uso de promotores fuertes y

altas concentraciones de inductor 2.
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Lipopolisacaridos
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Fig .9. Membranas en las bacterias Gram positivas y Gram negativas. En las bacterias como Streptococcus y
Staphylococcus tienen una simple membrana y una pared celular gruesa, ellas retiene el colorante violeta en el
procedimiento de tincion Gram por lo que son llamadas Gram positivas, por consecuencia las bacterias que no retiene
el colorante son llamadas Gram negativas. Escherichia coli y Salmonella son dos bacterias del tipo Gram negativo,
tienen dos membranas, separadas por un espacio periplasmico el cual contiene enzimas requeridas para la nutricion; la
capa de peptidoglicanos en la pared celular de estos organismos se localiza en este espacio y es delgada en
comparacion con las de bacterias Gram positivas. La membrana interna de las bacterias Gram negativas es una bicapa
de fosfolipidos; de manera similar la cara interna en la membrana externa esta compuesta principalmente por
fosfolipidos y en la cara externa de un tnico lipido glicosilado llamado lipopolisacérido (LPS) .

Peptidoglicanos

Citosol

La degradacion de proteinas mal plegadas por parte de las proteasas del hospedero
garantiza que polipéptidos anormales no se acumulen dentro de la célula y permite el
reciclamiento de los aminodacidos. Principalmente los blancos de la degradacion incluyen
polipéptidos terminados prematuramente, intermediarios y proteinas parcialmente
plegadas que han fallado en adoptar la conformacion nativa después de multiples ciclos

de interaccién con los moduladores de plegamiento (Fig.10) ©°.

Sin embargo la agregacion puede ser minimizada a través del control de pardmetros;
como es la reduccion de la temperatura durante la induccion; reduccion del indice de
expresion del gen recombinante, usando promotores moderados y reduciendo la
concentracion de inductor; o por ajustes adicionando secuencias de codones y por la
coexpresion de plasmidos codificadores de genes para chaperonas (proteinas

acompafiantes o asistentes) requeridas en el plegamiento de las proteinas © 8389,

Las proteinas que se encuentran en los cuerpos de inclusion no estan disponibles para su

uso inmediato, y para recuperarlas es necesario realizar procedimientos de
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solubilizacion, replegamiento y purificacion, con la finalidad de recuperar la actividad
bioldgica funcional del producto. Los procedimientos clasicos de solubilizacion y
replegamiento de proteinas contenidas en cuerpos de inclusion, utilizan agentes
desnaturalizantes y generacion de un ambiente oxidativo, en el que se da la perdida de la
estructura secundaria y por tanto la exposicion de la superficie hidrofobica, con lo que se
incrementan las interacciones inespecificas en la formacion de enlaces para adquirir la
estructura terciaria. Con los métodos convencionales de recuperacion de proteinas
recombinantes a partir de cuerpos de inclusion se puede esperar obtener solo un 15 % a

20% de protefnas con actividad biolégica 7.

Conformacion = Hspi3

i

Chaperonas
protectoras

5 ATP
Chaperonas ATP
desagli'egantes GrpE H GrpE
T — Cuerpos de : ADP
: : . <z ADP i
H inclusion g
2 H i Estrés %
: S, "-"----.-_'--' “hamdEEmImEENI
i = L Estres e, :
: ..af. L B Conformacién
H Lt E P : nativa
: o ~ ADP
: H / P
H s HF'J
: : 7 ATP
IbpA/B ,' ,"i 5
- : :
£ Hspy1 @ - i
I's CR i
J& m Chaperonas
: plegadoras

nativa

Fig.10. P legamiento de p roteinas e n s istemas p rocariontes. Proteinas acompafiantes (Chaperonas) asisten el
plegamiento de proteinas en el citoplasma de E.coli. Los nacientes polipéptidos requieren inicialmente la asistencia de
acompafiantes moleculares, TF (Factor Activador) y DnaK-DnaJ, ambos acompafiantes atrapan extendidos
aminoacidos hidrofobicos desplegados que estan expuestos a solventes, protegiéndolos de si mismos. Después el
desacoplamiento de TF o GrpE, media la liberacion de DnaK, entonces el plegadizo intermediario puede alcanzar
una conformacion natural (nativa), regresa al ciclo hacia DnaK-DnaJ o es transferido a la camara central de GroEL
para el plegamiento a infinitas diluciones sobre GroES. En momentos de estrés (flechas discontinuas) proteinas
termolabiles no son plegadas y se forman los agregados. En su superficie 1bpB (acompafiante protector) se une a
proteinas parcialmente plegadas para servir como un reservorio de intermediarios no plegados hasta que los
acompafiantes plegadores disponen y se intercalan entre los grandes agregados. Los chaperonas protectoras tales
como las proteinas Hsp33 y Hsp31 (Hot Shock protein) llegan a ser importantes bajo severo estrés oxidativo y
térmico, respectivamente. CIpB promueve el despojo y desagregacién de proteinas anfitrionas no plegadas y coopera
con DnaK-DnalJ-GrpE para reactivarlas una vez que el estrés ha sido abatido. Proteinas recombinantes que no
consiguen una temprana interaccion con TF o DnaK/Dnal, que experimentan multiples ciclos de truncadas
interacciones con los acompaiantes plegadores, se acumulan en cuerpos de inclusion (flechas grises) €.
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2.8 Plasmido de cl onacion pCR® 2.1 T OPO® y plasmido de expresion
pPROEX HTb

La utilizacion de un pldsmido como vector de clonacion de ADN es recurrente para

obtener un alto nimero de copias de secuencias. El plasmido de clonacién pCR® 2.1

TOPO® (Fig.11.a) se ha utilizado como una herramienta de tecnologia recombinante

para clonar ADN de productos de PCR ©®.

El sistema TOPO utiliza una ADN polimerasa, que funciona como una enzima de
restriccion y como una ligasa. Durante la replicacion su actividad consiste en cortar y
unir ADN. La topoisomerasa | derivada de Vaccinia virus especificamente reconoce la
secuencia pentamerica 5-(C/T)CCTT-3" y forma una union covalente con el grupo
fosfato 3" de la timidina (3"-T). Al cortar en una cadena de ADN, se propicia el
desenrrollamiento del ADN. La enzima entonces religa los extremos de la cadena
cortada y se libera asi misma del ADN. Para redirigir la actividad de religacion de la
topoisomerasa, el vector es linearizado con topoisomerasa | covalentemente unido a cada
fosfato 3". Esto capacita al vector para facilmente ligar las secuencias de ADN con
extremos compatibles de los productos de PCR en los que la Tag polimerasa (actividad
de Transferasa Terminal) adiciona una Gnica 3" adenosina (3°-A) a cada extremo final de

la secuencia amplificada ©®.

Las caracteristicas més destacadas del vector pCR® 2.1 TOPO® son: la presencia de los
sitios EcoR | que flanquean el sitio de insercion del producto de PCR para una facil
remocion del inserto; y para la seleccion de los clones en E coli el plasmido presenta los
genes que codifican para la resistencia a los antibidticos kanamicina y ampicilina; el
sitio/promotor T7 iniciador para transcripcion in vitro; un sitio para oligonucle6tidos

iniciadores M13 en sentido y M13 antisentido Gtiles para secuenciacion ©®.

En tanto que para expresar proteinas en E. coli es ventajoso la utilizacion de vectores
gue adicionan secuencias que codifican para sitios de corte ¢ aminoacidos que
fusionados a la proteina de interés funcionan como sefial (banderas) utiles para la
purificacion o también como marcadores en posteriores ensayos experimentales. En el
caso de los sistemas de expresion procariotico pPRoEx HT (Figll. b) estos presentan
una secuencia que codifica para 6 aminoécidos de histidina (6X His) y que son una
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alternativa para mantener el marco de lectura de la secuencia codificadora de la proteina

a partir de la cual se realizara la traduccién a aminoécidos ©.

pUC ori: origen con el a) Sitio de clonacion miltiple
represor, promotor, y operador N\ ~ J
para el gen /ac.

f1 ori: origen de replicacion
de bacteriofago.

Kanamicin: gen de
resistencia para el antibiético
kanamicina.

Ampicilin: gen de resistencia
para el antibiético ampicilina.

Sitio de clonacion multiple: pCR® 2. 1- TOPO®
234 pb a 357 pb.
Sitio de clonacién para 3.9 kb

productos de PCR.

Sitio de clonacién para
productos de PCR

Sitio del oligonucleotido

para la secuencia M13
(derivado del fago lamda).en
sentido 3" (antisentido).

Sitio del oligonucleotido para

M13 en sentido 5’(sentido). b)
Sitio de
clonacion
multiple
Promotor
Trc
Lac\’
ori: origen de replicacion pPROEX HTb Ap
Region f1: origen de 4779 pb P
replicacion de bacteriéfago
Lac\%: gen parte del operén
lac Regién
Tre: promotor lac y trp intergenética f1
(triptofano) .
Ap": gen que le confiere Ori
resistencia al antibidtico
ampicilina

Fig. 11. Plasmido de clonacién y plasmido de expresion de proteinas. a) Mapa del plasmido de clonacion pCR® 2.1
TOPQ®, este presenta un sitio de clonacion donde se introducen los productos de PCR a los que la Tag polimerasa
adiciona en ambos extremos terminacion en nucleétido de Adenina (A). b) Mapa del plasmido de expresion pPROEX
HThb, el sitio de clonacion contiene varios sitios de restriccion que son utilizados para introducir secuencias de genes de
proteinas. Los diversos elementos del plasmido de expresion permiten la especificidad en la seleccion de clonas (con
resistencia a ampicilina) y la facilidad de utilizar el inductor IPTG ©8124),

Los tres plasmidos del sistema pPROEX HT (a, b, ¢) contienen una secuencia que
codifica para una cola de 6X His para facilitar la purificacion a través de cromatografia
de afinidad con columna de niquel (Fig.12), seguida de una secuencia de 7 aminoacidos
con un sitio de reconocimiento TEV (virus del tabaco) para proteasa que permite

eliminar las histidinas. EI promotor #rc y el gen lac? son usados para la expresion del gen
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clonado utilizando IPTG como inductor. El plasmido también contiene el origen de
replicacion del plasmido pBR322, el gen B-lactamasa, y el gen que le confiere resistencia
a ampicilina (Ap"), y el origen de replicacion del bacteriofago F1 para la sintesis de
cadenas de ADN ©990),

R
I Complejo de la matriz de Ni-NTA
NH Anillo de histidina A
~ N
\ Atomo de
L=0o niquel ™
M I(! CH ey
CH— CH; a ol : ?
\ O\ | on 7
NH Mo TE Ll CH | Z
L Rl CH, 2 LNH_ LCH é
/ LM eH, TcH “cH, “cH, TCH; TCH;/—O o
o=C __.-"" E '1./ /
\ / : c -G‘HC ;
CH— cH & % o g Il ;
I - M o o
e
liJH
R

Fig.12. Interaccion entre residuos de aminoacidos de histidina y el &omo de niquel en el complejo de la matriz de
afinidad Ni-NTA. La resina Ni-NTA (Acido Nitrilotriacético) es un complejo que aprovecha la afinidad que le
confieren los 6 residuos de histidina a la proteina recombinante. Este absorbente quelante tetradentadado esta cargado
con un i6n metalico de Ni, cuya union se da a través de 4 de los 6 sitios de los ligandos de la esfera de coordinacién
del i6n., por lo que dos de los sitios se encuentran libres para interactuar con las 6 consecutivas histidinas de la
proteina fusionada. La capacidad de unién de la resina Ni-NTA con las proteinas recombinantes fusionadas a
histidinas es 0,3 umol/mL (8,0 mg/mL), por lo que se considera un buen método de purificacion ©%.

2.9 Escherichia coli cepa DH5a.

Escherichia coli DHS5a es una cepa de enterobacteria de tipo Gram negativa, que

ha

sido una de las tantas utilizadas para trabajos de clonacion molecular y propagacion de
plasmidos de ADN. Esta cepa modificada fue obtenida a partir de la Escherichia coli
K12 ®¥9) 'y como principales caracteristicas presenta una alta eficiencia para ser
transformada (1 x 10° a >1 x 10° transformantes por pg), una mutacién en endAl que
inactiva una endonucleasa intracelular, lo que es ventajoso en los métodos de aislamiento

de plasmidos ©2.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proteina NS1 es uno de los principales productos secretados durante la infeccion por
dengue. Su localizacion en la membrana y en el citoplasma, como en el medio
extracelular y en suero de pacientes indican una multifuncionalidad tanto en los
mecanismos de replicacion, como en la patogénesis y también posiblemente en

proteccion.

La participacion en la proteina NS1 en la patogénesis de la forma severa de dengue se
ha asociado con la produccién de anticuerpos que parecen producir una reaccion
cruzada que dafia las células del endotelio vascular, ademas de la activacion del
complemento, factores que se han sefialado como responsables de las alteraciones

homeostaticas vasculares.

Sin embargo aln se deben realizar estudios para aclarar completamente los mecanismos
de accidn de la proteina NS1, para lo cual se requiere el establecimiento de condiciones
adecuadas para su obtencion en grandes cantidades. EIl establecimiento de condiciones
adecuadas para la produccién de la proteina NS1 en forma soluble desde un sistema
bacteriano, permitira obtener en abundante cantidad una proteina recombinante con
actividad bioldgica, que podra ser utilizada en diversos ensayos y en la produccion de

anticuerpos para pruebas de diagndstico.

22



4. JUSTIFICACION

Desde su introduccion en México hace mas de 20 afios, la infeccion por virus dengue se
ha extendido a mas de 29 estados donde circulan los 4 serotipos, presentando una alta
incidencia de casos principalmente en nifios. Ademas hay que destacar que en los
ultimos afios se ha reportado un aumento en la incidencia de la forma severa, el dengue
hemorragico, con respecto al niUmero de casos reportados de pacientes con fiebre por
dengue ®. Este panorama indica mayores riesgos para la poblacion y mayores gastos
para los sistemas de salud publica, por lo que se requiere ahondar en el estudio de esta
enfermedad y el desarrollo de métodos efectivos de deteccién que resulten rapidos,

faciles y accesibles economicamente.

Indudablemente si NS1 es una proteina de importancia en la patogénesis de la fiebre
hemorragica por dengue, y ademas circula en el suero de pacientes, su deteccion sera
relevante en el diagnostico para confirmar de manera rapida y sencilla la infeccion por
dengue. Por otra parte, su papel en el mantenimiento y propagacion de la infeccion aun
no se ha elucidado completamente, aunque se le ha asignado un papel importante en la
replicacion del dengue. Por lo que seria de utilidad realizar ensayos especificos, donde

se estudie la interaccion de la proteina NS1 recombinante con proteinas celulares.

Finalmente, NS1 es una proteina con capacidad para inducir la produccién de
anticuerpos protectores contra la enfermedad, asi que su utilidad como vacuna merece

ser evaluada.

Ya que para estos fines se requiere la produccion de cantidades suficientes de la
proteina NS1 recombinante, es indispensable establecer las condiciones mas adecuadas
para una produccién en gran escala, que ademas garanticen su actividad bioldgica y el

mantenimiento de sus propiedades inmunogénicas.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

— Es posible producir la proteina NS1 del virus dengue 2 en forma recombinante en
bacterias Escherichia coli utilizando plasmidos de expresion procarioticos, de tal
manera que dicha proteina mantenga sus caracteristicas biologicas e

inmunogénicas.

24



6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general y objetivos particulares

Objetivo general
e Clonacion y expresion de la proteina NS1 del virus dengue, serotipo 2 (DENV-2), en

enterobacterias Escherichia coli cepa DH5a.

Objetivos particulares

o Amplificacion de la secuencia que codifica para la proteina NS1 DENV-2 de la cepa
16681.

e Clonacion del producto amplificado de la proteina NS1 y posterior expresion en

bacterias Escherichia coli.

e Comprobar que el gen clonado y la proteina recombinante expresada corresponden a
la proteina NS1 de DENV-2.

e Purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de afinidad utilizando
resinas de niquel (Ni-NTA).
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7. METODOLOGIA
7.1 Amplificacion de la secuencia de la proteina NS1 de dengue serotipo 2 (DENV-2)

Con el programa de software DNAman se realizo el andlisis de la secuencia codificadora de la
proteina NS1 de DENV-2 cepa 16681 (Clon 1015, donado por el Dr. Richard Kinney del CDC,
Fort Collins, Colorado, USA) (Fig.13), el gen se obtuvo de la base de datos del NCBI, a la
cual se puede acceder via electrénica en la siguiente direccién http:/Aww.ncbi.nlm.nih.gov ¢
con el No. Acceso U87411 y en el GenBank con el ndmero de acceso NC_001474. Se
identificaron y enlistaron los sitios y las enzimas que cortan dentro del gen codificador de la
proteina NS1 de DENV-2. Consecuentemente se analizaron los mapas de las secuencias de los
plasmidos vectores pCR® 2.1 TOPO® (Invitrogen™) © y pProEx HTb (Invitrogen™) - 124
(Fig.14 y F ig. 15), para identificar los sitios de restriccion presentes entre ambos plasmidos,

pero ausentes en la secuencia de la proteina NS1.

Se disefidé un par de oligonuclettidos iniciadores para PCR, que abarcaron el gen completo
que codifica para la proteina NS1 (cuyo tamafio tedrico se calcul6 en 1055 pares de bases
(pb), y en cuyos extremos se incorporaron secuencias correspondientes a los sitios de
restriccion enzimatica BamHI y Xhol “?. Para realizar el posterior subclonaje en el plasmido
de expresion, el sitio de corte restrictivo para la enzima BamHI se localizé en el iniciador del
sentido direccion 57, mientras el sitio de corte restrictivo para la enzima X#ol se localiz6 en el

iniciador del antisentido direccion 3.

SEQ nsl strain 16681: 1055 bp;
Composition 365 A; 220 C; 245 G; 225 T; 0THER
Percentage 34.6 % A; 209 % C; 23.2% G; 21.3% T,; 0.0 % OTHER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 326.83 dsDNA: 650.35
ORIGIN
1 GATAGTGGTT GCGTTGTGAG CTGGAAAAAC AAAGAACTGA AATGTGGCAG TGGGATTTTC

61 ATCACAGACA ACGTGCACAC ATGGACAGAA CAATACAAGT TCCAACCAGA ATCCCCTTCA
121  AAACTAGCTT  CAGCTATCCA  GAAAGCCCAT GAAGAGGGCA TTTGTGGAAT CCGCTCAGTA
181 ACAAGACTGG AGAATCTGAT GTGGAAACAA ATAACACCAG AATTGAATCA CATTCTATCA
241 GAAAATGAGG TGAAGTTAAC TATTATGACA  GGAGACATCA AAGGAATCAT GCAGGCAGGA
301 AAACGATCTC TGCGGCCTCA  GCCCACTGAG CTGAAGTATT CATGGAAAAC ATGGGGCAAA
361 GCAAAAATGC TCTCTACAGA  GTCTCATAAC CAGACCTTTC TCATTGATGG CCCCGAAACA
421 GCAGAATGCC CCAACACAAA TAGAGCTTGG AATTCGTTGG  AAGTTGAAGA CTATGGCTTT
481 GGAGTATTCA  CCACCAATAT ATGGCTAAAA TTGAAAGAAA AACAGGATGT ATTCTGCGAC
541 TCAAAACTCA TGTCAGCGGC CATAAAAGAC AACAGAGCCG TCCATGCCGA TATGGGTTAT
601 TGGATAGAAA GTGCACTCAA  TGACACATGG AAGATAGAGA AAGCCTCTTT  CATTGAAGTT
661 AAAAACTGCC ACTGGCCAAA ATCACACACC CTCTGGAGCA  ATGGAGTGCT AGAAAGTGAG
721 ATGATAATTC CAAAGAATCT CGCTGGACCA GTGTCTCAAC  ACAACTATAG ACCAGGCTAC
781 CATACACAAA  TAACAGGACC ATGGCATCTA GGTAAGCTTG AGATGGACTT TGATTTCTGT
841 GATGGAACAA CAGTGGTAGT GACTGAGGAC TGCGGAAATA  GAGGACCCTC TTTGAGAACA
901 ACCACTGCCT CTGGAAAACT CATAACAGAA TGGTGCTGCC  GATCTTGCAC  ATTACCACCG
961 CTAAGATACA GAGGTGAGGA TGGGTGCTGG TACGGGATGG AAATCAGACC ATTGAAGGAG

1021 AAAGAAGAGA ATTTGGTCAA  CTCCTTGGTC  ACAGC

Fig.13. Secuencia del gen codificador de la proteina NS1 de DENV-2. Esta secuencia se analiz6 con el programa
DNAman, para obtener los sitios de restriccion que no cortan dentro de la secuencia. De entre los sitios de restriccion
se eligio el sitio BamHI para el sentido 5’ y el sitio X&ol para la direccién 3°.
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Durante la amplificacion el iniciador correspondiente al extremo en direccién 5” anexa
el sitio de corte para la enzima endonucleasa BamHI (BioLabs®,c) y el iniciador
correspondiente al extremo en direccion 3” anexa el sitio de corte restrictivo para la

enzima endonucleasa Xhol (BioLabs® ).

La secuencia del par de iniciadores con los sitios de corte para BamHI y Xhol,

resaltados en negrilla, es la siguiente:

D2NS1sen (sentido) S CONNSMCGATAGTGG TTGCGTTGTGA-3’

39368534-010
(SIGMA®-ALDRICH) Sitio de Restriccion para BamHI

D2NS1asen (antisentido) 5’- CTCGAGCAA [c]og)ejcrNe{eriviNeleTANCR p eIy
39368534-010
(SIGMA®-ALDRICH) Sitio de Restriccion para Xhol

En el servidor EXPASy Proteomics Server de libre acceso publico cuya direccion

electrénica es http://www.expasy.ch/tools/ *?® con las herramientas de analisis en

linea, se realiz6 la simulacion de la traduccién de la proteina NS1 recombinante con
los marcos de lectura del sitio de clonacién maltiple del plasmido de expresion en el que
se acoplo la secuencia de la proteina viral (incluyendo los extremos adhesivos de corte
enzimatico seleccionados). El analisis confirmd que el disefio era adecuado porque
permitia la expresion de la proteina recombinante con los residuos de histidina (en el
extremo amino-terminal), y a la vez mantenia el marco de lectura en sentido correcto y
sin desplazamientos, evitando la generacion de sitios de terminacion prematura de la

traduccion.

27


http://www.expasy.ch/tools/�

SITIO DE CLONACION PLASMIDO pCR® 2.1 TOPO®

lacZo ATG .
M13 Reverse Primer | Hind I} Kpn | Sac| BamH|  Spe |

| | | |
CAG GAA ACA GCT ATG ACL ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

YR

Sitio de insercion del

producto de PCR
leﬂ(l EccljRI l EmlnRI
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR Fruduct‘ﬂ“ GGC GRA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAM TTC CCG CTT AAG ACG

EETR V leﬂ( I NtlJf I XITG I Nsi |I )l{'ba I Apla I

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |[CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TALC AAT TCA |(CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Fig.14. Mapa d el sitio de clonacién del plasmido pCR® 2.1 TOPO® en donde se observan los extremos adhesivos con bases de nucledtidos de Timina, afines con la secuencia
codificadora para la proteina NS1 DENV-2 amplificada por PCR en cuyos extremos la enzima Tag DNA Polimerasa anexé bases de nucleétidos de Adenina.
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SITIO DE CLONACION MULTIPLE DEL PLASMIDO pPROEX HTb
260
@
M13/pUC Reverse 23-Base Sequencing Primer

5'-AGCGGA TAACAATTTC ACACAGG -3'—
5'-AGCGGA TAACAATTTC ACACAGGAAA CAGACC ATG TCG TAC TAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT TAC GAT ATC CCA ACG ACC

RBS met ser tyr tyr his his his his his his asp tyr asp ile pro thr thr
Bandera de histidinas Regién espacio
330 Sty| a Corteen3’ con enzima BamHI
° | Dsal | Aval
Ehel Ncol BamtH| EcoR | Stu | Sall Sst | | |Sml |

| | ' [ [ I

glu_asn leu tyr phe gin gly ala met gly ser gly ile gin arg pro thr ser thr ser ser leu val

o\ | |
Sitio de corte para la Kpn2 | SECUENCIAS RECONOCIDAS
proteasa rTEV POR LAS ENZIMAS:

Xmalll .Corte en 3’ con enzima Xhol BamHI G/ GATCC
‘.” 445 CCTAG/ G
L ]
Not | NspV  Xbal Pst | Xhol Sph1*  Kpnl Hind Il Xhol —C/TCGAG
GAGCT/ C

| | | | | I | | | ................ | | | | | I |
GCG GCC GCT TTC GAA TCT AGA GCC TGC AGT CTC GAG GCA TGC GGT ACC AAG CTT GGC TGT TTT GGC GGA TGA GAGAA-3’

ala ala ala phe glu ser arg ala cys ser leu glu ala cys gly thr lys leu gly cys phe gly gly Sitio de paro

Fig.15. Mapa del sitio de clonacién multiple del plasmido de expresién pPROEx HTb donde se muestran los sitios de corte enziméatico (BamHI en sentido 5° y Xkol en sentido 37) donde
se inserto la secuencia de la proteina NS1 de DENV-2. La propiedad del plasmido es expresar la proteina recombinante anexando una serie de 6 aminoacidos de histidina en el extremo amino-
terminal. Los residuos de histidina son indispensables para lograr la purificacion por cromatografia de afinidad, ya que permiten la interaccionar con la matriz de Ni-NTA (QUIAEX).
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Para la amplificacion de la secuencia de la proteina NS1 del DENV-2 con sitios de

restriccion BamHI y Xhol, se realiz6 una PCR en la que se usé como templado el clon

1015 de ADN (que posee el genoma completo del DENV-2 cepa 16681). Se preparo la

mezcla de reaccion de acuerdo con las condiciones y concentraciones

Optimas

recomendadas para la actividad de la enzima 7ag DNA Polimerasa (BioLabs®.. ) asf

como de los oligonucledtidos iniciadores (SIGMA®-ALDRICH). El volumen final en

cada tubo de reaccion para PCR (Eppendorf) fue de 20 pL (microlitros), y las

proporciones de los reactivos usados se describen a continuacion:

Tabla 1 .Mezcla de reaccion y condiciones para la amplificacion de la secuencia de la

proteina NS1 del DENV-2

Reactivo uL

H,0 para PCR (BioLabs®|n) 14,6
dNTP’s (BioLabs® 1,0
Amortiguador de PCR 10x (BioLabS®|nc) 2,0
Oligo D2NS1 sen (sentido) 20 uM (SIGMA®-ALDRICH) 0,5
Oligo D2NS1 asen (antisentido) 20 uM  (SIGMA®-ALDRICH) 0,5
Plasmido Clon 1015 DENV-2 cepa 16681 (CDC) como Templado 0,5
Enzima Tag DNA polimerasa (BioLabs® ) 0,4
Volumen final 20,0

(Los reactivos y la mezcla de reaccion se mantienen en hielo para conservar la actividad)

Después de homogenizar la reaccion, los tubos se colocaron en un termociclador

(BioRad), previamente programado para ejecutar la siguiente serie de condiciones de

amplificacion:

Condiciones de amplificacion de la secuencia de la proteina NS1

DESNATURALIZACION .
94 °C EXTENSION
94 °C 68 °C
ALINEACION 68 C
7 min 30 se
! g \ 55°C {min | 10 min
30 seg
30 ciclos

4°C
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El producto de la reaccion de amplificacion se analizé por electroforesis en gel de agarosa
(Invitrogen™) al 0,8% con Bromuro de Etidio (Br-Et), al que se aplicd una corriente de
80 Volts (V) (ANEXOB). La separacion de bandas se observo en un transiluminador con
luz ultavioleta (UV) (Kodak) para verificar que el tamafio de la secuencia obtenida
correspondiera a los 1068 pb, tamafio calculado tedricamente para la secuencia
codificadora de la proteina NS1 de DENV-2 flanqueada por los sitios de restriccion
enzimatica adicionados. En el mismo gel y en carriles separados se corrié 1 pL de la

reaccion obtenida por PCR y 1 pL de marcador de pares de bases de 1 Kb (Invitrogen™).

Los productos de PCR fueron conservados a 4°C hasta su uso. Del volumen restante de
la reaccion (19 pL) que contenia el amplificado que present6 la banda cuyo tamafio
coincidio con los 1055 pb, se realizé una purificacion para aislar el producto de la PCR
utilizando el QIAEX® I Gel Extraction kit (150) (QIAGEN®), siguiendo las
indicaciones del instructivo establecidas por el fabricante en el QIAEX 1l Agarose Gel
Extraction Protocol (ANEXO B).

7.2 Ligacion de la secuencia de la proteina NS1 en el plasmido de clonacion

La ligacion de la secuencia codificadora para la proteina NS1 de DENV-2 dentro del
plasmido pCR® 2.1 TOPO® (3931 pb) se realiz6 de forma directa (sin previa
interaccion con enzimas de restriccion), ya que el plasmido presenta entre sus
caracteristicas una Topoisomerasa que posibilita la ligacion en el sitio de clonacion de
productos de PCR. Se utilizaron los reactivos incluidos en el sistema de clonacion
TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen™) y la reaccién de ligacion se prepard segin el

protocolo de clonacién quimica sugerida, establecida a continuacion:

Tabla 2.Reaccion de ligacion del plasmido pCR® 2.1 TOPO® con el amplificado de PCR de

la proteina NS1 de DENV-2

Reactivo

pL
Secuencia de la proteina NS1 DENV-2 Amplificada por PCR | 3,0
Sal Solucién (Invitrogen™) 1,0
Agua estéril (Invitrogen™) 1,0
Plasmido pCR® 2.1 TOPO® (Invitrogen™) 1,0
Volumen final 6,0

(Los reactivos y la mezcla de reaccion se mantienen en hielo para conservar la reactividad)
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La preparacion de la reaccion se realizo en ambiente estéril, los reactivos y el plasmido
se depositaron en un tubo de 1,5 mL (Eppendorf), se mezclaron suavemente e
inmediatamente se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C). Finalizado
el tiempo de incubacién el tubo con la reaccion se transfirié a un recipiente con hielo
para continuar con el protocolo de transformacion (ANEXO B) de las bacterias
competentes Escherichia coli DH50. One Shot (Invitrogen™) con el reconstruido

plasmido de clonacion ligado con el inserto codificador de la proteina NS1.

Las bacterias transformadas se sembraron por espatulacion en cajas Petri con medio
solidé LB-Agar (invitrogen™) con antibiético kanamicina (30 pg/mL) (Invitrogen™)
en una concentracion de 30 pg/mL, e incubaron en obscuridad por 16 hrs (horas) a
37°C en un mini-incubador (BioRad). Las cajas petri con los cultivos de las colonias de

bacterias se almacenaron a 4°C, protegidas de la luz, hasta su uso.

Se seleccionaron de forma aleatoria 10 colonias transformadas con el plasmido pCR® 2.1
TOPO®- NS1 DENV-2 (4986 pb) que crecieron en el medio sélido con el antibidtico de
restriccion (kanamicina). Por cada colonia se tomé una muestra con asa bacterioldgica
para subcultivar en estriado sobre una nueva caja Petri con medio so6lido-kanamicina 30
pug/mL, y a la par el resto de la muestra se utiliz6 como templado en una PCR (PCR
Colony) con el kit de la 7ag DNA Polimerasa (BioLabs®|..), para comprobar la presencia

de la secuencia codificadora completa de la proteina NS1 en las colonias bacterianas.

Tabla.3. Mezcla de Reaccion de PCR colony para la amplificacion de la secuencia de la
proteina NS1 del DENV-2 de colonias transformadas

Reactivo pL

H,0O para PCR 15,1
dNTP’s 1,0
Amortiguador de PCR 10x 2,0
Oligo D2NS1 sen (sentido) 20 uM 0,5
Oligo D2NS1 asen (antisentido) 20 uM 0,5
Bacterias transformadas (muestra tomada con asa bacteriologica) | 0,05
Enzima Taq DNA polimerasa 0,4
Volumen final por muestra 20,0

(Los reactivos y la mezcla de reaccion se mantienen en hielo para conservar la reactividad)

Se prepar6 200 uL de mezcla de reaccion para PCR con enzima Tag DNA Polimerasa

en un tubo de 0,6 mL. La mezcla se centrifugd por 5 seg y se resuspendio 3 veces,
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enseguida se distribuyeron 20 uL por cada tubo para PCR (colocados en hielo),

previamente etiquetados con el nimero de colonia bacteriana a probar.

En ambiente estéril con una asa bacteriologica se tomo la muestra de cada colonia, el
asa se depositd y giro 3 veces dentro del tubo de PCR que contenia la mezcla de
reaccion. En una microcentrifuga (Eppendorf) cada mezcla con el templado
correspondiente se centrifugd por 5 seg. (13000 rpm), después se resuspendid 3 veces y,
coloco en hielo hasta que se trasladaron dentro del termociclador. Las condiciones
programadas para el desarrollo de la PCR con templado de colonias bacterianas fueron
las mismas que previamente se establecieron para la amplificacion de la secuencia de la

proteina NS1 a partir del clon de ADN.

Los amplificados por PCR de las colonias transformadas se analizaron por electroforesis
en gel de agarosa 0,8% (Br-Et), 1 uL de muestra de cada colonia se colocd en un pozo
individual, el sistema se conecto a una fuente de poder (Life Technologies ™) y se le
aplicd una corriente de 80 V por 1h (hora). Las colonias cuya muestra amplificd una sola
banda de aproximadamente 1000 pb, se consideraron positivas para presentar el inserto de
la secuencia para la proteina NS1. En todas las reacciones de PCR, se incorporé un tubo

de control negativo de contaminacion (agua), al que no se afiadia muestra con ADN.
7.3 Subclonacion de la secuencia de NS1 en el plasmido de expresion

Para lograr la expresion de la proteina NS1 en bacterias E. coli, el gen clonado que
codifica para la proteina se incorporé en el genoma del plasmido de expresion pPROEX
HTb. Los plasmidos pPrROEx HT (a, b, y c), son utilizados especialmente para la
expresion de proteinas en bacterias ya que poseen promotores Yy secuencias
reguladoras que son utilizadas por los sistemas procaridticos. En el plasmido de
expresion pProEx HTb se incorporé la secuencia nucleotidica de la proteina de interés,

esto con el fin mantener el marco de lectura correcto.

Fue imprescindible tener disponible la mayor cantidad de ADNdc (ADN de doble
cadena) de la secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2 y del plasmido de
expresion, para proseguir con el subclonaje, por lo que se propagé una colonia
transformada con el plasmido de clonacién pCR® 2.1 TOPO®- NS1 DENV-2 y otro

con el plasmido de expresion pPROEx HTb.
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Una de las colonias transformadas con el pCR® 2.1 TOPO®- NS1 DENV-2 que
resultd positiva al presentar la secuencia de la proteina NS1, se propag6 en 5 mL de
medio LB- kanamicina (30 ug/mL ), e incub6 a 37°C a 200 rpm por 16 hrs en un
Incubador Girotory® (New Brunswick Scientific). El cultivo de bacterias de esta colonia
se concentré en un tubo de 1,5 mL, y subsecuentemente se proceso por la técnica de

extraccion y purificacion de plasmido por lisis alcalina.

Al realizar una electroforesis con el ADN extraido de las colonias transformadas, se
comprob6 que el ADNdc correspondia con el pCR® 2.1 TOPO®- NS1 DENV-2 (4986
pb). ElI ADNdc del plasmido purificado se resuspendio en 50 uL de TE, y almacend en
un congelador (REVCO) a -20 °C, hasta su utilizacién en el proceso de subclonacion de

la secuencia de la proteina NS1 con el plasmido de expresion.

Con el plasmido de expresion comercial pPROExX HTb se procedio a realizar una
transformacion de bacterias DH50a (ANEXO B), las cuales se sembraron en cajas petri
con medio sélido- antibiético ampicilina (SIGMA®) (100 ug/mL) e incubaron por 16 hrs
a 37°C. De las colonias desarrolladas, 10 colonias se propagaron en 5 mL de medio LB-

antibiotico (Ampicilina 100 ug/mL) para extraer el plasmido por lisis alcalina.

La presencia del plasmido recuperado se analizo al realizar una electroféresis en gel
de agarosa al 0,8% (Br-Et); 1 uL. de ADNdc plasmidico se mezcld con 1 pL de solucién
amortiguadora de carga, se depositd en un pozo contiguo al marcador de 1 Kb, y se
aplico una corriente de 80 V por 1 %2 h ¢ hasta que se observé una banda a la altura de

4779 pb, que corresponde a la longitud del plasmido pPROEx HTb.

7.3.1 Liberacion del gen de la proteina NS1 y lin earizacion del plasmido de
expresion

Para liberar la secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2 del plasmido de
clonacién, la muestra de ADNdc del plasmido purificado pCR® 2.1 TOPO®- NS1
DENV-2 (4986 pb) se someti6 a una reaccion de corte restrictivo con las
endonucleasas BamHI y Xhol, las cuales interaccionaron con los sitios anexados
previamente durante la amplificacién por PCR por los oligonucledtidos iniciadores. La
reaccion de restriccion se establecié segun la siguiente proporcién de enzima y muestra
de ADNdc:
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Tabla 4. Reaccion enzimatica del plasmido de clonacién pCR® 2.1 TOPO®- NS1 DENV-2

Reactivo pL

pCR® 2.1 TOPO®- NS1 DENV-2 (135.86 pg/ pL) 10,0
Enzima de restriccion BamHI (20 U/ uL) 3,0
Enzima de restriccion Xhol (20 U/ uL) 3,0
Buffer 3 10X (BioLabs® ) 10,0
BSA 10X (BioLabs® |y 10,0
H,O destilada 64,0
Volumen final 100,0

(Los reactivos y la mezcla de reaccion se mantienen en hielo para conservar la actividad)

Cada uno de los reactivos se deposité en un tubo de 0,6 mL , adicionando al final las
enzimas de restriccion, esta mezcla se resuspendid 3 veces y se incub6 a 37° C por 16
hrs. Finalizada la incubacion se coloco el tubo con reaccion en hielo, se tomaron 5 uL
del producto de corte se mezcld con 1 uL solucidon amortiguadora de carga 'y se corrid
a 80 V en un gel de agarosa al 0,8% (Br-Et), y como referencia en un carril contiguo se
depositd 1 uL. de marcador de 1 Kb (10,000 pb).

La presencia de una banda de una longitud de 1068 pb, que correspondia al tamafio del
amplificado de la secuencia de la proteina NS1, indicé la eficiencia del corte enzimatico.
El resto de la reaccion (95 pL) se depositd en un gel de agarosa al 0.8% con 6 pozos, y se
desarrollo la electroforesis a 80 V. La banda de gel de agarosa con el ADN ubicada a la
altura de 1068 pb se corté y purificé utilizando el QIAEX® Il Gel Extraction kit (150)
(QIAGEN®). La secuencia codificadora de la proteina se resuspendié en un volumen de
50 uL de TE (Tris-EDTA) y se mantuvo en congelacion a -20°C hasta su utilizacion.

En paralelo pero en un tubo separado se preparo la reaccion de corte enzimatico del plasmido
de expresion pPROEx HTb (4779 pb) utilizando las mismas enzimas de restriccion
requeridas para extraer del pCR® 2.1 TOPO®- NS1 DENV-2 la secuencia de la proteina

NSL1. Las condiciones y reactivos utilizados en la reaccion restrictiva fueron las siguientes:

Tabla 5.Reaccion enzimatica del plasmido de expresion pPROEx HTh

Reactivo ulL

PPROEX HTb (187,16 pg/ uL) 10,0
Enzima de restriccion BamHI (20 U/ uL) 3,0
Enzima de restriccion Xkol (20 U/ uL) 3,0
Buffer 3 10X (BioLabs®|nc) 10,0
BSA 10X (BioLabs® ) 10,0
H,0 destilada 64,0
VVolumen final 100,0

(Los reactivos y la mezcla de reaccion se mantienen en hielo para conservar la actividad)
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Esta mezcla se resuspendio 3 veces y se incub6 a 37° C por 16 hrs. Posteriormente una
alicuota de 5 pL de la reacodn de corte enziméatico se sometié a una electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) aplicando una corriente de 80 V por 1 %2 h. La
presencia de una banda a la altura de 4707 pb indic6 que el corte por parte de las
enzimas resultd, en tal situacion el volumen restante de la reaccion se deposité en un
gel de agarosa al 0,8% (6 pozos), y se desarrollé una electroforesis en las mismas
condiciones hasta que la banda de interés se visualiz6. Posteriormente la banda de
ADN(dc correspondiente a la secuencia de la proteina NS1 con los extremos adhesivos
(1068 pb) se purificd segin las especificaciones del sistema de QIAEX® Il Gel
Extraction kit (150) (QIAGEN®). EI fragmento de ADN se resuspendié en 50 uL de

TE y se almaceno a -20°C hasta su utilizacion.

7.3.2 Ligaciond el a secuencia del a proteina NS1 en el plismido de
expresion linearizado

La banda purificada de la secuencia de la proteina NS1 y el plasmido de expresion
linearizado se descongelaron, y se adicionaron dentro de un tubo de 1,5 mL que
contenia una reaccion de ligacién con la enzima T4 DNA Ligasa (BioLabs® jc). Esta

mezcla se constituyo con los reactivos que a continuacion se describen:

Tabla 6. Mezcla de reaccidn de la ligacion entre los sitios adhesivos de la secuencia de
la proteina NS1 DENV-2 y del plasmido de expresion

Reactivo ulL | uL| pL| pL
pPROEX linearizado con las enzimas BamHIy Xhol | 70| 70| 70| 4,0
Secuencia de la proteina NS1 extraida del plasmido | 3,0| 50| 8,0 | 3,0

de clonacion

T4 DNA Ligasa (BioLabs® 1) 1,0/ 10| 10| 1,0
Buffer T4 DNA Ligasa (BioLabs® ) 25| 25| 25] 20
H,O destilada 115, 95| 6,5]10,0
Volumen final 25,0 25,0 | 25,0 | 20,0

(Los reactivos y la mezcla de reaccion se mantienen en hielo para conservar la actividad)

La mezcla se resuspendio suavemente y centrifugo 5 seg. a 13000 rpm e inmediatamente
se incubd a temperatura ambiente (25 °C) por 12 hrs. Concluido el tiempo de incubacién
se tomo 5 uL del producto de la reaccion de ligacion, la alicuota se deposito en un gel
de agarosa al 0,8% (Br-Et) para realizar una electroforesis y visualizar la banda de
ADN(dc correspondiente a la ligacion de la secuencia de la proteina NS1 dentro del

plasmido de expresién linearizado (4703 pb). EIl resto de la reacciéon se utilizd para
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realizar la transformacion de bacterias competentes, siguiendo el protocolo general de

transformacion (ANEXO B) utilizando el antibi6tico ampicilina (100 pg/mL).

Se prepard una mezcla para PCR colony de 200 puL que se repartio en 10 tubos de 0,6
mL para realizar una amplificacion de la secuencia de la proteina NS1 a partir de 10
muestras de colonias transformadas con el pldsmido pPROEx HTb-NS1 DENV-2. Con
un asa bacteriologica por cada colonia se tomd una muestra, que se resembrd en una
nueva caja con medio solido-antibidtico de restriccion, e inmediatamente también se
incorporo en el tubo con reaccion de PCR. Los amplificados se corrieron en un gel de
agarosa al 0,8% y se expusieron a luz UV para visualizar la presencia de la banda de
1068 pb de la secuencia de la proteina NSL1.

Las colonias que presentaron el inserto de ADN correspondiente a la secuencia de la
proteina NS1, se propagaron en 5 mL de medio liquido- ampicilina 100 pg/mL (37°C,
12 hrs 200 rpm), y el plasmido se extrajé por el método de purificacion por lisis
alcalina. Con 5 pL de plasmido extraido de cada colonia, se realizd una reaccion de
corte con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol (volumen total 15 uL), y el producto
de la reaccion se corrio en un gel de agarosa al 0,8% (Br-Et). Las bandas resultado de la
separacion por electroforesis se analizaron en busca de la secuencia de interés 1068 pb,

que confirmo la presencia del inserto en el plasmido de expresion.

El ADN de plasmidos de expresion recombinante pPROEx HTb- NS1 DENV-2
aislados de colonias que resultaron positivas para la secuencia de la proteina NS1, se
cuantificaron y una alicuota debidamente etiquetada se envid para secuenciacion. Los
plasmidos reconstruidos previamente purificados y secuenciados, cuyo marco de lectura
traducia correctamente para expresar la proteina NS1 recombinante con los residuos de
histidina, se realizo la transformacion de bacterias Escherichia coli DH5a con fines de

induccion.

7.4 Expresionei nduccion enc ondiciones n ativas del a proteina
recombinante NS1 de DENV-2 en bacterias E. coli DH5a

Las colonias transformadas con el plasmido recombinante pPROEx HTb- NS1 DENV-

2 positivas para presentar la secuencia de la proteina NS1 de DENV-2 se propagaron en

5 mL de medio liquido-ampicilina (100 pg/mL) y se dejaron crecer en agitacion 200

rpm a 37°C por 12 hrs. Finalizada la incubacion, se tomo 2 mL de cultivo bacteriano el
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cual se adicioné a 10 mL de medio liquido-ampicilina (100 pg/mL) y se permitio su
crecimiento hasta una densidad Optica (D.O.) de 0,6 medida en espectrofotdmetro
(BioRad) a 600 nm de longitud. Alcanzada esta densidad se adiciono6 isopropil-f-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) (Fermentas) hasta una concentracion 1 mM (milimolar) y
cada colonia durante 3 horas se incubd a 37°C en agitacion (200 rpm). Como control
negativo de la induccién se sigui6 el mismo procedimiento con un cultivo de bacterias

DH5a, que no fueron transformadas con algiin plasmido.

Concluido el tiempo de induccion se alicuoté 1 mL de cada cultivo por colonia; 1 mL
se almacend (-20°C) como cultivo crudo. Del cultivo sin concentrar se tomo 80uL, que
se mezclaron con solucion amortiguadora de carga 5X, las proteinas se desnaturalizaron
por calor durante 5 min. Por cada muestra se tomo 40 uL los cuales se resuspendieron
en 8 uL de solucién amortiguadora de carga para proteinas, posteriormente se
desnaturalizaron también por calor. Después de colocar en hielo y centrifugar a 13000
rpm por 5 seg, por tubo con muestra se tomé 40 pL de proteinas desnaturalizadas que se
cargaron en un gel de acrilamida al 10% (Sistema BioRad). Se aplicé una corriente de

80 V por 10 min y 100 V por 1% h 6 hasta que el frente de muestra se expulsé del gel.

Finalizada la electroforesis las proteinas del gel de acrilamida se tifieron con azul de
Coomassie por 1 h y se lavd el exceso con solucidn destefiidora, posteriormente se
transfirieron a un recipiente con agua destilada para su visualizacion en un
transiluminador de luz blanca (para su andlisis se tomaron imagenes de cada gel con un

fotodocumentador (BioRad)).

Una de las colonias con el plasmido recombinante que al ser inducida mostro un patron
de proteinas diferente al desarrollado por colonias no transformadas, se propagd en 5
mL de medio liquido-ampicilina (100 pug/mL), después de 12 hrs de incubacion a 37°C
se resembré 2 mL de cultivo en 10 mL de medio con antibiotico (proporcion 1:5) y se
siguio con el protocolo de induccion de los genes de interés a 37 °C. Finalizada la
induccion a 37°C, los cultivos se concentraron por centrifugacion a 6000 rpm por 20
min. Los botones con las células bacterianas de los cultivos se mezclaron con solucion
amortiguadora de lisis para sonicacién con fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) en

una concentracion de 1mM vy lisozima (SIGMA®) en una concentracion de 1 mg/mL, y
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se lisaron por choque de sonido (sonicador Ultrasonic Procesor Cole Parmer) segun el

siguiente programa:

Sonicacion por 10 seg Yy 10 seg sin sonicacion, de forma intercalada durante un
minuto en intensidad 70%. Esta serie se repitio de 3 a 4 veces, hasta que la muestra

adquirié una consistencia viscosa.

En una microcentrifuga refrigerada (Mikro 22K), los cultivos celulares concentrados y
sonicados se centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4°C, el sobrenadante
correspondiente a la fraccion soluble se transfirio a un tubo nuevo limpio. El boton
insoluble y el sobrenadante soluble se almacenaron a -20°C. Como control negativo de
la induccion se crecio una colonia con bacterias no transformadas la cual se sometio al

mismo procedimiento.

Las proteinas de cada fraccion se separaron por electroforesis en gel de acrilamida al
10% y posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioRad) para
realizar un ensayo de western blot con anticuerpos contra histidinas (Sta Cruz) y con
anticuerpo monoclonal contra el antigeno de la proteina NS1 (Donado por la Dra.
Cedillo CINVESTAV-ZACATENCO) y un anticuerpo secundario conjugado acoplado

a peroxidasa (Pierce) (Anexo B).

Posteriormente la colonia que expresaba la proteina NS1 (40 kDa) inducida con 1mM
en incubacion a 37°C se propago en 5 mL de medio liquido-ampicilina 100 pg/mL, por
12 hrs (2000 rpm a 37°C). Del cultivo crecido por 12 hrs se resembré 1mL en 5 mL de
medio liquido-ampicilina (100 ug/mL) con glucosa (0,03 mM), el cultivo se mantuvé en
agitacion a 200 rpm a 37 °C hasta alcanzar una D.O. de 0,8 a 600 nm. Inmediatamente
se transfirio el cultivo a un tubo estéril de 15 mL (Falcon) y se centrifugé a 6000 rpm
por 20 min, se resuspendié en medio liquido-ampicilina 100 pg/mL, y adiciond IPTG,
concentracion final 0,5 mM, e incub6 por 24 hrs a 16°C en agitacion (200 rpm). El
medio se descartd mientras que los botones celulares se resuspendieron en 2 mL de
solucion amortiguadora de lisis de sonicacion (no desnaturalizante) con fluoruro de
fenilmetil sulfonilo (PMSF) en una concentracion de 1mM vy lisozima (SIGMA®) en una
concentracion de 1 mg/mL, para posteriormente ser sonicados segun el siguiente

programa:
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Sonicacién por 10 seg y 10 seg sin sonicacion, de forma intercalada durante un
minuto en intensidad 70%. Esta serie se repitio de 3 a 4 veces, hasta que la muestra

adquirié una consistencia viscosa.

Los cultivos celulares concentrados y sonicados se centrifugaron a 12000 rpm por 20
min a 4°C, el sobrenadante correspondiente a la fraccion soluble se transfirié a un tubo
nuevo limpio. El botén insoluble y el sobrenadante soluble se almacenaron a -20°C.
Adicional al cultivo de bacterias transformadas con el plasmido recombinante no
inducidas, como control negativo de la induccién se crecié una colonia de bacterias

DH5a no transformadas las cuales se sometié al mismo procedimiento.

Para visualizar e identificar la proteina recombinante se prepararon dos geles de
acrilamida al 10% uno para tincion con azul de Coomassie y otro para ensayo de
western blot. Por cada cultivo de colonia (clona) inducida, no inducida y no
transformada que fue sonicada se tomaron 7 uL de la fraéei  soluble que se
resuspendieron en solucién amortiguadora de carga 5X y en 57 uL de solucion
amortiguadora de corrida 1X. En un tubo aparte 0,5 uL del boton insoluble se
resuspendio en solucion amortiguadora de carga 5X con 64 ul de solucion

amortiguadora de corrida 1X.

7.4.1 Induccion en gran escala de la proteina recombinante en forma nativa

Para la realizacion de la induccion a gran escala (2000 mL) se realiz6 una transformacion
con el plasmido reconstruido nimero 2, y cuya secuencia nucleotidica coincidié con parte
del gen de la proteina NS1 DENV-2. Nuevamente se realizd una PCR colony con
muestras de 10 colonias que crecieron en el medio de restriccion (ampicilina 100 pg/mL),
una de las colonias que mostré el amplificado de 1055, fue propagada por estriado para

su resguardo a 4°C, pues se utilizd para producir la proteina recombinante.

Se siguid el protocolo general de induccion en condiciones nativas a 16°C (ANEXO B).
Se crecié en 250 mL por 12 hrs una muestra de la colonia seleccionada. Despues el
cultivo se transfirio a 2000 mL de medio de cultivo—antibidtico-glucosa 0,03 M (medio
inhibidor de la expresion) en una dilucion 1:10. En el medio inhibidor (glucosa) se

incubd el cultivo crecido por 12 hrs. hasta que alcanz6 una D.O. de 0,8 (600 nm).
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Alcanzada la densidad deseada se tomd 1 ml de cultivo para posteriormente correr en
una electroforesis en gel de acrilamida (muestra no inducida) y se separ6 200 mL como
control negativo de la induccién. Se procedié a centrifugar el cultivo para control
negativo y los 2000 mL del cultivo para induccién a 6000 rpm por 10 min, se descartd
el medio con glucosa y se adiciono al boton celular medio nuevo, en el caso del cultivo
destinado para induccion al medio se le adiciond inductor IPTG hasta alcanzar una
concentracion de 0,5 mM.

La induccidn se llevo a cabo a 16°C en agitacion (200 rpm) por 24 hrs. Como control
negativo se crecio a la par un cultivo (medio sin antibi6tico) de 100 mL de bacterias
DHS50. competentes no transformadas a las que se les aplico el mismo protocolo de
induccion con IPTG (0.,5 mM). Finalizada la induccion se tomé 1ml de cada cultivo
cultivo y se almacené a -20° C para su posterior procesamiento para el corrimiento en
una electroforesis en gel de acrilamida y para un ensayo de western blot contra

histidinas.

Por centrifugacion se concentré los 2000 mL de cultivo inducido (0,5 mM IPTG), a
6000 rpm por 30 min a 4°C y se envasé en un tubo Falcon de 50 mL. La pastilla
celular se congel6 a -70°C por 20 min y despues se descongel6 en hielo, y homogenizo
por agitacion en vortex por 2 min. Este proceso de descongelacion se repitié por una

ocasion mas.

A continuacion se resuspendio el boton celular en 4 mL de solucién amortiguadora de
lisis para sonicacion (ANEXO A), con PMSF en una concentracion de 1 mM y
lisozima en una concentracion de 1 mg/mL. Inmediatamente se agitd en vortex hasta
que se observo una mezcla homogénea. La resuspension se incub6 en hielo por una

hora antes de la sonicacion.

El boton celular se sonicé en hielo, siguiendo la siguiente secuencia programada:

Durante un minuto se aplico de forma intermitente una vibracién sonica por 10 seg a
una intensidad de 70 a 80% de amplitud, seguida de 10 seg de inactividad. Se
incubd por 5 minutos, y nuevamente por un minuto se continto con el programa.

Este paso se repitid 5 veces.

41



Para separar la fraccion soluble de la fraccion insoluble (principalmente cuerpos de
inclusion) se centrifugd el cultivo sonicado, a 13000 rpm por 30 min a 4°C.
Cuidadosamente con una micropipeta de 1 mL se recuperé el sobrenadante y se trasfirio
a un tubo nuevo. Se alicuotd un volumen de 50 pL de sobrenadante de la fraccidn
soluble para el andlisis de la induccion y, el contenido restante se almacené

inmediatamente a -20°C.

En un tubo de 0,6 mL se depositoé 5ul. de sobrenadante correspondiente a la fraccion
con proteinas solubles y se resuspendié en 8 uL de solucién amortiguadora de
muestra 5X y 27 uL de solucidon amortiguadora de corrida 1X. Del boton se tom6 0,5
uL  y se mezd con 8 uL de solucién amortiguadora y se resuspendié en 32 uL de
solucion amortiguadora de corrida 1X. Cada muestra se desnaturalizo por calor (10 min
a 100 °C), 40 uL se corrio en un gel de de acrilamida al 10% para el analisis por tincion
de bandas de proteinas con azul de Coomassie y, 40 uL en un gel duplicado para el

ensayo de western blot contra histidinas.

7.4.2 Purificacion de la proteina recombinante contenida enla fraccion
soluble por cromatografia de afinidad con la resina Ni-NTA

La purificacion de la proteina de fusion se llevd a cabo mediante cromatografia de
afinidad en suspension, basada en la union de proteinas con 6 residuos de histidina a
una resina que presenta acido nitrilotriacético (NTA) unido a iones metalicos de niquel,
y posterior elucién de las mismas con una solucién amortiguadora e imidazol
(SIGMA®) en diferentes concentraciones. Como resina de afinidad se empleé Ni-NTA
acoplada a sefarosa®(QIAGEN®) capaz de unir mas de 5 a 10 mg de proteina con

residuos de histidina por mL de resina

Para la recuperacién de la proteina por cromatografia de afinidad se utiliz6 de 1 mL de
resina Ni-NTA (QIAGEN®) la cual se deposité en un tubo Falcon de 15 mL y se lavd
con 10 mL de H,O en agitacion por 5 min, seguida de una centrifugacion a 3500 rpm a
4°C por 5 min, con la finalidad de eliminar el etanol presente (esta forma de lavado se
repitio6 por 5 veces). Enseguida se equilibré la resina con 5 mL de solucion

amortiguadora de lisis, incubando por 2 hrs a 4 °C en agitacién suave.
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La fraccion soluble del cultivo inducido y sonicado se descongel6 en hielo y, enseguida
se le adiciono la resina Ni-NTA equilibrada. La interaccion entre la resina y la fraccion
soluble se llevo a cabo por 12 hrs a 4 ° C en agitacion suave. Finalizada esta etapa se
tomo 10 uL de la interaccion (guardado a 4°C) para la posterior electroforesis en gel de

acrilamida.

A continuacion la interaccion Ni-NTA- fraccion soluble se centrifugo a 4500 rpm por
10 min a 4°C, y se recuperé el sobrenadante que correspondia a las proteinas y
particulas que no interaccionaron o no se fijaron a la Ni-NTA. Esta fraccion que no

interacciond se guardo a -20°C.

Después el botdn-resina-proteina NS1 se resuspendidé en 5 mL de solucion
amortiguadora “A” y se mantuvl en agitacion por 5 min a temperatura ambiente,
enseguida se centrifugd a 5000 rpm a 4°C por 5 min. El sobrenadante separado con las
proteinas que no interaccionaron con la resina fue almacenado a -20°C. Y nuevamente
el botdén se lavé con 5 mL de de solucion amortiguadora “A” y fue centrifugado para
recuperar solo el complejo resina-proteina. Una alicuota de 60 uL de sobrenadante de
cada lavado se prepard para su posterior analisis en gel de poliacrilamida al 10% tefiido

con azul de Coomassie y ensayo de western blot contra histidinas.

La proteina recombinante embebida en el complejo de la matriz Ni-NTA fue
desprendida a través de una serie de lavados en agitacion (5 min a T. amb.) con solucién
amortiguadora “A” e imidazol (SIGMA®)) a diferentes concentraciones. El primer
lavado se realizd con una concentracion de 15 mM, después de la agitacion (5 mina T.
amb) la resina- proteina se centrifugo a 5000 rpm por 5 min a 4 °C y el sobrenadante se
recupero en un tubo nuevo y limpio. Los siguientes lavados fueron a 25 mM, 50 mM,
100 mM, 200 mM, 300 mM y 500 mM de imidazol. Por cada concentracion de

imidazol el lavado se repitid 3 veces.

Para cada sobrenadante obtenido del gradiente de lavado-elucion se tomaron 60 pL para
correr un gel de acrilamida para tincion con azul de Coomassie y otro gel para ensayo
de western blot. Los sobrenadantes de los lavados de la resina Ni-NTA- fraccion
soluble y los eluidos con imidazol y la pastilla con los cuerpos de inclusion se

almacenaron a -20°C.
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Se repitid la induccion a gran escala (2000 mL) y se prosiguié con los mismos pasos
hasta los lavados con imidazol. Se establecié una nueva serie de lavado-elucion,
primero se lavo el complejo resina-Ni-NTA 3 veces con la solucion amortiguadora “A”
con 25 mM de imidazol y enseguida se eluyé con 500 mM de imidazol. De los
sobrenadantes recuperados se tomo una alicuota dgl60 para correr un gel de
acrilamida para visualiza las proteinas tefiidas con azul de Coomassie y otro gel para
realizar un ensayo de western blot contra la bandera de histidinas, el rest6 se almacend
a -20°C.
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8. DIAGRAMA DE FLUJO DEL DISENO EXPERIMENTAL
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9. RESULTADOS

9.1 Amplificacion de la secuencia codificadora dela proteina NS1 del virus
Dengue Serotipo 2 (DENV-2)

El primer paso para la clonacion del gen que codifica para la proteina NS1 de DENV-2
en cuyos extremos se adicionaron los sitios de corte enzimatico (BamHI en direccion 5
y Xhol en 3°), fue la amplificacion de este por PCR utilizando los oligonucleotidos
iniciadores especialmente disefiados para anexar los sitios de restriccion enzimatica
mencionados. La secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2 se obtuvd
usando como templado el clon ADN de la cepa 16681 donado por el Dr. Kinney (CDC),

que posee el genoma completo del virus dengue serotipo 2 cuyo tamafio es de 10,7 Kb.

Para analizar los productos amplificados obtenidos en la reaccion de la PCR se realizd
una electroforesis en geles de agarosa al 0,8% con bromuro de etidio (Br-Et) (Fig.16), en
el que observo la presencia de un amplicon bien definido con un longitud de 1068 pb
(pares de bases), que corresponde con el tamafio esperado para el gen completo de la
proteina NS1 con las bases adicionales de los sitios de corte BamHI 'y Xhol.

Amplificacion de la secuencia de la proteina NS1 de DENV-2

MPB
1 2 3 4 5

pb

12,000—»
5,000—»
2,000—»

1,650—»

1,000—»
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500—» la proteina NS1
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A
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100—»

Fig. 16.- Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de la amplificacion por PCR de la secuencia
codificadora de la proteina NS1 del DENV-2, en el primer carril se ubica el marcador de pares de bases (pb) de ADN
de 1 Kb (MPB), cuyas bandas corresponden a fragmentos de ADN cuyos tamafios son una referencia. En los carriles 2
y 3 se observan dos bandas de la migracion de los productos de amplificados de PCR (1 pL) a una altura de 1068 pb el
cual corresponde con el tamafio esperado para el amplicon de la secuencia de la proteina NS1 de DENV-2, lo que
indica la correcta amplificacién de la secuencia clonada. En el carril 4 se incluy6 un control negativo, en el que se
utilizé como templado agua destilada. Finalmente se corri6 en el carril 5 el clon de ADNc del DENV-2 (10,7 Kb)

46



9.2 Ligacion de la secuencia de la proteina NS1 con el plasmido de clonacion
pCR® 2.1 TOPO ® y transformacion de bacterias competentes

Con la finalidad de garantizar la insercion de la secuencia codificadora de la proteina
NS1 dentro del plasmido de expresion, era indispensable disponer de una considerable
cantidad de ADN de la mencionada secuencia, principalmente por los requerimientos
en las reacciones de restriccion enzimatica, realizadas para obtener los extremos
adhesivos, condicion indispensables para el acoplamiento adecuado entre plasmido y

secuencia de interés (vital para la correcta traduccion de la proteina).

Por tal motivo se realizd una clonacion del amplicon de 1068 pb obtenido por PCR,
utilizando el plasmido de clonacion pCR® 2.1 TOPO ® (3,9 Kb). Este plasmido de
clonacion comercial se encuentra de forma linearizada, se caracteriza por tener incorporada
la DNA topoisomerasa I, que habilitada dentro del plasmido funciona tanto como una
enzima de restriccion y como una ligasa, que posibilita la directa ligacion de secuencias de
ADN con bases nitrogenadas de adenina (A) en los extremos. La ligacion del producto de
PCR interrumpe la secuencia que codifica a la B-galactosidasa, de tal modo que si se
desea obtener un mayor nimero de copias del gen de interés se puede utilizar el inductor

IPTG, el cual promueve la transcripcion de los genes asociados al operon Lac.

La construccién plasmidica (pCR® 2.1 TOPO ®-NS1-DENV-2) obtenida de la reaccion
de ligacion de la secuencia amplificada de la proteina NS1-DENV-2 dentro del
plasmido de clonaciéon pCR® 2.1 TOPO®, se utilizd para realizar la transformacion de
bacterias competentes Escherichia coli cepa DH5a One Shot (Invitrogen). Las
bacterias transformadas que desarrollaron colonias en el medio selectivo con antibidtico
kanamicina, anexaron el plasmido de clonacion, ya que dentro del genoma del
plasmido pCR® 2.1 TOPO ® se encuentran incorporados los genes nptll y bla que
codifican el promotor de resistencia selectiva ante los antibioticos kanamicina y

ampicilina, respectivamente.

Sin embargo, debido a que una célula puede crecer en el medio de seleccion si es un
mutante que es resistente al antibiotico, ¢ si ha incorporado un plasmido que carece del
gen de interés (un plasmido que no incorporo el gen de interés durante el proceso de

insercion), fue necesario demostrar la presencia del plasmido recombinante pCR® 2.1
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TOPO © con la secuencia codificadora de la proteina NS1-DENV-2, en las colonias
transformadas. Para tal efecto se prepard una serie de 10 reacciones para PCR utilizando
como templado muestras tomadas directamente de las colonias bacterianas (clonas)
crecidas en el medio sélido con antibiotico y para amplificar la secuencia de interés se
usaron los oligonucledtidos iniciadores disefiados para la proteina NS1 DENV-2.

El subsecuente analisis por electroforesis en gel de agarosa de cada una de las
reacciones de PCR de 8 colonias elegidas aleatoriamente, revel6 7 amplicones con 1068
pb de longitud, se asumi6 que las colonias incorporaron el plasmido recombinante con
la secuencia de ADN de la proteina NS1 DENV-2, pues los oligonucledtidos
iniciadores especificamente reconocen y amplifican la mencionada secuencia (Fig.17).

Amplicones de la secuencia de la proteina NS1 insertada en el plasmido de
clonacién (PCR Colony)
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Fig. 17.- Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de la amplificacion por PCR de las colonias
transformadas con 1a reaccion de ligacién d el plasmido plasmidica pCR® 2.1 TOPO® - NS1 DENV-2. El
marcador de ADN 1Kb (MPB) se ubica en el primer carril a la izquierda. En el carril 2 no se observan bandas del
control negativo (sin muestra de ADN), descartando la posibilidad de falsos positivos por contaminacion durante la
manipulacion al cargar las muestras. A partir del carril 3 y hasta el 9 se observé la banda de 1000 pb resultado de la
amplificacion de la secuencia de la proteina NS1 presente en las colonias 1 a 7. En el carril 10 se advirtio que la
colonia 8 no amplifico la banda de 1068 pb, indicando que no presentd el inserto de la secuencia codificadora de la
proteina viral.

Las bacterias transformadas que portaban el plasmido de clonacién recombinante pCR®

2.1 TOPO ®-NS1 DENV-2 se propagaron para extraer por la técnica de lisis alcalina el
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plasmido recombinante con el ADN de la secuencia de la proteina NS1, requerida para

seguir con paso de subclonacion en el plasmido de expresion.

9.3 Subclonacion de la secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-

2 en el plasmido de expresion
Para expresar el gen de la secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2, desde
la transcripcion a ARNm y hasta la traduccion en aminoacidos, fue necesario
subclonarla en un plasmido vector de expresion (sistema de expresion procariotico), el
cual posee los promotores y elementos necesarios para regular la expresion de los genes

hasta la traduccion en proteinas.

La orientacion correcta de la secuencia inserta en el plasmido de expresion en la traduccion
de la proteina se asegurd al emplear dos distintas enzimas de restriccion, una enzima para
cortar en el sitio BamHI en el extremo 5° y otra enzima para cortar en el sitio Xhol
localizado en el extremo 3’, eleccion predeterminada de acuerdo con la localizacion de

ambos sitios dentro del espacio de clonacion maltiple del plasmido de expresion.

Previo al corte enzimatico se calcularon los tamafios tedricos de los productos
resultantes tanto de la reaccion de restriccion como de la reaccién de ligacion (Tabla.
7), para identificar los fragmentos a purificar y ligar en la construccion del plasmido de

expresion de la proteina recombinante.

Tabla7. Tamafio tedrico calculado de los fragmentos obtenidos de las reacciones de
digestion de los plasmidos de clonacién y expresion con las enzimas BamHI 'y Xhol

Tamario de los fragmentos esperados en pares de bases (pb)

pCR® 2.1 TOPO®. Plasmido comercial sin modificar. Sin cortar 3931 pb
pCR® 2.1 TOPO® -NS1 DENV-2. Plasmido comercial con la

secuencia de la proteina NS1. Sin cortar. 4986 pb
pCR® 2.1 TOPO® -NS1 DENV-2. Sin la secuencia entre los

sitios BamHI y Xhol 3931 -41- 39 -1068 =3864pb 3864 pb
Secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2 1055 pb
Plasmido de expresion pPrRoEx HTb . Sin modificar 4779 pb
Plasmido de expresion pPrRoOEx HTb sin las bases entre el sitio

BamHI y Xhol 4779pb -76=4703pb 4703 pb

Se procedi6 a realizar una reaccion de digestion enzimatica del plasmido recombinante
pCR® 2.1 TOPO ®-NS1 DENV-2 vy del plasmido de expresion pPRoOEx HTb con las
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enzimas BamHI y Xhol, de tal manera que se obtuvieron los extremos cohesivos
complementarios que permitieron la interaccion de ligacion, entre el sitio de clonacion
maltiple del pldsmido y la secuencia de la proteina NS1 extraida del plasmido de
clonacion. Como control de la especificidad y eficiencia de la digestion por parte de
las enzimas, por separado se efectud el corte del plasmido de clonacién pCR® 2.1
TOPO ®-NS1 DENV-2 con cada una de las enzimas.

a) Liberacion la secuencia codificadora dela  b) Linearizacion del plasmido de expresion

proteina NS1 de DENV-2 pPROEx HTb
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Fig.18- Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de los productos de 1a digestién con las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol del plasmido de clonacion pCR® 2.1 TOPO ®-NS1-DENV-2 vy del plasmido de expresion
pPROEX HTh. a) Liberacion la secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2. En el carril 1 se ubica como referencia
el marcador de pares de bases (MPB). El carril 2 presenta el plasmido pCR® 2.1 TOPO® - NS1 DENV-2, sin cortes
enzimaticos. En los carriles 3y 4 se observa la serie de bandas que pertenecen al producto de la reaccion de corte enzimatico
con la enzima BamHI 'y Xhol, respectivamente. La reaccion de digestion doble del plasmido pCR® 2.1 TOPO ®-NS1 DENV-2
con las enzimas BamHI 'y Xhol se corrié en el carril 5, donde se distingue tenuemente el fragmento de ADNdc de 1055 pb
liberado, el cual corresponden a la secuencia codificadora de la proteina NS1 de DENV-2. b) Linearizacion del plasmido de
expresion pPROEx HTb. Carril 1 corresponde al MPB. En el carril 2 se observan las bandas de ADN del plasmido de expresion
sin cortes enzimaticos. Al digerir solo con la enzima BamHI (carril 3) y so6lo con la enzima Xhol (carril 4) el plasmido es
linearizado. En el carril 5 se aprecia el plasmido de expresion digerido con ambas enzimas de restriccion, la diferencia de pares
de bases con respecto al plasmido no digerido es sutil, debido a la reducida longitud de los fragmentos liberados (76 pb).

Los productos de las reacciones enzimaticas de la digestion del plasmido de clonacion
recombinante se corrieron en un gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) para separar por
electroforesis los fragmentos de ADNdc Al analizar la serie de bandas formadas de los
fragmentos de ADN liberados por la accion enzimatica, se detecto que al cortar s6lo con
la enzima BamHI se obtuvieron varios fragmentos posiblemente a que las condiciones

de la reaccién no fueron las més adecuadas o también debido a un corte en el segundo
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sitio BamHI del plasmido. Por su parte en la reaccion de digestién del pCR® 2.1 TOPO®
-NS1 DENV-2 solo con la enzima Xhol, el plasmido se linearizo tal como se esperaba.
En tanto que del corte con ambas enzimas de restriccion se obtuvo un fragmento de 1055
pb (Fig 18. a), tamafio que coincide con la longitud de la secuencia NS1 de DENV-2.

Este fragmento fue purificado y se ligd en el plasmido de expresion linearizado.

En el analisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de los productos de la
reaccion de digestion del plasmido de expresion con la enzima de restriccion BamHI, se
advirtid la presencia de una banda que migré ligeramente por debajo del tamario de las
bandas de ADN correspondientes al plasmido sin cortar (4779 pb), sugiriendo la
linearizacion del plasmido circular, cuyo ADN al adoptar una conformacion lineal
migré mas. De forma semejante al realizar la digestion del plasmido de expresién sélo
con la enzima Xhol se observé también una banda por debajo de las 4779 pb, . En tanto
la accidén de la digestion simultanea de ambas enzimas (Fig 18. b) dividié el plasmido
en dos bandas; una banda de 4703 pb de longitud localizada ligeramente por debajo
del tamafio del plasmido de expresion linearizado, y un fragmento imperceptible de 76
pb liberado de las bases entre los sitios BamHI 'y Xhol.

9.3.1 Ligacion de la secuencia de la proteina NS1 en el plasmido de expresion
pPROEx HTb

La ligacion de secuencias de distintos genes dentro de diversos plasmidos permite la

integracion de secuencias de aminoacidos que confieren a la proteina de interés una

caracteristica particular. Para los propositos del presente trabajo experimental, la secuencia

de la proteina NS1 se ligé dentro del el plasmido pProEX HTb, vector de expresion, para

posibilitar su sobrerexpresion como una proteina fusionada en uno de sus extremos a una

bandera de histidinas, como estrategia para su posterior identificaciony purificacion.

Se procedid a ligar la secuencia de 1068 pb de la proteina NS1, extraida del plasmido de
clonacion pCR® 2.1 TOPO® -NS1 DENV-2 por digestion con las enzimas BamHI y Xhol,
dentro del plasmido de expresion linearizado (4703 pb) con las mismas enzimas, a través
de una reaccion de ligacion catalizada por la enzima ligasa T4 que une los extremos

cohesivos y complementarios del plasmido pProEx HTb y la secuencia de interés.

51



Al preparar las reacciones de ligacion se probaron 3 concentraciones de inserto de la
proteina NS1 (secuencia liberada del plasmido de clonacién). Después de la incubacion
respectiva los productos se corrieron en un gel de agarosa al 0,8% Y se analiz6 el patron
de bandas de ADNdc separadas. En los productos de las tres reacciones de ligacion se
observa una banda tenue con un tamafio aproximado a las 6000 pb (Fig.19. carril 6, 7,
8), que es superior a la longitud del pldsmido sin cortes (Fig.19. carril 2) y al del
plasmido linearizado (Fig.19. carril 3).

Ligacién de la secuencia de la proteina NS1 con el plasmido de expresion pPROEx HTb

MPB

Plasmido de

expresién
ligado con la
2,000 secuencia de
1,650 la proteina
NS1
1,000 . L
Reactivo/ Ligaciones L1 L2 | L3
&350 pPROEX linearizado con 7 7 7
BamHI 'y Xhol
00 Secuencia extraida del 3 5 10
plasmido de clonacién
A0 T4 DNA Ligasa 1 1 1
Buffer T4 DNA Ligasa 25 | 25|25
300 H,O destilada 115 | 95 | 45
Volumen Final 25 25 | 25

Fig.19.- Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de los productos de ligacion de 1a secuencia
codificadora de la proteina NS1 en el plasmido de expresién pPROEx HTb. EI marcador de pares de bases (MPB)
se ubica en el primer carril. En el carril 2 se corri6 el plasmido de expresion intacto. La digestion doble con las enzimas
Bam HI y xhol linearizé el plasmido, carril 3. En el carril 4 se corrié el fragmento de ADNdc (1055 pb) extraido por
digestion enzimética del plasmido de clonacion. En los carriles 6,7 y 8 se corrieron las reacciones de ligacion, en la
reaccion L1y L2 se observan tres bandas, entre ellas una banda cercana a las 6000 pb, que coincide con la banda
tedrica de 5758 pb calculada; las otras dos bandas corresponden al plasmido linearizado (4703 pb) vy a la secuencia de
interés (1055 pb). En el carril 8 solo se observa la banda del plasmido linearizado y la banda de ADN del plasmido
ligado a la secuencia de la proteina NS1 (5758 pb).

Teoricamente el valor calculado para el plasmido de expresion recombinante fue de 5758
pb, obtenido de la suma del tamafio del inserto linearizado 4779 pb con las 1055 pb de la
secuencia de la proteina NS1, por tal motivo se dedujo que la banda ubicada entre las 5000
pb y 6000 pb correspondia a la ligacion del inserto de interés en el plasmido de expresion.
También se observo la banda ADNdc de 1068 pb de la secuencia de la proteina NS1 (con
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los sitios de restriccion) y una banda de 4703 pb lo cual sugirié una reducida actividad de
la enzima ligasa (Fig19. carril 6,7 y 8). El analisis de los productos de ligacion por
electroforesis mostrd que efectivamente se obtuvieron productos de ligacion en las tres

reacciones preparadas, aunque con un bajo rendimiento.

9.3.2 Identificacion y ai slamiento de colonias transformadas con el plasmido

de expresion ligado a la secuencia de la proteina NS1
La seleccion de clonas bacterianas convenientes para inducir la expresion de la proteina
recombinante requirid primero, demostrar que las colonias desarrolladas de la
transformacion con las reacciones de ligacion realmente presentaran el plasmido de

expresion con la secuencia de la proteina NS1.

Con la mezcla de los productos de las reacciones de ligacion preparadas con diferentes
concentraciones del inserto de la secuencia de la proteina NS1, se efectud la
transformacion de bacterias competentes E. c oli DH50. que se sembraron en medio
solido con el antibidtico ampicilina (100 pg/mL). Solamente las bacterias que
asimilaron el plasmido de expresion con el inserto o sin el inserto de la secuencia de la
proteina se desarrollaron, debido a que el plasmido pPrRoEx HTb codifica el gen de

resistencia al antibiético.

En el medio de cultivo con antibiético donde se sembraron las bacterias transformadas
con la reaccion de ligacion numero 3 (L3) (Fig. 20), en la que se utiliz6 una cantidad
mayor de inserto de la secuencia de interés, se desarrollaron mas colonias en comparacion
con el nimero de colonias derivadas de la reaccion de ligacion 1 (L1) y de la reaccion de
ligacion 2 (L2). Lo que significa que un mayor namero de células desarrollo resistencia al

antibidtico, debido a la incorporacion del pldésmido de expresion o por mutacion.

Para comprobar si efectivamente las bacterias transformadas presentaban el plasmido de
expresion ligado con la secuencia de la proteina NS1, se recurrio al analisis por
restriccion enzimatica de ADN de plasmidos. Las colonias elegidas se propagaron para
extraer por la técnica de lisis alcalina el ADN de los plasmidos que les conferian
resistencia al antibidtico, los plasmidos se sometieron a un corte con la enzima de
restriccion BamHI. Los productos de digestion (5 pL) se corrieron en un gel de agarosa

al 0,8% para analizar los fragmentos de ADN resultantes
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Colonias de bacterias transformadas con la reaccion de ligacion del plasmido de
expresion con la secuencia de la proteina NS1
L1 L2 L3

Fig.20 Colonias desarrolladas de las bacterias transformadas con las reacciones de ligacion del inserto de la secuencia
de la proteina NS1 en el plasmido de expresion pPROEx HTh. Se probaron 3 concentraciones de inserto de la proteina
NS1, en la primera reaccion de ligacion se utilizé 3uL, en la segunda reaccion 5 pL y en la tercera reaccion 8 pL. De cada
cultivo con colonias desarrolladas, se seleccionaron aleatoriamente 10 colonias que se resembraron  por estriado, para su
posterior analisis por PCR colony (muestra de colonia como templado), para comprobar la presencia de la secuencia de interés.

De entre los 30 plasmidos (extraidos de las colonias transformadas) sometidos a
restriccion enzimatica, se advirtié que sélo un plasmido, correspondiente a una colonia
transformada con la ligacién 1, presento el plasmido de expresion ligado con el inserto
de la secuencia de interés (Fig 21). Concretamente los productos de digestion de este
plasmido migraron una menor distancia debido a que midieron mas (5758 pb), que las
bandas derivadas de la digestion de un plasmido sin inserto, las que al ser mas

pequefias migran una distancia mayor (4703 pb).

El reducido numero de bacterias transformadas con el plasmido de expresion ligado al
inserto de la secuencia de interés motivo a preparar una reaccion de ligacion nueva. En
la reaccion para evitar la religacion de los fragmentos extraidos del plasmido se
disminuyd la cantidad de plasmido linearizado (4 uL) y del inserto de la secuencia de
la proteina NS1 (3 pL), y se concentr6 la cantidad de enzima ligasa T4 al reducir el
volumen final de reaccion (20 pL).Una alicuota de 5 pL de esta reaccion de ligacion se

corrid en un gel de agarosa al 0,8%, la ligacion resulté mas eficiente pues se observo
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una banda mas acentuada localizada préxima a las 6000 pb (datos no mostrados), con el

resto de la reaccion se transformaron bacterias E. coli competentes.

Corte con la enzima de restriccion BamHI, para comprobar la presencia de la
secuencia NS1 de DENV-2
a) b) ¢)

L3
123 45 67 8910

Plasmido
linearizado con la
secuencia de la
proteina NS1

5758 pb
S

4703 pb
Plasmido
linearizado sin la
secuencia de la
proteina NS1

Fig.21. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de los productos de restriccién con la enzima
BamHI, de los plasmidos e xtraidos d e bacterias transformadas con la reaccién de ligacion de la secuencia de la
proteina NS1 de DENV-2 dentro del plasmido de expresion pPROEx HTh a) Gel de agarosa en el que se corrieron los
productos de restriccion enzimatica de plasmidos obtenidos de colonias transformadas con una reaccién de ligacion
preparada con 3 pL de inserto de la proteina de interés. El carril 1 muestra la Ginica colonia con el plasmido de expresion
de 5758 pb de longitud, cuyas bandas correspondientes se ubican sobre las bandas de fragmentos digeridos de menor
tamafio (carril 2 al 9). b) Los plasmidos de las colonias transformadas de la ligacién 2 (5 pL de inserto) al ser digeridos
se linearizaron en fragmentos con un menor tamafio con respecto a la colonia 1 de la ligacién 1(carril 1 al 10) presentan
menos pares de bases que la colonia 1 de la primera reaccion de ligacion. ¢) La migracion de las bandas de los productos
de digestion de los plasmidos de las colonias transformadas con la ligacion 3 (carril 1 al 10), fue similar a la de los
fragmentos digeridos de los plasmidos de la ligacion 2. Las colonias transformadas con las reacciones de ligacién 2 y 3
no anexaron el plasmido de expresion ligado a la secuencia de interés.

La presencia del plasmido ligado a la secuencia de interés (pPROEx HTh- NS1 DENV-2)
en las colonias desarrolladas se corroboré al realizar PCR colony para amplificar la
secuencia de la proteina NS1 y posteriormente una reaccion de restriccion enzimatica.
Los productos de amplificacion se corrieron en un gel de agarosa al 0,8% para visualizar
los amplicones desarrollados. De 12 colonias seleccionadas al azar que se probaron por
PCR, 10 mostraron amplificados a una altura de 1068 pb, por lo que se consideraron
positivas para presentar el plasmido con la secuencia codificadora de la proteina NS1 de
DENV-2. Para descartar falsos positivos por contaminacion cruzada durante la ejecucion
de la prueba se incluyé un control positivo de la reaccion de PCR utilizando como
templado ADN de tejido de extracto de cerebro de raton infectado con DENV-2, y en el
control negativo agua destilada (Fig.22). Durante la preparacion de las reacciones de PCR
las colonias probadas se aislaron y propagaron por estriado en medio solido, el nimero

gue se les asigné fue determinante para su posterior identificacion.
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Amplicones de la secuencia codificadora de la proteina NS1 obtenido por PCR
colony de colonias con el plasmido de expresion recombinante

MPB MPB
pb pb
12 3 45 6 7 8910 11 12 1314 15 16
5,000—»
5,000—»
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2,000—p 2,000— dela
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1,000—» 1,000—» —
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Fig. 22 Anélisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de la amplificacion por PCR de la secuencia
codificadora dela proteina N S1de D ENV-2d e c olonias b acterianas transformadas con el p lasmidod e
expresion recombinante pPROEX HTb- NS1 DENV-2. Carril 1 MPB. EI control positivo de la reaccion de PCR
fue el templado de extracto de cerebro de ratdn infectado con el virus DENV-2, (carril 2) y el agua destilada como
templado del control negativo (carril 3). Reacciones de amplificacion de 12 colonias transformadas con la reaccion de
ligacion del plasmido de expresion con la secuencia de interés (carriles 4 al 16). De 12 colonias 10 colonias
amplificaron una banda de 1068 pb, lo que sugiere que las colonias poseen el inserto de la secuencia codificadora de
la proteina NS1.

Secuencia de la proteina NS1 de DENV-2 extraida de plasmidos de expresion
recombinantes por corte con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol

MPB

Secuencia

de la proteina
NS1 extraida
del plasmido
de clonacion
recombinante
1055 pb

Fig.23. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de la amplificacion por PCR de la secuencia
codificadora de la proteina NS1 de DENV-2 y reaccion de restriccion e nzimatica doble (BamHI y Xhol) de
plasmidos extraidos de colonias bacterianas transformadas con el plasmido de expresion recombinante pPROEX
HTb- NS1 DENV-2 . El marcado de pares de base se ubica en el carril 1 para ambos geles. a) En el carril 2 se corrid
el control positivo de la amplificacion de la secuencia de la proteina NS1 a partir del plasmido de clonacién pCR®
2.1 TOPO® -NS1 DENV-2 (4986 pb). En los carriles 3 al 6 se cargaron las reacciones de PCR de 4 plasmidos de las
colonias 1, 2, 7 y 10, transformadas con el plasmido de expresion recombinante. Las colonias presentan un amplicén
de 1068 pb lo que indica que el plasmido de expresion que presentan esta ligado al inserto de la proteina de interés.
b) Restriccion enzimatica con las enzimas BamHI 'y Xhol de los plasmidos de las colonias 1,2, 7 y 10. Como control
positivo de la accién enzimatica se digirié el plasmido de clonacién, del que se extrajé una banda de 1055pb
correspondiente a la secuencia de la proteina NS1 (carril 2). En los carriles 3 al 6 se corrieron los productos de la
restriccion enzimatica de los plasmidos de las colonias 1, 2 ,7 y 10, de las cuatro reacciones se desprendié un
fragmento de 1055 pb, lo que confirma la ligacion de la secuencia de la proteina NS1 de DENV-2 con el plasmido
de expresion recombinante.
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Adicionalmente se realizo un analisis por restriccion enzimatica del ADN de 4 extractos
de plasmido recombinante pPrRoOEx HTb- NS1 DENV-2 positivos por PCR para
presentar el insert6 de interés (Fig 23 .a). Los productos de la digestion de los
plasmidos con las enzimas BamHI y Xhol se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% (Br-Et). Dos bandas se observan, una banda de aproximadamente 4703
pb y otra banda de 1055 pb, tamafios correspondientes al plasmido de expresion
linearizado y a la secuencia de la proteina NS1 de DENV-2 flanqueada por los sitios
BamHI y Xhol, respectivamente (Fig.23. b). La extraccion de una banda de 1055 pb por
accion de las enzimas demuestra que las colonias de las que se obtuvieron los plasmidos
presentan el plasmido de expresion ligado a la secuencia de interés, y pueden expresar la
proteina recombinante NS1 de DENV-2 fusionada a una bandera de histidinas.

9.3.3 Analisis de las secuencias de plasmidos recombinantes pPROEX HTb-
NS1 DENV-2 extraidos de colonias transformadas
Para confirmar la identidad del inserto ligado en el plasmido de expresion que se
extrajo de los plasmidos de las colonias transformadas nombradas 1, 2 ,7 y 10, se
enviaron muestras de ADN para su secuenciacion, al Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad. CINVESTAV-IRAPUATO.

El ADN de los plasmidos de la colonia 1 (50,11 pg/mL concentracion de ADNdc) y de
la colonia 10 (253,07 pg/mL concentracién de ADNdc) no arrojo ningun resultado de
secuenciacion, posiblemente a una baja concentracion de ADN 6 a impurezas en la
muestra. La secuencia del ADN de la colonia 2 (245,15 pg/mL) y de la colonia 7
(238,45 pg/mL) se muestra en la Figura 24. De la colonia 2 direccion 5 (sentido) se
reconocieron 328 pb, y 471 pb en direccién 3’ (antisentido), de un total de 1055 pb de
la secuencia codificadora de la proteina NS1 DENV-2. Y de la colonia 7 se
reconocieron 405 pb en sentido direccion 5” (sen) y 495 pb en antisentido direccion 3’

(ase).

El analisis de alineamiento de pares de bases entre las secuencias en antisentido y
antisentido (datos no mostrados) de los plasmidos de las colonias 2 y 7 se realiz6 con
el software en linea Biology WorkBench 3.2 ®?". Ambas secuencias de ADN
comparten 469 pares de bases en un mismo ordenamiento mostrando una identidad del

100%, indicando que ambas presentan el mismo inserto de interés (Fig.25).
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a) >CLONA__2_D2nslsen__pPROEX_Hi

—-——-GGCAGTGGGATTTTCATCACAGACAACGTGCACACATGGACAGAACAATACAAGTTCCAACCAGAAT
CCCCTTCAAAACTAGCTTCAGCTATCCAGAAAGCCCATGAAGAGGGCATTTGTGGAATCCGCTCAGTAAC
AAGACTGGAGAATCTGATGTGGAAACAAATAACACCAGAATTGAATCACATTCTATCAGAAAATGAGGTG
AAGTTAACTATTATGACAGGAGACATCAAAGGAATCATGCAGGCAGGAAAACGATCTCTGCGGCCTCAGC
CCACTGAGCTGAAGTATTCATGGAAAACATGGGGCAAAGCAAAAATGCTCT - ——————————————————

b) >CLONA__2_D2nslase__ pPROEX_Hi

————————————————— AACTCATGTCAGCGGCCATAAAAGACAACAGAGCCGTCCATGCCGATATGGGT
TATTGGATAKAAAGTACACTCAATGACACATGGAAGATAGAKAAAGCCTCTTTCATTGAAGTTAAAAACT
GCCACTGGCCAAAATCACACACCCTCTGGAGCAATGGAGTGCTATAAAGTGAGATGATAATTCCAAAGAA
TCTCGCTGGACCAGTGTCTCAACACAACTATAGACCAGGCTACCATACACAAATAACAGGACCATGGCAT
CTAGGTAAGCTTGAGATGGACTTTGATTTCTGTGATGGAACAACAGTGGTAGTGACTGAGGACTGCGGAA
ATAGAGGACCCTCTTTGAGAACAACCACTGCCTCTGGAAAACTCATAACAGAATGGTGCTGCCGATCTTG
CACATTACCACCGCTAAGATACAGAGGTGAGGATGGGTGCTGGTACGGGATGGAAATCAGACCATGAA-—

c) >CLONA__7_D2nslsen__pPROEX_Hi
TGTGGCAGTGGGATTTTCATCACAGACAACGTGCACACATGGACAGAACAATACAAGTTCCAACCAGAAT
CCCCTTCAAAACTAGCTTCAGCTATCCAGAAAGCCCATGAAGAGGGCATTTGTGGAATCCGCTCAGTAAC
AAGACTGGAGAATCTGATGTGGAAACAAATAACACCAGAATTGAATCACATTCTATCAGAAAATGAGGTG
AAGTTAACTATTATGACAGGAGACATCAAAGGAATCATGCAGGCAGGAAAACGATCTCTGCGGCCTCAGC
CCACTGAGCTGAAGTATTCATGGAAAACATGGGGCAAAGMAAAAATGCTCTATACAGAGTCTCATAACCT
GACCTTTCTCATTGAAGGCCCCGAAACATCAGAATGCCCCAACACAAATAGAGCT

d) >CLONA__7_D2nslase__ pPROEX_Hi
TGTATTCTGTGACTCAAAACTCATGTCAGCGGCCATAAAAGACAACAGAGCCGTCCATGCCGATATGGGT
TATTGGATASAAAGTGCACTCAATGACACATGGAAGATAGATAAAGCCTCTTTCATTGAAGTTAAAAACT
GCCACTGGCCAAAATCACACACCCTCTGGAGCAATGGAGTGCTATAAAGTGAGATGATAATTCCAAAGAA
TCTCGCTGGACCAGTGTCTCAACACAACTATAGACCAGGCTACCATACACAAATAACAGGACCATGGCAT
CTAGGTAAGCTTGAGATGGACTTTGATTTCTGTGATGGAACAACAGTGGTAGTGACTGAGGACTGCGGAA
ATAGAGGACCCTCTTTGAGAACAACCACTGCCTCTGGAAAACTCATAACAGAATGGTGCTGCCGATCTTG
CACATTACCACCGCTAAGATACAGAGGTGAGGATGGGTGCTGGTACGGGATGGAAATCAGACCATGAAGG
AGAAA

Fig 24 Secuencia del plasmido extraido de la colonia 2 (CLONA_2) y 7 ( CLONA_7) transformadas con el
plasmido de e xpresion pP ROEX HTb- NS1 DE NV-2. a) Secuencia de ADN en direccion 5° del ADN del
plasmido de la colonia 2 y b) Secuencia de ADN en direccion 3’ (antisentido) del mismo plasmido 2. ¢) secuencia de
ADN en direccion 5° del ADN del plasmido de la colonia 7 y d) Secuencia de ADN en direccion 3’ (anttisentido) del
mismo plasmido 7. Los oligonucledtidos iniciadoras de la proteina NS1 de DENV-2 y los oligonucleétidos
iniciadores Universales, en sentido y antisentido se requirieron para identificar las secuencias de acidos nucleicos del
ADN de los plasmidos problema.

La secuencia codificadora de la proteina NS1 se ubica entre las bases 2422 y 3477
dentro del genoma de DENV-2 16681, conociendo este dato, se confirmo la identidad
del inserto cuando se analizd el alineamiento entre la secuencia en antisentido del
plasmido de la colonia 2 contra la secuencia del genoma del virus dengue (Fig.26). El
empalme entre ambas secuencias se da a partir de la base 2966 y hasta la base 3437, lo
que indica que la secuencia ligada en el plasmido de expresion, extraido de las colonias

2y 7, codifica para la proteina no estructural 1 (NS1) del virus dengue.
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CLONA: 7_D2nslase, pPROEX Hib, CD,
CLONA: 2_D2nslase, pPROEX Hib, CD,
CLUSTALW - Nucleic Alignment, 495 bp
Ambiguous characters

STDIN MSF: 495 Type: N Check: 0000 ..

Name: CLONA__7 D2nsla Len: 495 Check: 0000 Weight: 1.00
Name: CLONA__2 D2nsla Len: 471 Check: 0000 Weight: 1.00

//
CLONA__7_D2nsla TGTATTCTGT GACTCAAAAC TCATGTCAGC GGCCATAAAA GACAACAGAG
CLONA__2 D2nsla ------———= ——————- AAC TCATGTCAGC GGCCATAAAA GACAACAGAG

CLONA__7_D2nsla CCGTCCATGC CGATATGGGT TATTGGATAS AAAGTGCACT CAATGACACA
CLONA__2 D2nsla CCGTCCATGC CGATATGGGT TATTGGATAK AAAGTACACT CAATGACACA

CLONA__7_D2nsla TGGAAGATAG ATAAAGCCTC TTTCATTGAA GTTAAAAACT GCCACTGGCC
CLONA__2 D2nsla TGGAAGATAG AKAAAGCCTC TTTCATTGAA GTTAAAAACT GCCACTGGCC

CLONA__7_D2nsla AAAATCACAC ACCCTCTGGA GCAATGGAGT GCTATAAAGT GAGATGATAA
CLONA__2 D2nsla AAAATCACAC ACCCTCTGGA GCAATGGAGT GCTATAAAGT GAGATGATAA

CLONA__7_D2nsla TTCCAAAGAA TCTCGCTGGA CCAGTGTCTC AACACAACTA TAGACCAGGC
CLONA__2 D2nsla TTCCAAAGAA TCTCGCTGGA CCAGTGTCTC AACACAACTA TAGACCAGGC

CLONA__7_D2nsla TACCATACAC AAATAACAGG ACCATGGCAT CTAGGTAAGC TTGAGATGGA
CLONA__2 D2nsla TACCATACAC AAATAACAGG ACCATGGCAT CTAGGTAAGC TTGAGATGGA

CLONA__7_D2nsla CTTTGATTTC TGTGATGGAA CAACAGTGGT AGTGACTGAG GACTGCGGAA
CLONA__2 D2nsla CTTTGATTTC TGTGATGGAA CAACAGTGGT AGTGACTGAG GACTGCGGAA

CLONA__7_D2nsla ATAGAGGACC CTCTTTGAGA ACAACCACTG CCTCTGGAAA ACTCATAACA
CLONA__2 D2nsla ATAGAGGACC CTCTTTGAGA ACAACCACTG CCTCTGGAAA ACTCATAACA

CLONA__7_D2nsla GAATGGTGCT GCCGATCTTG CACATTACCA CCGCTAAGAT ACAGAGGTGA
CLONA__2_D2nsla GAATGGTGCT GCCGATCTTG CACATTACCA CCGCTAAGAT ACAGAGGTGA

CLONA__7_D2nsla GGATGGGTGC TGGTACGGGA TGGAAATCAG ACCATGAAGG AGAAA
CLONA__2 D2nsla GGATGGGTGC TGGTACGGGA TGGAAATCAG ACCATGAA-- ———--

Fig.25. A nalisis d el alineamiento con el software en linea Biology WorkBench 3.2 del as s ecuencias en
antisentido del ADN del plasmido recombinante de las colonias 2(CLONA_2) y de la colonia 7 (CLONA_7).
Los plasmidos de ADN de ambas colonias comparten 469 pb de un alineamiento de 471 pb, tal acoplamiento refleja
una cercana similitud entre secuencias.

Adicionalmente se analizé el alineamiento entre la secuencia tedrica del plasmido de
expresion recombinante pPROEx HTb- NS1 DENV-2 (Fig.27) y la secuencia en sentido
del plasmido de la colonia 7, corroborando una vez mas la semejanza entre las bases

nucleotidicas para ambas entidades.
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CLONA: 2_D2nslase, pPROEX Hib, C,

Dengue 2 16681 ALIGN - Nucleic Alignment, 10723 bp
ALIGN calculates a global alignment of two sequences
version 2_.0uPlease cite: Myers and Miller, CABIOS (1989) 4:11-17

CLONA:_2 D2nslase, pPROEX_Hib,_ CD 471 nt vs.
Dengue_2_ 16681 10723 nt
scoring matrix: DNA, gap penalties: -16/-4

4_4% identity; Global alignment score: -38713

>CLONA_ 2 D2nslase_ pPROEX_Hi
----------------- AACTCATGTCAGCGGCCATAAAAGACAACAGAGCCGTCCATGCCGATATGGGT

TATTGGATAKAAAGTACACTCAATGACACATGGAAGATAGAKAAAGCCTCTTTCATTGAAGTTAAAAACT
GCCACTGGCCAAAATCACACACCCTCTGGAGCAATGGAGTGCTATAAAGTGAGATGATAATTCCAAAGAA
TCTCGCTGGACCAGTGTCTCAACACAACTATAGACCAGGCTACCATACACAAATAACAGGACCATGGCAT
CTAGGTAAGCTTGAGATGGACTTTGATTTCTGTGATGGAACAACAGTGGTAGTGACTGAGGACTGCGGAA
ATAGAGGACCCTCTTTGAGAACAACCACTGCCTCTGGAAAACTCATAACAGAATGGTGCTGCCGATCTTG
CACATTACCACCGCTAAGATACAGAGGTGAGGATGGGTGCTGGTACGGGATGGAAATCAGACCATGAA-

10 20 30
O ACTCATGTCAGCGGCCATAAAAGACAACAGAGCC
Dengue_2 166 AAACAGGATGTATTCTGCGACTCAAAACTCATGTCAGCGGCCATAAAAGACAACAGAGCC
2950 2960 2970 2980 2990 3000
40 50 60 70 80 90

CLONA:_2 D2n GTCCATGCCGATATGGGTTATTGGATAKAAAGTACACTCAATGACACATGGAAGATAGAK

Dengue_2_166 GTCCATGCCGATATGGGTTATTGGATAGAAAGTGCACTCAATGACACATGGAAGATAGAG
3010 3020 3030 3040 3050 3060

100 110 120 130 140 150
CLONA:_2 D2n AAAGCCTCTTTCATTGAAGTTAAAAACTGCCACTGGCCAAAATCACACACCCTCTGGAGC

Dengue_2_166 AAAGCCTCTTTCATTGAAGTTAAAAACTGCCACTGGCCAAAATCACACACCCTCTGGAGC
3070 3080 3090 3100 3110 3120

160 170 180 190 200 210
CLONA:_2 D2n AATGGAGTGCTATAAAGTGAGATGATAATTCCAAAGAATCTCGCTGGACCAGTGTCTCAA

Dengue_2_166 AATGGAGTGCTAGAAAGTGAGATGATAATTCCAAAGAATCTCGCTGGACCAGTGTCTCAA
3130 3140 3150 3160 3170 3180

220 230 240 250 260 270
CLONA:_2 D2n CACAACTATAGACCAGGCTACCATACACAAATAACAGGACCATGGCATCTAGGTAAGCTT

Dengue_2_166 CACAACTATAGACCAGGCTACCATACACAAATAACAGGACCATGGCATCTAGGTAAGCTT
3190 3200 3210 3220 3230 3240

280 290 300 310 320 330
CLONA:_2 D2n GAGATGGACTTTGATTTCTGTGATGGAACAACAGTGGTAGTGACTGAGGACTGCGGAAAT

Dengue_2_166 GAGATGGACTTTGATTTCTGTGATGGAACAACAGTGGTAGTGACTGAGGACTGCGGAAAT
3250 3260 3270 3280 3290 3300

340 350 360 370 380 390
CLONA:_2 D2n AGAGGACCCTCTTTGAGAACAACCACTGCCTCTGGAAAACTCATAACAGAATGGTGCTGC

Dengue_2_166 AGAGGACCCTCTTTGAGAACAACCACTGCCTCTGGAAAACTCATAACAGAATGGTGCTGC
3310 3320 3330 3340 3350 3360

400 410 420 430 440 450
CLONA:_2_D2n CGATCTTGCACATTACCACCGCTAAGATACAGAGGTGAGGATGGGTGCTGGTACGGGATG

Dengue_2_166 CGATCTTGCACATTACCACCGCTAAGATACAGAGGTGAGGATGGGTGCTGGTACGGGATG
3370 3380 3390 3400 3410 3420

460 470
CLONAZ_2 D2n  GAAATCAGACCAT ~GAA— ———— — - — oo

Dengue_2_166 GAAATCAGACCATTéAAGGAGAAAGAAGAGAATTTGGTCAACTCCTTGGTCACAGCTGGA
3430 3440 3450 3460 3470 3480

Fig.26 Andlisis del alineamiento con el software en linea Biology WorkBench 3.2 de la secuencia en antisentido
del plasmido de 1a colonia 2 transformada con el plasmido de expresiéon pPROEX HTb- NS1 DENV-2 con el
genoma de DENV-2 16681 , que a partir de la base 2966 y hasta la base 3437 presenta un empalme, lo que indica la
similitud y correspondencia del inserto con la secuencia de la proteina viral de interés.
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CLONA: 7_D2nslsen, pPROEX Hib, CD,

Proex B-NS1..... Teorica

CLUSTALW - Nucleic Alignment, 1147 bp

>CLONA__7 D2nslsen_ pPROEX_Hi
TGTGGCAGTGGGATTTTCATCACAGACAACGTGCACACATGGACAGAACAATACAAGTTCCAACCAGAAT
CCCCTTCAAAACTAGCTTCAGCTATCCAGAAAGCCCATGAAGAGGGCATTTGTGGAATCCGCTCAGTAAC
AAGACTGGAGAATCTGATGTGGAAACAAATAACACCAGAATTGAATCACATTCTATCAGAAAATGAGGTG
AAGTTAACTATTATGACAGGAGACATCAAAGGAATCATGCAGGCAGGAAAACGATCTCTGCGGCCTCAGC
CCACTGAGCTGAAGTATTCATGGAAAACATGGGGCAAAGMAAAAATGCTCTATACAGAGTCTCATAACCT

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__ 7 _D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__ 7 _D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

CLONA__7_D2nsls
Proex_B-NS1....

GACCTTTCTCATTGAAGGCCCCGAAACATCAGAATGCCCCAACACAAATAGAGCT

vicre e myNeCATCACCA TCACCATCAC]

GATTACGATA

TCCCAACGAC

TGAGCTGGAA

GACAACGTGC
GACAACGTGC

TTCAAAACTA
TTCAAAACTA

GAATCCGCTC
GAATCCGCTC

CCAGAATTGA
CCAGAATTGA

GACAGGAGAC
GACAGGAGAC

CTCAGCCCAC
CTCAGCCCAC

ATGCTCTATA
ATGCTCTCTA

AACATCAGAA
AACAGCAGAA

AAACAAAGAA

ACACATGGAC
ACACATGGAC

GCTTCAGCTA
GCTTCAGCTA

AGTAACAAGA
AGTAACAAGA

ATCACATTCT
ATCACATTCT

ATCAAAGGAA
ATCAAAGGAA

TGAGCTGAAG
TGAGCTGAAG

CAGAGTCTCA
CAGAGTCTCA

TGCCCCAACA
TGCCCCAACA

CTGAAATGTG

AGAACAATAC
AGAACAATAC

TCCAGAAAGC
TCCAGAAAGC

CTGGAGAATC
CTGGAGAATC

ATCAGAAAAT
ATCAGAAAAT

TCATGCAGGC
TCATGCAGGC

TATTCATGGA
TATTCATGGA

TAACCTGACC
TAACCAGACC

CAAATAGAGC
CAAATAGAGC

ATCCEVAGT

GCAGTGGGAT
GCAGTGGGAT

AAGTTCCAAC
AAGTTCCAAC

CCATGAAGAG
CCATGAAGAG

TGATGTGGAA
TGATGTGGAA

GAGGTGAAGT
GAGGTGAAGT

AGGAAAACGA
AGGAAAACGA

AAACATGGGG
AAACATGGGG

TTTCTCATTG
TTTCTCATTG

GGTTGCGTTG

TTTCATCACA
TTTCATCACA

CAGAATCCCC
CAGAATCCCC

GGCATTTGTG
GGCATTTGTG

ACAAATAACA
ACAAATAACA

TAACTATTAT
TAACTATTAT

TCTCTGCGGC
TCTCTGCGGC

CAAAGMAAAA
CAAAGCAAAA

AAGGCCCCGA
ATGGCCCCGA

GGACTGCGGA

AATAGAGGAC

CCTCTTTGAG

AACAACCACT

GCCTCTGGAA

Fig.27 Andlisis del alineamiento con el software Biology WorkBench 3.2, de acceso publico en linea, de la secuencia en
sentido del plasmido de 1a colonia 7 transformada con el pliasmido de expresiéon pPROEX HTb- NS1 DENV-2 contra la
secuencia d el genoma t edrico de la construccién del plasmido de e xpresion 1igado a la secuencia de la proteina NS1 de
DENV-2. Resaltado en negro se encuentran en el sentido 5’ las bases nucleotidicas que codifican para la bandera de histidinas. Los
oligonucledtidos iniciadores para secuenciamiento solo reconocieron parte de la secuencia de la proteina NS1 por lo que no se
percibe la secuencia del plasmido que codifica para la bandera de histidinas.
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9.4. Induccion de la expresion de la proteina recombinante en bacterias E.
coli DH5a transformadas con el plasmido de expresion recombinante

Dos diferentes condiciones de temperatura y diferentes concentraciones de inductor fueron
probadas para determinar las condiciones que permiten producir la proteina recombinante
soluble, ya que altos niveles de expresion de proteinas recombinantes en E. coli pueden
resultar en la formacion de agregados insolubles Ilamados cuerpos de inclusion. Si la
proteina de interés se acumula en citoplasma en estas estructuras sub-celulares es frecuente

que biolégicamente sea inactiva debido a un plegamiento incorrecto.

La visualizacién de las proteinas producidas durante las inducciones utilizando geles de
poliacrilamida, en combinacién con un ensayo de western blot, proporciond una ventaja
para analizar, en una pequefia escala, la eficiencia en la expresion ademas de

proporcionar informacion sobre la degradacion de la proteina de interés.

Para realizar la expresion de proteinas recombinantes se utilizaron bacterias que
asimilaron la construccion del plasmido de expresion pPrRoOEx HTb- NS1 DENV-2, y
por tanto mostraron en el analisis de los productos de PCR amplicones de 1068 pb,
correspondientes al inserto de la proteina NS1 de DENV-2. Se realiz6 una induccion a
37°C con 1 mM de IPTG incubados por 3 hrs, de cultivos de 6 diferentes colonias de
bacterias transformadas y una colonia no transformada que no expresaba la proteina
recombinante (control negativo), los extractos crudos (no lisados) con las proteinas
totales se corrieron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10% tefiido con azul

de Coomassie, para analizar el patrén de bandas de las proteinas separadas.

Se detecto la presencia de bandas de proteinas con un tamafio, intensidad y distribucién
diferente, en los extractos correspondientes a los cultivos de las colonias transformadas 2
y 10 (Fig.28, carril 4 y 8), en comparacion con el patron de bandas de proteinas presentes
en el control negativo (bacterias DH5o competentes no transformadas), lo que indicé que
se estaban sintetizando en las colonias transformadas con el plasmido pProEx HTh- NS1
DENV-2 proteinas diferentes a las expresadas habitualmente por las bacterias E. coli. Sin
embargo aunque el patron de proteinas observado entre las fracciones, sobrenadante y
pastilla fue diferente, en ningdn caso se detectd la banda esperada correspondiente al
peso de 45 KDa que sugiriera la presencia de la proteina recombinante.
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Seleccion de las colonias que sintetizan la proteina NS1 recombinante

(40 KDa) a 37 °C
MPM
1 2 3 4 5 6 7 8
KDa
75 =—>
50 —>
40 KDa
4—

37 Proteina NS1

- de DENV-2
25 —>

Fig. 28. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% de las proteinas totales de cultivos de bacterias
transformadas con el plasmido de expresion p PROEX HTb- NS1 DENV-2. Carril 1 Marcador de peso molecular
(MPM), el valor de referencia en KDa correspondiente a cada banda se aprecia a la izquierda. En el carril 2 se muestra el
patrén de bandas de proteinas del extracto crudo con proteinas totales (no lisado) de bacterias no transformadas (control
negativo). En los carriles 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se corrié extracto crudo con las proteinas totales del cultivo de las colonias 1,
2,3,5,7y10 segun corresponde, las cuales fueron inducidas con 1 mM de IPTG por 3 hrs a una temperatura de 37°C.

Resulta dificil visualizar las proteinas que son expresadas en cantidades minimas por la
técnica de tincién con azul de Coomassie (el cual se asocia con aminoacidos de arginina y
aminoacidos con anillos aromaticos) por tal razén se realizd un ensayo de western blot
(manchado en placa) el cual se fundamenta en el reconocimiento especifico entre un
antigeno de proteina y un anticuerpo acoplado a un reactivo como la enzima peroxidasa; la
reaccion entre la peroxidasa y un sustrato de peroxido libera energia en forma de luz que
guema una placa fotografica. Sélo si el antigeno de interés esta presente se forma el

complejo con la peroxidasa y se produce la reaccion que libera la luz.

Para establecer si se encontraba en forma soluble o insoluble la proteina NS1, se utilizé un
anticuerpo monoclonal contra la proteina NS1 (Cortesia de la Dra. Leticia Cedillo,
CINVESTAYV) al realizar el ensayo de western blot. Las bacterias de la colonia 2 se
propagaron en 100 mL de medio con antibidtico de restriccion y se indujeron con 1 mM de
IPTG para expresar los genes de interés. El extracto crudo del cultivo con las proteinas totales
se sonicd con amortiguador de lisis de sonicacion para romper la membrana de las células y
liberar el contenido del citosol, posteriormente el cultivo lisado se centrifugd a 13000 rpm
para separar la fraccion soluble (sobrenadante con proteinas solubles) de la fraccion insoluble

(boton con proteinas asociadas 0 embebidas en estructuras celulares). Dos geles de
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poliacrilamida al 10% se cargaron con las fracciones soluble e insoluble del cultivo inducido,

cultivo de bacterias no inducidas y cultivo de bacterias DH5¢ competentes (control negativo).
Proteinas presentes en la fraccion soluble e insoluble de lisados de bacterias DH5a
(control negativo), bacterias inducidas y no inducidas
a) Electroforesis en gel de acrilamida al 10%. Induccién 37°C. 1 mM. Col. 2

\Extracto crudo ) \ Frac. soluble ) Frac. insoluble )

MPM
KDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TS5 —p
50 —>
40 KDa
—
37 Proteina NS1
- de DENV-2

Proteina NS1 recombinante detectada por western blot con anti-Hiss en la fraccién
insoluble de lisados de bacterias

b)
Western blot. Inducciéon 37°C. 1 mM. Col. 2
\ Extracto crudo ) \ Frac. soluble YN Frac. insoluble )
MPM
1 4 5 6 7 8 9 10
KDa
50 —p
40 KDa
4—
Proteina NS1
37— de DENV-2

(Monoclonal anti-NS1 Dilucion 1: 5000)
25 _,  Anti Peroxidasa (en ratén) Dilucién
1:15000

Fig.29. Anélisis por electroforesis en gel de acrilamida al 10% y simultineo ensayo de western blot (Monoclonal anti-
NS1 dilucién 1:5000) de la induccién de la colonia 2 con 1 mM de IPTG en incubacién a 37 °C por 3 hrs. EI marcador
de peso molecular se ubica en el primer carril en ambas figuras. a) Anélisis por electroforesis en gel de acrilamida al 10%.
En el carril 2 se corri6 el extracto del cultivo crudo sin procesar de una colonia de bacterias no transformadas. El extracto de
cultivo con proteinas totales de la colonia inducida se localiza en el carril 3. Ubicado en el carril 4 se encuentra el extracto
de cultivo con proteinas totales de la colonia no inducida. Los sobrenadantes con las proteinas solubles de los cultivos de las
colonias de bacterias DH5a, del cultivo de la col. 2 inducida y del cultivo de la colonia 2 no inducida se corrieron en los
carriles 5, 6 'y 7 respectivamente. También se corrieron las proteinas totales contenidas en la pastilla de las muestras de
cultivo; de Ila colonia de bacterias DH5a: (carril 8), del cultivo de la col.2 inducida (carril 9) y del cultivo de la colonia 2 no
inducida (carril 10). b) En la placa fotografica del ensayo de western blot utilizando un monoclonal Anti-NS1 se observa
que el anticuerpo interacciona con una proteina de 40 KDa de la muestra del extracto crudo del cultivo de la colonia2 y
con las proteinas insolubles totales del cultivo de la col.2 inducida.
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En la Figura 29.a en el carril 6 y 9 se aprecia que efectivamente se efectda la expresion
de varias proteinas en el cultivo de bacterias transformadas, entre ellas la proteina de
interés, que se acumulan principalmente en forma de insolubles agregados. En el
analisis del revelado de la placa fotografica del western blot utilizando el anticuerpo
monoclonal contra la proteina NS1, se observo la formacion de una mancha de la altura
de 40 KDa solo en las areas correspondientes a las muestras del extracto crudo (Fig.29.
b carril.3) y la fraccion insoluble del cultivo de bacterias transformadas e inducidas
(Fig.29. b carril.9), lo que sugiere que la proteina recombinante NS1 a 37 °C se

acumula en cuerpos de inclusion.

Los resultados de la induccion a 37°C confirmaron que el gen insertado dentro del
plasmido vector expresé la proteina NS1 aunque con un peso menor al esperado, por lo
que el paso siguiente fue realizar una induccién a una temperatura menor a 20°C, en la
cual se favorece la formacion de enlaces que intervienen en el plegamiento de las

proteinas, reduciendo su acumulacion en forma de cuerpos de inclusion

Se probaron 3 concentraciones (0,1 mM; 0,5 mM y 0,8 mM) de IPTG para establecer la
concentracion minima adecuada en la que se apreciara la expresion de proteinas al
realizar la induccion a 16°C de un cultivo de la colonia 2. Las muestras de cada cultivo
se procesaron para separar las proteinas totales por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 10%. Al analizar el patron de bandas formadas se noté una similitud
entre la concentracion de las proteinas producidas en el cultivo control, el cultivo no
inducido y los cultivos inducidos con diferentes concentraciones de IPTG (datos no
mostrados). Considerando tal efecto se eligio utilizar la concentracion intermedia de 0,5

mM para efectuar la induccion a gran escala.

Para confirmar la expresién en forma soluble de la proteina de interés se proceso el
extracto crudo del cultivo de una colonia transformada con el plasmido recombinante,
que fue inducida con una temperatura de 16°C y 0,5 mM de inductor. El extracto de
cultivo crudo con las proteinas totales se concentré por centrifugacion (6000 rpm) en

una pastilla celular la cual se sonicé con amortiguador de lisis.

La fraccion soluble (sobrenadante) se separé de la fraccion insoluble (pastilla) al

centrifugar a 13000 rpm el lisado de las bacterias. Las proteinas totales correspondientes
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a cada fraccion fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, y
se tifieron con azul de Coomassie para su analisis. El patron de bandas observado en los
extractos crudos del cultivo inducido y no inducido (Fig. 30 carriles 3 y 4) presentd las
mismas proteinas expresadas en igual proporcién, efecto que se repitié en la fraccion
soluble. En cambio en la fraccion insoluble se expresaron en mayor cantidad 3
proteinas, una proteina con un peso de 60 KDa, una proteina de 40 KDa y una de 38
KDa (Fig.30. carril 9y 10).

Proteinas presentes en la fraccion soluble de lisados de bacterias que
sintetizan la proteina NS1 recombinante (induccién a 16°C)

\ Extracto crudo / \ Frac. soluble / \ Frac. insoluble /

MPM Y Y Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

KDa
- Ind No - Ind No - Ind No
116,5 =—>
97,4 —p -
66,2 =—>
45 = 40 KDa
4—
Proteina NS1
—
21.5 —>

Fig.30.- Andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie en donde se
muestra las proteinas s olubles e insolubles producidas enla inducciéona 16° C con 0,5 mM de IPTG de una
colonia t ransformada con el p lasmido de e xpresién. EI marcador de peso de proteinas se ubica en el carril
1(MPM); En los carriles 2, 3y 4 se corrieron el extracto crudo de cultivo con las proteinas totales, de cultivo de
bacterias DH5a (control negativo), de la colonia 2 inducida y de la colonia 2 no inducida, en el orden mencionado.
Las fracciones con las proteinas solubles de los cultivos probados; cultivo control, cultivo inducido y cultivo no
inducido se cargo en los carriles 5, 6 y 7, seglin corresponde. En los carriles 8, 9 y 10 se corrieron fracciones con las
proteinas insolubles de los cultivos probados, cultivo control, cultivo inducido y cultivo no inducido.

Al disminuir la temperatura se reduce la velocidad y el tiempo en que se realiza la sintesis
de las proteinas recombinantes pero también se incrementa el plegamiento, por tal motivo
al no observar en la fraccion soluble una banda con el peso de la proteina de interés, se
procedi6 a realizar un ensayo de western blot utilizando un anticuerpo contra la bandera de
histidinas (anti Hisg) (Fig.31). Para realizar el ensayo de western blot se utilizaron
muestras de extracto crudo de una colonia inducida y la fraccion soluble e insoluble del

lisado correspondiente. En la muestra del extracto crudo de la colonia transformada que fue
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inducida, el anticuerpo anti histidinas reconocio una proteina de aproximadamente 40 KDa,
en la fraccion soluble del mismo cultivo se reconocieron 2 bandas una de 40 KDa y otra de
35 KDa (Fig.31. carril 6), en tanto que en la fraccion insoluble se observo solo una banda
de 40 KDa. La proteina de 35 KDa podria ser una forma degradada de la proteina de
interés, lo que indicaria que esta en su forma soluble tiende a degradarse rapidamente.

Proteina NS1 recombinante detectada por western blot con anti-His6
en la fraccion soluble de lisados de bacterias

MPM Extracto crudo Frac. soluble Frac. insoluble

L12345678910

- Ind. No - Ind. No - Ind. No
75— - Ind. Ind. Ind.
50—
40 KDa
37 — T iy Proteina NS1
- de DENV-2
25—

Anti hisg (en conejo) Dilucion 1:1000
Anti Peroxidasa (en conejo) Dilucion 1:15000

Fig 31. Andlisis de la placa fotogréfica con las impresiones de un western blot para reconocer la proteina recombinante,
fusionada a 1a bandera de histidinas, en un lisado en el que se separaron las proteinas totales solubles e insolubles de
una colonia de bacterias transformadas con el plasmido pPROEX HTh- NS1 DENV-2 inducidas con 0,5 mM de IPTG a
16°C por 24 hrs. Carril 1 MPM con los pesos de referencia. Carril 2. Extracto crudo con las proteinas totales de bacterias no
transformadas. Carril 3.Extracto crudo de cultivo de bacterias transformadas inducidas, con las proteinas totales. Carril 4.
Extracto crudo de cultivo de bacterias transformadas no inducidas, con las proteinas totales. Fraccion con proteinas solubles
totales de bacterias no transformadas (carril 5), de cultivo de bacterias transformadas inducidas. (carril 6) y de bacterias
transformadas no inducidas (carril 7). Fraccion con proteinas totales insolubles de bacterias no transformadas (carril 8), de
cultivo de bacterias transformadas inducidas. (carril 9) y de bacterias transformadas no inducidas (carril 10).

Los resultados de los experimentos de western blot realizados con anticuerpo dirigido
contra la bandera de histidinas, asi como con los anticuerpos dirigidos contra la proteina
NS1 analizados en conjunto indican que efectivamente las bacterias transformadas con el
plasmido pPROEX HTbh- NS1 DENV-2 estan expresando la proteina NS1 fusionada a una
bandera de 6 histidinas; y que ademas dicha proteina cuya produccion es inducida a 16°C
es expresada en forma soluble, no obstante esta principalmente es mas estable en la fraccién
insoluble de los extractos de bacterias. Con estos resultados se procedio a intentar la

purificacion parcial de la proteina recombinante soluble por cromatografia de afinidad.
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9.5 Purificaciond e la proteina recombinante N S1 deD ENV-2  por
cromatografia de afinidad.

Recuperar con la mayor pureza posible la proteina recombinante NS1 de DENV-2
faculta para su posterior utilizacion en la produccién de anticuerpos especificos en
ratones o también después de una repurificacion para ensayos en cultivos celulares e

incluso en la elaboracion de herramientas de diagnostico.

Diferentes métodos son utilizados para enriquecer o purificar una proteina de interés de
entre varias proteinas y componentes contenidos en el lisado de células u otro tipo de
muestra. Uno de los métodos mas efectivos es la purificacion por afinidad también
Ilamado cromatografia de afinidad, donde la proteina de interés es purificada tomando
como ventaja sus propiedades de union especifica hacia un ligando inmovilizado. Se
aprovechan las interacciones especificas entre dos moléculas para la purificacion de una

molécula especifica.

Para facilitar la purificacién de la proteina NS1 se recurrié a la clonacion de su
secuencia codificadora dentro del plasmido de expresion pPrRoOEx HTh. Este plasmido
se caracteriza por que en el extremo amino terminal de su sitio de clonacién mdultiple
presenta una secuencia de 6 histidinas, de tal manera que se obtiene una proteina
fusionada a la bandera adicionada. La presencia del anillo de imidazol que forma parte
del aminoé&cido histidina presenta gran afinidad por la estructura de niquel de la resina
de Ni-NTA, por lo que es factible separar la proteina de interés casi por completo del
resto de las proteinas que la bacteria sintetiza continuamente. Sin embargo este sistema
tiene una limitacion en cuanto a que formas degradadas de la proteina recombinante y

proteinas no deseadas pueden ser co-purificas si exponen el anillo de imidazol.

Dado que la proteina recombinante en forma soluble es producida en menor proporcion
comparada con la cantidad de proteina acumulada en cuerpos de inclusion se efectud
una induccion a gran escala. Para evitar la posibilidad que durante el almacenamiento
prolongado de las colonias se generara una mutacion en el genoma de las bacterias o el
rechazo del plasmido de expresion recombinante, se realizd una nueva transformacion
con el plasmido de expresion para la proteina NS1. Como control de la eficiencia en la
asimilacion del plasmido recombinante, se realizd a la par un cultivo con bacterias no

transformadas.
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En el medio s6lido donde se sembraron las bacterias no transformadas no se observo
colonias en tanto que en la caja donde se sembraron las bacterias transformadas se
desarrollaron mas de 1000 colonias (datos no mostrados). Se seleccionaron 7 colonias al
azar, para probar por PCR colony la presencia de la secuencia de la proteina NS1, De
las cuales 5 colonias presentaron el inserto de interés. De las cuales solo una colonia

fue seleccionada (Fig.32) para realizar la induccién a gran escala.

Amplicones de la secuencia codificadora de la proteina NS1 obtenido por PCR
colony de colonias con el plasmido de expresion recombinante

MPB
pb
12,000—
5,000—
4—
1@38: Longitud del

amplificado de la
secuencia de la
proteina NS1

Fig .32.- Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (Br-Et) de la amplificacion por PCR de las colonias
transformadas con el plasmido de expresion pCR® 2.1 TOPO® - NS1 DENV-2 de una colonia que expresa la
proteina recombinante NS1. EI marcador de ADN 1Kb (MPB) se ubica en el primer carril. En el carril 2 no se
observan bandas en el carril del control negativo (H,0). A partir del carril 3 y hasta el 9 se corrieron las reacciones
de PCR de las colonias 1 a 7. Las colonias cuyo plasmido de expresion esta ligado a la secuencia de la proteina
NS1 presentaron el amplificado de 1068 pb. Las colonias 4 y 6 no amplificaron alguna banda lo que indicando que
no expresaran la secuencia de la proteina viral.

La colonia seleccionada se propagd en 250 mL de medio LB-antibidtico ampicilina (100
pg/mL) para que aumentara el nimero de bacterias durante toda la noche. Con este
cultivo se siguio el protocolo de induccion a 16°C para obtener la fraccion con las

proteinas totales solubles (Anexo B).

El sobrenadante con la fraccion que contenia las proteinas solubles se mezclo con 2
mL de la resina-Ni-NTA (previamente activada con solucion amortiguadora de lisis 1
hr a 4°C) y se incubd por 24 hrs a 4°C en agitacion. Finalizada la incubacion se
centrifugd a 4500 rpm el complejo resina—proteinas, s6lo las proteinas que
interaccionaron quedaron adheridas a la resina (Fig33 . carril 3). Enseguida se
realizaron lavados (5000 rpm) del complejo de la resina-proteinas con solucion

amortiguadora A sin imidazol, en el primer lavado disminuye la cantidad de proteinas

69



inespecificas por lo que en el segundo lavado se observa una menor cantidad de

proteinas eliminadas (Fig. 33 carril 4 y 5).

Purificacion por cromatografia de afinidad con Ni-NTA de la proteina NS1
recombinante contenida en la fraccion soluble de lisados de bacterias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
KDa mMPM  Lavados , | _Eluciones con imidazol ,
Y '
DH50 Ni-NTA- 2 300 500 Ni-NTA
Proteinas mM mM

75—

50—
40 KDa

4—

Proteina NS1

37— de DENV-2

25—

20—

Fig. 33. Andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie en donde se
muestra la purificacién de la proteina recombinante NS1 producida por una colonia transformada con el plasmido
de expresion al ser inducida con 0,5 mM de IPTG a 16°C. El marcador de peso molecular se corri6 en el primer
carril. En el carril 2 se ubicd el extracto de cultivo crudo donde se observan las proteinas producidas
constitutivamente por la cepa de bacterias DH5a,. En el carril 3 se encuentran lasipastsolubles totales del
cultivo inducido que interaccionaron con la resina Ni-NTA. Carril 4, sobrenadante del primer lavado sin midazol del
complejo resina Ni-NTA- proteina NS1 (7 pl). Carril 5, sobrenadante del segundo lavado sin midazol del complejo
resina Ni-NTA- proteina. Carril 6 al 9 sobrenadante (30 ul) de la elucion de la proteina NS1 con 25 mM, 100 mM,
300 mM y 500 mM de imidazol, segun corresponde. Carril 10. Como control negativo de la presencia de proteinas
contaminantes en la resina o en la solucion amortiguadora de lisis se corrid 5 pl de resina Ni-NTA activada.
Después se realizaron lavados con imidazol debido a que compite con la histidina para
unirse con el niquel, en este paso la mayoria de las proteinas no deseadas se separaron
de la resina ya que su interaccién no es tan fuerte como la generada por los 6 residuos
continuos de histidina de la bandera fusionada a la proteina recombinante. Al lavar con
la solucion amortiguadora A con una concentracion de imidazol 25 mM, se
desprendieron mas proteinas inespecificas y se comienzé a concentrar una proteina con
un peso de 40 KDa, lo que hizo suponer el enriquecimiento de la proteina de interés
(Fig 33. carril 6). Sin embargo la purificacion no es total y ademas al eluir utilizando
concentraciones cada vez superiores de imidazol se aumenta la pureza de la proteina pero

disminuye su cantidad (Fig. 33. carril 8 y 9). Debido a que el imidazol se une a cationes
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divalentes compitiendo por el sitio de unién con el niquel las proteinas recombinantes
con truncadas banderas de histidinas son eluidas junto con otras proteinas.
Elusion de la proteina NS1 recombinante con diferentes

concentraciones de imidazol detectada por western blot con anti-His6
en la fraccion soluble de lisados de bacterias

MPM \Lavados } \Eluciones con imidazol /
1 2 3 4 5 Y 6 7 SY 9 10
KDa
Ext. Ext. Ni-NTA 1 2 25 25 25 500
crudo crudo Protei- mM mM mM mM
nas
75 =
50 =—>
P— 40 KDa
37 Proteina NS1
de DENV-2
25 =—>

Anti hisg (en conejo) Diluciéon 1:1000.
Anti Peroxidasa (en conejo) Dilucion
1:15000

Fig 34 .-Andlisis de la placa fotogréfica con las impresiones de un western b lot para reconocerla proteina
recombinante N S1 fusionada a 1a b andera de histidinas, p urificada de 1 as proteinas t otales solubles de una
colonia de bacterias transformadas con el plasmido pPROEX HTh- NS1 DENV-2 inducidas con 0,5 mM de IPTG a
16°C por 24 hrs (almacenada a 1 semana a -20°C). Carril 1 marcador de peso molecular (MPM). Controles positivos,
cultivos de bacterias que expresan la proteina recombinante con la bandera de 6 histidinas (carril 2 y 3). En el carril 4
se corrieron las proteinas solubles totales del cultivo inducido que interaccionaron con la resina Ni-NTA. Carril 5y 6,
sobrenadante del primer y secundo lavado sin midazol del complejo resina Ni-NTA- proteina NS1 (15 pl). Carriles 7
al 9 sobrenadante (50 pl) de la elucién de la proteina NS1 con 25 mM de imidazol. Carril 10, sobrenadante (50 pl) de
la elucion de la proteina NS1 con 500 mM de imidazol.

Posteriormente se realizo un ensayo de western blot utilizando un anticuerpo comercial
que reconoce especificamente la bandera de 6 para probar la identidad de la proteina
purificada por afinidad con Ni-NTA. En el ensayo se incluy6 una serie de eluciones
realizadas en un orden similar al de las muestras analizadas por electroforesis en gel de
acrilamida tefiido con azul de Coomassie de la Fig 33. La proteina de los controles
positivos, extractos crudos de cultivos de bacterias transformadas con el plasmido de
expresion pPROEx HTb- NS1 DENV-2, e inducidos con 0,5 mM de IPTG a 16°C, fue
reconocida por el anticuerpo anti Hisg confirmando su especificidad por la bandera de
histidinas de la proteina de interés (Fig. 34. carril 2 y 3). La marca formada de la

71



interaccion de las muestras de los cultivos positivos para expresar una proteina
fusionada a histidinas, se repite en los carriles donde se corrieron sobrenadantes de los
lavados y eluciones obtenidos de la purificacion de la fraccion soluble de los cultivos
transformados inducidos. Sugiriendo que la proteina de 40 KDa cuya expresion es
promovida por el plasmido de expresion pPROEx HTb- NS1 DENV-2, es la misma que
interacciond con la resina de Ni-NTA y que a su vez se localiza en los sobrenadantes de

los eluidos de la purificacion.

En el proceso de purificacion la presencia de la proteina recombinante se detecta
hasta la primera elusion de 3 lavados con imidazol a una concentracion de 25 mM
(Fig 34. carril 7). Laextincion en la marca indica que en los tres lavados con 25 mM
de imidazol se despega totalmente la proteina de interés. Ademas la intensidad de las
marcas presentes en los carriles correspondientes a los lavados previos sugiere que la

solucion amortiguadora A utilizada extrae prematuramente la proteina recombinante.

Las fracciones eluidas con 25 mM se almacenaron a -20°C para evitar la rapida
degradacion, ya que se observd que el almacenamiento de hasta 1 semana a 4°C favorece
la aparicion de la forma degradada de 32 KDa detectada por western blot (datos no
mostrados), por lo que es conveniente utilizar lo antes posible la proteina recombinante o

en su defecto realizar una nueva induccion y purificacion antes de cada ensayo.
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10. DISCUSION

La incidencia de la infeccion por el virus de dengue se ha incrementado en areas
tropicales y subtropicales, principalmente a causa de la expansion geografica del
mosquito vector, Aedes aegypti, convirtiendo a la fiebre por dengue en una enfermedad
urbana endémica y epidémica . Los esfuerzos para contener el avance del agente
transmisor han sido rebasados por lo que se han sumado nuevas estrategias, tales
como el desarrollo e implemento de sistemas de diagndstico temprano y elaboracion de

vacunas.

La proteina no estructural 1 (NS1) es uno de los primeros productos del procesamiento
postraduccional de la poliproteina codificada por el virus, sobre sus funciones se conoce
poco, no obstante resultados de varios ensayos experimentales sugieren que esta
involucrada en la replicacién del ARN viral “». Ademas cabe destacar que se ha
reportado que elevados niveles de la proteina NS1 correlacionan con riesgo aumentado
para el desarrollo de fiebre hemorragica por dengue y del Sindrome de Shock por Dengue
3). Finalmente, como la proteina NS1 circula a altos niveles en el suero de pacientes
durante la fase aguda de la infeccion, se ha convertido en una blanco de mucho interés

principalmente para el diagnostico del dengue.

Para obtener grandes cantidades de antigeno varias han sido las metodologias y sistemas
utilizados. Huang y colaboradores clonaron la proteina NS1 de la cepa DEN2 PL046 en el
plasmido pET21, y la expresaron en bacterias BL21 (DE3), la proteina completa (44
kDa) y por separado el extremo N-Terminal (24 KDa) y el extremo C-Terminal (28 KDa),
con la finalidad de utilizarla en el diagnostico para detectar anticuerpos 1gG e IgM
especificos ®®. Chang y colaboradores ©”, también expresaron la proteina en bacterias
obteniéndola de forma insoluble en cuerpos de inclusion al incubar a 37°C por 3 hrs con
1 mM de IPTG. Con el antigeno obtenido al realizar subsecuentes ensayos con suero de
pacientes infectados con dengue, demostraron la interaccion entre la proteina NS1 de
Dengue 2, recuperada de cuerpos de inclusién, y los amino acidos arginina, glicina y
acido aspartico (RGD), un importante motivo para el reconocimiento de integrinas que
media la adhesion celular, sugiriendo un mimetismo molecular entre ambas proteinas,
destacando que se ha reportado que se ha altos niveles de anti-RDG en pacientes con

dengue, podria perturbar los sistemas de coagulacion.
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En otro estudio, Dipankar y  colaboradores ®®, realizaron la expresion de la proteina
NS1 de DENV-1, reportando una produccion de 250 mg/L de la proteina extraida de
cuerpos de inclusion. Por su parte Ananda-Rao y colaboradores produjeron una
combinacion de los epitopos altamente inmunogenicos de la proteina NS1 y la proteina
E, y producir asi una proteina con epitopos de ambos antigenos. Expresada en bacterias
DH5a y fusionada a una cola de histidinas esta proteina recombinante (3,7 mg por 250
mL de cultivo) mostrd ser reconocida especificamente por anticuerpos presentes en

sueros de pacientes, y por lo tanto efectiva como antigeno para diagnéstico ©.

Mientras que Chang y colaboradores “® a fin de obtener una proteina recombinante NS1
glicosilada (con residuos de azlicar manosa necesarios para su asociacion con membranas y
para su liberacion fuera de la célula), tal como es secretada de células de mamifero
infectadas con el virus dengue, para este fin utilizaron como vector de expresion un
baculovirus para después infectar cultivos de células de insecto Sf9. A una alta densidad
celular (23 x 10° células/mL.) adicionando la hormona 20-hidroxiecdisona, aumentando y
renovando la cantidad de vitaminas, lipidos y otros elementos traza, obtuvieron un

rendimiento de 20 pg/mL de proteina.

También en busca de un eficiente sistema que expresara la proteina en forma
glicosilada, Zhou y colaboradores ®® expresaron la proteina NS1 en células de la
levadura Pichia pastoris. Después de una incubacion con metanol por 72 hrs, lograron
un rendimiento maximo de 70 mg/L. En tanto que Noisakran y colaboradores %)
expresaron la proteina NS1 en la linea celular de mamifero 293T (epiteliales de rifion de
embrion humano), lo cual le permitio estudiar los mecanismos y requerimientos para la
asociacion de la proteina NS1 con la membrana plasmatica de la célula. Concluyeron
que la presencia de la region amino terminal de la proteina NS2A es necesaria para que
NS1 se asocie a la membrana plasmatica, posiblemente a través de un lipido tipo
fosfatidil-inositol (GPI).

La deteccion de la proteina NS1 en sueros de pacientes proporciona varias ventajas pues
al presentarse en el suero de pacientes a altas concentraciones durante todo el ciclo de
infeccion del virus y principalmente en los primeros dias, es factible su uso en el
diagnostico del dengue con un sistema de ensayos tipo ELISA, los cuales son

relativamente sencillos. El diagndstico temprano del dengue ofrece al médico tratante la

74



oportunidad de tomar prontas medidas hospitalarias requeridas para evitar las

complicaciones del dengue y que pueden propician la muerte del paciente.

En contraste otras pruebas de diagndstico basadas en la deteccion de anticuerpos, como
el ensayo de inhibicidn de la hemaglutinacion (HI), fijacion del complemento (CF) y la
prueba de reduccion de placas (PRNT) por dengue requieren entrenamiento especial y
no estan disefiados para un uso masivo. Ademas, la produccion del antigeno es laboriosa
ya que se obtiene de extractos de cerebro de raton infectados o cultivos celulares y la
calidad en los lotes varia ® 1% Actualmente existen ensayos de ELISA comerciales
para la deteccion de 1gG e IgM especifica para dengue. La deteccion de IgM se utiliza
para el diagnostico temprano de dengue, pero presenta el problema de que los niveles de
IgM no se hacen detectables sino a partir del dia 5-7 después de iniciados los sintomas.
Por lo cual la prueba puede resultar en un falso negativo si el suero es tomado antes de
los 5 dias ©**°).

Resalta la importancia de la proteina NS1 en el ciclo de propagacion de los virus del
género flavivirus en el ensamblado del complejo de la replicasa viral “®, en el
diagnédstico y en la respuesta inmune como antigeno con reaccién cruzada con el
huésped, cuyas funciones e interacciones asociadas al desarrollo de las formas severas
de la infeccién por dengue deben ser aclaradas. Ello con la finalidad de ofrecer una
alternativa en el desarrollo de antivirales terapéuticos, vacunas y en nuevos sistemas de

diagnostico de la infeccion.

10.1 Construccion del plasmido de clonacion y de expresion recombinantes

Para lograr una alta produccion de la proteina recombinante utilizando un método
sencillo y barato se requirio la utilizacion de bacterias. La regulacion de la expresion en
procariontes y eucariontes difiere en pocos aspectos, sin embargo para expresar
proteinas recombinantes en bacterias es imprescindible la clonacion de la secuencia de
interés en un vector que posea las secuencias reguladoras y los promotores utilizados

por las células procariontes %),

A diferencia de la incorporacién del gen en el plasmido de clonacion (vector de

clonacion), el proceso de ligacion en el plasmido de expresion (vector de expresion)
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requirié mas pasos y un mayor numero de ensayos, hasta conseguir una reaccion donde
estuviera insertado el gen de interés. En el andlisis de la reaccion de las primeras
ligaciones se observo una serie de bandas de ADN de diferentes tamafios, una de las
cuales presentaba aproximadamente el tamafio teorico calculado para el plasmido unido
a la secuencia de interés, este efecto se debid posiblemente a causa de una disminuida

actividad de la enzima encargada de la ligacion.

Entre los factores que afectaron la actividad de la enzima T4 ligasa se considerd una
inconsistencia de la temperatura de reaccion, ya que se realizO una incubacion a
temperatura ambiente, siendo que la dptima actividad se alcanza a 37°C. Otra posible
causa se relaciona con una alterada afinidad de unidn entre la proteina y el sustrato (paso
1), en la adaptacion de los pasos del mecanismo de ligacion, incluyendo la transferencia
del grupo adenilato de la proteina hacia el acido nucléico (paso 2) 6 en el momento de
sellado en la cadena de ADN (paso 3), efecto asociado a una variacién en la

concentracion de Mg>* o ATP requeridos para la actividad de la enzima %°-109),

Pero también en la reaccion de ligacion se pudo dar una competencia entre los extremos
adhesivos, si la reaccion de restriccion fue incompleta y se generaron productos del
plasmido pPrROEX HTb simplemente linearizados debido al corte con una sola enzima. En
tal situacion la enzima T4 ligasa unio los extremos adhesivos en dos combinaciones,
acoplamiento entre los extremos adhesivos del gen de interés y los extremos del plasmido
cortado con dos enzimas y, reunion de los extremos del plasmido cortado con una

enzima. Esta Gltima reaccidn resulta mas eficiente que la primera.

Si el evento de recircularizacion del plasmido sin inserto fue favorecido sobre la
ligacion del inserto, se explica el bajo rendimiento en la reaccion de ligacién producto
de una sobreestimacion de la cantidad del plasmido de expresion digerido por las dos
enzimas diferentes, que debid presentar ambos extremos disponibles para la union con

el gen a clonar.

Por lo que una solucion fue aumentar la cantidad de inserto para propiciar el encuentro
y unién entre el inserto de interés, el plasmido con los extremos adecuados y la enzima
de ligacion. De tal manera que la obtencion de un mayor numero de colonias de

bacterias trasformadas con el plasmido ligado al inserto esta directamente relacionado
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con la cantidad de inserto y plasmido cortado presente en la reaccion de ligacion. No
obstante si hay un exceso de cualquier reactivo o sustrato la reaccion de ligacion se
inhibe o vuelve inespecifica. Por lo que al realizar procedimientos cuyos productos se
requieren como sustrato o reactivos en subsecuentes reacciones es imprescindible
conocer con certeza su concentracion, pues subestimaciones o sobreestimaciones

afectan la eficiencia esperada %",

Antes de realizar una induccion de la expresion de la proteina a gran escala se realizé
una serie de inducciones en pequefios volumenes (5y 10 mL) para identificar la colonia
que expresara la proteina viral NS1. Los primeros analisis hechos por electroforesis en
gel de acrilamida mostraron en los extractos crudos de cultivos de bacterias inducidas a
varias proteinas localizadas a 50, 40 y 28 KDa (datos no mostrados) que sin embargo no
correspondian con el tamafio de la proteina NS1 (45 KDa) por lo que se realizé una
nueva ligacion. Ademas, plasmidos de 4 colonias a los que se realizd PCR y
restriccion enzimatica con BamHI y Xhol, que mostraron la banda de 1055 pb, fueron

enviados a secuenciacion a fin de corroborar la identidad del inserto.

Con asesoramiento se comprobd con el software en linea Biology WorkBench 3.2., que
la homologia ente las secuencias de los plasmidos era cercana, las secuencias empalmaban
con las bases nucleotidicas de la proteina NS1 del DENV-2. Adicionalmente al realizar un
western blot, donde un anticuerpo anti-NS1 reconocié una proteina de 40 KDa , se corrobord
que el marco de lectura dentro del plasmido de expresion efectivamente codificaba para la
proteina de interés. Todos estos resultados tomados en conjunto indican que efectivamente se
tenia clonada y expresada la proteina NS1 de dengue, pero que tal vez sus niveles de
expresion no fuesen lo suficientemente altos como para ser identificada en un gel de

acrilamida

10.2 Expresion y purificacion de la proteina recombinante NS1 de DENV-2

La literatura describe un nimero de métodos para la redireccion de proteinas de cuerpos
de inclusion hacia la fraccion soluble citoplasmatica. Estos métodos se dividen
generalmente en procedimientos donde la proteina es replegada desde los cuerpos de
inclusion y procedimientos donde la estrategia de expresion es modificada para la

expresion de forma soluble %),
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Las condiciones de expresion utilizadas por varios investigadores para inducir la
proteina NS1, en donde utilizan promotores fuertes, elevadas concentraciones de inductor
a una temperatura de 37 °C, producen estrés en el sistema procarionte por lo que la
proteina tiende a acumularse como cuerpos de inclusion. Entre los obstaculos que
implica la agregacion de las proteinas recombinantes en cuerpos de inclusion, se
encuentra el bajo rendimiento de recuperacion de la produccion después de los procesos
tradicionales de resolubilizacién, los requerimientos para optimizar las condiciones de
replegamiento para cada proteina especifica y la posibilidad de que en los procedimientos
se vea afectada la integridad de las proteinas, debido a que es posible no se recupere la
conformacién tridimensional nativa. Todo ello hace que sea deseable expresar la proteina

de interés en condiciones que eviten que la misma vaya a cuerpos de inclusion 7).

No obstante la proteina NS1 obtenida a partir de cuerpos de inclusion es capaz de
producir anticuerpos en ratones que reconocen al protefna nativa ©?, lo que sugiere que
los epitopos que reconocen quizd son de tipo lineal (secuencia). En cuanto a la
produccion de la proteina NS1 en la fraccion soluble en Escherichia coli, esta no es
frecuente, pero evitar la resolubilizacion haria maés eficiente la obtencion de grandes

cantidades de antigeno.

Una estrategia para dirigir la expresion de los genes y producir una proteina
recombinante en forma soluble, consiste en reducir la temperatura de induccion, ya que
se conoce que la reaccién de agregacion es en general favorecida a altas temperaturas
en consecuencia de la fuerte dependencia de las interacciones hidrofébicas con la
temperatura *°?. En la produccién de proteinas tales como interferén a-2 humano,
luciferasa bacterial, fragmentos Fab y p-lactamasa, dificiles de obtener en forma
soluble, ha resultado eficaz cultivar a bajas temperaturas .

El rango de temperatura sugerido para la induccion de proteinas en E. coli oscila entre
los 20 y 37°C, ya que a temperaturas mayores se activan varios genes para contrarrestar
el estrés celular y disminuir la sintesis de proteinas ** 2. En los ensayos preliminares
realizados se probaron varias temperaturas de induccién, 37, 30, 25 y 16 °C (datos no
mostrados). Se selecciond la ultima temperatura debido a que en el andlisis por

electroforesis en geles de las proteinas totales de los extractos crudos se observo una
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disminucion en la cantidad de bandas pertenecientes a proteinas co-inducidas, cuyos

tamarfios no correspondian al de la proteina viral (45 KDa).

Debido a la dificultad en la deteccién de las proteinas de interés, en los extractos crudos
mediante analisis por electroforesis en geles de acrilamida tefiidos con azul de
Coomassie, se llevo a cabo la lisis celular y la separacion de fracciones de los cultivos
inducidos, para tratar por separado la fraccidn soluble, y constatar la presencia de la

proteina recombinante por inmunoblot.

Al disminuir la temperatura se observd por analisis de western blot, que la proteina
recombinante aun se acumulaba en cuerpos de inclusion, pero que a la vez también se
presentaba en la fraccion soluble de los lisados de cultivos inducidos. Utilizando un
anticuerpo monoclonal anti NS1 y un anticuerpo anti histidinas (Hisg) en un ensayo de
western blot se evidencid la aparicion, en la fraccion soluble, de una proteina de
aproximadamente 40 KDa correspondiente a NS1, y ademas una proteina de 32 KDa,
que muy posiblemente y debido a su tamarfio, corresponde a un fragmento proteolitico

de NS1, similar al reportado por Huang ©®.

Al utilizar sistemas procariéticos para la expresion de la proteina cabe esperar la
produccion de la proteina NS1 en forma monomérica, ya que las proteinas presentes en
el citoplasma en E. coli estan en forma reducida y no forman uniones disulfuro “*¥. La
formacion de dimeros de NS1 requiere la estabilizaciéon de su estructura de monémero
por uniones disulfuro. Esta habilidad para formar uniones disulfuro intramoleculares,
particularmente en el extremo carboxi-terminal, parece ser crucial en la formacion del
dimero y en el subsecuente trafico y secrecion fuera de la célula “*¥. La produccion en
la proteina NS1 en su forma dimérica (80 KDa) se ha logrado en sistemas de levaduras
como Pichia pastoris en virtud de la capacidad que posee para realizar modificaciones
postraduccionales tales como glicosilacion, formacion de uniones disulfuro y
procesamiento proteolitico y por tanto puede expresar la glicoproteina de forma similar
en la que el virus es liberado de las células de mamifero infectadas > 9. Ademas, en
células eucariontes la deglicosilaciéon en el sitio ASN-207 es un factor que afecta la
estabilidad y secrecién de la forma dimérica ", lo cual también hace esperar que

general en celulas procariontes se obtenga la forma monomérica de 40 a 45 KDa.
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La clonacion en el plasmido de expresion pPROEX HTh, permitio disponer de la proteina
fusionada a una bandera de 6 histidinas en su extremo amino terminal. Esta bandera
facilito la identificacion al permitir el uso, en los ensayos de western blot, de
anticuerpos comerciales anti 6X-His, para la localizacion de la proteina, y para adecuar
las condiciones de induccion que posibilitaran la obtencion de la proteina en forma
soluble. Ademas la fusidn con esta bandera fue determinante para poder purificar la

proteina recombinante.

La interaccion entre los iones de niquel (acoplados a una resina) y las histidinas
presentes en la bandera, no depende de una estructura terciaria, sino de la interaccion
con el anillo de imidazol de las histidinas. Es por ello que la resina puede también
interaccionar inespecificamente con proteinas que presenten varios aminoacidos con
estos anillos. En consecuencia, la purificacion de proteinas utilizando el sistema de
afinidad niquel e histidinas no es siempre tan eficiente, y generalmente resulta en la
presencia de algunas otras proteinas contaminantes, aungque Si en un gran

enriquecimiento de la proteina de interés.

Al realizar los lavados de la resina Ni-NTA-proteina para la elusion de NS1
recombinante se observO en un analisis de gel de acrilamida tefiido con azul de
Coomassie, que una gran cantidad de proteinas eran despegadas, sin embargo no se
concentraba la banda de 40 KDa esperada. Subsecuentemente al eluir con imidazol (25
a 500 mM) se percibi6 una secuencial disminucién en el nimero de bandas y a la vez
la aparicion de una banda ancha correspondiente a la proteina de interés. EI mayor
enriquecimiento de la banda correspondiente a la proteina de interés se observo con una
elusion de 25 mM, por tal razén se repitio la purificacion, en la que se realizaron solo 3

lavados con 25 mM de imidazol.

Las proteinas de los sobrenadantes obtenidos se analizaron por gel de acrilamida tefiido
con azul de Coomassie y por ensayo de western blot con un anticuerpo anti histidinas.
En el gel de acrilamida se aprecié que la concentracion de proteina no aumentd pero si
disminuyd la cantidad de contaminantes, en tanto que en el western blot los anticuerpos
detectaron hasta el segundo lavado con 25 mM la proteina con la bandera de
histidinas, sugiriendo que la afinidad de las soluciones amortiguadoras de lavado y

elusién por las proteinas contaminantes y la proteina de interés era similar, por lo que
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esta ultima era facilmente desprendida de la matriz de niquel, efecto acentuado si el

método de lavado fue muy riguroso.

Como alternativas para disminuir la inespecificidad de la interaccion entre las proteinas
contaminantes y la matriz de Ni-NTA se recomienda la utilizacion de una solucién
amortiguadora de lisis que contenga 10 mM de imidazol ademas de reducir el pH de
esta solucion. Sin embargo no se descartan otros factores que pudieron afectar la
interaccion, tal como la concentracion de Tris en la solucion amortiguadora ya que la
presencia de reactivos con estructura secundaria o terciaria pueden reducir la interaccion
con los iones niquel, o la baja concentracion de NaCl (300 mM) el cual a mayor
cantidad previene las interacciones idnicas. Dada la naturaleza de cada proteina, el pH
optimo, la concentracion de imidazol y otros reactivos para los lavados debe ser

determinado empiricamente ©®.

Finalmente la informacion sobre la degradacion de la proteina es revelada cuando se
desnaturalizan y analizan en ensayos de western blot. Estos ensayos revelaron con
muestras almacenadas hasta por 2 semanas, una disminucién en la intensidad de las
bandas de proteinas correspondientes a la proteina integra y a su vez la aparicion de
bandas de proteinas con menor tamafio a 40 KDa, lo que indica la alta tendencia a la
degradacion del monomero recombinante, propiciado principalmente por el cambio de
temperatura al descongelar y congelar, y al efecto de las proteasas durante la lisis

celular ©8 100,

Por el método de cromatografia de afinidad aunque no se logré una purificacion
absoluta de la proteina de interes, se logré alcanzar un grado de pureza aceptable que
permite el uso de la proteina como antigeno inductor de anticuerpos (inmundgeno) y
que ademés facilitard la purificacion por otros métodos que posteriormente pudieran

aplicarse.
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11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La incompleta informacion que se tiene sobre las funciones de las 3 formas de la
proteina NS1 y la intrigante cuestion sobre su elevada concentracion en suero de
pacientes que desarrollan las forma severas de la fiebre por dengue, concentra el interés
por producir la proteina en diversos sistemas celulares, con la finalidad de disponer de
gran cantidad del antigeno para diversos estudios. Del presente trabajo experimental
desarrollado para producir la proteina recombinante NS1 de forma soluble en bacterias

E. coli (DH50), se concluyd lo siguiente:

1. La secuencia que codifican para la proteina NS1 de DENV-2 se clond en el
plasmido de clonacién pCR® 2.1 TOPO® y posteriormente se subcloné en el
plasmido de expresion pPROEx HTDb, en este ultimo el secuenciamiento del

plasmido recombinante confirmo la naturaleza del gen de la proteina NS1.

2. En Escherichia coli la expresion de la proteina recombinante NS1 soluble se logré
al realizar una induccién a temperaturas menores de 20°C y al reducir la

concentracion de inductor.

3. Por el método de cromatografia de afinidad con resinas de niquel se obtuv6 una
purificacion parcial de la proteina de interés. Ello hace necesario recurrir a métodos
complementarios de purificacion en caso de requerirse la proteina con un mayor

grado de pureza.

4. Es necesario para maximizar la produccion y recuperacion de la proteina
recombinante NS1 soluble, expresada en bacterias, precisar en la metodologia

condiciones mas adecuadas para evitar la degradacion de la proteina.

Existen estudios que sugieren una funcion para la proteina NS1 como parte del
complejo de replicacion viral. Por otra parte, los anticuerpos producidos en el paciente
contra esta proteina generan reactividad cruzada con elementos del complemento y
células del endotelio y se han sefialado como causantes algunos de los dafios que sufren
los pacientes con fiebre hemorragica por dengue. Sin embargo aun queda mucho por

explorar de las multiples funciones en que esta implicada esta proteina.
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Considerando que se dispone de la proteina NS1 soluble de DENV-2, expresada en un
sistema procarionte, se hace posible la realizacion de varios experimentos y ensayos, es

asi que las perspectivas contempladas son las siguientes:

1. Utilizar la proteina recombinante NS1 soluble de DENV-2 para la generacion de

sueros hiperinmunes especificos en ratén y congjo.

2. Evaluar la sensibilidad y especificidad de sueros hiperinmunes producidos contra la
proteina NS1, y con los anticuerpos producidos elaborar un sistema de diagnostico
ELISA (inmunoensayo enzimatico) para la deteccion de la proteina NS1 en sueros

de pacientes.
3. Evaluar del efecto de la proteina sobre funciones celulares, replicacion viral y

factores de transcripcion, modificacion de estructuras, y activacion o inhibicién de

vias de sefalizacion.
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12. ANEXO A: SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

12.1 Electroforesis en geles de agarosa
SOLUCION AMORTIGUADORA TBE 10X (1000 mL)

Tris base (Invitrogen) 108,0 g
Acido borico. 55,0 g
EDTA 9,3¢g
H,O desionizada destilada Aforar hasta 1000 mL

Almacenar a temperatura ambiente

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA
DE ACIDOS NUCLEICOS PARA GELES DE AGAROSA 5X

Glicerol.(MERCK) 2,5 mL
TBE 10X 12,5 mL
SDS 10% 2,5mL
Azul de Bromofenol 25,0 mg
Xilen xianol. 25,0 mg

Almacenar a temperatura ambiente.

12.2 Preparacion de células competentes

SOLUCION AMORTIGUADORA TFB1 (100 mL)

RbCl (SIGMA®)

100 mM 1,2092 g

2H,0+ MnCl,

50 mM 0,8092 g

Acetato de potasio CH;COOK
(SIGMA®)

30 mM 0,2944 g

CaCl, (MERCK)

10 mM 0,1109 gr

Glicerol (MERCK)

15% 15,0 ml

H,O desionizada destilada

Aforar hasta 100mL

Ajustar a pH 5,8 con &cido acético.

SOLUCION AMORTIGUADORA TFB2 (50mL)

MOPS 10 mM 0,1045 gr

RbCI (SIGMA®) 10 mM 0,0605 gr

CaCl, (MERCK) 75 mM 0,4162 gr

Glicerol (MERCK) 15% 7,5 ml

H,O desionizada destilada Aforar hasta de 50 mL

Ajustar a pH a 6,8 con KOH.

Esterilizacion de las soluciones por filtracion y almacenado a 4°C.

12.3 Soluciones de trabajo concentradas de los antibidticos (stocks)

SOLUCION CONCENTRADA DE ANTIBIOTICO AMPICILINA 100 mg/mL

Ampicilina (SIGMA®)

100 mg/mL 1049

H,O desionizada destilada

Aforar hasta de 10 mL

Adicionar por goteo NaOH 1N hasta solubilizacion. Esterilizada por filtracion.
Almacenar alicuotas a -20°C, protegidas de la luz hasta su uso.
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SOLUCION CONCENTRADA DE ANTIBIOTICO KANAMICINA 30 mg/mL

Kanamicina 30 mg/mL 0,3¢

H,O desionizada destilada Aforar hasta de 10 mL

Esterilizacion por filtracion. Almacenar alicuotas a -20°C, protegidas de la luz hasta su uso
12.4 Medios nutritivos: medio de cultivo solido y liquido

MEDIO NUTRITIVO LB EN LIQUIDO

Medio en polvo LB 25,09

H,O desionizada destilada Aforar hasta de 1000 mL

Esterilizado por calor en autoclave 20 min. a 15 libras de presion. Almacenar a 4°C hasta su uso.

MEDIO NUTRITIVO LiQUIDO LB- KANAMICINA 30 pg/mL

Medio liquido LB Estéril (37°C) 1000 mL

Solucién concentrada de kanamicina 30 mg/mL 1,0ml

MEDIO NUTRITIVO LIQUIDO LB- AMPICILINA 100 pg/mL

Medio liquido LB Estéril (37°C) 1000 mL
Solucién concentrada de ampicilina(SIGMA®)100 1,0ml
mg/mL

Nota: De preferencia la preparacion del medio liquido —antibiotico se realiza momentos antes de
su utilizacion. El antibiotico se adiciona hasta que el medio nutritivo esta a 37°C ¢ a temperatura
ambiente.

MEDIO NUTRITIVO LB- AGAR- ANTIBIOTICO EN PLACAS PARA CULTIVO SOLIDO

MEDIO NUTRITIVO SOLIDO LB- AGAR- KANAMICINA 30 pg/mL

Medio en polvo LB 25,09
Agar en polvo 14,09
H,O desionizada destilada Aforar hasta 1000 mL
Solucién de trabajo de kanamicina 30 mg/mL 1,0ml

MEDIO NUTRITIVO SOLIDO LB- AGAR- AMPICILINA 100 pg/mL

Medio en polvo LB 25,09
Agar en polvo 14,09
H,O desionizada destilada Aforar hasta 1000 mL

Solucién de trabajo de ampicilina (SIGMA®)100 mg/mL | 1,0 ml

Nota: La esterilizacion se llevo a cabo por calor en autoclave 20 min. a 15 libras de presién. La
adicion de la solucion de trabajo del antibidtico se realizo hasta que el medio adquirié una
temperatura de 37°C. Rapidamente en ambiente estéril se vertio 5 mL del medio nutritivo sélido
LB- Agar-Antibidtico en cajas Petri, las cuales se cubrieron hasta que el medio se solidifico. El
Almacenado de las cajas es a 4°C, protegidas de la luz hasta su uso.

12.5 Soluciones y medio de c ultivo para el pr oceso de i nduccion de 1a
proteina recombinante

SOLUCION DE GLUCOSA 2 M (stock)

Glucosa en polvo 79,26 g

H,O desionizada destilada Aforar hasta 200 ml

Calentar a 30°C el agua para diluir facilmente. Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C.
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SOLUCION DE TRABAJO CONCENTRADA DE IPTG 0,5M (stock)

IPTG (Fermentas)

1,199

Agua desionizada destilada

Aforara 10 mL

Separar en alicuotas y alamacenar a -20°C. Proteger de la luz.

MEDIO LB EN LiQUIDO AMPICILINA 100 ug/mL CON GLUCOSA 0,03 M

Medio LB liquido estéril (37°C) 983,0 mL
Solucién de trabajo de ampicilina (SIGMA®) 100 mg/mL 1,0ml
Solucion de glucosa 2 M 15,0 mL

Preparar en ambiente estéril. Usar en el momento.

MINIINDUCCION

MEDIO DE EXPRESION AMPICILINA 100 pg/mL — DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE INDUCTOR IPTG

Medio LB liquido Ampicilina(SIGMA®) | IPTG Concentracion

Estéril(37°C) 100 mg/mL (Fermentas) | Final IPTG
0,5M

10,0 mL 10,0 uL 10,0 0,5mM

10,0 mL 10,0 uL 20,0 1,0 mM

10,0 mL 10,0 uL 24,0 1,2mM

Preparar en ambiente estéril. Usar en el momento.

MEDIO DE EXPRESION AMPICILINA 100 pg/mL — INDUCTOR IPTG

Reactivos Concentracion final
Medio LB liquido Estéril(37°C) | 998,0 mL

Ampicilina (SIGMA®) 1,0 mL 100 pg/mL

IPTG (Fermentas) 1,0 mL 0,5 mM

12.6 Extraccion y purificacion de ADNc¢ plasmidico (minipreparacion)

SOLUCION ALCALINA DE LISIS |

Glucosa 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0) (Invitrogen) 25 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM

H,O destilada

Volumen 100 mL

Almacenar a 4°C hasta su uso

SOLUCION I

NaOH 10 N 20,0 uL
SDS al 10 % 100,0 uL
H,O destilada 880,0 uL.
Preparar minutos antes de su adicion

SOLUCION Il

Acetato de potasio CH;COOK 5M
(SIGMA®)

Acido acético glacial 11,5 mL
H,O destilada 28,5 mL

Almacenar a 4°C hasta su uso.
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SOLUCION SEPARADORA DE FASES

Fenol/ Cloroformo/ Alcohol isoamilico proporcion 25:24: 1

Fenol 250,0 ulL
Cloroformo 240,0 uL
Alcohol isoamilico 10,0 uL

Almacenar a 4°C hasta su uso protegido de la luz

SOLUCION AMORTIGUADORA TE (DE SOLUBILIZACION)

Tris-HCI (Invitrogen)

10 mM

EDTA

1mM

Ajustar a pH 8,0. Almacenar a temperatura ambiente

12.7 Soluciones u sadas en la técnica d e el ectroforesis en gel de acrilamida

(SDS-PAGE)
SOLUCION A
Acrilamida 30,0g
Bis-acrilamida 08¢

H,O destilada

Aforado a 100 mL

Almacenar a 4°C hasta su uso.

SOLUCION B

Tris base (Invitrogen)

1211g

H,O destilada

Aforado a 100 mL

Ajustar a pH 8.8. Almacenar hasta su uso a 4°C.

SOLUCION C (SDS 10 % p/v)

SDS 10 % plv

10g

H,O destilada

Aforado a 100 mL

Almacenar a temperatura ambiente.

SOLUCION D

Tris base (Invitrogen)

1211g

H,O destilada

Aforado a 100 mL

Ajustar a pH 6.8. Almacenado hasta su uso a 4°C.

SOLUCION DE PERSULFATO DE AMONIO 10%

Persulfato de amonio en
polvo(Amersham Biosciences)

059

H,O destilada

Aforado a5 mL

Almacenar hasta su uso a 4°C

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA ELECTROFORESIS

DE PROTEINAS PARA SDS-PAGE 10X

Glicina (Invitrogen) 144,09
Tris base (Invitrogen) 30,09
SDS 1009

H,O destilada

Aforar hasta 1000 mL

Almacenar a temperatura ambiente.
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARGA 5X PARA MUESTRAS DE PROTEINAS

(SDS-PAGE)

Tris (Invitrogen) (pH 6,8) 500 mM 2,5mL
SDS 10% 4,0 mL
Glicerol (MERCK) 2,0mL
Azul de Bromofenol al 0.8% 0,5mL
B-mercaptoetanol (SIGMA®) 1.0mL

H,O destilada

Aforar hasta un volumen de 10 mL

Almacenar a temperatura ambiente protegido de la luz.

SOLUCJON COLORANTE DE AZUL DE COOMASSIE PARA TENIR
PROTEINAS EN GELES DE ACRILAMIDA

Azul de Coomassie 0,2¢g
Metanol absoluto (MERCK) 50,0 mL
Acido acético glacial 7,0 mL

H,O destilada

Aforar hasta 100 mL

Preparar en campana de extraccion. Guardar a temperatura ambiente protegido de la luz.

SOLUCION PARA DESTENIR GELES DE ACRILAMIDA TENIDOS

CON AZUL DE COOMASSIE

Metanol absoluto (MERCK)

40,0mL 40%

Acido acético glacial

10,0 mL 10%

H,O destilada

Aforar hasta 100 mL 50%

Preparar en campana de extraccion. Almacenar a temperatura ambiente.

12.8 Soluciones usadas en la técnica de Western Blot

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

EN SOPORTE SOLIDO

Tris base (Invitrogen) 5,829

Glicina (Invitrogen) 2,93 ¢

Metanol absoluto (MERCK) 100,0 mL 10%
H,O destilada Aforar hasta 1000 mL

Preparar en campana de extraccion. Almacenar a temperatura ambiente.

SOLUCION SALINA DE FOSTATOS (PBS) 10X

NaH,PO4 244
NaHPO4 1449
NaCl cristal (Reproquifin®) 80,0 g
KCI 204

H,O destilada

Aforar hasta 100 mL

Ajustar el pH a 7,2 +£ 0,2 con NaOH 1N 6 HCI y aforar con H,O destilada.

Esterilizar por calor en autoclave 20 min. A 15 libras de presion. Almacenar a temperatura

ambiente.

SOLQCION SALINA DE FOSFATOS 1X CON DETERGENTE
NO IONICO AL 0,5% (PBS- TRITON 0,5%)

PBS 10X

100 mL

Triton-X100 (SIGMA®)

5mL

H,O destilada

Aforar hasta 1000 mL

Almacenar a temperatura ambiente.
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SOLUCION ROJO PONCEAU PARA TENIR PROTEINAS EN MEMBRANA DE

NITROCELULOSA (BioRad)

Rojo Ponceau

0,1¢g

Acido acético

5,0 mL

H,O destilada

Aforar hasta 100 mL

Almacenar a temperatura ambiente .Proteger de la luz.

SOLUCION BLOQUEADORA DE MEMBRANA
(PBS —Triton- Leche Descremada al 5,0 %)

PBS —Triton 0,05% (SIGMA®)

10 ml

Leche descremada en polvo

059

Preparada en el momento.

SOLUCION DE DILUCION PARA ANTICUERPO PRIMARIO EN LA TECNICA DE

WESTERN BLOT (PBS —Triton- Leche Descremada al 1%)

PBS —Triton 0,05% (SIGMA®)

10 ml

Leche descremada en polvo (Svelty®)

01g

Preparada en el momento. Adicionado el anticuerpo se puede almacenar a 4°C maximo por una

Semana.

SOLUCION DE REVELADO DE PLACA FOTOGRAFICA (KODAK)

Kodak 6BX Revelador

54,47 mL

H,O destilada

Aforar hasta 250 mL

Almacenar a temperatura ambiente protegido de la luz.

SOLUCION FIJADORA DE PLACA FOTOGRAFICA (KODAK)

Kodak 6BX Fijador

54,43 mL

H,O destilada

Aforar hasta de 250 mL

Almacenar a temperatura ambiente protegido de la luz

12.9 Soluciones u sadasen el p roceso dep urificaciond el a proteina

recombinante en condiciones nativas

SOLUCION DE TRABAJO CONCENTRADA DEL INHIBIDOR DE PROTEASAS PMSF 150 mM

PMSF

1,741 g

Etanol

25,0 mL

H,O destilada

Aforar hasta 67,0 mL

Disolver el PMSF en etanol antes de aforar con
Separar en alicuotas y almacenar a -20°C.

agua. Prepara en campana de extraccion.

SOLUCION DE TRABAJO CONCENTRADA DE LISOZIMA 100 mg/mL

Lisozima en polvo (SIGMA®)

109

H,O destilada

Aforar hasta 10 mL

Esterilizar por filtracion. Almacenar a 4°C.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE LISIS PARA EXTRACCION DE PROTEINAS

Hepes 50 mM
NacCl en cristales 300 mM
Glicerol (MERCK) 10%

Detergente no idnico Triton X-100 (SIGMA®)

1%

H,O destilada

Volumen final 200 mL

Ajustar el pH a 7,0 y aforar hasta el volumen final a preparar. Almacenar a 4°C.




SOLUCION AMORTIGUADORA DE LISIS PARA SONICACION

Volumen de cultivo bacteriano a lisar 500 mL 2000 mL
Solucién amortiguadora de lisis para 2,0 mL 4,0 mL
extraccion de proteinas

PMSF 1,0 mM 1,0 mM
Coctel inhibidor de proteasas 200 uL 1,0mL
Lisozima (SIGMA®) 1,0 mg/mL 1,0 mg/mL

SOLUCION AMORTIGUADORA “A” DE LAVADO PARA PURIFICACION DE

PROTEINAS

Tris (Invitrogen) pH 7,0 50 mM
NaCl en cristales 300 mM
Glicerol (MERCK) 10 %
Detergente no idnico Triton X-100 0,1%

(SIGMA®)

H,O destilada

Volumen final 200mL

Esterilizacion por calor en autoclave 20 min. a 15 libras de presion. Almacenar a 4 °C.

SOLUCION CONCENTRADA DE TRABAJO IMIDAZOL 1M

Imidazol

1,0212 g

Solucién amortiguadora “A” de lavado

15 mL

Almacenar a 4°C. Proteger de la luz.

GRADIENTE DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE ELUCION PARA PURIFICACION

DE PROTEINAS

Solucién Solucién Concentrada Concentracién de

Amortiguadora“A” | de Trabajo de Imidazol Imidazol Final
1M

9,85 mL 150 pL 15 mM

9,75 mL 250 uL 25 mM

9,50 mL 500 uL 50 mM

9,00 mL 1000 pL 100 mM

8,00 mL 2000 uL 200 mM

7,00 mL 3000 uL 300 mM

5,00 mL 5000 uL 500 mM
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13. ANEXO B: PROCEDIMIENTOS BASICOS

13.1 Preparacion de gel de agarosa al 0.8% con bromuro de etidio

Nota: Disponer de un area especial aislada y limpia, manipular con guantes dado el
potencial mutageno del bromuro de etidio (Br-Et), y disponer por separado los desechos

impregnados con este reactivo.

1. Enun matraz Erlemneyer limpio y seco se vierten 40 mL de solucién amortiguadora
TBE 1X y en el se adiciona 0,32 gr de agarosa (Invitrogen) punto de fusién medio
la cual se disuelve al calentarla por 1 % min. en horno de microondas (agitar en 2
ocasiones) o hasta que ya no se observan particulas suspendidas. El porcentaje de la
concentracion de agarosa depende del tamafio molecular de los fragmentos de
acidos nucleicos a separar. Para secuencias mayores o iguales a 1 Kb se utiliza un

porcentaje de 1,5 % de agarosa.

2. En un molde colocado sobre una superficie lisa se deposita lentamente y firmemente
la solucion liquida de agarosa, a continuacion se adiciona y mezcla con Br-Et (1ul
de Br-Et por cada 10 ml de TBE utilizado). El peine de plastico especial se coloca
encima del molde mientras los dientes se mantendran dentro del gel para obtener los
espacios 0 pozos donde se depositaran las muestras a probar. Se deja reposar el gel a

temperatura ambiente hasta que solidifique.

3. Para retirar el peine sin romper el gel esté se humedece con TBE 1X y la pieza
plastica se desliza suavemente hacia arriba. EI molde sin peine se coloca dentro de

la cdmara de electroforesis, la cual se cubre con TBE 1X.

4. Cada 5 pL de mezcla d& cido nucléico, se mezcla canlLlde soluén

amortiguadora de carga 5X y se resuspende con 10 uL. de TBE 1X.

5. Se introduce completamente la punta que contiene la muestra preparada dentro del
pozo previsto y se deposita resuspendiendo suavemente 3 veces. En el primer pozo
del lado izquierdo se deposita 1 uL de marcador de tafitamolecular ~ 1Kb, y de

izquierda a derecha se depositan las muestras a correr por electroforesis.

6. La cadmara se conecta a la fuente de voltaje (Life Technologies ™), se ajustan el control

de corriente 280 V/cm?y por Lhal%h se lleva a cabo la electroforesis. La separacion
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de las bandas se verifica al exponer brevemente el gel a la luz ultravioleta (UV) de un

trans-iluminador con proteccion especial (Kodak).

13.2 Extraccion y purificacion de fragmentos de productos de ADN obtenidos
de una PCR con el kit comercial QIAEX II (QIAGEN ®)
Preparar un gel de agarosa al 0,8% con 6 pozos, colocar 20 pL de la muestra de ADN
mezclado con 5 pL de solugéin amortiguadora de carga 5x en un pozo yul de
marcador para pb en un pozo diferente. Desarrollar la electroforesis a 80 V/cm? por 1 h 6

hasta que la separacidn entre bandas permita ver definidamente el fragmento de interés.
Pesar un tubo vacié de 1,5 mL estéril y anotar la cifra obtenida.

Sobre un trans-iluminador de luz UV se identificarla banda de interés, y se corta del gel
de agarosa (lo mas exacto posible), y fracciona hasta particulas de 1 mm. Trabajar

rapidamente para evitar dafio al ADN por la luz UV.

Introducir los fragmentos en el tubo de 1,5 mL previamente pesado. El peso de la
banda de ADN se obtiene de la diferencia del peso inicial del tubo y el peso del tubo
con la banda, dependiendo de este valor se determina el volumen de de reactivos a

utilizar previamente establecido en el protocolo indicado por el fabricante.

Para un fragmento de 1000 bp — 100 mg de ADN se adicionan 300 puL de buffer QX1 (pH
75) (QIAGEN ®). y 10 pL del reactivo QAEX I suspension en perlas (QIAGEN ®). Se
resuspende e incorporan las perlas con la banda de agarosa que contiene el ADN, hasta

formar una mezcla homogénea.

Incubar a 50° C la mezcla por 10 min., mezclar en vortex a intervalos de 2 minutos

por 5 seg hasta que se solubilize la agarosa.

La muestra es centrifugada por 30 seg., el sobrenadante es removido y la fraccion

del boton que contiene las perlas unidas al ADN es conservada.
Para remover la agarosa se adicionar al botén 500 uL de b ufér QX1 y se

resuspende por vortex 5 seg. Se centrifuga por 30 seg. y se remueve el sobrenadante

con una micropipeta.
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9. Al boton se adiciona 500 pL de buffer PE (QIAGEN ®) y se mezcla por vortex 5 seg.
Se centrifuga por 30 seg. Yy desecha el sobrenadante con una micropipeta. Este
lavado se repite dos veces.

10. El exceso de etanol del boton se elimina al secar a temperatura ambiente por 10 min.

(evitar secado en exceso ya que se disminuye la eficiencia en la elucién).

11. Para solubilizar el ADN se adicionan 20 pL de solucidon amortiguadora TE (pH 8,0)
y se resuspende el boton manualmente. Se centrifuga por 30 seg. y se recupera el
sobrenadante el cual contiene el ADN purificado. Almacenar a -20° C hasta su uso

y descongelar manteniéndolo en hielo.

13.3 Corte de ADNdc con enzimas de restriccion.

1. Verificar la compatibilidad de soluciones con los requerimientos de la enzima de
restriccion a utilizar, especificado en la hoja técnica de la enzima, especialmente al

realizar digestiones con varias enzimas.

2. Cuantificar el ADNdc de la muestra problema en un espectrofotdmetro (BioRad).

a) En una celda de cuarzo depositar 99 pL de agua destilada y adicionar 1 pL de

muestra problema, resuspender.
b) La primera lectura se realiza con un blanco, celda de cuarzo donde se deposita 100
uL de agua destilada. Realizar los calculos correspondientes a la conversion de

unidades.

3. Calcular las unidades de enzima requerida para digerir la cantidad de ADN deseada

(especificado en la hoja técnica del producto).

4. Descongelar en hielo los reactivos y solucion amortiguadora especificada por el

fabricante para la enzima de restriccion a utilizar.

5. Preparar la reaccion de restriccion segun las especificaciones sugeridas por el

fabricante. Adicionar la enzima de restriccion al altimo (mantener siempre en hielo).
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La cantidad de enzima en UL dependera de las unidades requeridas para digerir los
ug de ADN de la muestra problema. Ajustar las concentraciones segun el volumen

final de la reaccién de restriccion, por lo general se utilizan un volumen de 50 pL.

6. Incubar las reacciones a 37°C por 12 hrs.

7. Concluida la incubacion, depositar en hielo la reaccion de restriccion y analizar por
electroforesis en gel de agarosa (0,8 % con Br-Et) una alicuota de 1 uL de los

productos digeridos.

8. Si se observan las bandas correspondientes a los cortes esperados, el ADNdc
restante se almacena en congelacion a -20°C hasta su uso. Sin embargo antes de

realizar cualquier ensayo se sugiere purificar los fragmentos obtenidos.

Nota: La muestra problema, los reactivo y la enzima de restriccion deben mantenerse en

hielo durante su utilizacion.
13.4 Método de cloruro de rubidio para preparacion de bacterias competentes
1. Limpiar con agua y posteriormente con alcohol al 70% el area de trabajo y los

materiales a utilizar. Encender un mechero para mantener un flujo de aire esteril.

2. Descongelar en hielo una alicuota de bacterias DH5a One Shot (Invitrogen) no
competentes (50 pL). Inocular 10 mL de medio de cultivo nutritivo LB (Medio Luria

Broth) con las bacterias, dejar crecer toda la noche a 37° C en agitacion (200 rpm).

3. Adicionar 10 mL del cultivo anterior a 100 mL de LB precalentado a 37 °C en un
matraz de 250 mL e incubar a 37° C hasta alcanzar una densidad oOptica de 0,5 a
90- 120 nm.

4. Enfriar el cultivo en hielo por 5 minutos y transferir el contenido a un tubo esteril
para centrifuga. Colectar las células por centrifugacion a baja velocidad (5 min, 4000

gravedades, 4°C).

5. Descartar el sobrenadante cuidadosamente y mantener el boton celular siempre en hielo.
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Resuspender las células gentilmente en hielo con la solucion amortiguadora TFB1 frid
segun la siguiente proporcion: 30 mL para 100 mL de cultivo. Incubar la suspension en
hielo 90 min.

. Colectar las células por centrifugacion (5 min., 4000g, 4°C). Descartar el

sobrenadante cuidadosamente y mantener el boton celular en hielo.

Resuspender las células cuidadosamente en 4 mL de TFB2 frio. Preparar alicuotas
de 75 uL con glicerol al 15% en tubos estériles de 1,5 mL e introducirlas en
nitrégeno liquido por 10 seg. para su congelacion. Almacenar a -70°C hasta su uso.

13.5 Transformacion quimica de bacterias competentes E. coli DHSa

Limpieza con agua y posteriormente con alcohol al 70% del area de trabajo y los

materiales a utilizar. Encender un mechero para mantener un flujo de aire estéril.

Introducir cajas petri con medio solidé-agar —antibidtico (con la tapa hacia abajo y

el medio hacia arriba). en un mini-incubador (sin luz) a 37 °C.

Descongelar en hielo 50 pL de bacterias competentes. Inmediatamente adicionar 0,7

uL de B-Mercaptoetanol (1:10), y mezclar manualmente e incubar 10 min. en hielo.

A la par se descongelan 50 uL de bacterias competentes a las cuales se les aplica el
mismo protocolo pero sin adicionar el pldsmido. Estas seran el control negativo,

para verificar de efectividad del antibiotico de resistencia

Adicionar 3 pL del plasmido, mezclar manualmente y colocar en hielo exactamente 10

min.

Colocar el tubo con las bacterias en un termoblock calibrado a una temperatura de
42 °C e incubar exactamente 45 seg. . Sin mezclar, inmediatamente transferir a un

recipiente con hielo e incubar por 2 min.

Al tubo con las bacterias se adiciona 360 puL de medio liquido LB-antibidtico
(indicado por el fabricante del plasmido) e se incuba a 37 °C en agitacion por 30

min.
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8.

10.

11.

12.

13.

Centrifugar 30 seg a alta velocidad y desechar el sobrenadante. El boton celular se

resuspende en 100 puL de medio liquido LB- antibidtico.

Los 100 pL de bacterias transformadas son sembrados por espatulacion en cajas petri
con medio solidd LB- antibidtico (previamente atemperadas a 37 °C). Se calienta la
porcion final de una espatula de cristal, se coloca en el medio solido donde se mueve
hasta que se enfria, inmediatamente se coloca la alicuota con bacterias y se extienden
por toda la superficie de la caja petri. Etiquetar apropiadamente cada caja segun el

plasmido, la fecha de cultivo, antibidtico y elaborador.
Incubar por 12 a 16 horas a 37° C en un mini-incubador sin luz.

Si se observa la formacion de gran cantidad de colonias de bacterias no
transformadas en la caja petri del control, la transformacion se debe repetir ya que
posiblemente el lote de cajas con medio solido- antibidtico este defectuoso o en la
manipulacion se produjo contaminacion( antibidtico inactivado), lo que permite el
crecimiento de bacterias que no poseen secuencia de antibidtico de resistenciay en
consecuencia la mayoria de las colonias no presentaran el plasmido recombinante

con la secuencia de interes.

Seleccionar 10 colonias aleatoriamente, resembrarlas por estriado en una caja petri
con medio LB- antibi6tico (37 °C) y realizar una PCR para comprobar la presencia
de la secuencia con el gen de interés. Indicar apropiadamente la localizacion de las
colonias seleccionadas en la caja petri donde se realizo la transformacion y en la

caja petri donde se resembro para propagacion.

Se recomienda la utilizacion de colonias recién transformadas para obtener una mayor

cantidad de proteina recombinante durante la induccion de colonias bacterianas.

Nota: La mayoria de las bacterias que crecen en un medio de cultivo con antibidtico de

resistencia (indicado por el fabricante) poseen el plasmido que codifica los genes para

expresar resistencia, sin embargo es conveniente la seleccion aleatoria de 10 6 mas

colonias a las que se les realiza una PCR y/o una reaccion con enzimas de restriccion para

comprobar la presencia de la secuencia del gen a clonar (secuencia de interes).
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10.

13.6 Purificacion d e plasmidos p or el método d e lisis al calina ( Mini
preparacion)

Inocular 5 ml de medio liquido LB-antibiotico (atemperado a 37 °C) introduciendo

una asada de colonias transformadas con el plasmido que presenta la secuencia de

interés. Incubar a 37 °C en agitacion a 200 rpm por 12 horas.

En un tubo de 1,5mL adicionar parte del cultivo crecido por 12 hrs, centrifugar a
13000 rpm durante 30 seg. a 4°C, y desechar el sobrenadante. Repetir este
procedimiento hasta concentrar las bacterias contenidas en los 5 mL del cultivo.

Adicionar al botén celular 100 uL de solucidn | y mezclar por agitacion en vortex.

Colocar en hielo.

Inmediatamente preparar la solucién Il y adicionar 200 uL al tubo con bacterias.

Agitar manualmente invirtiendo el tubo 5 veces y colocar en hielo.

Se agrega 150 pL de la solud@n Il y se agita manualmente invirtiendo el tubo
varias veces. Incubar por 5 min en hielo y después centrifugar el contenido por 6
min a 13000 rpm a una temperatura de 4 °C.

Recuperar el sobrenadante transparente y envasarlo en un tubo nuevo (evitar extraer

la capa superior de consistencia viscosa y color blanco). Colocar en hielo.

Al sobrenadante depositado en el tubo nuevo se adiciona 500 pL de fenol/ cloroformo/

alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcla manualmente invirtiendo varias veces el tubo.

Posteriormente se centrifuga a 13000 rpm por 6 min a 4°C. El sobrenadante se
transfiere a un tubo de 1.5 mL limpio y el botdn se desecha. Mantener en hielo.

Se adiciona al sobrenadante 1mL de etanol al 100 %. (lo equivalente a dos
volimenes). Mezclar por agitacion manual e incubar 2 min. a temperatura ambiente

(en este paso se precipita el ADN).

Nuevamente centrifugar a 13000 rpm por 6 min a 4°C, retirar el sobrenadante y
semi-secar la pastilla a temperatura ambiente por 10 a 15 min (en el momento en
que las orillas del precipitado comienzan a tornarse de color blanco intenso

inmediatamente se continua con el siguiente paso).
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11.

12.

13.

14.

15.

Adicionar al botén celular 1mL de etanol al 70%, mezclar invirtiendo el tubo varias

veces hasta que el contenido se solubilice.

Centrifugar a 13000 rpm por 6 min a 4°C, retirar el sobrenadante y secar la pastilla a

temperatura ambiente por 10 a 15 min.

Para solubilizar el ADNCc se resuspende el botdn celular en 25 a 50 pL de solucidn

amortiguadora TE. Colocar en hielo.

Mezclar 1uL del ADNc del plasmido recién purificado con solucion amortiguadora

de carga 5X y correr una electroforesis para comprobar la extraccion de ADNCc.

Se adiciona 1pulL de RNAsa al purificado de ADNc. Incubar a 37 °C por 15 min. y

guardar a -20°C. Alicuotar y descongelar hasta su uso.

13.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS para analisis de proteinas

Montar el sistema para electroforesis (Bio-Rad) en un area nivelada, utilizar moldes
de cristal para geles de 1,5 mm de espesor. Antes de preparar las soluciones

verificar que no existan fugas de liquido entre los cristales.

Preparar la solucion separadora al 10% de acrilamida. Para un gel chico de 7,8 cm x
8 cm en un tubo conico de 20 mL se mezclan: 3,3 mL de solucion A, 3,7 mL de
solucion B, 0,1 mL de solucion C, 2,7 mL de H,0, 40 uL de persulfato de amonio
(10 % pl/v) y finalmente 16,6 mL de TEMED. Inmediatamente resuspender y
depositar entre los cristales de 1,5 mm la mezcla hasta una altura de 6 cm. (Preparar

en una campana extractora debido al efecto neurotdxico de uno de los reactivos).

Uniformemente adicionar 1 ml de isopropanol grado reactivo para eliminar burbujas
y permitir la polimerizacion adecuada. El gel solidifica en aproximadamente 20 min,

Retirar el alcohol por decantacion y secar a temperatura ambiente 5 min.

En un tubo coénico de 20 mL limpio preparar la solucion concentradora segun lo
siguiente: 665 uL de solucdn A, 625 uL de solucion D, 50uL de solucon C, 3, 6
mL de H,0, 100 uL de persulfato de amonio y finalmente 5 uL de TEMED.
Inmediatamente resuspender y depositar entre los cristales sobre el gel solidificado
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10.

11.

hasta llenar el espacio restante. Colocar el peine plastico de 10 pozos y esperar a que

solidifique, para poder utilizarlo (entre 20 y 30 minutos).

Se retira el peine y los cristales se colocan en la cAmara de electroforesis segun las
indicaciones del fabricante. El sistema es llenado con solucién amortiguadora para
electroforesis de proteinas 1X de tal manera que se cubran perfectamente los
conductores eléctricos y ademas se deben limpiar cuidadosamente los pozos para

eliminar prolongaciones de gel inespecificos.

Las muestras a separar por electroforesis son depositadas en tubos limpios de 0,6 mL
y se mezclan con solucién amortiguadora de carga 5X, se desnaturalizan por calor en
bafio Maria a 100 °C por 5 a 10 min. Se retiran del calor y colocan en hielo 2min y
posteriormente se centrifugan a 13000 rpm por 5 seg. (trabajar en campana de
extraccion para evitar los efectos toxicos de uno de los reactivos de la solucion

amortiguadora de carga 5X)

El marcador de peso molecular (kDa) es adicionado en el primer pozo del lado izquierdo en

un volumen de 8 L, y subsecuentemente cada muestra es colocada en pozos individuales.

La camara es cerrada y conectada a la fuente de poder, en los primeros 10 min de la
electroforesis se aplica una corriente eléctrica de 80 Volts y después 1 h a 100
Volts. La duracion de la electroforesis finaliza en el momento en que el frente de
carga llega a la base del gel, aunque si es necesario se deja pasar la corriente por

mas tiempo.

Después de desconectar el sistema el gel es desmontado de los cristales y es lavado
con agua destilada.

Tincion de proteinas con azul de Coomassie

El gel de acrilamida después de la electroforesis se deposita en un recipiente con
solucién Coomasie tefiidora de proteinas, por 2 hrs en agitacion. La solucion

tefiidora se puede reutilizar por lo que es recuperada en un recipiente.,

Posteriormente para destefiir las areas que no tienen proteinas el gel es colocado en
solucidon destefiidora por 24 hrs, en agitacion. Esta solucion es retirada y el gel es

lavado con H,O destilada.
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12. Las bandas se visualizan al exponer el gel a un transiluminador de luz blanca.

Nota: El porcentaje de acrilamida en el gel separador depende de la migracion de la proteina
a observar. Asi mismo la cantidad de muestra a introducir en cada pozo debe ser proporcional
para gue sea representativa la comparacion. Si la concentracion de proteinas en la muestra es
demasiada esta se puede diluir. Se debe respetar las cargas correspondientes al anodo y catodo

para evitar que las proteinas migren fuera del gel en direccion contraria a la esperada.

13.8 Técnica de Western Blot (WB) para identificar proteinas

1. Preparar 1 gel de poliacrilamida al 10% y montar el sistema para electroforesis.

Procesar las muestras y cargarlas en los pozos correspondientes.

2. Desarrollar la electroforesis a 80 Volts por 10 min y después a 100 volts por 1% hr.

3. En un recipiente humedecer 3 hojas de papel filtro con solucion amortiguadora para
transferencia semi-seca de proteinas (del tamafio del gel de acrilamida). Sobre la
base de la camara de transferencia (BioRad) cada papel es acomodado uno sobre
otro, y sobre estos se coloca la membrana de nitrocelulosa previamente humedecida

con la solucion amortiguadora de transferencia.

4. Se separa el gel de acrilamida de los cristales que lo contienen y se lava con agua
destilada, se coloca sobre la membrana de nitrocelulosa humedecida. Se eliminan las
bolsas de aire que se hayan formado. Finalmente sobre el gel de acrilamida se depositan

3 hojas de papel filtro previamente humedecido con amortiguador de transferencia.

5. La cdmara de transferencia se cierra y conecta a la fuente de poder. La transferencia
se lleva a cado al aplicar una corriente de 16 Volts por 60 min. finalizada la

transferencia la membrana es colocada en un recipiente y lavada con agua destilada.

6. Las bandas de proteinas trasferidas del gel de acrilamida a la membrana de
nitrocelulosa se visualizan al tefiir con una solucion de Rojo ponceau (2 min en
agitacion). El exceso de colorante se elimina al lavar con agua destilada. Las bandas
del marcador de peso molecular son remarcadas con un lapiz y con lineas punteadas

se prolongan horizontalmente de extremo a extremo de la membrana.
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7.

Se destifien las proteinas de la membrana al lavar con agua destilada (2 min en
agitacion), y con PBS 1X -Triton al 0,5% (2 min en agitacion).

Se bloguea la membrana de nitrocelulosa-proteinas con una solucion de PBS 1X con
leche descremada al 5% en agitacion durante 24 hrs a 4°C o en su defecto por 1 hr
a 37°C. después de esta incubacion se lava la membrana con PBS 1X- Triton al

0,5% (2 min en agitacion)

En un hielo se prepara una dilucion del primer anticuerpo en PBS 1X- Triton 0,5%

al 1% de leche descremada :

e Para detectar la proteina NS1 se realiza una dilucion 1:1000 del anticuerpo primario

anti-NS1 hecha en hibridoma.

e Y para detectar los residuos de histidina se realiza una dilucién 1:1000 del

anticuerpo primario comercial anti-His 6 hecho en conejo o en raton.

Nota: La dilucion del anticuerpo primario o secundario puede variar dependiendo de la

intensidad de la marca observada durante el revelado del western blot.

10.

11.

12.

13.

La solucion del anticuerpo primario diluido se vierte sobre la membrana y se deja
interaccionar por 12 hrs a 4°C 0 en su defecto por 3 hrs a temperatura ambiente, en
agitacion. Concluido el tiempo de interaccion se retira y almacena a 4°C la dilucion
del anticuerpo.

Sin dejar secar la membrana, se procede a realizar 5 lavados de 5 minutos en
agitacion con PBS 1X-Tritén 0,5%.

Inmediatamente se agrega una solucion dilucion 1:10,000 del anticuerpo secundario
comercial anti-raton acoplado a peroxidasa en PBS 1X- Tritdn 0.5%. La
membrana con el anticuerpo secundario se incuban por 1hr a 37°C en agitacion

suave, preferentemente protegida de la luz.

Se retira la solucion con anticuerpo secundario de la membrana y esta se lava, con

PBS 1X-Triton 0,5%, 3 veces por 5 min. en agitacion.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

En cuarto oscuro se desarrolla la exposicion de placas fotograficas a la reaccién
entre la peroxidasa y el sustrato sobre la membrana con proteinas, y de la misma

manera el revelado y fijado fotogréafico.

En un recipiente seco y limpio se mezcla 300 pl de solucidn Sustrato de perdxidasa
Super Signal West Femto Stable (Pierce) con 300 ul Solucién aumentadora Super

Signal West Femto Luminol (Pierce).

El exceso de la solucién de los lavados (PBS 1X-Triton) se elimina al colocar
suavemente papel absorbente sobre la membrana. Inmediatamente se adiciona la
mezcla de sustrato -solucion aumentadora (Pierce), que se vierte consecutivamente
sobre la membrana por aproximadamente 30 seg. La membrana es introducida entre

dos placas pléasticas, colocadas dentro de una caja con fondo negro.

El revelado se desarrolla a temperatura ambiente, en agitacion y oscuridad, hasta

que las bandas son claramente visibles (evitar un exceso de fondo).

Una placa fotografica es colocada sobre la membrana por 15 seg., una segunda placa
por 30 seg y una tercera por 5 min. Si al exponer la placa por 5 min se observan

marcas poco definidas, una placa nueva se debe exponer por 12 hrs.

Las placas son lavadas con agua corriente, y se sumergen en solucion reveladora
Kodak hasta la aparicion de las manchas obscuras producidas por la luz de la
reaccion entre la peroxidasa del anticuerpo y la solucion Femton. La placa es lavada

con agua corriente antes de pasar a la siguiente solucion.

Para el fijado de las manchas, la placa fotografica es sumergida en solucién fijadora por 5
min. y posteriormente es lavada con agua corriente. Y después las placas son colocadas en

una superficie de tal manera que se mantengan en posicion vertical hasta su secado.

Nota. La membrana en la que se trasfirieron las proteinas debe mantenerse hidratada en

todo momento, en especial después de la interaccion con los anticuerpos. La

reactividad de las soluciones de revelado y fijado Kodak se debe verificar. Se sigue el
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procedimiento de revelado y fijado con dos tiras de placa fotografica (0,5cm x 0,2cm)
una expuesta a la luz y otra no expuesta. Si después de revelar no se observan manchas

en la tira expuesta a la luz, se considera que debe cambiarse de solucién.

El tamafio de las placas fotograficas debe ser el mismo que el de la membrana y un leve
corte diagonal o marca se realiza en la parte superior izquierda tanto en la membrana
como en la placa para mantener la orientacion correcta. Las placas fotogréaficas y las

soluciones Femton son almacenadas a 4 °C hasta su uso.

Expresion e induccion de p roteinas recombinantes en bacterias DHS @rotocolo
para el establecimiento de las condiciones de expresion e induccion
1. Por n-duplicados, se propagan individualmente en 5 mL de medio liquido LB -
antibidtico 100 ug/mL, de 5 a 10 colonias transformadas positivas para el plasmido
de expresion pProexHTB-NS1, en tubos individuales, y se incuban en agitacion a
200 rpm durante 12 hrs a 37° C. El nimero de n-duplicados por colonia dependera
de las diferentes condiciones de incubacion e induccién a probar. Ejemplo de

induccion con solo dos colonias:

Concentracion de IPTG y temperatura de induccion

de la proteina M31 DENW-2

Colonias positivas con el inserto
Coll, Col 2, Col3, ... .Coln

2. De cada cultivo de bacterias crecidas durante 12 hrs. se toman 500 puL que se
adicionan a 5 mL de medio liquido LB -antibidtico100 upg/mL (previamente calentado
a 37°C) e incuban a 37°C (200 rpm) hasta la Densidad Optica deseada medida a 600
nm de longitud. (Ejem. D.O. 0,6). Como blanco se utiliza medio-antibidtico.
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3. De cada colonia se toma 200 pL de cultivo no inducido que se resuspende en 40ul
de solucién amortiguadora de carga 5x para correr en un gel de acrilamida al 10%.

Almacenar a -20°C hasta su utilizacion.

4. Se adiciona a cada colonia la cantidad de IPTG previamente calculada, y se procede a incubar
en agitacion 200 rpm por 3 a 6 horas. Se recomienda probar a dos 0 mas temperaturas,
dependiendo de los resultados a buscar. Incubar a temperaturas cercanas a 37 °C producen
proteinas que se localizaran en cuerpos de inclusion mientras que temperaturas menores a

20° C permiten que la proteina se mantenga en la fraccion soluble que es més féacil de obtener.

5. Finalizada la induccion se toman 40 uL de cultivo de cada colonia, y se procesan

para la realizacién de una electroforesis en gel de acrilamida al 10%.

Nota: La manipulaciéon de los pldsmidos, medio de cultivo solidé o liquido y de las
bacterias en los procesos de transformacion, propagacion, induccién, asi como en la

medicion de la densidad Optica se realiza en condiciones de esterilidad.

Protocolo general para la expresion e induccion de la proteina recombinante
NS1 a 16°C para obtenerla en forma nativa
1. Propagacion en 100 a 200 mL de medio liquido LB —antibiotico ampicilina (Sigma)
100 pg/mL una colonia transformada positiva para el plasmido de expresion
pPPROEX HTb-NS1, e incubar en agitacién (200 rpm.) durante 12 hrs a 37° C.

2. Envasar en un matraz Erlenmeyer (capacidad 4,0 L) 2000mL de medio LB-
ampicilina 100 pg/ml -Glucosa 0,03 mM (medio de inhibicion del promotor).

Incubarlo a 37° C hasta su utilizacion.

3. El cultivo bacteriano crecido durante 12 hrs se adiciona a los 2000 mL de medio represor
LB/ antibidtico/glucosa en una dilucion proporcion 1:10, y se incuba en agitacion a 37°C
hasta que alcance una D.O. de 0,8 a 600 nm de longitud (tiempo aproximado 2 % hrs.). La
adicion de glucosa proporciona las condiciones que inhibiran la prematura expresion de la

proteina recombinante durante el tiempo en que se lleva a cabo el crecimiento bacteriano.
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10.

11.

12.

13.

Tomar una alicuota de 1mL del cultivo D.O. 0,8 (600 nm), centrifugarlo y
resuspenderlo en 200 pl de solucidn amortiguadora de carga 5x para gel SDS-PAGE.
(dilucién final hasta 1X). Almacenar en congelacién a -20°C hasta su utilizacion.

En un matraz Erlenmeyer de 4L se prepara 2000 mL de medio LB- ampicilina 100

pug/mL. Este medio es mantenido a temperatura ambiente hasta su uso.

Al alcanzar la densidad Optica adecuada se centrifuga el cultivo a 6000 rpm por 10
min. Se descarta el sobrenadante y el botdn bacteriano es resuspendido en 2000 mL
de medio LB-ampicilina -IPTG 0,5 mM a 37°C.

Incubar a 16° C por 24 hrs en agitacion (200 rpm).

Después de la incubacion se toma 1ml de cultivo el cual es centrifugado (5000 rpm
por 10 min), el botdn se resuspende en 200 uL de solucdn amortiguadora de carga
5X, y con 35 uL se realiza una electroforesis en gel de acrilamida el cual se tifie con
solucion de azul de Coomassie. Se comprueba que hubo induccion si se observan

bandas anchas, con el peso en KDa esperado para la proteina expresada.

Los 2000 ml de cultivo son concentradas en un tubo conico estéril de 50ml por
centrifugacion a 6000 rpm por 20 a 30 min. El sobrenadante es descartado y el boton

recuperado (el boton puede congelarse a -20 hasta su disposicion no mayor a 24hrs).

El concentrado celular es congelado por 10 a 15 min a -70 °C y después descongelado

en hielo y resuspende en voértex por 2 min. Este paso se debe repetir dos veces.

Posteriormente se resuspende el concentrado bacteriano en 4mL de solucion
amortiguadora de lisis con PMSF 1 mM, coctel inhibidor de proteasas y lisozima 1
mg/mL. La solucion amortiguadora de lisis debe ser compatible con la resina de
Ni-NTA a utilizar, segun las indicaciones del fabricante.

Por agitacion en vortex el concentrado de cultivo celular es completamente disuelto

e incubado en hielo por 1 hora.

El boton con las proteinas totales solubilizado es sonicado en hielo segin el

siguiente programa: Sonicacion (10 seg, intensidad 70% a 80%) y no sonicacion (10
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seg) de forma intercalada durante un minuto. Repetir la serie 3 a 4 veces, hasta que

la muestra adquiera una consistencia viscosa.

14. La suspension celular sonicada es centrifugado a 13000 rpm. por 20 a 30 min. a 4° C.
El sobrenadante recuperado contiene la fraccién soluble y es colocado en hielo, para
después ser almacenado a -20°C. Y la pastilla que contiene proteinas no solubles

contenidas en cuerpos de inclusion también es recuperada para su posterior analisis.

15. En un tubo de 0,6 mL se depositan 7 pLL de sobrenadante a los que se adicionan 10
uL de solucidn amortiguadora de carga SDS-PAGE, y en otro tubo se depositan 10
uL de solucion amortiguadora de carga SDS-PAGE en el que se resuspenden 0,5 puL
de la pastilla bacteriana. Y de los extractos de cultivos crudos bacterianos de la
colonia inducida y los controles se procesan 30 a 40 pL. Con estas muestras se

realiza una electroforesis. En gel de acrilamida al 10%.

Nota: La manipulacion de los plasmidos, medio de cultivo solid6 o liquido y de las
bacterias en los procesos de transformacién, propagacion asi como en la medicion de la

densidad oOptica se realiza en condiciones de esterilidad.

Purificacion por cromatografia de afinidad con matriz de Ni-NTA de
la proteina NS1 de DENV-2 (condiciones nativas no desnaturalizantes)
1. Seleccionar la clona que expresa mejor la proteina recombinante y propagarla en 1L

de cultivo y sequir el protocolo de induccién a 16°C por 16 a 24 hrs.

2. Concentrar el cultivo inducido en un tubo Falcon de 50mL y solubilizarlo en
solucion amortiguadora de lisis con PMSF, coctel inhibidor de proteasas y lisozima

1mg/mL, segun el protocolo de induccion a 16°C.

3. Sonicar el cultivo celular y separar la fraccion soluble, la cual se debe almacenar a -

20°C, en caso de no usar inmediatamente.

4. Previamente a la concentracion del cultivo inducido se prepara la resina Ni-NTA
(QIAGEN®) para la interaccion con la fraccién soluble. El volumen de resina depende

de la cantidad de proteina visualizada segun el protocolo establecido por el fabricante.
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5. Laresina Ni-NTA es lavada con 10 mL de H,O destilada por 3 a 5 veces hasta que

se elimina el etanol usado en el almacenamiento

6. La resina es equilibrada por 5min en agitacion suave a T. amb. con 5 mL de la
misma solucion amortiguadora con que se liso el cultivo celular, después se
centrifuga a 500 rpm por 2 min. Al boton de la resina nuevamente se le adiciona 5
mL de la solucion amortiguadora y se incuba por 12 hrs a 4 °C en agitacion suave 0
en su defecto minimo por 1 Y. h Verificar que la concentracion de sales y otros
reactivos de la soluciona sean compatibles con las condiciones de interaccién

descritas en el instructivo de la Resina Ni-NTA.

7. A la fraccion soluble se le adiciona la resina equilibrada y se deja interaccionar por 12
hrs a 4°C. en agitacion suave. Finalizada la incubacion tomar 10 pL de la interaccion y

prepararla para una posterior electroforesis en gel de acrilamida, guardar a 4°C.

8. Después de la incubacidon se centrifuga el complejo Resina-Fraccion soluble entre
4500 rpm y 6000rpm por 10 min a 4°C, El sobrenadante no es utilizado
inmediatamente pero puede volver a interaccionarse con resina equilibrada para

recuperar una mayor cantidad de proteina recombinante.

9. Al botdn de Ni-NTA-Fraccion soluble se le adiciona 5 mL de solucion amortiguadora
“A” y se agita suavemente por 5 min., después se centrifuga a 4500 o 6000 rpm a 4°C por
5 min. El sobrenadante se recupera y el lavado se repite de una a cinco veces mas. Una

alicuota de 30 pL de estos lavados se prepara para una electroforesis en gel de acrilamida.

10. Se lava durante 5 min a T. amb.(25 °C) la resina- proteina recombinante con 1 mL de
solucion amortiguadora “A”-Imidazol, después se centrifuga a 5000 o hasta 8000 rpm a
4°C por 5 min, y el sobrenadante es colectado. Los lavados se repiten 3 veces y se
continda lavando con otra concentracion de imidazol. El gradiente de lavado a seguir es
de 15mM, 25 mM, 50 mM, 100 mm, 200 mM, 300 mM y 500 mM de imidazol. De los
sobrenadantes de los lavados- eluidos con imidazol se toman 30 a 60 ul para an alisis por

tincion de bandas con Coomassie y ensayo de western blot, el resto se almacena a -20°C.

Nota: La resina Ni-NTA (QIAGEN®) nunca debe ser congelada ya que se pierde su capacidad
de interaccion, su almacenamiento es a 4°C segun indicaciones del fabricante. Durante las

interacciones evitar el secado de la matriz de niquel.
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15. GLOSARIO

Anticuerpo: molécula sintetizada en respuesta a la estimulacién con un antigeno especifico;
consiste de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas “*".

Antigeno: alguna sustancia la cual produce una respuesta inmune especifica ™" que induce la
formacion de anticuerpos.

Clonacién: método para obtener varias copias de un determinado gen (u otro fragmento de
ADN), por ejemplo, para analisis de secuencias o para obtener grandes cantidades de un
producto génico (producto codificado por el gen) ".

Competente: célula que posee la habilidad para captar ADN extracelular y que puede llegar a

ser transformada dependiendo del estado fisiolégico ™.

Complemento: grupo de proteinas del plasma las cuales interactian con los anticuerpos
resultando en rompimiento de la célula, eliminacion de antigenos y estimulacion de la
inflamacion 7,

Cuerpos d ei nclusion: agregados insolubles de proteinas no plegadas o plegadas
incorrectamente que a menudo se forman en el citoplasma durante la superproduccidn, estas se
encuentran embebidas en una mezcla de varios tipos de proteinas de membrana, componentes
de ribosomas y pequefias cantidades de fosfolipidos y acidos nucleicos "

Desnaturalizacion: cambio en la conformacion de una proteina hacia una forma que es
diferente de la conformaciéon nativa; puede ser parcial o completamente reversible; las
proteinas pueden ser desnaturalizadas por muchas condiciones incluyendo calor, extremos de
pH, modificacién quimica, solventes organicos, urea y ciertos iones y detergentes **7.

Electroforesis: técnica de separacion de moléculas que se basa en su movilidad en un campo
eléctrico 17,

ELISA: Sistema de inmunoensayo enzimatico donde un antigeno o anticuerpo se adsorben a una
fase sdlida (microplacas de poliestireno, o bien membrana de nitrocelulosa) sobre la cual se llevan a
cado las reacciones para la deteccion de alguno de los dos, utilizando anticuerpos conjugados a
enzimas. Los anticuerpos conservan su capacidad de union especifica al antigeno, mientras la
enzima es capaz de catalizar una reaccion en la cual el sustrato se transforma generalmente en un
producto de color evidenciando la presencia de la particula que reconoce .

Enzima BamHI. enzima endonucleasa, obtenida del organismo Bacillus aneurinolyticus (IAM
1077) , que reconoce y corta en la secuencia nucleotidica '

5" G/IGATCC ...3’

3’ CCTAG/G...5’

Enzima Xhol: enzima endonucleasa ,obtenida del organismo Xanthomonas holcicola (ATCC
13461), que reconoce y corta en la secuencia nucleotidica “*®:

5’C /TCGAG ...3’

3’ GAGCT/C...5’

Epitopo: regiones discretas de un antigeno o quimicamente definido como determinante
antigenico, ™.

Expresion: sintesis y trascripcion en ARN de la informacion genética contenida en los genes,
que en la mayoria de los genes se traduce en protefnas .
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Gen regulador: gen que codifica para una proteina que se pega al operador, obstruyendo al
promotor (y por lo tanto a la transcripcion), del gen estructural. Cuando se remueve la proteina
represora, puede producirse la transcripcion ™.

Inmunoglobulinas (Ig): moléculas solubles con actividad de anticuerpo, es decir se combinan
especificamente con un determinado epitopo del antigeno que indujo su produccion 7.

Inmunogénico: se refiere a la capacidad de una sustancia o molécula para inducir una
respuesta inmune adaptativa ™.

Nativa: conformacién en la cual la proteina es sintetizada en su forma mas estable, 6 como
existe naturalmente 6 es biolégicamente activa “*".

Operador lac: region del DNA localizada entre el promotor y el comienzo de los genes
estructurales, que es reconocida por la proteina represora Lac 1. Gen represor (lac I): codifica la
proteina represora Lac I, que reconoce la region operadora, donde se une e impide la unién de
la ARN polimerasa y asf la transcripcion de los genes estructurales .

Operon: grupos de genes que codifican para proteinas relacionadas agrupados en una unidad.
Consiste en: un operador, un promotor, un regulador y un gen estructural ®.

Plasmido: Molécula de ADN circular relativamente pequefia capaz de auto replicarse asi

misma al incorporarse dentro de una célula **”.

Promotor: regién del DNA que antecede a los genes estructurales y que reconoce la ARN
polimerasa para llevar a cabo la transcripcion ™.

Replicones: elementos extracromosémicos replicables como unidades genéticas discretas;
Ejem. plasmidos y bacteriéfagos. En general son de menor tamafio que el cromosoide
bacteriano entre 5 a varias decenas de kb 7,

Vector (1): organismo que sirve como un hospedero biol6gico que actia como un vehiculo
transmisor, en donde los agentes patégenos pueden ser transmitidos a un nuevo hospedero. En
algunos casos se requiere que el microorganismo patogeno se multiplique en gran cantidad
dentro del vector y en ocasiones no es necesario (ejem. vectores son algunos artrépodos como
los mosquitos y las garrapatas) ™.

Vector (2): moléculas que pueden portar genes y tienen la capacidad de replicarse dentro de
una célula 7.

Western Blot (Inmunoblot): Técnica electroforética en la cual las proteinas son separadas en

un gel de poliacrilamida, y entonces se transfieren a una membrana (usualmente nitrocelulosa)
y es entonces probada con anticuerpos dirigidos contra un antigeno particular 7.
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