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Analisis del comportamiento de Escherichia coli productora del antigeno APA de
Mycobacterium tuberculosis por lainduccién quimica en cultivo continuo

Resumen

Durante varias décadas el biorreactor en cultivo continuo ha sido considerado uno
de los mejores acercamientos de crecimiento bacteriano por su semejanza al
comportamiento que se tiene de éstos en el ambito natural. Se han realizado
estudios utilizando como modelo el cultivo continuo, dando resultados positivos
con respecto al crecimiento celular. Una de las principales carcteristicas en el
cultivo continuo es que mantiene constante el volumen del biorreactor, teniendo un
flujo igual en la entrada de medio de cultivo como en la salida. Esto permite que la
velocidad de crecimiento sea constante, manteniendo a su vez la concentracion de

sustrato constante y cercano al estado estable.

Con el objetivo de analizar el comportamiento adaptativo en cultivo continuo de E.
coli recombinante, productora del antigeno APA de M. tuberculosis, en el presente
trabajo se evalud la produccion de la proteina APA (Aline Proline rich Antigen o
45/47 kDa) de M. tuberculosis como proteina recombinante en E. coli. Dicha
proteina es candidato para ser utilizada en la elaboracion de una nueva vacunay

estuche diagndstico para la tuberculosis.

La estratégia experimental utilizada inici6 con la puesta en marcha de un
biorreactor continuo de 1 L, el cual se mantenia en constante alimentacion de
medio de cultivo Luria Bertani (LB) conteniendo 0.240 g/L (1 mM) de IPTG (B-D-
tio-galactésido de isopropilo), 0.240 g/L (0.686 mM) de Ampicilina y 0.034 g/L
(0.105 mM) de Cloranfenicol. Dicho biorreactor se encontraba bajo control de la
tension de oxigeno disuelto (TOD) por arriba del 30%, control de temperatura a 30
+ 0.2°C y un pH arriba de 7.5.

Durante 220 generaciones (4456.5 horas) se observo produccién de la proteina
recombinante de interés APA por los métodos de inmunodeteccion utilizados.
Ademas, la cepa E. coli Rosetta (DE3), hasta dicha generacion, fue portadora del
plasmido pET-15b conteniendo el gen de interés. Posterior a este tiempo ya no se
logré apreciar la produccion de la proteina APA dado que el plasmido pET-15b, el

cual contiene la proteina recombinante, fue segregado por la bacteria. Existe una
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Mycobacterium tuberculosis por lainduccién quimica en cultivo continuo

alta probabilidad de que la segregacién del plasmido haya ocurrido por una razén
mecanica del proceso, debido a que durante aproximadamente 10 horas, la
alimentacion al bioreactor fue interrumpida por bloqueo en el suministro de

nutrientes.

Se realiz6 electroforesis en una y dos dimensiones donde se observd que la
produccion de proteinas del hospedero no se mantenian constantes a lo largo del
cultivo. En muestras tomadas en diferentes tiempos del cultivo, se observd que
existia una produccién diferencial de proteinas, a pesar de que, al ser un cultivo
continuo, se esperaria una produccién constante. Dichos resultados nos permiten

discutir que no se obtiene un estado estable en el cultivo continuo.
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Mycobacterium tuberculosis por lainduccién quimica en cultivo continuo

1. Introduccién

La expresion de proteinas heterélogas en microorganismos utilizando la
manipulacion genética es una herramienta muy utilizada y eficiente para la
produccion de productos biotecnoldgicos (Kamionka, 2011; Liu et al., 2013;
Habibi et al., 2014). El reto para la produccion de proteinas en la escala y calidad
requeridas para experimentacion, aplicaciones terapéuticas y comerciales ha dado
lugar al desarrollo de un conjunto de diversos métodos para la produccién de
proteinas heterélogas (Yin et al., 2006; Habibi et al., 2014). La variedad de
modelos de expresién es una consecuencia de la diversidad bioquimica de las
proteinas y la extensa variedad de modificaciones postraduccional que presentan
las proteinas, entre las principales encontramos la glicosilacion, fosforilacion y
metilacion (Yin et al., 2006; Kamionka, 2011).

Para el afio 2012, existian més de 151 proteinas heterdlogas para uso terapéutico
en diferentes situaciones clinicas, aprobadas por la FDA (Administraciéon de
comida y farmacos, por sus siglas en ingles) y/o por la Agencia Europea de
Medicinas (Huang et al., 2012). La glicoproteina APA (Aline Proline rich Antigen)
de 45/47 kDa es un antigeno secretado por Mycobacterium tuberculosis, el cual ha
sido reportado como de alto nivel inmunogénico asociado a su patron de
glicosilacion y es un candidato para generar una nueva vacuna y estuche
diagnéstico para esta enfermedad (Gamboa-Suasnavart et al., 2013). Esta
glicoproteina se encuentra en M. tuberculosis como una adhesina (Ragas et al.,
2007; Nandakumar et al., 2013) es secretado como antigeno inmunodominante
(Coddeville et al., 2012; Carlétti et al., 2013) y es un antigeno prominente en la
respuesta inmune humoral y celular (Dobos et al., 1996; Benz y Schmidt, 2002)

Cerca del 30% de las proteinas heterélogas aprobadas para uso terapéutico son
producidas en Escherichia coli (Huang et al., 2012). E. coli es una bacteria que ha
sido estudiada ampliamente y utilizada desde hace varias décadas para la
sobreproduccién de proteinas recombinantes. E. coli Rosetta (DE3) es una de las

cepas de esta bacteria que ha sido manipulada especificamente para sobre
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producir proteinas recombinantes (Jovanovic et al., 2014). Dicha cepa es la que
se utiliza en el presente trabajo para la produccién de la proteina recombinante
APA en cultivo continuo.

El cultivo continuo provee condiciones ideales para el estudio de produccion de los
microogranismos (van Heerden y Nicol, 2013). La produccion en cultivo continuo
tiene ventajas sobre la produccion en cultivo en lote y cultivo en lote alimentado 6
semilote, ya que las altas productividades reducen los gastos de capital y las
operaciones prolongadas reducen los costos de operacién (van Heerden y Nicol,
2013).

La teoria del cultivo continuo se inici6 en 1950 con Monod, Novick y Herbert,
quienes utilizaron las bases matematicas necesarias y las bases de un cultivo
continuo para poder realizar dicha teoria: “Cuando la estabilidad de un cultivo en
continuo se alcanza, la velocidad de dilucion (D) es igual a la velocidad especifica
de crecimiento (1)” (Drake y Brogden, 2002; Liudecke et al., 2014). Para obtener
D es necesario que se tenga un flujo (F) de entrada y de salida igual para que el
volumen del cultivo (V) se mantenga constante, obteniendo la velocidad de
dilucion de la siguiente manera: D= F/V (Ludecke et al., 2014). El tiempo de
generacion (T) del microorganismo requerido para una densidad constante en el
fermentador es T=In2/D. (LUdecke et al., 2014). Se ha demostrado que al realizar
el cultivo continuo, las proteinas de la pared celular se sobreexpresan y responden
al estimulo ambiental en forma similar a las células en condiciones naturales
(Drake y Brogden, 2002; Flickinger, 2013).

Cuando el cultivo continuo se encuentra en su fase exponencial, también puede
ser llamado quimiostato, que es cuando la velocidad de dilucién y la velocidad
especifica de crecimiento son iguales. Al mantener la velocidad de crecimiento
especifica constante, las condiciones del cultivo permanecen estables (Kuenen y
Johnson, 2009; Folsom et al., 2014).

Previamente, se ha reportado la produccion de la proteina recombinante APA en
cultivos en lote en Streptomyces lividans (Vallin et al., 2006; Gamboa-
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Suasnhavart et al., 2011, 2013; Marin-Palacios et al., 2014). Por lo que es
necesario realizar estudios detallados de condiciones y estrategias de cultivo,
entre ellas el cultivo continuo, que permitan obtener la proteina con la calidad
deseada para la generacién de una nueva vacuna o la generacion de un estuche

diagndstico para tuberculosis.

La tuberculosis es una enfermedad causada por M. tuberculosis. Se calcula que
una tercera parte de la poblacion mundial tiene tuberculosis latente; es decir, esas
personas estan infectadas por el bacilo pero (aun) no presentan sintomas ni
pueden transmitir la infeccion (WHO, 2014). La infeccion de tuberculosis esta
caracterizada por una compleja respuesta inmunoldgica, por lo que se hace dificil
tratarla y controlarla (Luca y Mihauescu, 2013). La primera vacuna contra la
tuberculosis fue creada en 1921, la cual era una cepa atenuada de Mycobacterium
bovis conocida como Bacilo Calmette-Guerin (BCG) (Calmette, 1930). Sin
embargo, a pesar de ser una enfermedad infecciosa aerotransmisible tratable,
siguen existiendo 2 millones de muertes por afio (Luca y Mihauescu, 2013).
Dadas las estadisticas, es necesario encontrar alternativas al diagnéstico con el

motivo de que dichas cifras sean disminuidas.

En este proyecto, se plantea el uso de E. coli Rosetta (DE3) como modelo en la
produccion de la proteina recombinante APA de M. tuberculosis. La cepa se hizo
crecer en un biorreactor en cultivo continuo de 1L con control de oxigeno disuelto
y temperatura. Se tomadaron muestras cada 50 horas, que posteriormente fueron
analizadas por métodos de inmunodeteccién. La gran utilidad de la cepa E. coli
Rosetta (DE3) consiste en que es derivada de la cepa BL21 y esta manipulada
para mejorar la expresion de proteinas recombiantes que contienen codones
raramente utilizados en E. coli. Dicha cepa porta una copia cromosomatica de la
T7 RNA polimerasa del fago ADE3 bajo control del promotor lacUV5, mejorando la
expresion de proteinas recombinantes, como la proteina de estudio APA de
Mycobacterium tuberculosis, contenidas en vectores que aportan el promotor T7
(Tabor y Richardson, 1985; Nilsen et al., 2013).
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2. Antecedentes

2.1Proteinas recombinantes en Escherichia coli

Las proteinas han sido consideradas entidades terapéuticas desde inicios del
1900, cuando la mayoria de éstas se obtenian directamente de animales y plantas
(Huang et al.,, 2012; Rosano y Ceccarelli, 2014). La técnica de proteinas
recombinantes es actualmente muy utilizada para obtener grandes cantidades de
proteina (Yee y Blanch, 1992; Aldor et al., 2005; Babaeirpuor et al., 2008;
Rosano y Ceccarelli, 2014; Wyre y Overton, 2014). En 1982, Eli Lilly saco al
mercado la primera proteina recombinante siendo esta la insulina humana
(Morris, 2014).

Las proteinas heterdlogas recién sintetizadas pueden localizarse dentro de la
bacteria (citoplasma y periplasma) o bien secretarse al medio externo (Choi et al.,
2006; Rosano y Ceccarelli, 2014). La secrecion ocurre en muy bajos niveles y es
dirigida por fenbmenos tales como: debilitamiento de la pared y membrana
celulares por métodos fisicos o quimicos, utilizacion de la porina OmpF o sistema
de transporte de hemolisina (Choi et al., 2006; Wyre y Overton, 2014). La
localizacion peripldsmica se ve favorecida con el uso de sefales incluidas en el
vector tal como PelB, OmpA, endoxilanasa, PhoA, entre otros (Choi et al., 2006;
Rosano y Ceccarelli, 2014).

En 1970, se demostré que las proteinas recombinantes para uso terapéutico
pueden ser producidas en E. coli de una manera econdmica y robusta (Huang et
al., 2012). Por ejemplo, E. coli B fue manipulada y obtenida primero por Studier y
Moffatt (1986), y ha sido una cepa modelo para estudiar la sensibilidad de los
fagos, sistemas de restriccidn y modificacion, evolucién bacteriana y expresion de
proteinas recombinantes tanto a nivel laboratorio como en la industria
biotecnolégica (Studier y Moffatt, 1986; Huang et al., 2012). Desde entonces se
han creado diferentes cepas de E. coli, las cuales han logrado que se produzcan
bajos niveles de acetato aun teniendo alto nivel de glucosa, alta permeabilidad de
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la membrana y deficiencias especificas de proteasas (Ray et al., 1993; van de
Walle y Shiloach, 1998; Terpe, 2006; Wyre y Overton, 2014). Recientemente,
un gran numero de proteinas han sido expresadas en E. coli con una alta
productividad debido al rapido desarrollo de la ingenieria genética (Gopal y
Kumar, 2013). Ademas, la secrecién de las proteinas recombinantes en el espacio
extracelular de E. coli presenta ventajas como una purificacion mas simple y
proteccion de la degradacion proteolitica (Velur Selvamani et al., 2014). E. coli es

el hospedero mas utilizado (Gopal y Kumar 2013).

La cepa E. coli Rosetta (DE3) contiene el plasmido pRARE (figura 2.1) con
informacion para ARN de transferencia poco frecuentes (proL, leuW, argW, glyT,
arguU e ileX), replicacion autonoma (P15Aori) y resistencia a cloranfenicol (Cam).
DES3 hace referencia a que esta cepa porta una copia cromosomatica del gen que
codifica la RNA polimerasa T7 del fago ADE3 bajo control del promotor lacUV5. El
gen previamente mencionada se vuelve mas eficaz y veloz cuando se asocia a su
promotor propio T7 que la propia polimerasa de la bacteria (Tabor y Richardson,
1985).

prol tRNA

leulWVtRNA
metTtRNA L, 7

arg WtRNA

thrT tRNA
glyT tRNA

tyrU tRNA

ileX tRNA

thri/ tRNA argl/ tRNA

Figura 2.1 Plasmido pRARE que proporciona una bateria de tRNA no presente de manera natural

en E. coli. Tomado de Novagen ©-Merck (http://www.merck-chemicals.com.mx)
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2.2Vector pET-15b

El sistema pET es un sistema desarrollado para la clonacion y expresion de
proteinas recombinantes en E. coli. En estos vectores los genes objetivo son
clonados bajo el control del promotor T7, ademas de los genes de interes el
sistema pET cuenta con el gen de la RNA polimerasa T7, inducido por IPTG, para
asegurar su presencia en la célula hospedera.

(http://www.merckmillipore.com.mx/life-science-research/vector-table-

novagen-pet-vector-
table/c HdSb.s1077QAAAEhPqgsLdcab?PortalCataloglD=merck4biosciences

&CountryName=Mexico). El sistema pET cuenta con 42 tipos de vector y 15

diferentes lineas hospederas (Novegen®).

El vector pET-15b (figura 2.2A) posee una sefal HiseTag®, la cual sera afiadida a
la proteina en el N-terminal (extremo de proteina que finaliza con un aminoé&cido
gue posee un grupo amina libre) para facilitar la purificacién, seguida por un sitio
de trombina (el sitio catalitico que confiere a la molécula su propiedad de serina
proteasa, donde se fija el sustrato) y tres sitios de clonacion (Figura 2.2B)
(Novagen®). El vector pET-15 b tiene el gen de resistencia a Ampicilina
(ADDGENE, 2014). Una cantidad relativamente pequefia de RNA polimerasa T7
es suficiente para obtener una amplia transcripcion de los genes bajo el control del
promotor T7 en un pldsmido multicopias (Studier y Moffatt, 1986; Rio, 2013;
Nilsen et al., 2013). La transcripcién puede recorrer varias veces el plasmido sin
gue se termine, opacando la actividad de la RNA polimerasa bacteriana (Studier y
Moffatt, 1986; Nilsen et al., 2013). Es probable que el mRNA de la proteina
recombinante, sature rgpidamente la maquinaria traduccional de E. coli, de modo
gue la velocidad de sintesis de proteina, a partir del mMRNA, dependera
principalmente en la eficiencia de la traduccién (Studier y Moffatt, 1986; Bae et
al., 2013).
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Figura 2.2 A.Mapa del vector pET-15b productor para la proteina APA obtenido de Novagen®©-

Merck. B. Sitios de clonacién/expresién del vector pET-15b (Novagen®)

Cuando el mRNA es traducido eficientemente, la proteina de interés puede

alcanzar mas del 50% de las proteinas totales de la célula en tres horas 0 menos

(Studier y Moffatt, 1986; Bae et al., 2013; Nilsen et al., 2013). Cuando no se

cuenta con la presencia del inductor (en este caso IPTG), la expresion de la

proteina recombinante es practicamente nula (Studier y Moffatt, 1986; Rio,

2013).
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2.30peron Lac

El Operon lac es un sistema inducible. La lactosa (el inductor), estimula la sintesis
de enzimas de la via del metabolismo de la lactosa, evitando que la proteina
represora (que hubiera detenido la transcripcién) se una al operador (Solomon et
al., 2014). En E. coli es un operdn requerido para el transporte y metabolismo de
la lactosa en la bacteria, el cual presenta tres genes estructurales adyacentes (Y,
Zy a), un promotor, un terminador y un operador (Lodish et al., 2005).

Figura 2.3 Cuerpos de inclusién citoplasmicos de E. coli. Proveniente de un trabajo sin publicar de
Trujillo-Roldan M.A.

El operén Lac presenta una expresion basal, al igual que la mayoria de los
operones, lo cual quiere decir que en ausencia de un inductor, los genes
estructurales son expresados en muy baja concentracion, para asi mantener unas
concentraciones bajas de B-galactosidasa (gen codificante LacZ) y de permeasa.
La permeasa permitira que pueda entrar inicialmente la lactosa a la bacteria y la
alfa-galactosidasa permitira transglicosilar la lactosa y transformarla en alolactosa
(Gardner et al., 2009).

Maria Fernanda Nava Ocampo Pagina 10



Analisis del comportamiento de Escherichia coli productora del antigeno APA de
Mycobacterium tuberculosis por lainduccién quimica en cultivo continuo

2.41PTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranésido)

El IPTG es comunmente utilizado como inductor artificial del operdn lac,
sustituyendo a la alolactosa. Esto es logrado ya que es capaz de unirse al
respresor Lacl, pero no es un sustrato para la B-galactosidasa y no puede ser
metabolizado por la bacteria por lo que se dice que es un inductor ideal para
generacion de proteinas recombinantes que se encuentren bajo el control del

promotor de Lac (Gardner et al., 2009; Fernandez-Castané et al., 2012).
2.5Tallo de Histidinas

La secuencia de poli histidina (secuencia de aminoacidos en las proteinas) His-
Tag® (6,8 6 10 residuos consecutivos), se une a cationes divalentes como Cu?*,
Ni?*, Co®* 0 Zn?** inmovilizados previamente en resinas quelantes permitiendo que
la purificacién de las proteinas se efectle hasta en un 95% (Hegen, 1995; Kirk,
2014). Los extractos de proteinas recombinantes que se expresan en E. coli son
hechos pasar por una resina modificada de agarosa la cual contiene cualquiera de
los cationes previamente mencionados (Hegen, 1995; Dreyfus et al., 2008). Una
vez que la secuencia de poli histidina, presente en la proteina de interés a purificar
se ha unido a la matriz, puede ser eluida mediantes el paso de soluciones de
cloruro de amonio, glicina, histidina, imidazol, EDTA u otros iones que compitan en
afinidad con la secuancia de poli histidina (Hegen, 1995; Barathy y Suguna,
2013). Dicho procedimiento provoca que se puedan purificar facilmente las
proteinas bajo condiciones no desnaturalizantes o en presencia de urea o
guanidina (Hegen, 1995; Dreyfus et al., 2008; Sabaty et al., 2013).

2.6 Cuerpos deinclusion

Durante la produccion de proteinas recombinantes en E. coli es comun la
aparicion de cuerpos de inclusion (Cl), que son agregados de proteina insoluble,
de forma generalmente esférica, formados mayoritariamente por la proteina
recombinante, por otras proteinas celulares y trazas de otras moléculas como
lipidos y acidos nucleicos en menor cantidad (Gonzalez-Montealban et al., 2007).

Los cuerpos son separables mediante centrifugacién, logrando asi procesos de
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purificacion mas sencillos y baratos (Kane y Hartley, 1988; Singh y Panda,
2005). Recientemente, los Cl producidos en bacterias recombinantes han sido
usados para contener proteinas funcionales con potencial terapéutico (Vazquéz et
al., 2012) como vacunas orales (Kesik et al., 2004) y vacunas potenciales
intramusculares o intranasal (Wedrychowicz et al., 2007).

Siendo mecanicamente estables, los Cl han sido recientemente observados como
prometedores materiales de nanoparticulas (Garcia-Fruités et al., 2009; Mitraki,
2010; Rodriguez-Carmona y Villaverde, 2010; Villaverde, 2010; Vazquez y
Villaverde, 2010; Peternel y Komel, 2011; Garcia-Fruités et al., 2012;
Villaverde et al., 2012), cuyas propiedades bioldgicas y a nanoescala pueden ser
controladas por una adecuada seleccidon de la cepa hospedera de E. coli (Garcia-
Fruitos et al., 2012).

2.7Produccion de proteinas recombinantes para la generacion de una nueva

vacunay estuche diagnéstico paratuberculosis

La tuberculosis es causada por Mycobacterium tuberculosis, una bacteria que casi
siempre afecta a los pulmones. Segun la Organizacién Mundial de la salud (WHO),
en 2012, se estimd que 530 000 nifios se enfermaron de tuberculosis y 74 000
nifios, adn siendo seronegativos para la bacteria murieron de tuberculosis,
teniendo mayores incidencias en India, China, Indonesia, Nigeria y Sudéfrica. Las
personas con sistemas inmunitarios debilitados corren un riesgo mucho mayor de
enfermar de tuberculosis. Las personas afectadas por el VIH tienen
aproximadamente entre 20 y 30 veces mas probabilidades de desarrollar una
tuberculosis activa (WHO, 2014). En la actualidad la principal vacuna contra esta
enfermedad es la conocida como BCG que se fabrica con bacilos vivos atenuados
de una cepa de Mycobacterium bovis (Calmette, 1930). En paises desarrollados
el uso de esta vacuna ha ido disminuyendo, ya que su eficacia es variable y sélo
brinda proteccién contra tuberculosis meningea en nifios y no contra tuberculosis

pulmonar en adultos (Sable et al., 2011).

Por otro lado, es necesario también mejorar las técnicas de diagndstico, ya que el
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cultivo bacilar (técnica establecida para diagnosticar la enfermedad), es tardado y
costoso (Trujillo-Roldan y Espitia, 2009). La prueba rapida conocida como
Protein Purified Derivative (PPD), es una prueba de diagndstico para tuberculosis,
la cual contiene antigenos que al ser aplicados a pacientes infectados con
tuberculosis resulta en una induracion. Por lo tanto, puede resultar positiva para
pacientes que estan infectados con M. tuberculosis, en estado de latencia,
pacientes que han sido vacunados con BCG o han tenido contacto con otras
micobacterias, dando falsos positivos. Se han desarrollado nuevas técnicas como
la del Quantiferon® y diagndstico por PCR (Reaccidon en cadena de la polimerasa),
pero continan siendo muy costosas (Zellweger et al., 2008).

Por lo mencionado anteriormente, es necesario generar una vacuna que supere
las limitaciones de la BCG, ademas de un sistema diagnéstico de mayor eficacia.
Una opcion es mediante antigenos protéicos que sean solo producidos por M.
tuberculosis, en estado replicativo. Diversos antigenos han sido reportados como
candidatos para vacuna y estuche diagnostico como se muestra en la Tabla 1.

2.8Proteina APA

La proteina Aline Proline rich Antigen, también conocida como 45/47 kDa 6
antigeno APA de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) comparte una cantidad
significativa de proteinas homologas con la familia de proteinas de fijacion a la
fibronectina (Zhao et al., 1999; Carlétti et al., 2013). APA es encontrada en
algunos miembros del género Mycobacterium, tales como M. avium, M. marinum y
M. leprae y ha sido demostrado que posee actividad de union a las fibronectinas
(Zhao et al., 1999). En Mycobacterium, la proteina O-manosilada es una adhesina
potencial, la cual tiene un papel en la fijacion de la célula con el huesped, entrada
y evasion inmune (Zhao et al., 2000; Ragas et al., 2007; Nandakumar et al.,
2013). APA es un antigeno immunodominante y es fuertemente reconocido por los
anticuerpos séricos de pacientes infectados con tuberculosis (Kunnath-
Velayudhan y Porcelli, 2013).
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Tabla 1. Principales antigenos candidatos para generar una vacuna o estuche diagnéstico

reportados para Tuberculosis (Gamboa-Suasnavart, 2012)

Peso
Antigeno Molecular Funcion Referencia
(kDa)
Ag85 A 35.55 Unién a Fibronectina Sable et al., 2005;

Huygen, 2014.
Hoft et al., 2008;
Ag85 B 34.45 Unién a Fibronectina Abel et al., 2010;
Huygen, 2014.

Sali et al., 2010;

MPT-64 24.72 EvaS|o_n del sistema Shenoy y
inmune Mukhopadhyay,
2014
Castanon-Arreola
Pst-S1 38.11 Trasportador de fosfato et al., 2005
Kumar et al., 2003
Invasividad/Unién a Sable et al., 2011;
APA 28.78 Firbonectina Nandakumar et al.,
2013.
GroEs 10.67 Chaperonina/ATPasa Maurya et al., 2014
GroEL 56.7 Chaperonina Okada et al., 2009
DnaK 66.7 Chaperonina/ATPasa Ferraz et al., 2004
. . Kumar et al., 2003;
ESAT-6 6 Factor de virulencia Zhang et al.. 2014
CEP-10 10.66 Desconocida/Miembro de Wu et al., 2008;

la familia de ESAT-6 Zhang et al., 2014

La proteina APA ha sido propuesta como una candidata alternativa a la

generacion de nuevas vacunas contra la tuberculosis o ser utilizada para estuches
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diagnostico de la enfermedad (Kumar et al., 2003; Ferraz et al., 2004; Sable et
al., 2011; Gamboa-Suasnavart et al., 2013; Nandakumar et al., 2013). La
proteina de 45/47 kDa APA es una de las pocas glicoproteinas de Mtb para la que
se ha descrito el patron de glicosilacion completo (Dobos et al. 1995; Dobos et
al., 1996; Nandakumar et al.,, 2013), ademas es producida por todos los
miembros del complejo Mtb incluyendo la cepa de la vacuna, M. bovis Bacilo
Calmette Guerin (BCG) (Romaine et al. 1993; Laqueyrerie et al., 1995;
Nandakumar et al., 2013). El contenido de prolina y alaninas y el patron de
glicosilacion, son rasgos muy particulares de dicha proteina (Romain et al., 1993;
Dobos et al., 1995; Schorey et al., 1996; Gioffré et al., 2009). La proteina APA
ha sido reportada con alta actividad inmunogénica, relacionada a su patron de
glicosilacion y ha sido propuesta como un candidato para la generacién de una
nueva vacuna o estuche diagndstico para tuberculosis (Horn et al., 1999; Sable et
al., 2011; Nandakumar et al., 2013). Dado que contiene una gran cantidad de
alaninas y prolinas, la proteina migra aberrantemente en geles de poliacrilamida
presentando un peso aparente de 45/47 kDa cuando su peso tedrico es de 28.78
Da (Dobos et al., 1995; Gamboa-Suasnavart et al., 2011).

En Mtb, la secuencia primaria de la proteina APA contiene 325 aminoacidos, con
un péptido sefial de 39, el cual es eliminado al ser secretada la proteina
(Laqueyrerie et al., 1995).

Tabla 2: Secuencia peptidica de la proteina APA de Mycobacterium tuberculosis

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).

mhqgvdpnltr  rkgrlaalai aamasaslvt vavpatanad pepappvptt aasppstaaa
ppapatpvap pppaaantpn agpgdpnaap ppadpnappp pviapnapgp Vvridnpvggf
sfalpagwve sdaahldygs allskttgdp pfpggpppva ndtrivigrl dgklyasaea tdskaaarlg
sdmgefympy pgtringetv  sldangvsgs asyyevkfsd pskpnggiwt gvigspaana
pdagppgrwf vvwligtannp vdkgaakala esirplvapp papapapaep apapapagev
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2.9Bioingenieriay bioprocesos
2.9.1 Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano o generacion de biomasa es el aumento del nimero de
microorganismos en el tiempo. El ciclo celular es el proceso de desarrollo de una
bacteria considerada de forma aislada. A lo largo del ciclo celular, tiene lugar la
replicacion del ADN, la sintesis de sus componentes celulares, el crecimiento y su
division por biparticion para dar lugar a dos células hijas (Schlegel, 1997,
Fujikawa y Sakha, 2014). Este crecimiento suele ser asincronico puesto que cada
microorganismo se encuentra en un punto diferente del ciclo celular. Por
consiguiente, en un momento determinado, en una poblacién se encuentran
células que acaban de dividirse, otras que se encuentran replicando su ADN y
elongandose y otras que estan iniciando la division celular (Freeman, 1988; Hall
et al., 2014). Los requerimientos para el crecimiento microbiano pueden dividirse
en dos categorias principales: fisicos y quimicos. Los aspectos fisicos
comprenden la temperatura, el pH y la presion osmdtica; los requerimientos
quimicos incluyen la fuente de carbono, nitrégeno, azufre, fésforo, oligoelementos,
oxigeno y factores de crecimiento organico (Tortora et al., 2007; Hall et al.,
2014).

Para poder comprender mejor el crecimiento de un cultivo bacteriano es
recomendable que se grafique el logaritmo de la concentracion celular respecto al
tiempo. Una curva de crecimiento tipica (Figura 2.4) tiene un aspecto sigmoideo y
permite diferenciar las fases de crecimiento que se presentan en un cultivo
(Schlegel, 1997; Cohen, 2011; Pommerville, 2011). Dichas fases son las

siguientes:

1. Fase de latencia (FL): Abarca desde la inoculacion hasta el momento en el
gue se alcanza la tasa de divisibn maxima. La duracion de la fase de
latencia depende principalmente de la edad del inéculo, asi como de la
facilidad del microorganismo de desarrollarse en cierto medio de cultivo. Si
el inéculo proviene de un cultivo previo en la fase estacionaria de

crecimiento, el cultivo celular debe adaptarse primero a las nuevas
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condiciones de crecimiento mediante la sintesis de RNA, ribosomas y
enzimas. Si las fuentes de energia y de carbono del nuevo medio de cultivo
son diferentes a las del previo, la adaptacién a las nuevas condiciones, por
lo general, va ligada a una nueva sintesis de enzimas que no eran
necesarias para el cultivo previo (Schlegel, 1997; Cohen, 2011).

2. Fase de crecimiento exponencial (FCE): Cuando no se limita los nutrientes
en un cultivo bacteriano, el cultivo crece a una velocidad proporcional a la
densidad de éste. El tiempo de generacion durante el crecimiento
exponencial es un parametro especifico de cada especie bacteriana y
dependiente del medio y/o condiciones ambientales. La velocidad
especifica de crecimiento (1) se define en esta misma fase debido a la
relativa constancia en crecimiento. Esta fase es comunmente utilizada para
el estudio de la influencia de factores ambientales como lo son el pH,
potencial redox, temperatura y aireacion, entre otras. Asi como la utilizacién
de diversos sustratos (Schlegel, 1997; Cohen, 2011).

3. Fase estacionaria (FE): Ocurre cuando las células mueren y se duplican en
una velocidad similar. Ademas de la disminucién de sustrato, la densidad
de poblacion, la presién parcial de oxigeno baja y la acumulacion de
productos metabdlicos toxicos pueden hacer que se disminuya la velocidad
de crecimiento llevandola a fase estacionaria. En dicha fase pueden aun
utilizarse materiales de reserva, descomponerse parte de los ribosomas y
sintetizarse enzimas. En muchos procesos microbianos de produccion
enfocados a la formacion de un metabolito secundario, esta fase es la
verdadera fase productiva. Por ello, en biotecnologia se diferencia una
trofofase (fase de nutricibn o crecimiento) y una idiofase (fase de
produccion). A pesar de que las células no crezcan durante la idiofase, la
presencia de sustratos repercuten la generacién de productos de interés
(Schlegel, 1997; Pommerville, 2011).

4. Fase de muerte celular (FMC): Cuando los nutrientes en el medio de cultivo

se encuentran limitados o el crecimiento bacteriano es bajo, el cultivo entra
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en la fase de muerte celular. Ahora el nimero de células muertas excede al

namero de nuevas células formadas (Pommerville, 2011).
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Figura 2.4 Curva de crecimiento microbiano tipica mostrando las diferentes fases en el
desarrollo de un cultivo, las cuales son: Fase de Latencia (FL), Fase de Crecimiento

Exponencial (FCE), Fase Estacionaria (FE) y Fase de Muerte Celular (FMC).
2.9.2 Métodos de cuantificacién de biomasa
Existen dos grupos de grandes métodos de evaluacién en el aumento de biomasa:

* Métodos directos: son utiles cuando se tiene una suspension homogénea
de células, el medio es liquido, poco viscoso y no hay otros sdlidos en el
medio. Dichos métodos son peso seco, peso humedo y volumen celular
empacado (Schuler y Kargi, 2008).

* Métodos indirectos: Estos métodos son densidad optica a 600nm (D.O.) y
cuantificacion de componentes relacionados a la biomasa como DNA, RNA,

ATP y proteinas o metabolitos (Schuler y Kargi, 2008).

2.9.3 Modelo cinético de Monod y la velocidad especifica de crecimiento

La velocidad de crecimiento de un microorganismo (1) es el cambio en el nUmero
de células en el tiempo y es funcién de la concentracién de un sustrato limitante
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cuando los demas se encuentran en exceso por arriba de las necesidades del
microorganismo y éste se encuentra creciendo exponencialmente (Schlegel,
1997; Hemond y Fechner, 2014).

E ion 1 X = ax
cuacion uX = dt
Arreglando: udt = dyx
E integrando:
t2 X2 dX
fa [
t1 X1 X
(t, —t,) =1 %
Utz 1) = an
Despejando se obtiene la ecuacion 2:
ln%
Ecuacién 2 u= 2
-t

La ecuacion 1 es la definicion a la velocidad especifica la cual caracteriza la
velocidad de crecimiento de un microorganismo; donde X es la biomasa producida
y la velocidad de crecimiento especifica se mantiene constante (Schuler y Kargi,
2008). En la ecuacion 2 se define un valor para la velocidad especifica de
crecimiento (1) como la pendiente de una recta, en funcién del logaritmo de la
biomasa (x) y el tiempo (t) durante la fase exponencial de crecimiento (Schlegel,
1997; Widdel, 2010).

Se grafica el logartimo natural de la biomasa contra el tiempo de cultivo, al obtener
la gréfica se realiza un ajuste lineal a la fase exponencial de ésta y se obtiene la

pendiente de la recta, siendo ese el valor de p (Schuler y Kargi, 2008). El tiempo
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de duplicacion (td) se deriva de p y se refiere al tiempo en horas en el que una
célula madre da lugar a dos células hijas (Schlegel, 1997; Widdel, 2010). El
tiempo de duplicacion y su relacion con la velocidad de crecimiento (i) se define

mediante la ecuacion 3.
Asumiendo de la ecuacion 2 que:

» Se considera tiempo inicial t;=0
A 2X1: Xs Yy =ty

Despejando t, de la ecuacion 2

Por lo tanto:

Ecuacién 3 td = —

2.10 Biorreactores

Un biorreactor es un contenedor que mantiene un ambiente biolégicamente activo.
En algunos casos, un biorreactor es un contenedor en el que se lleva a cabo un
proceso quimico que involucra organismos o sustancias bioguimicamente activas
derivadas de dichos organismos. Este proceso puede ser tanto aerobio como
anaerobio. Puede también ser un dispositivo o sistema para crecer células o
tejidos en operaciones de cultivo celular (Doble y Gummadi, 2007; Widdel,
2010).

Entre las caracteristicas que debe reunir un biorreactor se encuentran: calidad de
mezclado, altas velocidades de transferencia de masa, factibilidad técnica y
econdmica en construccién de unidades de gran volumen, bajos costos de

operacion y mantenimiento y operacion aséptica o estéril (Vazquez et al., 2007).
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Las funciones caracteristicas que se realizan en el biorreactor de cultivos de

células en suspension involucran (Doble y Gummadi, 2007):

1. Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de
cultivo a fin de prevenir la sedimentacion o la flotacion.

Mantener constante y homogénea la temperatura.

Minimizar los gradientes de concentracion de nutrientes.

Suministrar oxigeno a una velocidad que satisfaga el consumo.

a > 0N

El disefio debe ser adecuado para permitir que se mantenga el cultivo
puro; una vez que todo el sistema ha sido esterilizado y, posteriormente,

sembrado con el microorganismo de interés.

2.11 Tipos de cultivo en biorreactores
2.11.1 Cultivo en lote (CL)

Se refiere a un cultivo celular en un reactor con una carga inicial de medio de
cultivo que no sera alterada por la adicibn o remocion de nutrientes u otros
elementos. El reactor se carga con el medio de cultivo y se inocula, a medida que
se lleva a cabo el cultivo, cambian las condiciones al consumirse los sustratos,
formdndose biomasa y metabolitos. Cuando se ha alcanzado la produccién
requerida o se ha investigado el fendbmeno de interés, se vacia el reactor, se limpia
y el proceso se repite si es que se requiere. Es la forma de cultivo mas simple que
se hace tanto a escala laboratorio como a nivel industrial (Doble y Gummadi,
2007). En este tipo de cultivo se sigue el patron de crecimiento explicado en la
Figura 2.4

2.11.2 Cultivo continuo (CC)

En un CL, las condiciones de cultivo, crecimiento, formacion de producto y
utilizacién del sustrato, varian con respecto al tiempo. En un CC (Figura 2.5) se
alimenta continuamente medio de cultivo donde las células y productos estan
siendo retiradas simultaneamente, logrando mantener un volumen constante

(Villadsen et al., 2011). El crecimiento y la formacién de productos pueden ser
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mantenidos por tiempos prolongados en cultivos continuos (Schuler y Kargi,
2008). Después de cierto periodo de tiempo (normalmente 3 tiempos de
residencia) el sistema alcanza un estado estacionario donde las concentraciones
de células, productos y sustrato se mantienen constantes (Schuler y Kargi, 2008;
Villadsen et al., 2011). El CC es una herramienta importante para determinar la
respuesta de los microorganismos a su entorno y para la produccién de productos
deseados bajo 6ptimas condiciones de crecimiento (Schuler y Kargi, 2008;
Shijie, 2013).

Un cultivo continuo perfectamente agitado tiene como sinébnimo un quimiostato. En
el quimiostato se puede establecer el valor de la velocidad de dilucion (D)
externamente, haciendo que los otros parametros se adapten en consecuencia
(Kuenen y Johnson, 2009). La velocidad de dilucion es una de las variables de
entrada al biorreactor mas importantes y su unidad es el inverso del tiempo,
generalmente h™ (Ecuacién 4) definida mediante el flujo (F) y el volumen (V) del
reactor (Villadsen et al., 2011).

Ecuacion 4 D =

<™

La ecuacion 5 se deduce del balance de materia con base en la concentracion
celular que tiene el quimiostato, donde: cambio de la concentracion de biomasa
con respecto al tiempo (dX/dt), concentracion de biomasa (X), velocidad especifica
de crecimiento (), velocidad de dilucién (D), velocidad especifica de muerte (kq)
(Kuenen y Johnson, 2009; Shijie, 2013). Al mismo tiempo que se retira
biomasa, se alimenta al reactor medio de cultivo nuevo, sin crecimiento
bacteriano. Por lo tanto el balance de materia para el biorreactor es que la
acumulacion de biomasa es igual al crecimiento obtenido de biomasa menos el
flujo de salida de medio de cultivo (Schuler y Kargi, 2008; Kuenen y Johnson,
2009).
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Figura 2.5 Representacién gréfica del cultivo continuo. Xy, biomasa inicial; S,, sustrato inicial; Py,

presion a la entrada del biorreactor; F, flujo de entrada y salida del biorreactor; X, biomasa

producida; S, sustrato; P, presion; V, volumen del biorreactor.

dx
Ecuacion 5 qr- (D) Xy — (D)X + puX — kX

Donde se toman las siguientes consideraciones:

En el caso del estado estacionario, estado al cual se llega en un cultivo continuo,
la concentracion de biomasa con respecto al tiempo es constante (Parés y
Juérez, 1997; Kuenen y Johnson, 2009).

X _
dt

Por lo tanto:
0=—(D)X + uX
(D)X = uX

Ecuacién 6 u=D
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Cuando es alcanzada la estabilidad de un cultivo en continuo, la velocidad de
dilucién (D) es igual a la velocidad de crecimiento especifica (i) (Drake y
Brogden, 2002; Flickinger, 2013).

2.11.3 Cultivo en lote alimentado (CLA)

El CLA es un proceso de cultivo al que se le suministra un flujo de sustrato y/o
nutrientes, generalmente fuente de carbono. La alimentacion puede ser de
manera continua o escalonada, controlando el consumo de nutrientes (Figura 2.6)
(Cinar et al., 2003; Shijie, 2013). Se inicia con un cultivo en lote tipico para
posteriormente iniciar una alimentacion controlada con un flujo de fuente de
carbono, sustrato o mezcla de ellos, a cierta concentracion cuando la fuente inicial
de carbono se haya agotado o se alcance una cantidad de biomasa o velocidad
especifica de crecimiento deseada. En los CLA no existe una corriente de salida
de medio de cultivo, por lo tanto se espera un aumento de volumen del medio de
cultivo en el reactor (Vazquez et al., 2007).

P

XO

SO

ﬁo —> X, S, P,
Vv

Figura 2.6 Representacién gréafica del cultivo en lote alimentado

El CLA elimina problemas de represion de sintesis de producto por la fuente de
carbono y problemas de limitacién del crecimiento celular por exceso de sustrato.
Es también llamado semicontinuo o cultivo continuo de volumen variable (Schuler

y Kargi, 2008). La velocidad de incremento de volumen en el reactor esta
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expresado por la ecuacion 7 donde % es el incremento de volumen con respecto
al tiempo y F es el flujo de entrada al bioreactor (Doble y Gummadi, 2009).

av

Ecuacién 7 —=F
dt

Integrando:
V=V, +Ft

La concentracién de biomasa en el tanque a cualquier tiempo esta expresado por
la ecuacion 8, donde biomasa (X), volumen del reactor (V) y el tiempo de estudio
(t) (Doble y Gummadi, 2009; Shijie, 2013).

Ecuacion 8 X=—

El balance de biomasa en el CLA esta representado por la ecuacion 9 en la que

d(xv)
dt

bioreactor, X es la biomasa, u es la velocidad especifica de crecimiento, X, es la

es la biomasa producida con respecto al tiempo, V es el volumen del

biomasa inicial del cultivo y F es el flujo de alimentacién al bioreactor (Shijie,
2013).

E ion 9 d(XV)—VdX+XdV—FX + VuX
cuacion ar -V dr ar %o n
Considerando:
XO = 0
dx _o
dt
Se obtiene:
XdV = VuX
ac M
Despejando u:
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1dv

Ecuacion 10 =——
cuacién R=yar

Considerando la ecuacion 7 y la ecuacién 6, se obtiene la ecuacién 11:
., F
Ecuacion 11 u= vV D

Basado en el modelo de Monod, al tener un flujo de alimentacién (F,) y una
concentracion de sustrato en la corriente de alimentacion (S,) queda definida la
oferta de nutrientes (ON) (Vazquez et al., 2007) mostrada en la ecuaciéon 12.

Ecuacién 12 ON =F,S,

Se puede establecer una ecuacién para alimentar exponencialmente al cultivo
respecto al tiempo (t) manteniendo la velocidad especifica de crecimiento (u)
requiriendo una bomba programable que sea la que suministre un flujo variable
exponencial en funcién del tiempo (Vazquez et al., 2007; Widdel, 2010). La
ecuacion 13 define el flujo de alimentacion (F;) con la finalidad de mantener un
crecimiento constante de comportamiento exponencial respecto al tiempo (t) en
funcién de un flujo inicial (Fo) y la velocidad especifica de crecimiento.

Ecuacion 13 F, = Fyett

Se necesita determinar un flujo inicial de la alimentacién (ecuacién 14) donde
finaliza el CL (Fo) en funcién de la concentracion de la solucidon de sustrato a
administrar (S), la velocidad especifica de crecimiento que se desea mantener (u),
la biomasa que se obtendra cuando se finalice el CL (Xy), el volumen del medio en
ese mismo punto (Vi) Yy el rendimiento biomasa/sustrato especifico (Yxss)
(Vazquez et al., 2007).

u

s(ry)

Ecuacién 14 F, = X:ioVio
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El crecimiento exponencial se puede llegar a mantener por un tiempo mayor al de
un cultivo en lote, pero al presentarse condiciones de estrés como utilizacion total
de la cantidad de nutrientes o acumulacion de metabolitos téxicos, se llegara a la

muerte del cultivo.
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3. Hipotesis

Se mantendra constante la produccién de del antigeno APA de Mycobacterium
tuberculosis en cultivo continuo de Escherichia coli a velocidad baja de dilucion
durante al menos 200 generaciones.

4. Objetivos
4.1 General

Analizar el comportamiento adaptativo de una cepa de E. coli recombinante,
productora del antigeno APA de Mycobacterium tuberculosis en cultivo continuo.

4.2 Particulares

1. Diseiar e implementar un cultivo continuo de E. coli recombinante,

productora del antigeno APA de Mycobacterium tuberculosis.

2. Evaluar la produccién de la proteina recombinante APA por electroforesis e
inmunodeteccion y crecimiento celular en cultivo continuo en al menos 200

generaciones.

3. Determinar el proteoma diferencial de E. coli recombinante en cultivo

continuo en diferentes generaciones.
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5. Estrategia experimental

Utilizando E. coli Rosetta (DE3) productora del antigeno APA, se llevé a cabo un
cultivo continuo en biorreactor de 1.0 L de volumen de trabajo (Applikon® USA) de
2.0 L volumen nominal. A dicho biorreactor se le suministré6 medio de cultivo Luria
Bertani (LB), el cual contenia 0.24 g/L (1 mM) de IPTG (Sigma, EUA), 0.24 g/L
(0.686 mM) de Ampicilina (Sigma, EUA) y 0.034 g/L (0.105 mM) de Cloranfenicol
(Sigma, EUA) a flujo constante de 24 mL/h con velocidad de dilucién (D) 0.024 h™.
Se estudiaron los efectos de adaptacion tras una induccion quimica durante 220
generaciones. Se tomaron muestras aproximadamente cada 2 dias y éstas se

analizaron por inmunodeteccion y geles en 2D.

l.l.l.l
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6. Metodologia
6.1 Cultivo en biorreactor de 1 litro

A partir de un banco de trabajo previamente realizado con glicerol al 40% de E.
coli Rosetta (DE3) productora de APA se inoculd el biorreactor de 1.0 L volumen
de trabajo (Applikon®, EUA) de 2.0 L volumen nominal, equipado con dos turbinas
Rushton con relacion de diametro (Di/Dt=0.5) conteniendo primero 700 mL de
medio de cultivo LB pH 7.5, 0.24 g/L de ampicilina (0.686 mM) (Sigma, EUA) y
0.034 g/L de cloranfenicol (0.105 mM) (Sigma, EUA). Cuando se alcanz6 una
absorbancia de 1.5 u.a. el volumen se ajusté a 1 L, para asi comenzar con el
cultivo continuo. El cultivo fue inducido con IPTG (Sigma, USA) 0.24 g/L (1 mM)
activandose los controles de proceso para tension de oxigeno disuelto TOD>30%
(Sharma et al., 2007), temperatura 30+1°C mediante un controlador ADI 1030
(Applikon®, EUA) instalada en una PC adquiriendo datos por medio del programa
BioXpert (Applikon®, EUA) conectada al controlador. Se comenzd la alimentacién a
flujo de 24 mL/h de medio de cultivo LB con 0.034 g/L de cloranfenicol (0.105 mM)
(Sigma, EUA), 0.24 g/L de ampicilina (0.686 mM) (Sigma, EUA) y 0.24 g/L de
IPTG (1 mM) (Sigma, EUA) y extraccion de cultivo a un flujo constante de 24 mL/h
que nos permitia obtener una velocidad de dilucién (D) de 0.024 h* calculada

mediante la ecuacion 11.

En la Figura 6.1 se muestra el sistema de cultivo continuo montado para la

experimentacion.
6.2.Determinacién de biomasa por densitometria

Se tomaron muestras del cultivo en biorrector y mediante espectrofotdmetro DU®
730 (Beckman Coulter®, EUA) se tomaron lecturas a 600 nm en celdas de plastico
de 1 mL. Cuando se obtuvieron lecturas de absorbancia mayores a 0.7 u.a. se
hacian diluciones 1:10 ¢ 1:20.
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Figura 6.1. Fotografia tomada durante el proceso de crecimiento de E. coli productora del antigeno
APA. Medio de Cultivo LB para alimentacion al biorreactor (1). Biorreactor (2). Producto del reactor
(E. coli productora del antigeno APA) (3). NaOH utilizada para control de pH (4). Captura de datos

del controlador del biorreactor (5).

6.3 Verificacién de produccién de proteina
6.3.1 Preparacion de muestras

Las muestras provenientes de los cultivos, tomadas aproximadamente cada 2
dias, fueron uniformizadas a 5.0 u.a. de tal manera que se tomaban volumenes
proporcionales de cada tiempo del cultivo, ademas de recolectar 1.0 mL de
muestra extra para andlisis posteriores. Las muestras fueron centrifugadas a
14,000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5415C (Eppendorf, Alemania). El
sobrenadante se desechaba y se agregaron 100 pL de buffer PBS (Buffer Salino
de fosfatos, por sus siglas en inglés) para resuspender el pellet formado. El
resuspendido fue lisado por sonicacién en un sonicador Soniprep 150 (MSE,
Londres) por 30 segundos a 15 ym de amplitud de onda.

6.3.2 Dot blotting

Siguiendo el protocolo sugerido por Mahmood y Yang (2012), en una membrana

PVDF Immobilion® (Millipore®, EUA) activada previamente con metanol por 10 s,
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se dividi6 la membrana en cuadrantes de 1 cm? aproximadamente y se agregaron
10 pL de muestra previamente lisada en cada espacio. Se dejaron secar dichas
muestras a 37°C por 60 min, la membrana fue lavada 2 veces con PBS (Buffer
Salino de Fosfatos) 1X (Anexo 4) por 10 min. Posteriormente, se incubd por 1 hora
en buffer de bloqueo (Anexo 4) el cual es BSA (Bovine Serum Albumin) al 2.5% en
PBS-Tween 20 al 0.05%. Se lavé la membrana por 10 min con PBS y después 2
veces por 10 min con PBS Tween 20 al 0.05%. Se incub6 1 h con anticuerpo
primario anti-Histag (1:500) acoplado a peroxidasa, que reconoce 6xHis presente
en la proteina recombinante (Roche®, Suiza) para Western blotting. Se lavo la
membrana 2 veces por 10 minutos con PBS Tween 20 al 0.05%. Posteriormente,
se lavé por 10 minutos con PBS 1X. Se dej6 secar la membrana para después
aplicar el revelado con una solucion reveladora de 3,3 -diaminobenzidina (Anexo
4) DAB (Sigma-Aldrich®, EUA) que al oxidarse forma un producto marrén

insoluble.
6.3.3 Electroforesis SDS-PAGE

Se llevo a cabo una electroforesis en un gel de acrilamida al 12% siguiendo la
técnica estandar (Towbin, et al., 1996) (Anexo 3) con el objetivo de realizar un
Wstern Blot y verificar que la proteina de interés continua con su produccion. Se
tomaron 20 pL del lisado, explicado previamente en el punto 6.3.1 Preparaciéon de
muestras, y se agregaron 10 pL de buffer de carga reductor 2X (Anexo 3). Se
inicié con un voltaje de 20 V. Transcurrido el tiempo se aumento el voltaje a 40,
60, 80, 100 y hasta 120 V. Terminada la corrida se prosiguié a analisis de Western
Blotting.

6.3.4 Western Blotting (WB)

El objetivo de realizar WB fue para verificar por métodos de inmunodeteccion la
produccion de la proteina recombinante. Siguiendo el protocolo sugerido por
Mahmood y Yang (2012), se transfirieron las proteinas contenidas en un gel de
acrilamida después de una electroforesis SDS-PAGE mediante un equipo Trans-
BlotR SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad®, EUA) a una membrana de PVDF
(fluoruro de polivinilideno, por sus siglas en inglés) Immobilion® (EMD Millipore®,
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Alemania), previamente activada con metanol y buffer de transferencia (Anexo 5).
Se lavo la membrana con buffer PBS-Tween 20 al 0.05% 2 veces por 5 min. Se
aplicé buffer de blogqueo, BSA (Bovine Suerum Albumin) al 2.5% en PBS-Tween
20 al 0.05%, por 30 min. Se enjuag6 la membrana con buffer PBS-Tween 20 al
0.05% 2 veces por 5 min. Se incubd por 1 h con anticuerpo primario anti-Histag
(1:500) acoplado a peroxidasa, que reconoce 6xHis presente en la proteina
recombinante (Roche®, Suiza) (Anexo 5) para Western Blotting. Terminado el
tiempo se lavé nuevamente la membrana con buffer PBS Tween 20 al 0.05%. Se
dejé secar para poder revelar la membrana con una solucién reveladora de 3,3"-
diaminobenzidina (Anexo 4) DAB (Sigma-Aldrich® EUA).

6.4 Protedémica

Los geles de proted6mica (geles 2D) se realizaron en el Instituto Nacional de
Medicina Genomica (INMEGEN, México) con el apoyo de la Dra. Norma A.
Galicia. El objetivo de este estudio fue poder obtener la similitud entre geles o las
variaciones experimentales entre ellos a diferentes generaciones. Se tomaron 200
Mg de cada una de las muestras, 6 muestras en diferentes tiempos del cultivo y se
cargaron en tiras IPG (gradiente inmovilizado de pH, por sus siglas en inglés) pH
de 3-10 para su isoelectroenfoque en condiciones de IEF (isoelectroenfoque).
Posteriormente, las tiras se cargaron en geles de 13 cm, 1 mm de grosor, 12% de
acrilamida segun las recomendaciones de la Dra. Norma A. Galicia. Los geles se
tineron con azul de Commassie (Anexo 5). Los geles 2D se digitalizaron en un
escaner y las imagenes obtenidas se analizaron mediante el software de
procesamiento, ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare, Reino Unido).

Se obtuvieron tres diferentes grupos de muestras, grupo 1 (1469.5 h y 1566.5 h)
(59 y 64 generaciones respectivamente), grupo 2 (2498.5 hy 2617.5 h) (104 y 110
generaciones respectivamente) y grupo 3 (3817.5 h y 3982.5 h) (191 y 200
generaciones respectivamente). Se realizaron 2 analisis; el primero se hizo entre
los geles del mismo grupo (analisis intragrupos) y el segundo se hizo comparando
cada uno de los tres grupos con respecto al gel control (hora 8 del cultivo) (andlisis

intergrupos). Las comparaciones hechas fueron de la cantidad de spots que se
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sobre expresaban y que disminuian su expresion en las diferentes muestras, asi

como el porcentaje de similitud entre los geles.
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7. Resultados y discusién
7.1 Mantenimiento, control y crecimiento del cultivo continuo

Durante 220 generaciones (4456.4 h) el cultivo continuo, iniciado a la hora 8, se
mantuvo con un volumen de 1 L y con densidades Opticas promedio de 5.28+1.3
u.a. a 600 nm (Figura 7.1A). La alimentacion de medio de cultivo LB y extraccién
del medio gastado fue a un flujo constante de 0.024 L/h. De las muestras

obtenidas se verificd la produccién de la proteina APA recombinante.

Las 220 generaciones fueron calculadas mediante la suma de duplicaciones
obtenidas a lo largo del cultivo. Para dicho calculo se utilizé la ecuacion 16, donde
d es la duplicacién, td es el tiempo de duplicacién, D.O. es la densidad 6ptica
tomada al tiempo t,, el tiempo previo a t; es t; y P.D.O. es el promedio de las
densidades Opticas desde el inicio del cultivo hasta el t,.

D. 0. (tz - tl)
P.D.O. td

Ecuacion 16 Generaciones = Z d=

El oxigeno disuelto (TOD) se mantuvo a 30+10% controlado mediante cascada e
aireacion y agitacion mecéanica a lo largo del cultivo continuo (Figura 7.1B). Se
control6 mediante un sistema de control PID (Proporcional Integral Derivativo) con
un controlador 1030 (Applikon, EUA) utilizando un electrodo AppliSens (Applikon
USA). La agitacién era dependiente a la TOD, aumentaba o disminuia para lograr
el 30% deseado (Figura 7.1C). Las diferencias observadas en las figuras (Figura
7.1B y Figura 7.1C) son consecuencia de tomas de muestra y variaciones
experimentales en el mantenimiento del -cultivo continuo durante 220

generaciones.

Se mantuvo el pH en un valor de 8.0+0.2 y se mantuvo un control de temperatura

a 30%0.2°C por medio de una chaqueta de calentamiento (Figura 7.1D).

Hasta donde sabemos, éste es el primer trabajo en biorreactor en cultivo continuo
con produccién de proteina APA con una duracién de 4456.5 horas (220
generaciones). Los cultivos continuos mas largos a los que se han llegado fueron
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Figura 7.1 Graficos de mantenimiento, control y crecimiento en cultivo continuo de E. coli en
biorreactor. (A) Crecimiento de E. coli (izquierda) Generaciones totales (derecha); la densidad
Optica promedio alcanzada fue de 5.09 u.a. a 600 nm. (B) TOD (tension de oxigeno disuelto) a lo
largo del cultivo. (C) Agitacién requerida para mantener una TOD a 30%. (D) pH y temperatura

registrados en el proceso.
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de diferentes cepas de E. coli, ya sea para observacién de produccion de otras
proteinas o de comportamiento adaptativo a diferentes estimulos en el cutlivo, los
cuales se mantivueron por 130 horas (aproximadamente 80 generaciones)
(Petrackova et al., 2013) 200 horas (aproximadamente 69 generaciones) (Velur
Selvamani et al., 2014), 696 horas (aproximadamente 90.4 generaciones) (van
Heerden y Nicol, 2013) y 1200 horas (aproximadamente 26 generaciones) (Fu et
al.,1993). Cada uno de los estudios consultados se hicieron a diferentes
velocidades de dilucién 0.24 h™, 0.09 h™, 0.015 h™ y 0.03 h! respectivamente. Los
experimentos realizados a velocidades de dilucién por encima de 0.07 h™ tenian
valores de densidad 6ptica entre 1.5 u.a. y 2.0 u.a. (Bae et al., 2000; Hua et al.,
2004; Petrackova et al., 2013; van Heerden y Nicol, 2013; Ludecke et al., 2014;
Velur Selvamani et al. 2014). Los experimentos realizados a velocidades de
dilucién menores a 0.06 h™, como en este trabajo, alcanzaban densidades 6pticas
de entre 4 u.a. hasta 6 u.a. (Fu et al., 1992; Wunderlich et al., 2014). Es probable
que tener velocidades de dilucion altas, en el estado estacionario, provoque que el
crecimiento celular sea menor, al tener velocidades de dilucion mas bajas, en el
estado estacionario, permite que haya mayor crecimiento celular dado que la
célula se adapta mejor a las condiciones del sistema, manteniendo asi un estado

fisioldégico estable (Nahku et al., 2011).

7.2Verificaciéon de produccion de proteina recombinante a diferentes

generaciones

Se realizaron Dot Blots y Western Blots para comprobacion de la produccion de la
proteina APA. El Dot Blot indicado en la figura 7.2 permite observar que se
mantiene produccién de la proteina desde la generacion 47 (1137 h) hasta la
generacion 152 (3142.5 h) del cultivo continuo. El Dot Blot indicado en la figura
7.3, permite observar que desde la generacion 175 (3647.5 h) hasta la generacion
220 (4456.5 h) se mantiene la produccion de la proteina de interés. De igual
forma, se muestra que en el tiempo 4489.5 h, tres generaciones después, ya no se
aprecia produccion de proteina APA por los métodos utilizados, por lo que se

considera el termino del cultivo continuo.
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Al realizar los Western Blots, se observd que se mantuvo la produccion de la
proteina APA tanto en generaciones tempranas (de la generacion 42-45) (Figura
7.4) como en la ultima generacion de produccién (generacion 220), mostrando de
igual forma tres generaciones despues, ya no se observa por los métodos de
inmunodeteccion utilizados, produccion de la proteina de interés APA (Figura 7.5).

Figura 7.2 Dot blot para la proteina APA utilizando el anticuerpo anti-His (Sigma, EUA) 1:500.
Muestras tomadas a diferentes tiempos (t), asi como generaciones (g). (+) control positivo. (1)
t=1137 h (g=47). (2) t=1396.5 h (g=55). (3) t=1469.5 h (g=59). (4) t=1566.5 h (g=64). (5) t=1682.5 h
(g=67). (6) t=1804.5 h (g=72). (7) t=1852.5 h (g=74). (8) t=1897.5 h (g=77). (9) t=1948.5 h (g=78).
(10) t=1996.5 h (g=81). (11) t=2044.5 h (g=85). (12) t=2137.5 h (g=87). (13) t=2281.5 h (g=94). (14)
t=2329.5 h (g=96). (15) t=2377.5 h (g=98). (16) t=2452 h (g=101). (17) t=2498 h (g=104). (18)
t=2617.5 h (g=110). (19) t=2668.5 h (g=114). (20) t=2783.5 h (g=120). (21) t=3142.5 h (g=152).

Figura 7.3 Dot Blot para la proteina APA utilizando el anticuerpo anti-His (Sigma EUA) 1:500. (1)
control positivo APA purificada de E. coli, (2) muestra a las 3647.5 h (175 generaciones), (3)

muestra a las 4456.5 h (220 generaciones) y (4) muestra a las 4489.5 h (223 generaciones).
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Figura 7.4 Western Blot para la proteina APA utilizando el anticuerpo anti-His (Sigma® USA)
1:500. (I) Muestra a las 986 horas (40 generaciones). (Il) Muestra a las 1038 horas (41
generaciones). (lll) Muestra a las 1106 horas (43 generaciones). (IV) Muestra a las 1129 horas (46

generaciones).
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Figura 7.5 Western Blot para la proteina APA utilizando el anticuerpo anti-His (Sigma® EUA)
1:500. (1) Muestra a las 4456.5 h (220 generaciones). (2) Control positivo APA purificada de E. coli.
(3) Muestra a las 4489.5 h (223 generaciones).

Los niveles de produccion de proteinas recombiantes en biorreactores en cultivo
continuo son tipicamente mayores que en cultivo en matraces (Lin Cereghino et
al., 2002). Existen trabajos previos en cultivos continuos que producen diversas
proteinas recombinantes como interferon gama recombinante en celulas de ovario
de hamster (Nyberg et al., 1999), streptokinasa recombinante en E. coli BL21
(DE3) (Yazdani y Mukherjee, 2002), proteinasa A recombinante en
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Saccharomyces cerevisiae (Carlsen et al., 1997), tripsinogeno recombinante en
Pichia pastoris (Paulova et al., 2012) y beta glutamasa recombinante en la cepa
E. coli JW5807-2 (Velur Selvamani et al., 2014). En el ultimo trabajo mencionado
se observd que se mantenia la produccion de beta glutamasa recombinante hasta
200 horas sin cambio, en presencia de antibiético, manteniendo la presion de
seleccién. Ademas, encontraron que la produccién de proteina decaia cuando no
se agregaba antibiético. En el presente trabajo, se obtuvo produccion continua de
la proteina recombinante APA de Mycobacterium tuberculosis suministrando al
medio de cultivo ampicilina y cloranfenicol durante 4456.5 horas (220
generaciones). La produccién de proteina APA en cultivos continuos no habia sido
estudiada hasta el momento. Las producciones de esta proteina habian sido
Unicamente en cultivos en lote en Streptomyces lividans (Vallin et al., 2006;
Gamboa-Suasnavart et al., 2013; Marin-Palacios et al., 2014), Escherichia coli
XL1 (Laqueyrerie et al., 1995) y Escherichia coli BL21 (DE3) (Kumar et al., 2003;
Nandakumar et al., 2013). La ultima cepa mencionada también fue utilizada para
este trabajo.

7.3 Prote6émica

Se tomaron muestras para analisis protedmico en 3 grupos diferentes, con la
finalidad de obtener el posible estado estacionario en el cultivo continuo en
intervalos menores a 10 duplicaciones. Ademas, se tom6 una muestra para el
analisis protedmico al final del cultivo en lote, al momento del inicio de la
alimentacion (hora 8 de cultivo). Los grupos 1, 2 y 3 estan marcados en la figura
7.6. Las muestras del grupo 1 se tomaron a 1469.5 h (59 generaciones) (B’) y
1566.5 h (64 generaciones) (B”) (Grupo 1, Figura 7.7B) 2498.5 h (104
generaciones) (C’) y 2617.5 h (110 generaciones) (C”) (Grupo 2, Figura 7.7C) y
3817.5 h (191 generaciones) (D’) y 3982.5 h (200 generaciones) (D”) (Grupo 3,
Figura 7.7D).

Se hizo un analisis intragrupos (entre los geles del mismo grupo) (Figura 7.6)
donde se observé que de los geles del grupo 1, el gel B’ tiene 1088 spots y el gel

B” tiene 710 spots, de los cuales el porcentaje de similitud entre ellos es de 43%
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(388 coincidencias). En el caso del grupo 2, el gel C’ tiene 908 spots y el gel C”
tiene 784 spots, de los cuales, entre ellos tienen, el 55% de similitud (472
coincidencias). En el caso del grupo 3, el gel D’ tiene 789 spots y el gel D” tiene
1351 spots, de los cuales, entre ellos tienen 46.2% de similitud (495
coincidencias). Por lo que se puede decir que intragrupos se mantiene, en
promedio, Unicamente 48+ 6.1% de similitud entre los geles del mismo grupo. Los
geles del grupo 1 (Figura 7.7B) tienen 5 generaciones de diferencia, los gel grupo
2 (Figura 7.7C) tienen 6 generaciones de diferencia y el grupo 3 (Figura 7.7D)
tienen 9 generaciones de diferencia, lo que nos dice que el porcentaje de similitud
de spots no es dependiente al tiempo de diferencia que se tengan entre los geles.
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Figura 7.6 Crecimiento de E. coli a lo largo del tiempo de cultivo donde (C) Muestra de biorreactor
en lote previo a iniciar el cultivo continuo, (Grupo 1) grupo uno de muestras a los tiempos 1560 h
(59 generaciones) y 1633 h (64 generaciones), (Grupo 2) grupo dos de muestras a los tiempos
2567 h (104 generaciones) y 2603 h (110 generaciones), (Grupo 3) grupo tres de muestras a los
tiempos 3876.5 h (191 generaciones) y 3954.5 h (200 generaciones).

Ademas, se realizd un analisis intergrupos (entre los tres grupos con respecto a la
electroforesis en 2D de la muestra control, la cual fue tomada al tiempo inicial del
cultivo continuo) que se hizo Unicamente con los spots que se encontraban entre
el porcentaje de similitud de cada grupo especificado previamente. En dicho

analisis se observd que existié sobreexpresion y disminucion de la expresion de
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las proteinas intracelulares del hospedero (Figura 7.8A, Figura 7.8B, figura 7.8C,
tabla 3). Al analizar el grupo 1 contra el gel control, se observa que se tiene una
sobre expresion de 31 proteinas y una disminucion en la expresion de 104
proteinas. En el caso del grupo 2 contra el gel control, se observa que se tiene
sobreexpresion de 35 proteinas y disminucién en la expresion de 28 proteinas. La
comparacion del grupo 3 contra el gel control, se tiene sobreexpresion de 19
proteinas y disminucion en la expresion de 55 proteinas. Estos resultados
sugieren que existe una produccién diferencial de proteinas a las diferentes

generaciones, a pesar de que se lleve a cabo un cultivo continuo.

Con los resultados previamente mencionados, es posible proponer, en términos
proteGmicos, que no se alcanza un estado estacionario dado que el proteoma
varia con respecto al tiempo. Se observé que a pesar de tener un cultivo continuo
a lo largo de 220 generaciones, la produccién de proteinas del hospedero es
diferente durante el cultivo, sugiriendo estadios celulares diferentes. Disminuia la
expresion de 13 proteinas intracelulares del hospedero utilizado, asi como 3
proteinas de la membrana celular, donde las intracelulares mostraban diferencias
significativas en sobre expresion y disminucién de la expresion de acuerdo a los
limites utilizados por los autores. Cheng et al. (2008) realizaron un cultivo continuo
por 56 horas del cual realizaron varios geles de electroforesis en dos dimensiones
a diferentes tiempo de cultivo de S. cerevisiae, donde encontraron, que la
produccion de proteinas intracelulares de hospedero no se mantenian constantes,
al igual que en este trabajo. De igual forma, Len et al. (2006) en un cultivo
continuo de Streptococcus mutans observaron que Unicamente 34 proteinas
intracelulares se mantenian constantes a lo largo del cultivo. Dicho resultado es
explicado porque las proteinas tienen tiempos de vida diferentes, provocando que

la expresién protéica no se mantenga constante aln teniendo un cultivo continuo.
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Figura 7.7A Prote6mica de la muestra control tomada en el cultivo en lote, antes de comenzar la

alimentacioén a la hora 8 del cultivo.
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Figura 7.7B Electroforésis en 2 dimesiones de las muestras toamdas a los tiempos 1469.5 h (59
generaciones) (B’) y 1566.5 h (64 generaciones) (B”), donde se obtuvo el 43% de similitud (388

coincidencias) de spots entre ambas electroforesis. Los circulos rosas indican las conincidencias.

Maria Fernanda Nava Ocampo Pagina 43



Andlisis del comportamiento de Escherichia coli productora del antigeno APA de
Mycobacterium tuberculosis por lainduccion quimica en cultivo continuo

GRUPO 2
spots / el 3 784 lpo_ts_

§

@ , 908

i
By
&
L
L

S

At
N e =

q.
£
0
§
'o.g ‘gl Go@o &
d
4
ig

Figura 7.7C Electroforésis en 2 dimensiones de las muestras tomadas a los tiempos 2498.5 h (104
generaciones) (C) y 2617.5 h (110 generaciones) (C”), donde se obtuvo el 55% de similitud (472
coincidencias) de sports entre ambas electroforésis. Los circulos rosas indican las coincidencias.
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Figura 7.7D Electroforésis en 2 dimensiones de las muestras tomadas a los tiempos 3817.5 h (191
generaciones) (D’) y 3982.5 h (200 generaciones) (D”), donde se obtuvo el 46.2% de similitud (495
conincidencias) de spots entre ambas electroforésis. Los circulos rosas son las coincidencias.
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Tabla 3. Comparacién de cada uno de los grupos con respecto al gel control y se indica el nimero

de proteinas sobreexpresadas y con disminucién en la expresion.

Sobreexpresion de

Disminucion de la
expresion de proteina (3

GRUPO proteinas (3 veces 0 mas) veces o mas) respecio al
respecto al grupo control P
grupo control
1 31 104
2 35 28
3 19 55
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8. Conclusiones

Se establecieron condiciones para un cultivo continuo en biorreactor de 1 L
de E. coli, 30% de tension de oxigeno disuelto, pH por encima de 8 y
temperatura de 30 °C, las cuales permitieron crecer el cultivo por 223
generaciones en contraste a las 90.4 generaciones previamente reportadas
en la literatura.

La produccion de la proteina recombinante APA se corroboré por métodos
de inmunodeteccion hasta la hora 4456.5 (220 generaciones). Posterior a
este tiempo, se sugiere la segregacion del plasmido pET-15b.

Con base al analisis protedmico, se observé variabilidad en la expresion de
proteinas del hospedero (E. coli) durante los diferentes tiempos del cultivo,

debido a esto, se considera que no se alcanza un estado estacionario.

9. Perspectivas

Puesta en marcha de cultivo continuo por mas de 220 generaciones
realizando cambios en la concentracion de ampicilina a lo largo del cultivo.
Comparacion de cantidad de proteina recombinante producida a lo largo del
cultivo por métodos de cuantificacion de proteina.

Cuantificacion del vector pET 15B por numero de células a lo largo del
cultivo continuo.

Comparacién de proteinas del hospedero a diferentes tiempos de cultivo
con las de 10 generaciones de diferencia.

Caracterizaciéon de proteinas similares a las diferentes horas del cultivo

continuo.
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11. Anexos

Anexo 1

Resultados obtenidos de la protedmica realizada bajo el apoyo de la Dra. Norma

A. Galicia. Tablas del analisis estadistico de spots que coinciden entre los geles

asi como el porcentaje de coincidencia que se obtiene.

Tabla 1. Informacion general de los geles.

#
Nombre del |# Total de | Coincidencias | % Coincidencias
Grupo Gel Spots por grupo por grupo
Control 678
Grupo 1 B' 710
Grupo 1 B" 1088 388 43.1591
Grupo 2 C' 908
Grupo 2 Cc" 784 472 55.792
Grupo 3 D' 789
Grupo 3 D" 1351 495 46.2617

Tabla 1.1 Andlisis de coincidencias de cada gel con respecto al gel control

Gel Control | Gel Tratamiento |# Coincidencias |% Coincidencia
Gel Control B' 301 34.0883
Gel Control B" 262 37.7522
Gel Control C' 309 38.966
Gel Control c" 267 36.5253
Gel Control D' 358 48.8071
Gel Control D" 371 36.5697
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Anexo 2

Composicion del medio de cultivo utilizado para el crecimiento de Escherichia coli
productora del antigeno APA de Mycobacterium tuberculosis. La composicion y
mezcla de los antibiéticos agregados al medio de cultivo LB y el inductor utilizado
para mantenimiento del plasmido pET-15b el cual contenia la proteina APA

recombinante.

Medio LB (1L):

o Triptona........cccccevvvvvnnnene 10 g

» Extracto de levadura......... 59

o NaCl....ueeiiiiiiiiiee 10 g

* Agua destilada.................. aforo a 1L
FijarpHa 7.5

Ampicilina 1000X (1 mL)

o Ampicilina..................... 50 mg

* Agua destilada.................... 1mL
Cloranfenicol 1000X (1 mL)

. Cloranfenicol..................... 34 mg
. Metanol ..........cevvvvvvviinennnnn. 1mL

IPTG 0.5 mM 1000X (1 mL)
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Anexo 3

Preparacion de soluciones para los geles SDS-PAGE utilizados para comprobar la
produccion de la proteina recombinante APA en diferentes tiempos del cultivo,
composiciéon del gel al 12% con las cantidades respectivas de gel de resolucién y
gel concentrador.

Solucién 1 SDS-PAGE al 30%

e Acrilamida................... 29.2¢
* Bis-acrilamida.............. 0.8¢
o AgUA......ciiiiiii 100 mL

Solucion 2 SDS-PAGE pH 8.8 (2X)

e Tris-HCIO.75M.......cooiii.o. 9.075 g/100 mL
o SDS 0.2%...cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 0.2g

Solucion 3 SDS-PAGE pH 6.2 (2X)

e Tris-HCIO0.25M.......ccoieiit.o. 3.0275 g/ 100 mL
o SDS 0.2%...cccceiiiiiiiiiiiiiiieiiis 0.2g

Preparaciéon de gel SDS-PAGE 12%

Gel de resolucién pH 8.8

o Solucion 1.......ooiiiiiiiiiiii 4.6 mL
o SoluciOn 2. 55mL
o ddHO. i 0.9 mL
« 10% APS

(persulfato de amonio)................... 50 uL
 TEMED

(N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina)...5 pL
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Gel concentrador pH 6.8

o SoluCiON L.

e Solucion 3

° dd Hzo
e 10% APS
« TEMED
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Anexo 4

Buffers utilizados para el corrimiento electroforético 1X (1L), carga reductor para
carga de las muestras en los pozos del gel SDS-PAGE y componentes de la
solucion para tincién de gel con azul de comassie R-250.

» Buffer de corrimiento electroforético 1X (1 L)

Reactivo Cantidad

Tris base 3.00¢g
Glicina grad_o 1.44 g
electroforesis

SDS 1.00g
Agua destilada Aforo 1L

Ajustar a pH= 8.6

» Buffer de carga reductor 2X (10 mL)

Reactivo Cantidad

Glicerol 2.0 mL
Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 mL
SDS 10% 4.0 mL
romofenal 1.0mg
Mercaptoetanol 0.2 mL
Agua destilada 1.5mL
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» Preparacion azul de Coomassie R-250 (250 mL)

Reactivo Cantidad
Comassie R-250 0.06 g
Metanol 100 mL
Acido acético 18 mL
Agua destilada 130 mL
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Anexo 5

Buffers utilizados para realizar los Dot Blots y Western Blots de este trabajo.
Composicion del buffer de transferencia utilizado para transferir las proteinas del
gel SDS-PAGE previamente hecho, a las membranas que se utilizaron para
realizar Western Blot y composicion del buffer PBS utilizado para realizar los
Western Blots y Dot Blots, asi como la composicion de la solucién reveladora de
Western Blot y Dot Blot.

» Buffer de transferencia (1L)

Reactivo Cantidad
Tris base 3.03¢g
coctioforesis 14400
SDS 0.50¢g
Metanol 200 mL
Agua destilada Afoto 1L

Ajustar pH= 8.3

» Buffer de fosfatos PBS 20X (1 L)

Reactivo Cantidad
NacCl 160.0 g
KCI 409
Na;HPO, 28.8 g
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KH>PO,4 4.8 g

Agua destilada Afoto 1L Ajustar pH =7.2

Buffer PBS (200 mL)

« Buffer PBS 20X......... 10 mL
* Agua destilada.......... 190 mL
Buffer PBS — Tween 20 al 0.05% (100 mL)
« Buffer PBS 1X......... 100 mL
e« Tween 20................ 0.05 mL
Buffer de bloqueo para Western Blotting (10 mL)
 Buffer PBS — Tween 20 al 0.05%............. 10mL
* Albumina sérica bovina...........cccccceveverenn.. 0.01g
Buffer de anticuerpo anti-histidina para Western Blotting (10 mL)

* Buffer PBS — Tween 20 al 0.05%.............. 10 mL
» Albumina sérica bovina...........ccccccevvvrieennnn.. 0.01g

» Anticuerpo monoclonal de ratén anti-hisg-

peroxidasa(Roche)..........cccovvviiiiiiiiiciinnnnn. 10 pL
* FijarpHa7.2

Solucion reveladora de 3,3'-diaminobenzidina DAB (10 mL)

* PBS-Tween20 al 0.05%.................. 10 mL
¢ HoO i 20 pL
* DAB en polvo..........ccceevvivviiiiiiins 5 mg
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