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Tripanosomosis Bovina Distribucién geografica e impacto econémico

Africa: 5 billones de dolares al afio y
30 millones en medicinas.

(Osorio et al., 2008)

Sintomatologia y fases de la infeccion

En regiones como Brasil (Desquesnes et al., 2022)
y Bolivia se han B 7 v

. estimado pérdidas
potenciales de USD 160
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ni, 1994) (Suérez, et al., 2003) (Seidl et al.,1999) (Fetene et al., 2021). e L L L DL L




Introduccion

Transmision Estructura subcelular de Trypanosoma vivax

Stomonys calcitrans (itable fly)

Tabanus spp. (horsefly)

Mechanical
tramsSmmIssson

nucleo

cinetoplasto

e

Recubrimiento
superficial

Flagelo mitocondria
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(Magez et al., 2021) (Radwanska et al., 2018) (Landfear & Ignatushchenko, 2001) (Wilson et al., 2008) (Portman & Gull, 2010) — e




Aspectos inmunoldgicos

Proteinas paraflagelares

Evasidon de la respuesta

Inmunitaria
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(Moreno et al., 2019)
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Antigénicas e
imnunogeénicas

-ia et al., 2005) (Bertiaux et al., 2018)

. F

Introaduccion

AAMFVSG population# 1

AAMF—VS:G population ¥ 2
Antl-vsG population # 3
Anti-V5G population # 4

Glicoproteina variante de
superficie (VSG)

(Freymann et al., 1990)
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Tecnologia de ADN recombinante Introduccion

Vectores de clonacion

Prminotor

Sitio de

—— Clonacion
Multiple
(SCM)

— Etiqueta
de proteina

—>

Marcador PLASMIDO

de —
seleccion

— Seiial PolyA
Origen de Replicacion

Huéspedes de expresion

v Genética y bioquimica bien
conocidas

v Rapido crecimiento

v" Buena productividad

v Costos bajos

(Owczarek et al., 2019) (Tripathi & Shrivastava, 2019) (Clark & Pazdernik, 2016) (Rosano &
Ceccarelli, 2014).
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Objetivos

Objetivo general

Obtener la proteina paraflagelar recombinante de Trypanosoma vivax mediante clonacion y expresion en

Escherichia coli BL21 (DE3)

Objetivos especificos

e Estandarizar un ensayo PCR para la amplificacion del gen que codifica la proteina paraflagelar de Trypanosoma

vivax.

e Expresar la proteina paraflagelar recombinante en bacterias Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas con el gen

gue la codifica.

e Purificar la proteina paraflagelar recombinante mediante cromatografia de afinidad en columnas de niquel.
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HIPOTESIS

Hipotesis

La proteina paraflagelar recombinante de Trypanosoma vivax se expresa en

bacterias transformadas de Escherichia coli BL21 (DES3).




Estandarizacion de la PFRL-PCR

. «—»
TvMiraNov_c30

Tamafio de fragmento
esperado: 1500 pb

T (°C) de hibridacion l
T, Calculator
65°C

Variables analizadas

LIEM-176: PFRL-F (5-ACGGAGGCATACGACATCAG- 3
PFRL-R (5"- GTGCTGTTGGCTCTGTAGCA -37)

Temperatura de Mg _ Concentracion de
hibridacion cl cl magnesio
(58-68 °C) (1,5-2,5 mM)

Concentracion de Concentracion de

5 s 3’

enzima Taq cebadores
polimerasa 3 5’ (0,2-0,5 pM)
(0,5-1 V)

Materiales y métodos

Concentraciones iniciales de reactivos
| g ¥ § U W
([ aen [ ouer )[ weo w(mwmvmw o)

10x 25mM 0,8uM  0,5puM 1U 100 ng

Condiciones de lareaccion térmica

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
(°C) (min)
ProFlex PCR System 5 P - c 1
(Applied Biosystems, USA). esnaturalizacion
inicial

Desnaturalizacion 94 1 35
Hibridacion 58-68 1 35
Extension 72 2 35
Extensiodn final 72 1 1

Mantenimiento 4 0

Gel de agarosa al 0,8 %,
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Expresion de la proteina PFR
Clonacion del fragmento de interés

Ligacion
Seincuboca 25°C por 5
minutos
¥
Producto PCR 2 CJi:de:ll-::"I!r'.E

H:0 esteril 2 pl

—
TOPOE vector 1 pl E

Transformacion

| Choque térmico

. \42 “C, 308

| 4

| Seagrego 2yl de

ligacion en un vial \ B
'k | - E coliJM109 ’ b
v =
V\__/,
P P ’\\ Seincubda37*Codala | Se Incubo ::lr\:}
noche m T
[ \ P . ‘| e A
| 1 | 4
\ /’ Agar LB/
N _ Ampicilina 50 pg/
— mly 25 mM de 250 pll de medio
glucosa S0C

Materiales y métodos

Extraccion de plasmido - ‘\ T i
Column-Pure Plasmid hr‘:.
Miniprep Kit —

se1 w0

apm

EcoRV _

Dos fragmentos
de 4750y 1120

pb

A\ 4

Transformacion bacterias de expresion E. coli BL21

10 ng ADM (5 pl)
Incubacidn en hielo 10 min
Chogue termico 50 &
Agitacion 225 rpm.
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Expresion de la proteina PFR

inoculacion relacion Urea 8M
P ’\ 110 TES Bifosfato de
Se aislo colonias - o ‘ T-HCL SO mM, seaoiom UREA
o ]—; ggg:gé?a?% Tris-HCI 10 mM
| A
f \ Incubacien a37'Cy
Incubacion 1003 la [ |\ Agtacion 200 rpm 2ml s
: _DOﬂSQ. %OC '-' L hasta ODg 06
PRECIN 200 g % \ = Mezclar por
. - é !‘ . .g‘ :' - Vortex p‘peteo
— \ / :
. Agltacién orbital
. ' S —_— — A por 1hora
Centrifugacién 34 °C Incubacion en R
por 20 minutos hielo ‘j) QR
IPTG 1 mM Prueba de
lisis o
—
Incubacion todata - bacteriana .
noche, 37 °C 1oooo
1 / g 20 minturos
Agrtacion 250 rpm \] ‘ 20 n;lf:!élros 4 é’
L=
Se tomaron muestras
Absorbancz a AN | horas y a5 24 horas.
- . - 7 . b I :
Optimizacion post- . K Electroforesis
induccion ' — vertical SDS. Gel de acrilamida al 12%
' PAGE 120V, 1h 30 min
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Purificacion de la proteina PFR

Urea8 M
Buffer de Fosfato de sodio 20 mM

union Cloruro de sodio 500 mM
pPH= 7.8 |imidazol 20-40 mM

5 mi de resina
equilibrada

Centrifugacidn

1

Lisado
pH=78
imidazol 20-40

mM

Muestra
heterogénea
de proteinas

Cromatografia de afinidad

Centrifugacion
4°C,800¢0, 1 mn

Agitacion orbital

por 1 hora
——e il

Agitacion orbital
por 2 min

—

Dialisis y concentracion

Proteina
concentrada en
H20 uhrapura

/ Prorﬁina PFR

Buffer de lavado Cuantificacion por | SRR ¥

pH= 6.0 804 concentrada
pH=53 S0 o

QOO0

«. .,
OO

.4;.;
oﬁ’

‘)C
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Ensayo inmunolégico de Westernblot Materiales y metodos

@ Preparacion de la muestra @ SDS-page al 12% @ T';ar::ls::r:g;i:d e:

Proteina PFR 1-3 4o de

- proteina
\‘I—) o Lisis

e S — | 1
“} ; T— 120 V, 30 minutos

120V. 1 horay
30 minutos

150 V., 60 minutos

Tincion rojo @ @
@ g Revelado por
Ponceau Prueba de anticuerpos quimioluminiscencia
Peroxidasa y luminol
meE 1 2 minutos
m
Hi | | 1. Bloqueo: TTBS, 5%
] BSA, 1 hora
= I | Anticuerpo primario:
TTBS, 3% BSA, suero
bovino, toda la noche T —
Anticuerpo
M.embrana de secundadio. TTBS, anti-
nitrocelulosa V/ bovino HRP, 1 hora
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Estandarizacion de la PFRL-PCR Resultados y discusion

A B
Gradiente de temperatura Gradiente de magnesio
La temperatura de 62 Se selecciono la
°C presento mayor 2kb concentracion de 1,5 mM
intensidad 2kb
1kb
1kb
C D 04 03 02 CN
Gradiente de enzima Tag Gradiente de cebadores
polimerasa
Se sele(_:cion(') la 2kb ___, - Se selecciond la
concentracion de 0,5 U concentracion de 0,3 uM
N — 1kb
1kb

B ESPE
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Expresion de la proteina PFR

Resultados y discusion

Clonacion in silico

o r.“I .SfDI PluTL [ura1) ! Stol PhT <X
e ] " 1 «748) Narl*
[5747) Kasl Lol o )Kas‘l. : Fac oporator)
P gene 10 translational enhancer ok
V) 1123 Flh coug) (ST 1839 pb gene 10 transtational enbancer
RIS ) RBS
(53191 Apal & T s319; Apal ~

BapOpil ) Ll (5315 PspOMI

BsIETT Meol (411)
{4122) BolI®

(mnicistron

i v Bstill
EcoDloal - FpumMl
(5io8E] Mlal

Ncol (411
[E78) %122) Bcll* F':;‘:ll‘:';f“
5108 P §33
(801) s10% Miul FSpAL (85
BsaBI®* [B35] NgoMIV
Aslsl Nael [sss
BUVCT [842) Xhol (793)
61t Nl Mscl (9200 (4671) Nsil Sbil
[Re LSO o ) = a
(45471 MauBl Drafil (2§53 a647) MauBl SRR,
Nrul®* [1262) Dralll (1380}
a0, PAFT - Tth111x Mscl (1420
(44817 PHFL - Tth1l1l SBET (140 (24557 BstZ171 {1420)
(4455 BELLLAI : Circular Mhod (1543 4401) Ndel
(dan3) Mdel 5879 bp

BhvCl
AsiSl
P BsaBl*®
HNygoMIV [)753]
Mael [1755)
(4224 Pcil

(42240 Pal
FspAl (1835
BIpl [1844)
Eagl [ 186E)
EcoRI [1976)
BstBI (1000
HindI1l [19373;
SnalBl C1o4n
Sall (1983}

=W 50)
eoO1091  PpuMl 165

FcoRl 329}
BstBI (1940
HindIll 1933
SnaBl (1940)
Sall (149a3)

~ 5 = GxHis
GEHiIs

Pmel 20123
Pmel (2013

s T terrminator
Ahdl v B T2 nat
. (37336) h nn 12 Trminato
Il T1 terminaton ik et 4041 pb
(3335) Ahdl v BT terminator
(aziEr Bgll 4757 Flh
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Expresion de la proteinaPFR Resultados Y discusion

Clonacion en el vector de expresion

PFRL-PCR colony PFRL-PCR de plasmidos Analisis RFLP
67 8 91011 1213 14151617 18 19 20°CP (P CN

— Y e S\ ’ S

2kb
kb

Transformacion de bacterias de expresion E. coli
BL21

8 9 10 CPCN
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Expresion de la proteina PFR

Densidad celular post-induccion de expresion vs
Tiempo de incubacion

Control negativo 1,90-
.
1,351
£
E 0,801
[
Tiempo o ‘
Densidad celular post- Cantidad relativa de
transcurrido post- 0,451
Efecto del crecimiento induccion (ODsoo) la banda
. ., induccioén (h)
post-induccién sobre la 0 06 i
dens!(cjiag cellul.ar %Ia 1 1,285 0,580 0.00 . . . .
cantida ] relativa de 5 1,461 1 0 & 13 19 75,
proteina PFR. . . . . .
3 1,598 1,366 Tiempo de incubacion post-induccion (h)
4 1,621 1,051
5 1,672 1,553
6 1,661 1,3872
24 1,652 -
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Purificacion de la proteina PFR

Prueba de lisis bacteriana Protenia PFR purificada con 30 mM de imidazol y
; s concentrada
Proteina PFR purificaday concentrada
‘.‘I' ‘* & v Q (o
&L PR > PO .
. : s - ] e
g | | o- e
[ 1] 100 - - 100
.-T A_; r_
| | s
41
| " Proteina PFR 64 kDa
: I ;
: : 50~ - 50
)
l
l
| 37 4 3
25" - 25
Caa
Porcentaje de pureza 75,3 %
Proteina PFR 64 kDa Porcentaje de pureza 30,7 %
= : UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Cuantificacion de la proteina PFR

1.20 y = 0,0006x + 0,1058
R#=10,9933

Resultados y discusion

Westernblot

— 250  w—
E 1,00
% 150  —
20,80
g
199, =
E 0,60 -
75 s
E 0,40 -
L
Proteina PFR 64 kDa
0,20
G.D‘D T T 50— -
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentracion BSA (ug‘ml)
37—
Etapa de purificacion Concentracion Rendimiento (mg/ L 25  w—
P P proteina PFR (mg/ml) de cultivo) Sud
Cromafto_grafla de 0.14 £ 0,01 o8
afinidad
Filtracion por 0.25 + 0,01 15

centrifugacion

Phillips & Signs (2004) (Bolivar et al., 2007) (Ramirez-Barrios et al., 2015)

Q¥ ¢ d
4 5 6
e 250
P 150
400
pu— 75

[ ] | }«——— Proteina VSG 60 kDa

-—Lh—.__.—__r— %

3 ug de proteina PFR
Gel al 12%
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1. Estandarizacion de la PCR

Temperatura de hibridacion

Concentracion de magnesio cl/Mg .

3. Purificacién de la proteina PFR

2. Expresién de la proteina PFR

=

Conclusiones

Proteina de 64 kDa

Cuerpos de inclusion

Tiempo Optimo post-induccion: 5 horas

4. Ensayo inmunoldgico Westernblot

Porcentaje de purificacion

} %7 S|P N F *  30,7% sin imidazol aronckdnas y kamiing
= | s | —= « 75,3 % con 30 mM de imidazol -
Rendimiento
C p ¥ < > = 58

« 28 mg/L de cultivo

- 18 _‘_..,‘
oo I

« 1,5 mg/L de cultivo

Se presume que la proteina

PFR es antigénica
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ecomenaaciones

e )

Ci ) )

romatograma \\\\_\\:‘- . .'_-_l_::‘\\- f
Estrategias de expresion e e Estandarizacion de un

ensayo ELISA cuantitativo
ATCGCGCGG

Secuenciacion del
plasmido

Dialisis
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