ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Obtencion de la proteina paraflagelar recombinante de Trypanosoma vivax

mediante clonacion y expresiéon en Escherichia coli BL21 (DE3)

Bedoya P4ez, Fausto Vinicio

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacion, previo a la obtencién del titulo de Ingeniero en Biotecnologia

Dra. Chavez Larrea, Maria Augusta, M. Sc.

27 de julio de 2022



Resultados de analisis copyleaks

COPYLEAKS

Tesis_Proteina_Paraflagelar_copyleaks.docx
Scanned on: 19:54 July 27, 2022 UTC

15177

Overall Similarity Score Results Found Total Words in Text
Identical Words 86
Words with Minor Changes 0
Paraphrased Words 349
Omitted Words 0

@JPYLEAKS Website | Education | Businesses



Certificacion

UNIVERSIOAD OFC LAS FUCAZAS ARMADAS
IMNOVACION FARA LA ENCELENCEIA

@ESPE

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificacion

Certifico que el trabajo de titulacion: “Obtencion de la proteina paraflagelar recombinante
de Trypanosoma vivax mediante clonacion y expresion en Escherichia coli BL21 (DE3)”
fue realizado por el sefior Bedoya Paez, Fausto Vinicio; el mismo gue cumple con los
requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodologicos establecidos por la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ademas fue revisado y analizado en su totalidad
por la herramienta de prevencion yio verificacion de similitud de contenidos; razon por la cual

me permito acreditar y autorizar para que se lo sustente plblicamente.

Sangolqui, 26 de julio de 2022

Dra. Chavez Larrea, Maria Augusta, M.Sc.
C.C: 0201274842



@HESPE

umvéhéun:{o DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Viday de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Responsabilidad de autoria

Yo, Bedoya P&ez, Fausto Vinicio, con cédula de ciudadania n° 1717605594, declaro que el
contenido, ideas vy criterios del trabajo de titulaciéon: “Obtencidn de la proteina paraflagelar
recombinante de Trypanosoma vivax mediante clonacién y expresion en Escherichia coli
BL21 (DE3)” es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos legales, tedricos,
cientificos, técnicos, y metodoldgicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Sangolqui, 27 de julio de 2022

Bedoya P&ez Fausto Vinicio

C.C.: 1717605594



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Viday de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Autorizacién de publicacion

Yo, Bedoya P&ez, Fausto Vinicio, con cédula de ciudadania n°® 1717605594 autorizo a la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de titulacion: “Obtencion de la
proteina paraflagelar recombinante de Trypanosoma vivax mediante clonacion vy
expresion en Escherichia coli BL21 (DE3)” en el Repositorio Institucional, cuyo contenido,

ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 27 de julio de 2022

Bedoya Paez Fausto Vinicio

C.C.: 1717605594



Dedicatoria

Dedico este trabajo a mis padres, Carla y Fausto; y a mi hermana Maria José. Por su
apoyo incondicional en cada etapa del camino. Han sido mi fuente inagotable de motivacion y

mi refugio constante.

Fausto Vinicio Bedoya Péez



Agradecimientos
A mis padres, Carla y Fausto, por todas sus ensefianzas, por su comprension y amor

incondicional, han sido guia y aprendizaje diario.

A mi hermana, Maria José, por tu apoyo y consejos, gracias por siempre estar.

A mis amigos de vida, Diego, Ariana y Niqui, por todos los momentos vividos, por sus

consejos y porque su amistad siempre me hace bien.

A todos los amigos que he hecho a lo largo de mis estudios, especialmente Joselyn y

Karen, por lo vivido y por todos los logros que nos quedan por alcanzar.

A Nicolas, por tu tiempo, paciencia y carifio sincero. Hoy y siempre.

Al proyecto de vinculacién con la sociedad e investigacion “Establecimiento de una
plataforma en apoyo a la formacion y sensibilizacion, diagnéstico y desarrollo de una estrategia
de control de la brucelosis y tripanosomosis en Ecuador (BruTryp)” y a la Academia de

Investigacion y Enseflanza Superior (ARES) de Bélgica por el financiamiento de este proyecto

A la Dr. Maria Augusta Chavez, al Dr. Jorge Ron y al Dr. Armando Reyna por darme la

apertura en el laboratorio, y por su guia en el proceso.

A la Dr. Marbel Torres y Laboratorio de Inmunologia y Virologia por su colaboracién

técnica y cientifica.

A la Ing. Cristina Cholota, por todo su tiempo, paciencia y las ensefianzas a lo largo de

la elaboracion practica de este trabajo.

Fausto Vinicio Bedoya Paez



indice de Contenido

Resultados de analisis COPYIEAKS ........ccceiiiiiiiiiiiii et e e e e e ear s 2
CIEITICACION ... 3
Responsabilidad de @ULOITA...........uuuiiii e e e e e e e e e aarra s 4
AULOriZaciON de PUDIICACION. .......coiiieiiiiiiiiti et e e e e e e e e e e eeaeens 5
D10 [ oF= (o] £ - USSR 6
FaYe | =T [Tt g T[] o | (o PP P PP PPPPPPPPPPP 7
IS = To [0 o [SI= 1o (o3 T (= LU 14
ST U] 41T o SO PPTUPPPRP 16
Y 013 1 = o P PP PPPPPPPPP 17
(OF= 11 (V1[0 3 Tl 1) 10T [V Tolox o] o LRSS 18
Planteamiento del problema ... 18
Justificacion del problema.........ccooooi oo 19

(@] 0T T=3 1Y/ 01 TSP SRR 19

ODJELIVO GENEIAL ... 19

ODbjetivOS @SPECITICOS. ...t 20

HIPOLESIS ..o 20

(0= To 11 (0| (o TN | Y =T dolo 8 (Yo ol o PR TR POPPPPPRRRP 21
TriPaANOSOMOSIS DOVINGA .....cuiiiiiiii i e e e e e e e e e e e e e eanees 21

Y [0100] 1 g T= 1(0] (oo | - NP SURUPPPPRPN 21

ASPECLOS INMUNOIOGICOS .....eeeeeveeveeeeeeeeeeeeneaeeenneeseesesesessnensnssnsesnsssnsssnnsnssnnnnnnnnssssnnnns 21
TIYPANOSOMA VIVAX .ttt a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 22
DiStriDUCION GEOGIATICA ... .eeeiieeiiiiiitiiei ettt e e e e e e 22

Transmision Y CiClo A& VidaA...........oouiuiiiiiii e eanees 23



[DJF=To g T0 1] (ol o TP PP TP P OPPPPPPPPPRPTP 23
Clasificacion taXONOMICEA ........cuuieeiiiiiiiee e e e e as 24

Y/ To] g (o] (oo |- SR 25
Filamento paraflagelar (PFR) ....ccooo oo 27
Proteinas paraflagelares ... 28
Proteina reCOMDINANTE...........oiiiiiii e e e e e 28
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) .........oceeeiiiiiiiiiiii e, 28
VECLOreS d€ EXPIrESION ... .. eeeiieeieiiie et e e e e e e e e e e e e e e e a et e e e e e e e eeeeraaaaaas 29
HUESPEAES 08 EXPIESION....ciiiiiiiiiiitiiiee ettt ettt e e e e e et e e e e e e e e aans 29
ESCNEriChia COli...cccoviiiiiiiie 29
CEPA BL2L (DE3)....evieieteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et et e et et et eeee e et ee e e et et et et et 30
Purificacion de ProteinNas............ooeuuiiiiiii i 30
Y PP UUPPPR 31
Cuantificacion de ProteINAS..........uuuiiiiiiee ettt e e e e 31
MELOdO de BradfOord............ooiiiiiiiiiiiiii e 32
Y71 (o o [0 I =T 32
ESPectrofotOmMeEtria UV ........ooo oot 32
Capitulo [H1: MaterialeS Y METOUOS .. .o 34
PartiCIPANTES ..o 34
ZONA UE EBSTUTIO ... 34
Duracion de 1a iNVESHIGaCION ............cevviiiiiiieee e 34

Material de Trab@JO ........iiiieii e e e e e e 34



Extraccion de ADN a partir de sangre total .............oeeeeiieiiiiiiiiiii e 35
Cuantificacién de ADN vy electroforesis horizontal ..., 36

Estandarizacion de un ensayo PCR para la amplificacion del gen que codifica la

proteina paraflagelar de T. VIVAX ........uuuiiiiiiiiiiiiiii et 36
Gradiente de temperatura de hibridacion.............ccuuviiiiiiiiiiiiiie e 37
Gradiente d€ MAGNESIO ...uuuuui e ee et e e e e e e e e e e e e e e ar e e eaaeeearnes 39
Gradiente de Tag POIMEIASA .........ccuuuuiiiii et e e e e ee e e e e e eaanee 40
Gradiente de CEDATOIES .........oooeeeeeeeee e 41

Electroforesis horizontal para la visualizacion de los productos de PCR amplificados

.......................................................................................................................................... 43
(O3 [0] 0 T=Tol (o] o TR PP PP PPPPPPP PPN 43
[T F= TodTo | o TP U PP PPPPPPPPPRPRR 43
Transformacion DACLENIANG ...........coiiiiiiiiiieie e 43
PCR € COIONIAS. ...ttt e e e e e e e e e e 44
EXtraccion de PIASMIAO .......ovvveiiiiii e 44
Clonacion en un VECtor de eXPreSiON .........c.uuvereiiieeee it e e e r e e e e 46
[T F= Lo To o PP PP OPPPPPPRPRR 46
Anadlisis por enzimas de restriccion (RFLP) ..., 47
(OIUF= g 1] Tor=ToTo) g Ie [N o] F= 1] 1 41T [ 1S 48
Transformacion de células E. cOli BL21 (DE3) .....cccuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 48

Criopreservacion DACLEIANA ...........uuiiiiieiiiiiiiiiie e a e e e 49



11

Expresion de la proteina paraflagelar recombinante en bacterias transformadas de E.

[olo] [ 1 = TP PP PP PP PPPPPPPTPPPON 50
Electroforesis SDS-PAGE ..........ccouiiiiiiiiiiii e 51
Preparacion de 18S MUESIIAS ..........uuiiiiiiieiiiiiie e e e 51

COorrida €leCtrOfOrELICA ... .. uveeeeiieee ettt 51

TINCION Y FEVEIAAO ..o e e e e e et e e e e e e aeanee 52

LISIS DACTEITANA . .....eeeieeiiiii et e e e e e e e e e e 52

LiSiS CON taMPON TES......oiiiiiiiiiii et e e e e e e e 52

LiSIS CON tAMPON U@ ....eeeeiiieeiiiiiiiieee ettt e e e e e e bbn e e e e e e e e anes 53
Cuantificacion de proteinas totalesS...........oceeiiieiiiiiiii e 53
Purificacién de la proteina PFR recombinante ............ccccccoiieiii e, 53
Preparacion de 1a COIUMNA..........c.uuiiiiiiiee et 54

Union de la proteina a la reSiNa ...........eeiiioiiiiiiiiiiiie e 54

Lavado de laresinay €lUCION ...........oooiiiiiiiii e 54

DIAliSiS ¥ CONCENIIACION .....coviiiiiii i e e e 55
Cuantificacion de la proteina PFR mediante ensayo BCA..........cooooiiiiiieeieeenniiiiiiee 55
Westernblot de la proteina PFR purificada..............ueeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeee e 56
Transferencia en tanque hUMedo ............ooovviviiiiiiiiii e 57
Inmunomarcaje Y revelado ... ....... i 57

Capitulo [V: RESUIAUOS .....ceiiiiiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e s e bt be e e e aaaeeeeaanns 59
Estandarizacion del ensayo PFRL-PCR............ccooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 59

ClONACION .. e e 61



RV /= Tex (] o L=l (o] = ] T | o IR 61

VECLON U8 EXPIESION. ....eeiiieeiiiiiitt et e e e e ettt e e e e e e et et e e e e e e e st e e e e e e e e e aanneeees 62

Obtencién de la proteina recombinante PFR ............oiiiiiiiiiiiiie e, 68
Determinacién del peso molecular de la proteina...........ccccoevvviiiiii e, 68
Optimizacion POSE-INAUCCION........cooiiiiiiiiieee et as 69
Comparacion del rendimiento de lisis bacteriana.............ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee. 71
Purificacion y analiSis de PUIEZa.........cccoceeiiiiiiiiiiii e 72
Cuantificacion de la proteina PFR y rendimientos de purificacion .......................... 74

L AT LTS (=1 0] o] o) PSS 75

(Or=T o1 1 (V][0 BNV AR B 1Yo U L= o o [P SS 77
(OF=T o1 1 (V][0 BNV @] [od (V] T ] o L=< PSS 85
Capitulo VII: RECOMENAACIONES .........oeeiiiiiiii e e et e e e e e e e e e r e e e aaaas 86
Capitulo VI BIiblOGrafia .......veeeiie et e e e ea e 87
(0= To 1 (0] (o TN DG AN o= g To o TP PR PTPPPPPPPRURR 102

indice de tablas

Tabla 1 Clasificacion taxondmica de TrypanoSOMa VIVAX .......cccceeeeeieeeiiiiiiiieeeeeeeeiiiiiaeeeeeaesesnnnes 25

Tabla 2 Reactivos y concentraciones utilizados para el gradiente de temperatura de la PFRL-

O TSP PP TTPPPPPP 38
Tabla 3 Condiciones de la PFRL-PCR para gradiente de temperatura .............cccccceeienieeeeneennns 38
Tabla 4 Condiciones para la reaccion de la PFRL-PCR ... 39
Tabla 5 Mezcla de reaccion para el gradiente de magnesio............cccoeeeeeeeeeeieieee e, 39
Tabla 6 Cantidades de magnesio y agua, en microlitros, calculados para el gradiente. ............ 40
Tabla 7 Mezcla de reaccién para el gradiente de Taq polimerasa...........ccccuveveeeeeeeeeiiiciineeeeenn. 40

Tabla 8 Cantidades de Taq polimerasa y agua, en microlitros, calculados para el gradiente. ...41



Tabla 9 Mezcla de reaccion para el gradiente de cebadores............ooovviieiiiieeiiieeciiiien e, 42
Tabla 10 Cantidades de cebadores y agua, en microlitros, calculados para el gradiente. ......... 42
Tabla 11 Reactivos utilizados en el proceso de ligacion..............cceevvvviiiiiiiieeee i 46
Tabla 12 Reactivos utilizados para la digestion enzimatiCa............cccceevviiiiiiiiieiiieeeiiiiiieeeeen 48
Tabla 13 Reactivos y volumenes utilizados en geles de poliacrilamida............ccccccooviiiiiiinnennnn. 52
Tabla 14 Voliumenes empleados en las diluciones estandar de BCA............cooeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 55

Tabla 15 Efecto del crecimiento post-induccion sobre la densidad celular y la cantidad relativa
(o L= oL 0 (=Y T T o o SRR 70

Tabla 16 Concentracion y rendimiento de la proteina PFR ... 75

indice de figuras

Figura 1 Distribucién geografica de T. vivax basada en una revision sistematica..................... 23
Figura 2 Estructura subcelular de Trypan0oSOma SP. .....uuuceiieieeiiiiiiiiiie e eeee e eanaas 26
Figura 3 Gradientes empleados para la estandarizacion de la PFRL-PCR .............ccooovviviinnnnn. 60
1o [ = W N o O = o [l oo (0] g1 = ¥R 62
Figura 5 Clonacién in silico del gen que codifica la proteina PFR de T. vivaX ...........ccccevvvvvnnnn. 63
Figura 6 Plasmido en fase de codificacion de la proteina PFR............cccccccoiiiiiiiiiiiiiieeeee 64
Figura 7 Plasmido fuera de fase de codificacion de la proteina PFR............ccooiiiiiiiiiiiniiiiinee, 65
Figura 8 PCR de colonias de células transformadas de E. coli IM109...........cccccvvvveeeiiniiiinnnnn. 66
Figura 9 PFRL-PCR de plasmidos y analisis por enzimas de restricCion...........ccccccceeeeeviinnenee. 67
Figura 10 PCR de colonias Unicas de bacterias transformadas de E. coli BL21........................ 68
Figura 11 Efecto de la incubacién post-induccién en la expresién de la proteina PFR.............. 69
Figura 12 Densidad celular post-induccion de eXpreSion ..............eeeeeeeeeeeiieieiieeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeen 71
Figura 13 Lisis celular con tampoOn TES Y UM€@ .......ccuvviiiiiiiiieiiiiiieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 72
Figura 14 Purificacion de la proteina recombinante PFR ...........cooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 73
Figura 15 Purificacién de la proteina recombinante PFR empleando 30 mM de imidazol ......... 74

Figura 16 Ensayo westernblot de la proteina PFR ............cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieee e 76



ADN
pb
dNTPs

ELISA

IMAC
IPTG

kDa

kb

LB

ml

mM
MWCO

ng

nm

ODeoo

PCR

PFR
PFRL-PCR
SDS

SocC
TviCatL-PCR

U

Listado de abreviaturas

Acido desoxirribonucleico

Pares de bases

Desoxirribonucleotidos trifosfatos

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Fuerza centrifuga relativa

Cromatografia de afinidad de metal inmovilizado
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

Kilodalton

Kilobases

Luria — Bertani

Mililitros

Milimolar

Corte de peso molecular

Nanogramos

Nanometros

Densidad 6ptica medida a 600 nanémetros
Reacciéon en cadena de la polimerasa
Paraflagelar

PCR para la amplificacién del gen que codifica la proteina paraflagelar
Dodecilsulfato de sodio

Caldo super 6ptimo con represion catabolica
PCR para la amplificacién de Catepsina L-Like

Unidades

14



pl
uv

Microlitros

Ultravioleta

Voltios

15



16

Resumen
La tripanosomosis bovina es una enfermedad hemoparasitaria ocasionada por diferentes
pardsitos del género Trypanosoma, incluyendo a la especie Trypanosoma vivax, la cual se ha
reportado como la principal responsable a nivel mundial, ademas de poseer caracteristicas mas
patogénicas. La sintomatologia de la tripanosomosis incluye anorexia, anemia, infertilidad y
abortos; generando pérdidas econdmicas al sector ganadero del pais. Los métodos rapidos de
deteccidn a nivel de especie suelen ser escasos 0 presentan reaccion cruzada, por lo que se
ha sugerido emplear metodologias de clonacién y expresion para obtener antigenos

especificos que faciliten el diagnéstico.

Se realiz6 la estandarizacion de una PCR para la amplificacion de un gen que codifique la
proteina PFR de la especie T. vivax y su posterior clonacion, expresion y purificacion
empleando un huésped bacteriano. La estandarizacion del ensayo PCR se logré mediante un
gradiente de temperatura de hibridacién, magnesio, taq polimerasa y cebadores que result6 en
una banda definida de 1500 pb. La clonacién y expresién se llevo a cabo en células E. coli
BL21 y se comprobé mediante electroforesis SDS-PAGE obteniéndose una proteina de
aproximadamente 64 kDa. La purificacion posterior se logré empleando una cromatografia de
afinidad Ni-NTA, logrando un porcentaje de pureza del 75,3 %. La concentracion de la proteina
PFR obtuvo valores de 0,14 y 0,25 mg/ml para la cromatografia de afinidad y filtracién por

centrifugacion, respectivamente.

Palabras clave: proteina paraflagelar, Trypanosoma vivax, clonacion, expresion.
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Abstract
Bovine trypanosomosis is a hemoparasitic disease caused by different parasites of the genus
Trypanosoma, including the species Trypanosoma vivax, which has been reported as the main
responsible worldwide, besides having more pathogenic characteristics. Symptomatology of
trypanosomosis includes anorexia, anemia, infertility and abortions, generating economic losses
to the country's livestock sector. Rapid detection methods at species level are usually scarce or
cross-reactive, so it has been suggested to use cloning and expression methodologies to obtain

specific antigens to facilitate diagnosis.

The standardization of a PCR for the amplification of a gene encoding the PFR protein of T.
vivax species and its subsequent cloning, expression and purification using a bacterial host was
carried out. Standardization of the PCR assay was achieved using a gradient of hybridization
temperature, magnesium, taq polymerase and primers resulting in a defined band of 1500 bp.
Cloning and expression was carried out in E. coli BL21 cells and verified by SDS-PAGE
electrophoresis resulting in a protein of approximately 64 kDa. Subsequent purification was
achieved using Ni-NTA affinity chromatography, achieving a purity percentage of 75,3 %. The
PFR protein concentration obtained values of 0,14 and 0,25 mg/ml for affinity chromatography

and centrifugation filtration, respectively.

Key words: paraflagellar rod protein, Trypanosoma vivax, cloning, expression.
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del problema

La tripanosomosis es una enfermedad parasitaria hemotropica que en bovinos
representa uno de principales afecciones que limitan el desarrollo ganadero, siendo los
hemoparasitos responsables del 40% de la tasa de mortalidad total del ganado (Marc
Desquesnes, 2004). Trypanosoma vivax es una de las especies mas patogénicas y ha sido
reportada en varios paises de Latinoamérica (Gonzatti et al., 2014). En Ecuador, el primer
reporte en sangre fue realizado por Wells et al., (1977) y recientemente mediante analisis
moleculares (Chavez-Larrea et al., 2020). Dentro de la sintomatologia producida en el ganado
se encuentran la pérdida progresiva del peso, que afecta directamente a la produccién de carne
y leche, ademéas de generar efectos adversos sobre la fertilidad, provocando pérdidas

economicas al sector ganadero del pais (Bolivar et al., 2007; Pereira et al., 2018).

De acuerdo con Fetene et al. (2021) en regiones en donde predomina la
tripanosomosis, como es el caso del continente africano, muestran que esta enfermedad ha
generado pérdidas econdmicas equivalentes a 5 billones de dolares al afio e impedido la
utilizacion de alrededor de diez millones de kilémetros cuadrados de tierra con capacidad para
la produccion de 125 millones de cabezas de ganado. Estudios mas recientes en la regién de
Africa determinan que las pérdida econémicas Gnicamente por drogas para el tratamiento

contra esta infeccién rondan los 35 millones de dolares (Dagnachew & Bezie, 2015).

En paises mas cercanos a Ecuador, como Brasil, Seidl et al. (1999) determinaron
pérdidas econémicas que ascendian a 160 millones de dolares basados en observaciones de
siete rodeos en la region del Pantanal, en Argentina; Abdala et al. (2020) evidenciaron pérdidas
de 58 mil dolares en un rodeo lechero en una zona de la provincia de Santa Fe. Estos datos
muestran la necesidad de herramientas diagnésticas mas efectivas para establecer estrategias

de control y prevencion contra la tripanosomosis bovina.
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Justificacion del problema

La deteccion de tripanosomas se realiza usualmente empleando métodos de
microscopia y tincion, sin embargo, las caracteristicas morfoldgicas para la diferenciacién a
nivel de especie son reducidas en el género Trypanosoma, limitando asi la utilidad del método.
Las técnicas moleculares han sido ampliamente empleadas para la identificacion de la
enfermedad a nivel de especie, sin embargo éstas implican costos altos y mayores tiempos

para el diagnéstico (Gémez-Pifieres et al., 2014).

Debido a la dificultad que existe en el aislamiento y caracterizacion de antigenos para T.
vivax, se han empleado antigenos de T. evansi por su similitud antigénica para el diagnéstico,
sin embargo esto supone inconvenientes en cuanto a resultados falsos positivos cuando existe
presencia de ambas especies en algunas zonas ganaderas (Bolivar et al., 2007). Cabe recalcar
gue la importancia de la identificacion a nivel de especie radica en la diferenciacién del
tratamiento que debe administrarse, empleadndose para el tratamiento de T. vivax aceturato de
diminazeno y el cloruro de isometamidio; mientras que para T. evansi se recomienda el uso de

guinapiramina, suramina y melarsomina (Desquesnes et al., 2011; Giordani et al., 2016).

Una de las estrategias para mejorar la obtencién de antigenos especificos es el empleo
de métodos de clonacion y expresion de proteinas recombinantes del patégeno de interés
(Correira & Gonzalez, 2019). La presente investigacion se centra en la produccién de una

proteina paraflagelar recombinante especifica para la especie Trypanosoma vivax.

Objetivos
Objetivo general
Obtener la proteina paraflagelar recombinante de Trypanosoma vivax mediante

clonacion y expresion en Escherichia coli BL21 (DES3).
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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 que la codifica.

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

Hipotesis

La proteina paraflagelar recombinante de Trypanosoma vivax se expresa en bacterias

transformadas de Escherichia coli BL21 (DE3).
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Capitulo Il: Marco tedrico
Tripanosomosis bovina
La tripanosomosis bovina suele presentarse como varias enfermedades que atraviesan
por un periodo crénico y es causada por varias especies del género Trypanosoma que se
reproducen en el hospedador, siendo la especie T. vivax la principal causante a nivel mundial,
generando un cuadro patogénico de mayor gravedad y provocando la enfermedad denominada

como “cachera” o “huequera” (Benavides et al., 2011; Gonzatti et al., 2014; Rivera, 1996).

Sintomatologia

Durante la infeccion la enfermedad presenta tres fases bien definidas en cuanto a la
sintomatologia, las cuales se clasifican en prepatente, aguda y crénica. En la fase prepatente
generalmente no se detecta sintomas y comprende desde el periodo de inoculacién o contacto
con el parésito hasta la presencia de los primeros sintomas. Tiene una duracién de 2 dias 10
dias en bovinos (Osorio et al., 2008). La fase aguda puede ser identificada con la aparicion de
los parasitos en sangre y la manifestacion de los primeros sintomas, que incluyen aumento de
la temperatura, anorexia, anemia debido a la baja cantidad de eritrocitos circulantes, ademas
pueden presentarse trastornos reproductivos; en hembras, ciclo estral anormal, anestro
temporal o permanente y abortos; en machos, inhibicion de la espermatogénesis, degeneracion
testicular y esterilidad. Este periodo puede durar de 1 a 2 meses dependiendo de la
patogenicidad (Hurtado, O., Castro, P., & Giraldo-Rios, 2016; Sekoni, 1994). En la fase crénica
existe una disminucién del indice de parasitemia, siendo las pequefias hemorragias a nivel de
mucosa, cavidad corporal y anemia persistente los Unicos signos observables (Suéarez, et al.,

2003).

Aspectos inmunoldgicos
Los tripanosomas salivarianos han desarrollado estrategias de evasion de la respuesta

inmune para poder sobrevivir en la sangre del huésped, presentando caracteristicas
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antigénicas complejas (Soulsby, 1987). Las determinantes antigénica de estos parasitos se
encuentran en una capa superficial cubierta por glicoproteinas y estimulan al huésped para
producir anticuerpos protectores que posteriormente actian eliminando a todos los parasitos
gue expresan esa variante antigénica en especifico, sin embargo algunos parasitos individuales
gue poseen diferentes antigenos de superficie son capaces de sobrevivir y posteriormente
multiplicarse hasta repoblar la sangre periférica provocando un nuevo cuadro de parasitemia,
de hecho, un solo parasito posee la capacidad para producir células hijas con diferentes
antigenos de superficie que se conocen como glicoproteinas variantes de superficie (VSG),
cada parasito podria poseer hasta 1000 genes de esta glicoproteina y por lo tanto ser

antigénicamente diferente uno de otro (de Gee, 1982; Gardiner, 1989).

Trypanosoma vivax

El hemoparasito Trypanosoma vivax es un protozoario monomoérfico que infecta a
rumiantes domeésticos como bovinos, ovinos, caprinos y bufalinos, presenta una distribucion
mundial, aunque ha sido identificado mayormente en zonas tropicales de Africa y América

Latina (GOmez-Piferes, et al., 2014).

Distribucién geogréfica

Estudios que se han realizado en 27 paises africanos han demostrado la presencia de
T. vivax en al menos una especie hospedadora. Por otro lado, en Latinoamérica se ha
reportado la presencia de T. vivax en 12 de 13 paises estudiados, los paises del continente
africano y sudamericano en cuestion se encuentran en la Figura 1. No se ha encontrado
presencia de T. vivax en continentes como Antartida, Asia, América del Norte, Australia y

Europa (Fetene et al., 2021).
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Figura 1

Distribucion geografica de T. vivax basada en una revision sistematica
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Nota: Tomado de “Global distribution, host range and prevalence of Trypanosoma vivax: a
systematic review and meta-analysis” (p. 5), por E. Fetene, S. Leta, F. Regassa, & P. Bischer,

2021, Parasites & Vectors, 14(1).

Transmisién y ciclo de vida

La transmision de T. vivax puede ser de forma ciclica 0 mecéanica, la primera se produce
anicamente en Africa utilizando las moscas del género Glosssina (tse-tsé) como vector en
donde el parasito pasa de fase tripomastigote a epimastigote, diferenciandose en formas
infecciosas de caracter meta ciclico con capacidad de infectar y reproducirse en los animales,
por otro lado, la forma mecénica se produce en América Latina y también en Africa, mediante
insectos hematéfagos que generalmente pertenecen a las familias Tabanidae y Stomoxydae,
produciéndose la diferenciacion de las formas parasitarias en el huésped (Anosa & Isoun, 1980;

Valera et al., 2005).

Diagnéstico
Existen técnicas parasitologicas, inmunolégicas y moleculares para el diagnéstico de T.

vivax, dentro de las técnicas parasitoldgicas, la centrifugacion por hematocrito (Woo, 1970) es
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una técnica ampliamente utilizada, permitiendo la observacién de tripanosomas en movimiento
entre la capa de leucocitos y el plasma, sin embargo presenta sensibilidad baja en la fase
cronica de la infeccion, debido a un descenso en la parasitemia por debajo de 200 parasitos/ml

(Marc Desquesnes & Tresse, 1996; Osorio et al., 2008).

Se han desarrollado técnicas inmunoldgicas para la deteccién de T. vivax, tales como
ELISA sandwich o indirecto utilizando anticuerpos especificos o antigenos parasitarios, sin
embargo éstos presentan problemas en relacién a la sensibilidad y especificidad, ya que puede
existir reaccion cruzada con parasitos del mismo género, como T. evansi, por el momento la
utilidad de las pruebas inmunolégicas se centra especificamente para investigaciones
epidemioldgicas, especialmente para estudios de distribucién de T. vivax (Desquesnes et al.,

2022; Greiner et al., 1997; Madruga et al., 2000).

Las técnicas moleculares basadas en amplificacion de acidos nucleicos representan
actualmente las mas sensibles para la deteccion de T. vivax, logrando deteccién en animales
asintomaticos y con parasitemia no detectable mediante técnicas de frotis 0 micro-hematocrito,
a pesar de esto, la aplicacion de técnicas moleculares necesita de equipos y reactivos
costosos, por lo que su aplicacion a gran escala en campo es limitada (Desquesnes & Davila,

2002; Seye et al., 2000).

Clasificacion taxondmica

Los géneros Trypanosoma emplean dos mecanismos de desarrollo dentro del huésped
por los que han sido clasificadas en Salivaria y Estercolaria (Gonzatti et al., 2014), T. vivax
pertenece a la primera de esta clasificacién que se caracteriza por el desarrollo dentro de la
porcion frontal del sistema digestivo de los invertebrados y se transmite a través de la picadura
de un insecto, en su estructura morfolégica presentan una terminacion en punta redonda y se

multiplican en forma de tripomastigote (Kaufer et al., 2017; Stevens & Gibson, 1999).
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La clasificacion taxondmica de acuerdo con (Desqueshes, 2004) se presenta en la

Tabla 1.

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de Trypanosoma vivax

Clasificacion taxonémica

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Duttonela
Especie vivax

Morfologia

El tamafo corporal de Trypanosoma vivax se encuentra en un rango de 18 a 31 um
gue incluye un flagelo libre de 3 a 6 um (Osério et al., 2008). Sin embargo en varios cepas
suramericanas existen variaciones en el tamafio con longitudes que van de 16 a 26,5 pm
(Shaw & Lainson, 1972). T. vivax presenta varios organelos esenciales para su supervivencia,
internamente contiene una Unica mitocondria extendida a lo largo del cuerpo en forma reticular,
el cinetoplasto es grande y terminal lo que de acuerdo con Uilenberg & Boyt (1998) es una
caracteristica distintiva de las demas especies, este cinetoplasto esta formado por el ADN
mitocondrial que se encuentra en el interior de la mitocondria en forma apelmazada (Bastin et

al., 1996; Field & Carrington, 2009).

El nacleo de T. vivax se encuentra en la parte central del cuerpo, es de gran tamafio y
densidad, y esta circundado por dos membranas con poros y yuxtapuestas una de la otra

(Vickerman, 1974). El citoplasma se encuentra en la parte posterior del cuerpo debido a que se
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encuentra hinchado, éste contiene lipidos y lisosomas, ademas presenta organelos acidicos
gue almacenan cationes que participan en la regulacion del pH y ésmosis (Docampo et al.,

2005; Uilenberg & Boyt, 1998)

Los tripanosoméatidos contienen en su superficie celular una membrana plasmatica y
una capa constituida por microtibulos subpeliculares entrelazados que se adaptan al
crecimiento y division celular, estos microtubulos se encuentran fuertemente enlazados a la
membrana plasmatica. El sistema de locomocién de T. vivax presenta un solo flagelo que sale
de la célula a través de un espacio en la matriz de microtibulos y una invaginacion
correspondiente a la membrana plasmatica conocida como bolsillo flagelar. El flagelo corre a lo
largo del cuerpo celular en una espiral hacia la izquierda en el polo anterior, éste ademas
contiene pliegues de los tubulos que lo conforman y presenta una membrana ondulante que

permite la unién del flagelo al parasito (Field & Carrington, 2009; Vedrenne et al., 2002).

T. vivax también presenta una estructura compuesta por 9 + 2 microtibulos que se
encuentran ubicados en forma de anillo y el par restante de forma libre en la parte central,
envueltos a su vez por una vaina denominada axonema; lateral a esta estructura se observa un
filamento paraflagelar filamentoso y sumamente organizado y en el interior de éste se
encuentra la proteina paraflagelar, cuya funcién esta relacionada con la motilidad del parasito

(McKean et al., 2003).

Figura 2

Estructura subcelular de Trypanosoma sp.
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Nota: Las abreviaturas son: az, zona de adhesion a la entrada de la bolsa flagelar; cv,
vesiculas recubiertas; er, reticulo endoplasmico; fl, flagelo; fp, bolsillo flagelar; gl, glucosoma,
un organulo unido a la membrana implicado en la glucdlisis y otras vias metabdlicas; go,
aparato de Golgi; k, cinetoplasto; I, lisosoma; m, mitocondria; mt, microtibulos subpeliculares;
n, nucleo, sc, recubrimiento superficial que contiene una variante de glicoproteina superficial,
tv, estructura tubulovesicular. Tomado de “The flagellum and flagellar pocket of
trypanosomatids” (p. 2), por S. Landfear & M. Ignatushchenko ( 2001), Molecular & Biochemical

Parasitology, 115(1).

Filamento paraflagelar (PFR)

Los flagelos de tripanosomatidos presentan una estructura conocida como varilla o
filamento paraflagelar (PFR), que es una estructura flamentosa que se extiende a lo largo del
flagelo y el axonema de la mayoria de los flagelados de cinetoplasto (Wilson et al., 2008). A
diferencia del axonema, que se conserva entre los eucariotas, el PFR esta restringido a
cinetoplastoides, euglenoides y dinoflagelados y es importante para la motilidad celular. El PRF
esta organizado por filamentos discretos estructurados en matrices en forma de rejilla con tres

diferentes dominios: proximal, intermedio y distal (Farina et al., 1986).

El PFR ha sido ampliamente estudiado y los analisis bioquimicos, bioinformaticos e
inmunoldgicos han llevado a la descripcion de varias proteinas que estan implicadas como
componentes, estudios iniciales muestran la presencia abundante de dos proteinas PFR1y
PFR2 de 80 kDa y 69 kDa, respectivamente, como componentes definitorios de esta estructura,
encontrandose la PRF1 en la zona proximal principalmente, mientras que en los dominios
intermedio y distal la PRF2, estas proteinas, ademés de aproximadamente otras 40 adicionales
le han concedido al PRF funciones metabdlicas, reguladoras y de sefializacion (Maga et al.,

1999; Portman & Gull, 2010; Rocha et al., 2010).
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Proteinas paraflagelares

Dentro de las proteinas paraflagelares que se han encontrado mediante protedmica, la
PRF1 se considera uno de los componentes principales del flagelo de los tripanosomas, y junto
con la PRF2 han sido estudiadas como posibles antigenos capaces de generar una respuesta
inmune contra algunas especies de tripanosomas. En T. evansi por ejemplo se ha demostrado
gue la PRF1 y PRF2 son antigénicas e inmunogénicas, resultados similares se han obtenido
para otras especies como T. cruzi y Leishmania mexicana (Abdille et al., 2008; Saravia et al.,

2005).

Proteina recombinante

Una proteina recombinante es una proteina cuyo cédigo genético se formé a partir de
un ADN recombinante, es decir que esta formado por dos segmentos diferentes de ADN, un
vector plasmidico y un gen de interés que ha sido insertado en el vector en cuestion. Hoy en
dia, la aplicacién de bacterias para sintetizar proteinas recombinantes esta muy desarrollada
(Biswas et al., 2016). Los pasos para la obtenciéon de una proteina recombinante se pueden
resumir en el proceso de clonacidn, transformacién y expresion, consistiendo el primero en la
insercién de un gen de interés en un vector de expresion, posteriormente se realiza la
transformacion en un hospedador de nuestra eleccion y finalmente se induce la expresiéon de la

proteina para su purificacion y caracterizacion (Rosano & Ceccarelli, 2014).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La obtencién del gen de interés se realiza mediante una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se trata de una reaccién enzimética amplifica un fragmento de ADN
partiendo de una muestra de ADN mas grande. En la PCR se utiliza ADN molde, cebadores o
primers, dNTPs, la enzima polimerasa, y una soluciéon tampo6n, cada uno cumple una funcion
especifica dentro de la reaccidén que da lugar un nimero elevado de copias ADN idénticas

(Garibyan & Avashia, 2013).
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Vectores de expresidn

Los vectores de clonacion son plasmidos especializados en donde se inserta cualquier
fragmento de ADN extrafio para su posterior estudio o expresion. Algunos de estos vectores
incluyen caracteristicas para seleccién de colonias mediante la insercion de un gen LacZ para
produccion de galactosidasa, y también se han disefiado vectores que facilitan el proceso de
purificacién al incluir un sistema “His-tag” que permite recuperar la proteina expresada
mediante cromatografia de afinidad de iones metalicos inmovilizados utilizando resinas de
agarosa y acido nitrilotriacético cargadas con Ni?* o Co?* (Clark & Pazdernik, 2016; Rosano &

Ceccarelli, 2014).

Huéspedes de expresién
Se utilizan una variedad de huéspedes de expresion para la obtencion de proteinas
recombinantes, incluidas bacterias, células de mamiferos, levaduras, células de insectos,

animales y plantas transgénicos.

Escherichia coli. Es una bacteria entérica gram-negativa, en forma de bastoncillo y con
un genoma circular de 4.6 megabases. Es el huésped bacteriano preferido para la expresion de
proteinas recombinantes, debido a su bajo costo, genética y bioguimica bien conocidas, rapido

crecimiento y buena productividad (Owczarek et al., 2019; Tripathi & Shrivastava, 2019).

Existen algunas desventajas en cuanto a la produccion de proteinas eucariotas en
huéspedes de expresion procariontes, de entre los que destacan la incapacidad de produccion
de proteinas que contienen enlaces disulfuro complejos o la dificultad de realizar
modificaciones post traduccionales como glicosilaciones que son procesos necesarios para la
funcionalidad de algunas proteinas. La sobreexpresién de proteinas en E. coli genera que éstas
se hallen agregadas en forma de cuerpos de inclusion (no solubles), sin embargo, este

problema puede solucionarse aplicando técnicas de lisis celular, que por otro lado generan
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proteinas desnaturalizadas que se renaturalizan en proceso posteriores a la purificacién

(Baneyx, 1999; J. H. Choi & Lee, 2004)

Cepa BL21 (DE3). La cepa E. coli BL21 (DES3) es derivada de un aislado temprano de
E. coli B y se desarroll6 para la expresion génica basada en la polimerasa de ARN T7 después
del aislamiento temprano de un derivado que lleva el profago DE3 en su sitio de unién lambda.
Es una de las favoritas en proceso de expresion debido a sus caracteristicas como crecimiento
celular rapido, disminucién de la produccion de acetato y capacidad de secrecion superior

(Pinske et al., 2011; Studier et al., 1990).

Purificacién de proteinas

La recuperacion de una proteina bioldgicamente activa previo a los procesos de
expresion requiere de algunos pasos de purificacion que son dependientes de la estrategia de
produccion que se haya utilizado, sin embargo, generalmente se suele necesitar de
clarificaciones del producto, purificaciones iniciales y diferentes procesos cromatogréaficos

(Jonasson et al., 2002)

Los procesos cromatograficos para purificacion de proteinas suelen iniciarse con pasos
de captura en donde se eliminan inicialmente ciertas impurezas, por medio de adsorbentes en
donde se unen las proteinas de interés, para lo cual se aprovecha sus caracteristicas fisicas y
guimicas, la cromatografia de intercambio iénico y en algunos casos de intercambio
hidrofébico, suelen emplearse como primer paso. Para la eliminacion de impurezas adicionales,
tales como proteinas de la célula huésped, los acidos nucleicos y las endotoxinas; se emplean
técnicas cromatogréficas de alta resolucion, siendo la cromatografia de afinidad una de las méas
empleadas en productos proteicos de origen recombinante (Jonasson et al., 2002; Wingfield,

2015).
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IMAC

La cromatografia de afinidad en metales inmovilizados fue formulada inicialmente por
(Porath et al., 1975), el método esta basado en la afinidad de algunos metales de transicion
como Ni?* y Co?" con aminoacidos como la histidina y la cisteina. Una de las aplicaciones mas
relevantes de la esta metodologia es la purificacién de proteinas recombinantes que contienen
seis 0 mas residuos de histidina, denominado His tag. La etiqueta de histidina empleada en
muchos sistemas de expresion permite la purificacion de proteinas a un porcentaje de pureza
Gtil para un sinnimero de aplicaciones empleando un Unico paso, esto debido a la especificidad

y afinidad relativamente altas de la His tag (Block et al., 2009).

Algunas de las ventajas mas importantes la purificacién empleando el sistema IMAC
ademas de su bajo costo y facilidad de uso, son; (i) la interaccion His tag con el ligando
funciona incluso en condiciones desnaturalizantes, en donde se han empleado tampones de
lisis como urea 8 M o clorhidrato de guanidina 6 M que permite realizar procesos de
renaturalizacion posteriores, asi también (ii) condiciones tanto reductoras como oxidante, (iii)
buena eficiencia de captura incluso en presencia de altas concentraciones de proteina, y (iv)

escalabilidad de los proceso de purificacion (Hochuli et al., 1988; Jungbauer et al., 2004).

Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de proteinas es importante para el monitoreo de los procesos de
purificacién, los métodos que se utilizan en la cuantificacion de proteinas suelen basarse en la
deteccidén de aminoacidos especificos mediante absorbancia o interacciones de varios
colorantes con aminoé&cidos o enlaces peptidicos. En general, la eleccion del método de
cuantificacion depende de la cantidad de proteina disponible, la composicion de la muestra 'y la
composicion del buffer en el que ésta fue eluida. Dentro de los métodos més frecuentemente
utilizados se encuentran Bradford, BCA y espectrofotometria UV (Goldring, 2012;

Stepanchenko et al., 2011).
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Método de Bradford

Bradford utiliza el colorante Azul de Commassie G-250 que presenta un color rojizo y
tiene una absorbancia maxima a 465 nm, en condiciones acidas este reactivo reacciona
principalmente con la arginina y con residuos de otros aminoacidos como triptéfano, tirosina,
histidina, lisina y fenilalanina, generando un color azul con una absorbancia méxima a 595 nm.
El tinte empleado en esta metodologia podria interaccionar con ciertos tampones a base de
detergentes en los que se encuentra eluida la proteina a cuantificar, por lo que es importante
comprobar si existe algun tipo de reaccidn y de ser el caso se debe eliminar los componentes
reactantes o en su defecto elegir una metodologia alternativa (Bradford, 1976; Compton &

Jones, 1985).

Método BCA

Este ensayo esta basado en la reaccion de los iones Cu?* con las proteinas en
condiciones alcalinas produciendo la oxidacion del ion Cu?* a Cu* que posteriormente es
detecta por el 4cido bicinconinico, en la reaccién se forma un complejo pasando de un color
verde a uno azul/pUrpura que es mas intenso a mayor concentracion de proteina y debe ser
leido a 562 nm. Presenta un rango de deteccion de hasta 2 mg/ml de proteina o hasta 50 pg.
En contraste con el método descrito anteriormente, éste es compatible con varios componentes
de las soluciones tampoén, especialmente con detergentes. (Smith et al., 1985; Wiechelman et

al., 1988)

Espectrofotometria UV

La espectrofotometria UV es descrita como un método rapido y simple para la
cuantificacion de proteinas, sin embargo, es de los métodos menos precisos. Su técnica se
basa en la capacidad de la luz ultravioleta de detectar la presencia de aminoacidos aromaticos
como la tirosina y el triptéfano en las proteinas y son medidos a 280 nm, la aplicacion de este

método debe hacerse Unicamente para evaluaciones preliminares de la concentracion de
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proteinas. El rango de deteccién del método es bastante amplio y va desde 20 hasta 3000 g
de proteina, ademas es particularmente (til para la medicion de proteinas eludidas mediante
cromatografia en columnas debido a que los volumenes recuperados suelen ser bajos y asi se

evita la pérdida de proteina (Fasman, 1989; Layne, 1957)
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Capitulo lll: Materiales y métodos
Participantes
El presente trabajo de titulacién fue elaborado por Fausto Vinicio Bedoya Paez,
egresado de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, bajo la tutoria de la Dra. Maria Augusta
Chéavez Larrea, M. Sc., docente-investigador de la Universidad de las Fuerzas ESPE, la
asesoria del Dr. Armando Reyna Bello, Ph.D., docente-investigador de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE extension Santo Domingo de los Tsachilas y la Ing. Cristina Cholota

Técnico Docente del laboratorio interdisciplinario de Biotecnologia Animal.

Zona de estudio

El presente trabajo de titulacion se realizé en laboratorio interdisciplinario de
Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, que se encuentra
ubicado en la Av. Gral. Rumifiahui S/N, Sangolqui 171103. Sus coordenadas geogréficas son:

latitud 0°18'53.5" S y longitud 78°26'36.5" O.

Duracién de lainvestigacion
La investigacion para la culminacion del trabajo de titulacion fue de 11 meses. Se inicid

en octubre de 2021 y culmind en agosto de 2022.

Material de Trabajo

Las muestras de sangre bovina positivas para Trypanosoma vivax mediante TviCatL-
PCR fueron proporcionadas por el laboratorio interdisciplinario de Biotecnologia Animal de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, como parte del proyecto de vinculacién e
investigacion: “Establecimiento de una plataforma en apoyo a la formacion y sensibilizacion,
diagnostico y desarrollo de una estrategia de control de la brucelosis y tripanosomosis en

Ecuador (BruTryp)” financiado por la ARES de Bélgica.
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Extraccion de ADN a partir de sangre total
El ADN gendmico fue extraido siguiendo el protocolo de GeneJET Whole Blood
Genomic DNA Purification Mini Kit (ThermoScientific, USA) con modificaciones que se detallan

a continuacion.

Para romper los globulos rojos se agreg6 1 ml de agua libre de nucleasas a 500 ul de
sangre total que estuvo almacenada a -20 °C y fue previamente descongelada a temperatura
ambiente durante 10 minutos, la mezcla se incubé por 5 minutos con agitacion a 1200 rpm y
posteriormente se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se descarté y el

sedimento fue resuspendido en 200 ul de PBS a concentracion 1X.

La lisis celular se logré afiadiendo 20 pl de proteinasa K y 400 pl de solucion de lisis a la
mezcla anterior, seguido de vértex hasta obtener una solucion homogénea, esta solucion fue
incubada a 56 °C y 300 rpm en una incubadora con agitacion (Thermo-Shaker MRC modelo
DBS-001, Thermo Fisher Scientific, USA) durante 10 minutos y posteriormente se agreg6 200

pl de etanol al 100% y se mezclo por pipeteo.

La mezcla anterior se llevo a una columna de purificacion y se centrifugé a 8000 rpm
por 1 minuto, se descarté el tubo de coleccidn y se colocé la columna en un nuevo tubo, se
afadio en la columna 500 pl de la solucién de lavado | y se centrifug6é a 10000 rpm durante 1
minuto, se descarto el flujo, se afadio en la columna 500 pl de la soluciéon de lavado Il y se
centrifugd a 1000 rpm durante 3 minutos, se descart6 el flujo y finalmente se centrifug6 la

columna a méxima velocidad (14000 rpm) para evaporar cualquier resto de etanol.

Para la elucion se colocé la columna en un tubo estéril de 1.5 mly se agreg6 50 pl de
buffer de elucion en el centro de la columna, se dejo incubar a temperatura ambiente por 2

minutos y posteriormente se centrifugé a 10000 rpm, se realizd el mismo procedimiento con 25
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y 12.5 ul de buffer de elucién para un volumen total de 87,5 pul. Se descart6 la columna de

purificacién y se almacend el ADN a -20 °C.

Cuantificacién de ADN y electroforesis horizontal
Se estimo la concentracion de ADN por espectrofotometria UV utilizando un Nanodrop

2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Previo a la cuantificacion del ADN se limpi6 el sensor del equipo utilizando 2 pl de agua
destiladas y HCL 0,5 N, se configur6 el equipo para medicién de acidos nucleicos y se
blanqueé agregando 2 pl del buffer de elucién que se utiliz6 para la extraccién de ADN,
seguidamente se agrego6 2 pl de cada muestra y se midié la concentracion en pg/mly la pureza

en base a los radios de absorbancia 260/280 y 260/230.

La integridad del ADN se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
(p/v) que se tifid con SYBR® Safe DNA Gel Stain. Se carg6 3 pl de muestra en cada pocillo
utilizando 1 pl de buffer de carga Blue Juice 10x, el gel se corrié a 120 voltios durante 45
minutos y se visualiz6é posteriormente utilizando un equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System

(BioRad, CA, USA).

Estandarizacion de un ensayo PCR para la amplificacion del gen que codifica la proteina
paraflagelar de T. vivax

Para la estandarizacion de la PCR se tomaron en cuanta cuatro variables, temperatura
de hibridacion, concentracion de magnesio, concentracion de la enzima Taq polimerasa
Platinum Tag DNA Polymerasa (Thermo Scientific) y concentracion de los cebadores. Se
realizaron diferentes ensayos en donde se evaluaron cada una de las variables antes

mencionadas realizando gradientes hasta obtener las condiciones adecuadas.

La muestra de ADN “ADN-Bo-Napo-215” fue utilizada para todo el proceso de

estandarizacion, esta muestra fue previamente cuantificada por espectrofotometria y es positiva
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para Trypanosoma vivax mediante TviCatL-PCR (Chavez-Larrea et al., 2020). Se empleé
ademas los cebadores PFRL-F (5"-ACGGAGGCATACGACATCAG- 3) y PFRL-R (5'-
GTGCTGTTGGCTCTGTAGCA -3") que fueron disefiados en un estudio previo en base al
marco de lectura abierto del gen putativo de la proteina paraflagelar disponible de T. vivax (n°
de acceso KAH8609245.1) y amplifican un fragmento de 1500 pares de bases (pb). Los
cebadores fueron proporcionados por el laboratorio interdisciplinario de Biotecnologia Animal

de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

La temperatura de hibridacion de los cebadores se calcul6 en el sitio web de Thermo

Scientific (http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) utilizando la herramienta Tn,

Calculator basandose en una modificacién del método descrito por Allawi et al. (1997), se tomé
esta temperatura como punto de partida hacia arriba para el gradiente que se describe a

continuacion.

Gradiente de temperatura de hibridacion

El gradiente de temperatura de hibridacién se realizé partiendo de una temperatura de
58 °C hasta 68 °C, con incrementos de 2 °C. El volumen final de reaccion fue de 25 pl, en las
tablas (2 y 3) se describen las concentraciones de los reactivos y las condiciones de la PCR.
Se preparé la mezcla de reaccion para un total de 7 muestras (168 pl), que incluian las
temperaturas de hibridacién 58, 60, 62, 64, 66 y 68 °C ademas de un control negativo, para
este Ultimo se dispensé 24 pl de la mezcla en un tubo de 200 ply se agregd 1 pl de agua
destilada libre de ADNasa/ARNasa UltraPure™ (Invitrogen, EEUU)., a los restantes 144 pl de
mezcla, se agrego 6 pl de ADN de la muestra “ADN-Bo-Napo-215” positiva para Trypanosoma
vivax mediante TviCatL-PCR y se dispenso 25 ul en 6 tubos de 200 pl para las diferentes
temperaturas de hibridacién. Las muestras se centrifugaron brevemente y se llevé a cabo la

reaccion térmica en un termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems, USA).


http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/
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Tabla 2

Reactivos y concentraciones utilizados para el gradiente de temperatura de la PFRL-PCR.

Concentracion

Reactivos Unidad Stock Volumen (ul)

final

H20 pl N/A 119,35
Buffer X 10 10 17,50
MgCl, mM 50 2,5 8,75
PFRL-F UM 10 0,5 8,75
PFRL-R Y/ 10 0,5 8,75
dNTPs UM 40 0,8 3,50
Platl_num Taq Uil 5 1 1,40

polimerasa

ADN ng/ul 100 100 7,00
Total 25,00

Nota: pl: microlitro; uM: micromolar; mM: milimolar; U/ul: unidades por microlitro; ng/ul:

nanogramos por microlitro; dNTPs: mezcla de desoxinucleétidos.

Tabla 3

Condiciones de la PFRL-PCR para gradiente de temperatura

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Deantu_rghzauon 95 5 1
inicial
Desnaturalizaciéon 94 1 35
Hibridacion 58-68 (variando 2 °C) 1 35
Extension 72 2 35
Extension final 72 1 1
Mantenimiento 4 0 -

Nota: °C: grados centigrados; min: minutos.

Una vez establecida la temperatura de hibridacién mas adecuada, se realiz6 los
gradientes de magnesio, Taq polimerasa y cebadores, de acuerdo con las condiciones de

reaccion que se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4

Condiciones para la reaccion de la PFRL-PCR

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos

Desna_tu_ra_lllzauon 95 5 1
inicial

Desnaturalizaciéon 94 1 35
Hibridacion 62 1 35
Extension 72 2 35
Extension final 72 1 1
Mantenimiento 4 0 -

Nota: °C: grados centigrados; min: minutos.

Gradiente de magnesio
El gradiente de magnesio se realiz6 a intervalos de concentracién de 0,25 mM,
partiendo desde 1,5 hasta 2,5 mM. Se prepar6 una mezcla de reaccién base que no contenia

agua ni magnesio, para un total de 7 muestras, como se describe en la Tabla 5.

Tabla b

Mezcla de reaccién para el gradiente de magnesio

Concentracion

Reactivos Unidad Stock final Volumen (ul)
Buffer X 10 10 17,50
PFRL-F UM 10 0,5 8,75
PFRL-R UM 10 0,5 8,75
dNTPs UM 40 0,8 3,5
PIatl_num Taq Uil 5 1 1.40
polimerasa
ADN ng/ul 100 100 7,00

Nota: pl: microlitro; uM: micromolar; U/pl: unidades por microlitro; ng/ul: nanogramos por

microlitro; dNTPs: mezcla de desoxinucledtidos.

El volumen total de la mezcla de reaccion sin ADN fue de 39,9 ul que se dividieron para
el numero total de muestras (7), este valor fue de 5,7 pl por reaccion. Posteriormente se
calcularon las cantidades necesarias de magnesio y agua que se debian afiadir para obtener

las concentraciones deseadas, como se describe en la Tabla 6.
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Tabla 6

Cantidades de magnesio y agua, en microlitros, calculados para el gradiente.

Concentracion de magnesio (mM)

Reactivos 1,5 1,75 2,0 2,25 2,50
Mezcla de reaccién 5,7 57 57 57 5,70
MgCl, 0,75 0,88 1,00 1,13 1,25
H.O 17,55 17,43 17,30 17,18 17,05

Total (ul) 24 24 24 24 24

Nota: pl: microlitro; mM: milimolar.

Una vez ensamblada la reaccion, se agreg0 1 pl de agua ultrapura para el control
negativo y 1ul de ADN de la muestra “ADN-Bo-Napo-215” para las diferentes concentraciones
de magnesio. La reaccion térmica se llevo a cabo como se describe anteriormente en la Tabla

4.

Gradiente de Taq polimerasa

Una vez establecida la concentracién éptima de magnesio, se llevé a cabo un gradiente
de Tag polimerasa con el fin de optimizar la cantidad de reactivo utilizado por reaccion, para
este fin se probaron concentraciones desde 0,5 U hasta 1 U, en intervalos de 0,25 U. Se
prepard una mezcla de reaccion base que no contenia agua ni Taq polimerasa, para un total de

5 muestras, como se describe en la Tabla 7.

Tabla 7

Mezcla de reaccion para el gradiente de Taq polimerasa.

Concentracion

Reactivos Unidad Stock final Volumen (ul)
Buffer X 10 10 12,5
MgCl, mM 50 15 3,75
PFRL-F MM 10 0,5 6,25
PFRL-R MM 10 0,5 6,25
dNTPs UM 40 0,8 2,5

ADN ng/ul 100 100 5,00
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Nota: pl: microlitro; uM: micromolar; mM: milimolar; ng/ul: nanogramos por microlitro; dNTPs:

mezcla de desoxinucledtidos.

El volumen total de la mezcla de reacciéon sin ADN fue de 31,25 ul que se dividieron
para el numero total de muestras (4), este valor fue de 6,25 pl por reaccion. Posteriormente se
calcularon las cantidades necesarias de Taq polimerasa y agua que se debian afadir para

obtener las concentraciones deseadas, como se describe en la Tabla 8.

Tabla 8

Cantidades de Taq polimerasa y agua, en microlitros, calculados para el gradiente.

Concentraciéon de Tag Polimerasa (U)

Reactivos 0,5 0,75 1,0
Mezcla de reaccidn 6,25 6,25 6,25
Platinum Tag Polimerasa 0,10 0,15 0,20
H.O 17,65 17,60 17,55

Total (ul) 24 24 24

Nota: pl: microlitro; U: unidades.

Una vez ensamblada la reaccion, se agreg6 1 pl de agua ultrapura para el control
negativo y 1ul de ADN de la muestra “ADN-Bo-Napo-215” para las diferentes concentraciones

de Taq polimerasa. La reaccidn térmica se llevé a cabo como se describe anteriormente.

Gradiente de cebadores

Después de establecer la concentracion adecuada de Tag polimerasa, se realizd un
gradiente de los cebadores PFRL-F y PFRL-R, se probaron concentraciones de 0,2 hasta 0,5
UM en intervalos de 0,1 uM. Se prepar6 una mezcla de reaccion base que no contenia agua ni

cebadores, para un total de 6 muestras, como se describe en la Tabla 9.
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Tabla 9

Mezcla de reaccion para el gradiente de cebadores.

Concentracion

Reactivos Unidad Stock Volumen (ul)

final
Buffer X 10 10 15,00
MgCl, mM 50 15 4,50
dNTPs UM 40 0,8 3,00
Platinum Taq
polimerasa u/ul 5 0,5 0,60
ADN ng/ul 100 100 6,00

Nota: pl: microlitro; uM: micromolar; mM: milimolar; U/ul: unidades por microlitro; ng/ul:

nanogramos por microlitro; dNTPs: mezcla de desoxinucleétidos.

El volumen total de la mezcla de reaccion sin ADN fue de 23,1 ul que se dividieron para
el numero total de muestras (6), este valor fue de 3,85 pl por reaccién. Posteriormente se
calcularon las cantidades necesarias de cebadores y agua que se debian afadir para obtener

las concentraciones deseadas, como se describe en la Tabla 10.

Tabla 10

Cantidades de cebadores y agua, en microlitros, calculados para el gradiente.

Concentracion de cebadores (UM)

Reactivos 0,5 0,4 0,3 0,2
Mezcla de reaccidn 3,85 3,85 3,85 3,85
PFRL-F 1,25 1,00 0,75 0,5
PFRL-R 1,25 1,00 0,75 0,5
H.O 17,65 18,15 18,65 19,15
Total (ul) 24 24 24 24

Nota: pl: microlitro; um: micromolar.

A la reccion se agreg6 1 ul de agua ultrapura para el control negativo y 1ul de ADN de
la muestra “ADN-Bo-Napo-215” para las diferentes concentraciones de cebadores. La reaccion

térmica se llevé a cabo como se describe anteriormente.
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Electroforesis horizontal para la visualizacion de los productos de PCR amplificados

Los productos amplificados con el ensayo PFRL-PCR para la estandarizacion y
posterior amplificacion del gen que codifica la proteina paraflagelar de T. vivax se visualizaron
en un gel de agarosa al 0,8 % (p/v) que se tifid con SYBR® Safe DNA Gel Stain. Se carg6 3 ul
de producto en cada pocillo utilizando 1 pl de buffer de carga Blue Juice 10x y 1 pl de marcador
de peso molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega), los geles se corrieron a 100 voltios
durante 1 hora y se visualizaron utilizando un equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System

(BioRad, CA, USA).

Clonacion

La clonacioén inicial se llevd a cabo en un vector de clonacion TOPO-TA (TOPO TA
Cloning® kit, Invitrogen™), para lo cual se emple6 el fragmento amplificado mediante PFRL-
PCR de la muestra “ADN-Bo-Napo-211”. El plasmido obtenido del este proceso de clonacién se

utilizé como control positivo para ensayos posteriores.

Ligacion

La ligacion se realizé en un tubo estéril de 200 pl en el cual se agregé 3 ul de agua
estéril, 1 pl del fragmento amplificado, 1 pl de solucion salina y finalmente 1 ul del vector
TOPO® Vector, cada uno de los cuales se mezcl6 cuidadosamente antes de usarse mediante
pipeteo y permanecieron en hielo durante todo el proceso. Posteriormente se incubé la mezcla
por 15 minutos a 23 °C en una incubadora (Thermo-Shaker MRC modelo DBS-001, Thermo

Fisher Scientific, USA)

Transformacién bacteriana

Para la transformacion se agregaron 2 pl del plasmido producto de la ligacion en un vial
de 50 pl que contenia células quimicamente competentes E. coli IM109 (Promega, USA), la
mezcla se dejé incubar en hielo a 4 °C durante 20 minutos, con ligeras agitaciones al vial cada

5 minutos. Seguidamente se realizé el choque térmico colocando el vial en bafio maria a 42 °C
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durante 30 segundos y en hielo rapidamente. Finalmente se afiadié 250 pl de medio SOC al

vial y se incubd horizontalmente a 200 rpm y 37 °C durante 1 hora.

Se agregaron 100 pul del producto de la transformacion en 3 placas con medio LB que
contenian kanamicina 50 pg/ml, 40 pl de IPTG 100mM y 40 pl de X-Gal a 40 mg/ml.
Adicionalmente se agreg6 50 ul de las bacterias transformadas en una placa que contenia
Unicamente medio LB para usarse como control. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante
toda la noche y al dia siguiente se seleccionaron 10 colonias positivas para confirmar la

clonacion mediante el ensayo PCR de colonias Unicas.

PCR de colonias

Se prepard una mezcla de reaccion a las condiciones de estandarizacion utilizando los
cebadores PFRL-F y PFRL-R para un total de 12 muestras, se distribuyeron 24 ul de la mezcla
en tubos de 200 pl. En una cadmara de flujo laminar y utilizando un mechero se tomé con una
punta cada una de las 10 colonias seleccionadas en el ensayo anterior y se mezclaron por
pipeteo en sus respectivos tubos que contenian la mezcla de reaccion. Se utilizé agua estéril
para el control negativo. La PCR de colonias se llevo a cabo a las condiciones descritas
anteriormente en la Tabla 4. Se corrieron 10 pl de las muestras en un gel de agarosa al 0,8 %
(p/v) a 100 V durante 1 hora y se visualizd en un equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System

(BioRad, CA, USA).

Las mismas colonias fueron inoculadas ademas en 2 ml de medio LB que contenia

ampicilina a 50 pg/mly se dejo incubar a 37 °C y 200 rpm durante toda la noche.

Extraccion de plasmido
De la PCR de colonias realizada previamente se obtuvo 6 colonias positivas, estas

colonias se utilizaron para la extraccion de plasmido mediante el kit Column-Pure Plasmid



45

Miniprep Kit (Applied Biological Materials, Canada) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante, con ligeras modificaciones como se describe a continuacion.

Se llend el volumen de un tubo de 2 ml con cultivo de bacterias previamente incubadas
de las colonias positivas a la PCR de colonias, y se centrifugd a 12000 gravedades (g) y 4 °C
por 2 minutos en una centrifuga Sorvall ST 8R (Thermo scientific, Waltham, MA, US), se
descarto el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 100 pl de la solucion | 'y se
homogenizd con vortex hasta obtener una solucion homogénea. Seguidamente se agregé 200
ul de la solucién I, se mezclo por inversion de 4-6 veces y se dejo incubar por 1 minuto a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregé la solucion Il y se procedié como en el paso

previo. Se centrifug6 por 5 minutos a 10000 rpm.

Para el lavado, se transfirié el sobrenadante a una columnay se centrifugé por 2
minutos a 10000 rpm, se descarto6 el sobrenadante del tubo de coleccién y se colocé la
columna nuevamente en el tubo, seguidamente se agreg6 750 pl de solucién de lavado y se
centrifugd por 1 minuto a 10000 rpm, se descartd el sobrenadante y se repitio el proceso. Se

centrifugé la columna por 1 minuto adicional para eliminar residuos de etanol.

Finalmente se transfiri6 la columna a un tubo estéril de 1.5 ml, se agregé 50 pul de buffer
de elucién y se incub6 a temperatura ambiente por 2 minutos luego de los cuales se centrifugo
a 10000 rpm durante 2 minutos. Se descart6 la columna y se almacen6 el plasmido a -20 °C

hasta su uso.

La integridad de los plasmidos fue verificada posteriormente mediante PFRL-PCR y se
visualiz6 el producto de la reaccién térmica, asi como los plasmidos extraidos en un gel de

agarosa al 0,8 % (p/v) que se corri6 por 2 horas a 100 V y 300 mA.

Nota: Las soluciones |, Il, lll, de lavado y buffer de elucién, asi como las columnas,

fueron proporcionadas por el Kit. El plasmido nombrado como “Pla-027" se utilizé en adelante
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como control positivo en los ensayos de PFRL-PCR. El protocolo aqui descrito se aplicé en las

extracciones de plasmido posteriores.

Clonacion en un vector de expresion
La clonacion inicial en un vector de expresion se realiz6 utilizando las células

qguimicamente competentes E. coli IM109 (Promega, USA) y el vector pTrcHis2 TOPO®
TA Expression Kit (Invitrogen) como se describe a continuacion.
Ligacion
La ligacion se llevo a cabo agregando cuidadosamente los reactivos que se describen
en la Tabla 11 en un tubo de 200 ul, de mayor a menor volumen, posteriormente se dejo

incubar la mezcla durante 5 minutos a 25 °C. El producto de PFRL-PCR se obtuvo el mismo

dia, ya que es recomendable trabajar con un fragmento amplificado fresco.

Tabla 11

Reactivos utilizados en el proceso de ligaciéon

Reactivo Volumen (ul)
ADN templado (producto de PFRL-PCR) 2
Agua estéril 2
TOPO® vector 1
Total 5

Nota: ul: microlitro

Transformacioén

Para la transformacion se agreg6 2,5 pl del producto de ligacion en un vial que contenia
50 pl de bacterias competentes E. coli IM109 (Promega, USA), esta mezcla se incub6 en hielo
durante 30 minutos. El choque térmico se realizé a 42 °C durante 30 segundos y luego se
transfirio el vial a hielo rapidamente. Se agregé 250 pl de medio SOC en el vial y se dejo
incubar horizontalmente por 1 hora a 37 °C y 250 rpm, posteriormente se agreg6 150 pl del

cultivo en placas que contenian medio LB, ampicilina 50 mg/ml y 25 mM de glucosa. Se us6 50
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ul de cultivo como control negativo en una placa que contenia medio LB y glucosa a la

concentracion antes mencionada. Las placas se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

Al dia siguiente se tomaron 20 colonias y se realiz6 PCR de colonias para verificar el
proceso de clonacion, de estas colonias se extrajo el plasmido de 9 colonias positivas a la PCR

siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

Una vez extraidos los plasmidos se realizé una electroforesis horizontal para verificar el
tamanfo y la integridad de éstos, se agreg6 2 ul de cada plasmido en un gel de agarosa al 0,8 %

(p/v) y se corrié a 100 V y 300 mA durante 2 horas.

Analisis por enzimas de restriccion (RFLP)

La clonacion in silico realizada en el programa bioinformatico Snapgene, mostré un
plasmido de aproximadamente 5880 pb, sin embargo, cabe destacar que el vector
seleccionado para la expresion utiliza una tecnologia de inserciéon de fragmentos mediante
complementariedad, por lo que en el proceso de clonacion el fragmento en cuestiéon puede

insertarse en el vector en ambos sentidos.

En el analisis por enzimas de restriccion se utilizé la enzima Eco321 (EcoRV) (Thermo
Scientific, USA), la cual genera 2 cortes en el plasmido, uno en el interior del fragmento
insertado y otro en el vector TOPO® vector, el tamafio de estos los fragmentos que se generan
mediante estos cortes depende del sentido en el que se haya insertado el gen de interés,
generandose dos fragmentos de 4757 y 1123 pb cuando el gen se ha insertado en fase de
codificacién de la proteina; y dos fragmentos de 4041 y 1839 pb cuando el gen se ha insertado

en el sentido inverso y por tanto producira una proteina no deseada.

Se realiz6 el analisis por enzimas de restriccion de los 9 plasmidos positivos a la PCR

de colonias utilizando la enzima de restriccién Eco321 (EcoRV) (Thermo Scientific, USA) de
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acuerdo con el protocolo del fabricante. La Tabla 12 describe los reactivos utilizados en la

digestion enzimatica.

Tabla 12

Reactivos utilizados para la digestion enzimética

Reactivos Volumen (pl)
Agua estéril 15
Buffer 2
ADN (plasmido) 2
Enzima EcoRV 1
Total 20

Nota: pl: microlitro

El volumen final de la reaccion enzimatica fue de 20 pl que se agregaron de mayor a
menor volumen, los reactivos utilizados permanecieron en hielo durante todo el proceso de
mezcla, posteriormente ésta se incub6 a 37 °C por 3 horas. Se corri6 todo el volumen de la

digestion en un gel de agarosa al 0,8 % (p/v) a 100 V y 300 mA durante 2 horas.

Cuantificacion de plasmidos

El analisis RFLP mostré la presencia de dos plasmidos que se encontraban en fase de
codificacién de la proteina paraflagelar de T. vivax, estos plasmidos que fueron nombrados
“Pla-034" y “Pla-035" se cuantificaron mediante espectrofotometria UV utilizando un Nanodrop

2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

El promedio de las concentraciones producto de la cuantificacion fue de 212,65y

207,65 ng/ul para los plasmidos “Pla-034” y “Pla-035”, respectivamente.

Transformacion de células E. coli BL21 (DE3)
La transformacién de las bacterias E. coli BL21 (DE3) (Promega, USA), se realiz6
utilizando los plasmidos “Pla-034” y “Pla-035” a una concentracion final de 10ng, y siguiendo

las instrucciones del fabricante como se describe a continuacion.
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Se tom6 un vial de que contenia 200 pl de bacterias E. coli BL21 y se dejo incubar por 5
minutos en hielo, seguidamente y empleando un mechero se transfirieron 100 pl de células a
tubos estériles de 1,5 ml, se mezclé ambos tubos lentamente. Para la transformacion se agregé
5 ul de plasmido 34 y 35 en cada tubo moviendo la punta a través de las células. Se transfirio

los tubos a hielo inmediatamente y se incub6 por 10 minutos.

El choque térmico se realizé a 42 °C por 50 segundos en bafio maria y se transfirieron
los tubos rapidamente a hielo por 2 minutos. Se afiadié 900 pl de medio SOC a 4 °C en cada
tubo y se incubo6 por 1 hora a 225 rpm y 37 °C. Finalmente se sembro6 400 pl del cultivo en
placas que contenian medio LB, ampicilina 50 mg/mly 25 mM de glucosa. Se us6 50 ul de
cultivo como control negativo en una placa que contenia medio LB y glucosa a la concentracion
antes mencionada. Las placas se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Se realiz6 PCR de
colonias de un total de 10 colonias pertenecientes en partes iguales a la transformacién con el

plasmido 34 y 35.

Criopreservacion bacteriana

Las bacterias E. coli IM109 que fueron transformadas mediante el vector de clonacion
TOPO-TA (TOPO TA Cloning® kit, Invitrogen™), asi como las bacterias E. coli IM109 y BL21
en fase de codificacion de la proteina que fueron transformadas con el vector de expresion
pTrcHis2 TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen) fueron criopreservadas como se describe a

continuacion.

Partiendo de colonias Unicas de cada una de las bacterias, se inoculé 2 ml de medio LB
gue contenia ampicilina a 50 pg/mly glucosa 25 mM, se dejo incubar a 37 °C y 200 rpm
durante toda la noche. Posteriormente, se agreg6 100 ul del medio cultivado previamente en
crioviales Microbank™ (Pro-Lab Diagnostics, Reino Unido) y se dej6 incubar durante 20
minutos, se descarté todo el liquido del interior del criovial y éste fue almacenado a -80 °C

hasta su uso.
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Expresion de la proteina paraflagelar recombinante en bacterias transformadas de E. coli
BL21

Las colonias Unicas se obtuvieron inoculando 5 ml de medio LB que contenia ampicilina
a 50 pg/ml utilizando una perla del criovial con bacterias transformadas de E. coli BL21, para el
control negativo también se inocul6 5 ml de medio LB sin ampicilina con una perla que contenia
bacterias E. coli BL21 de tipo salvaje. Se dejo incubar toda la hoche a 37 °C y 200 rpm. Al dia
siguiente en placas con ampicilina 50 pg/ml y sin ampicilina, se sembré utilizando estriado por
agotamiento, el cultivo previamente incubado tanto de las bacterias transformadas de E. coli

BL21, asi como las de tipo salvaje. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.

Posteriormente se inoculé 2 ml de medio LB que contenia ampicilina a 50 pg/ml y LB sin
ampicilina con una colonia Unica de las placas incubadas previamente. Se dej6 incubar toda la
noche a 37 °C y 200 rpm. Al dia siguiente se agreg6 1 ml de cultivo (indculo) en dos matraces
Erlenmeyer previamente autolavados y que contenian 10 ml de medio LB con ampicilina a 50
pg/mly LB sin ampicilina, se incub6 a 37 °C y 250 rpm hasta ODeoo= 0,6; este proceso tarda

aproximadamente 1 hora y 30 minutos.

Cuando el cultivo llegé a la absorbancia de ODggo= 0,6; se tom6 1 ml de éste en una
celda plastica y se midi6 la densidad Gptica a OD600, seguidamente se transfirié el cultivo a un
tubo estéril de 1.5 mly se centrifugé a 14000 rpm durante 30 segundos, se separ6 el
sobrenadante en otro tubo y se conservaron a -20 °C como el tiempo 0 (ho). Para la induccion
de la expresion se agrego en los 10 ml de cultivo restantes, 10 pl de IPTG 1M y se siguio
incubando a 37 °C y 250 rpm. Para probar el tiempo éptimo de expresion, se tomaron alicuotas
de 1 ml cada hora durante 8 horas y se procedié como se describié previamente, éstas
correspondieron a los tiempos: 1(h1), 2(h2), 3(hs), 4(h4), 5(hs), 6(he). Para el control negativo se

tomd Unicamente una alicuota de 1 ml a las 5 horas de la induccion de expresion.
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Electroforesis SDS-PAGE
Preparacion de las muestras
El tamafio tedrico de la proteina paraflagelar se calculé en el sitio web

https://web.expasy.org/ operado por el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) mediante la

herramienta Compute pl/Mw, la verificacién de expresion proteica se realizé mediante
electroforesis vertical utilizando una cadmara Mini-Protean® Tetra Vertical Electrophoresis Cell
(BioRad, CA, USA). Las soluciones empleadas en el proceso de electroforesis se muestran en

el Anexo 1.

Las muestras para electroforesis se prepararon utilizando un tampén Laemmli a
concentracion 2X, para los sedimentos producto de la centrifugaciéon a tiempo ho hasta hg se
agreg6 50 pl de la solucion tampdén y se mezcl6 por pipeteo hasta obtener una solucién
homogénea, seguidamente se incub6 en un a 100 °C durante 10 minutos. La preparacion de
las muestras que contenian el sobrenadante se realiz6 agregando la muestra y la solucion
tampdn en relacion 1:1. Los sedimentos y sobrenadante pertenecientes al control negativo se

prepararon como se describié anteriormente.

Corrida electroforética

Se prepararon dos geles de poliacrilamida, el de concentracion (upper) al 4% vy el de
separacion (lower) al 12 % (p/v), como se muestra en la Tabla 13, y se ensamblaron en el
moddulo que contenia los electrodos, con el vidrio delgado del gel en direccion a la parte interna
del tanque de corrida, seguidamente éste fue llenado desde la parte interna del médulo hacia
afuera con tampdn de corrida hasta la sefial indicada para dos geles. Se cargaron 15 ul de
muestra proveniente de los sedimentos en cada pocillo, y se agreg6 3 pl de marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad), los mismos volimenes fueron

utilizados para las muestras provenientes del sobrenadante. Se corri6 el gel a 120 V durante 1


https://web.expasy.org/
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hora y 30 minutos. Los geles fueron analizados posteriormente en el software Image Lab

version 6.0.

Tabla 13

Reactivos y volumenes utilizados en geles de poliacrilamida

Buffer de

Gel H20 Acrilamida/Bisacrilamida concentracion ('i‘g)/s) TEMED
(%) (ml) 37:5:1 40% 0 separacion . (uh
(ml) ()
Gelde 3 05 1,25 25 8
concentracion
Gel de
separacion 12 44 3 2,5 50 14

Nota: ul: microlitro; ml: mililitros.

Tincién y revelado

Ambos geles fueron tefiidos en una solucidon que contenia azul brillante de Coomassie
R-250 durante 30 minutos con agitacién a 300 rpm, seguidamente se descarto el colorante y se
agregd 20 ml de solucién decolorante y se dej6 en agitacion a 400 rpm durante 30 minutos, se
realizaron lavados con esta solucién por tres ocasiones. Finalmente se visualizaron los geles

utilizando un equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System (BioRad, CA, USA).

Lisis bacteriana
Después de la electroforesis vertical se comprob6 que la proteina se expresa
intracelularmente, por lo que se probaron dos protocolos de lisis celular, con el fin de obtener la

proteina soluble previo al proceso de purificacion.

Lisis con tampd6n TES

Se cosechd el sedimento celular de 50 ml de cultivo y se agregd 2 ml de tampdn TES a
pH 7,2 que contenia Tris-HCI 50 mM, EDTA 0,53 mM y sacarosa al 20 % (p/v), se agito con
vortex y posteriormente se incub6 en hielo durante 60 minutos. Seguidamente se transfirié 1 ml

de la muestra en dos tubos estériles de 1,5 ml y éstos se centrifugaron a 10000 g durante 20
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minutos a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante y fue analizado por electroforesis SDS-PAGE

como se describié anteriormente.

Lisis con tampédn urea

Se cosechd el sedimento celular de 50 ml de cultivo y se agregd 10 ml de tampdn urea,
gue contenia urea 8M, bifosfato de sodio 100 mM y Tris-HCI 10 mM. Posteriormente se agité la
mezcla durante 1 hora en un agitador orbital a velocidad minima para evitar la formacion de
espuma. La lisis se completd cuando se observo una solucién traslucida. Finalmente se
centrifugé la solucién a 10000 g durante 20 minutos y se analizé el sobrenadante mediante

electroforesis SDS-PAGE.

El andlisis SDS-PAGE de las lisis realizadas previamente mostré que el tampén TES
tenia una eficiencia muy baja, mientras que gran parte de la proteina de interés fue lisada de

forma efectiva utilizando el tampo6n Urea, por lo cual se utilizé éste para las lisis posteriores.

Cuantificacién de proteinas totales

Previo a la cuantificacion de proteinas totales se limpi6 el sensor del equipo Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) utilizando 2 ul de agua
destiladas y HCL 0,5 N, se configur6 el equipo para medicién de proteinas y se blanqued
agregando 2 ul del tampén urea que se utiliz6 para la lisis previamente, seguidamente se
agrego 2 pl de cada muestra y se midié la concentracion en mg/ml en base a la absorbancia a

280 nanémetros.

Purificacion de la proteina PFR recombinante
El vector utilizado para la expresion de la proteina PFR deja un residuo de 6
aminocidos de histidina que tienen alta afinidad por metales como el niquel, por lo que el

proceso de purificacion se llevé a cabo utilizando un sistema de Ni-NTA empleando una resina
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ProBond™ (Invitrogen, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante con

modificaciones que se describen a continuacion.

Preparacion de la columna

Se resuspendio la resina por inversion hasta obtener una solucion homogénea,
posteriormente se colocaron 5 ml de resina en una columna de cromatografia Econo-Column®
(BioRad) de dimensiones 2,5 x 20 cm y se dejé sedimentar hasta que se separé totalmente del
alcohol y cuidadosamente se aspir6 el sobrenadante. Se agreg6 8 ml de agua estéril libre de
nucleasas y se resuspendio la resina agitando circularmente, se dejo asentar y se aspiro el
sobrenadante. Seguidamente se agreg6 8 ml de tampo6n de unién a pH 7,8 que con contenia
urea 8 M, fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 500 mM y 30 mM de imidazol, se
resuspendid la resina agitando circularmente, se dejé sedimentar y se aspiré el sobrenadante,

se realizd este lavado una vez mas.

Unién de la proteina a laresina

Se agreg6 a la columna 10 ml de solucién de lisis que contenia la proteina PFR y 30
mM de imidazol, que fue preparado como se describié previamente utilizando tampdn de urea a
pH 7,8, se mezclé la resina con el lisado agitando circularmente durante 30 minutos,
permitiendo que la proteina se enlace con la resina cargada con niquel (NiCl), se dejé

sedimentar la resina y se aspir6 el sobrenadante.

Lavado de laresinay elucion

Con la finalidad de eliminar todas las proteinas no unidas a la resina se realizaron dos
lavados agregando 8 ml de tampon de unién a pH 7,8 y agitando circularmente por 2 minutos.
Seguidamente se realizaron dos lavados utilizando un tampén de lavado a pH 6 que contenia
urea 8 M, fosfato de sodio 20 mM y cloruro de sodio 500 mM y finalmente a pH 5,3 hasta

obtener una absorbancia ODzgp cercana a cero.
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Para la elucion, se agreg6 a la columna 10 ml de tampédn de elucién a pH 4 que
contenia urea 8 M, fosfato de sodio 20 mM y cloruro de sodio 500 mM, se mezclé hasta
resuspender totalmente la resina y se colect6 10 ml de la fraccién purificada, finalmente se

midié su absorbancia a ODxgo.

Didlisis y concentracion

El proceso de didlisis se emple6 para eliminar las altas concentraciones de urea
presentes en la fraccién eluida, para lo cual se colocaron los 10 ml, previamente recuperados,
en una unidad de filtracién centrifuga Ultra-15 Amicon® de 30000 MWCO y se centrifugé por 20
minutos a 4500 RPM y 4 °C en una centrifuga Sorvall ST 8R (Thermo scientific, Waltham, MA,
US), se descarto el flujo y se agreg6 al filtro 10 ml de agua estéril libre de nucleasas y se
centrifugd nuevamente en las condiciones descritas previamente. Finalmente se recuperaron

de 200 — 400 pl de proteina PFR dializada y concentrada.

Cuantificacion de la proteina PFR mediante ensayo BCA

La cuantificacion se realiz6 mediante el procedimiento en microplaca empleando el kit
comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific). Partiendo de un stock de BSA de
concentracion 2 mg/ml se realizaron las diluciones estandar de acuerdo con la Tabla 14, se

utilizé agua estéril libre de nucleasas como diluyente.

Tabla 14

Volimenes empleados en las diluciones estandar de BCA

Vial Volumen del Volumen y fuente  Concentracion final
diluyente (ul) de BSA (ul) de BSA (ug/ml)

A 0 300 de stock 2000

B 125 375 de stock 1500

C 325 325 de stock 1000

D 175 175 de la dilucion B 750

E 325 325 de la dilucion C 500

F 325 325 de la dilucién E 250

G 325 325 de la dilucion F 125

H 400 100 de la dilucién G 25

I

400 0 0
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Nota: pl: microlitro; ml: mililitros; pg: microgramo.

La solucién de trabajo se calcul6 en para un total de 10 muestras y 9 estandares de

concentracion por duplicado de acuerdo con la siguiente formula:
Volumen WR requerido = (# estindares + # incognitas) = (#réplicas) * (volumen de WR por muestra)
(Ecuacion 1)
Volumen WR requerido = (9 + 10) = (2) = (200ul) = 7,2 ml

La solucién de trabajo se prepardé mezclando 7,05 ml del reactivo A con 0,15 ml del
reactivo B (50:1). Posteriormente en una placa se agreg6 10 ul de cada uno de los estandares
y muestras a cuantificar por duplicado, seguido de 200 pl de solucion de trabajo, la placa se
mezcld en un agitador de placas digital (Thermo Scientific™ 88880023, USA) a 250 rpm
durante 30 segundos, seguidamente se tapé la placa y se llevé a incubacién a 37 °C por 30
minutos, se dejé enfriar a temperatura ambiente y finalmente se midié la absorbancia a 562 nm

en un lector de placas Multiskan™ GO (Thermo Scientific™, USA)

Westernblot de la proteina PFR purificada
El ensayo de westernblot se llevd a cabo para verificar la presencia de la proteina PFR
purificada y su union a anticuerpos policlonales empleando una muestra de suero de un bovino

positivo a T. vivax. Las soluciones preparadas para el ensayo se muestran en el Anexo 2.

Se realizé un gel de acrilamida en base a las concentraciones descritas previamente en
la Tabla 13. Las muestras de proteina se prepararon en tubos de 200 pl para una masa final de
50 pg y se disolvieron utilizando tampdn de carga Laemmli a concentracion 2X y se corrieron a

120 V durante 1 hora y 30 minutos.
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Transferencia en tanque humedo

La transferencia se realizé utilizando un equipo Mini Trans-Blot® (Biorad), para lo cual
se equilibré el gel corrido previamente, la membrana de nitrocelulosa de dimensiones 8,5 x 6
cm, el papel filtro y las almohadillas en tampdn de transferencia durante 10 minutos.
Posteriormente se procedioé a ensamblar el casete empleando el método del sdndwich para lo
cual se colocé en una superficie limpia la parte gris del casete hacia abajo, encima de ésta se
colocé una almohadilla y luego dos papeles filtros, sobre éstos se coloc6 seguidamente el gel y
finalmente la membrana de nitrocelulosa, se completd el sandwich y se cerré el casete
firmemente. Se coloco el casete en el médulo de transferencia y se corrié a 100 V durante 1
hora y 30 minutos. Para verificar la transferencia se tifié la membrana empleando una solucion
de rojo Ponceau (Sigma Aldrich) durante 10 minutos y se lavé con agua destilada para

observar las bandas de interés.

Inmunomarcaje y revelado

Posterior a la tincion se lavé la membrana con tampdn TBS en agitacion durante 10
minutos y seguidamente se procedid a realizar el bloqueo de la membrana utilizando una
solucién que contenia tampén TTBS y BSA al 5%, este proceso se llevé a cabo con agitaciéon a
temperatura ambiente durante 1 hora, posteriormente se realizaron seis lavados de 5 minutos
cada uno en agitacion constante y utilizando tampén TTBS. Luego la membrana fue incubada
en agitacion a 4 °C durante toda la noche en una solucién de anticuerpo primario que contenia

tampén TTBS, BSA al 3% y suero bovino 1:100.

Al dia siguiente se lavé la membrana con TTBS, y se incubé en oscuridad y agitacion
constante durante 90 minutos en una solucion de anticuerpo secundario que contenia TTBS, y
Anti-bovino conjugado con HRP 1:20000. Para el revelado se utilizé 500 ul de sustrato Clarity ™

Western ECL (BioRad) que se prepar6 en relacion 1:1 (peroxido y luminol), este volumen se



agregod en la membrana y se dejo incubar en oscuridad durante 10 minutos y finalmente se

observé en un equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System (BioRad, CA, USA)

58
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Capitulo IV: Resultados

Estandarizacion del ensayo PFRL-PCR

La estandarizacion del ensayo PCR para la amplificacién del gen que codifica la
proteina paraflagelar de T. vivax se realizd6 empleando gradientes para las variables:
temperatura de hibridacién, concentracion de magnesio, concentracion de la enzima Taq

polimerasa y concentracion de los cebadores.

Para la temperatura de hibridacion se disefié un gradiente partiendo desde 58°C que
fue la temperatura calculada en base a la secuencia de los cebadores PFRL-F y PFRL-R con
incrementos de 2 °C hasta 68 °C, en la Figura 3 se muestran los resultados del gradiente de
temperatura, se puede observar que existe poca presencia de bandas inespecificas en general
y un fragmento esperado de 1500 pb, por otro lado, la temperatura de 62 °C muestra una
banda de mayor intensidad en comparacién con las temperaturas tanto inferiores como

superiores, por lo que fue considerada como la temperatura 6ptima de hibridacién.

Para el gradiente de magnesio (Figura 3B, carril 2), enzima Taq polimerasa (Figura 3C,
carril 2) y cebadores (Figura 3D, carril 4) se seleccionaron las concentraciones de 1,5 mM, 0,5
Uy 0,3 uM; respectivamente, esto debido a que se observé presencia de bandas bien

definidas, sin inespecificidades apreciables y un fragmento de tamafio esperado.
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Figura 3

Gradientes empleados para la estandarizacion de la PFRL-PCR

175 2.0 225 25 CN

2kb

2kb

1kb

1kb

05 04 03 02 CN

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 8 %. Se cargaron 3 pl de muestra en todas las
pruebas y se utilizé en el carril 1 (M) el marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder
(Promega). Figura 3A: gradiente de temperatura, carril 2-6: Temperaturas de hibridacion en ° C.
carril 7: control negativo (CN). Figura 3B: gradiente de magnesio, carril 2-6: concentraciones de
magnesio (MgCl,) en mM. carril 7: control negativo (CN). Figura 3C: gradiente de enzima Taq
polimerasa, carril 2-4: concentraciones de enzima Taq polimerasa (Platinum Tagq DNA

Polymerasa, Thermo Scientific) en U. carril 5: control negativo (CN). Figura 3D: gradiente de
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cebadores, carril 2-5: concentraciones de cebadores PFRL-F y PFRL-R en uM. Carril 6: control

negativo (CN).

La PFRL-PCR se estandarizé con un volumen final de reaccién de 25 pul, que contenian
Buffer - Cl,Mg 1X, CI2Mg 1,5 mM, 0,3 uM de cada cebador, 0,8 uM de dNTPs, 0,5 U de
Platinum Tagq DNA Polymerasa (Thermo Scientific) y 100 pug/ml de ADN. La reaccion térmica se
llevé a cabo en un termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems, USA). Las
condiciones de la PCR consistieron en una desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, alineamiento a 62 °C por 1

minuto y extension a 72 °C por 2 minutos, con una extension final a 72 °C por 10 minutos.

Clonacién
Vector de clonacién

La clonacion inicial que se realizé en el vector de clonacion TOPO-TA (TOPO TA
Cloning® kit, Invitrogen™) con el fin de obtener plasmidos que pudieran utilizarse como
controles positivos en la PFRL-PCR, dio como resultado cuatro colonias positivas que fueron
analizadas mediante PFRL-PCR como se muestra en la Figura 4A, posteriormente se realizé la
extraccion del ADN plasmidico de estas colonias y el producto de la extraccién fue verificado
una vez mas mediante PCR como se muestra en la Figura 4B, con el fin de corroborar la

presencia del gen que codifica la proteina paraflagelar.
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Figura 4

PCR de colonias

M 123 456 789 10CN M 27282930CPCN

r—
. - - -~

2kb Koy

1kb kb —»

Nota: Figura 4A. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega) (M),
carril 2-11: PFRL-PCR de 10 colonias blancas producto del proceso de clonacién. Carril 12:
Control negativo (CN). Figura 4B. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder
(Promega) (M), carril 2-5: PFRL-PCR de los plasmidos extraidos de las colonias (1-4). Carril 6:

control positivo (CP). Carril 7: control negativo (CN).

Estos plasmidos se nombraron posteriormente como “Pla-027” hasta “Pla-030” y se

utilizaron como controles positivos en ensayos posteriores.

Vector de expresion

La clonacion in silico realizada utilizando el programa SnapGene mostré que el
fragmento puede insertarse en sentido o antisentido en el vector pTrcHis2, como se muestra en
la Figura 5, el plasmido producto de la clonacion tiene un tamafio de aproximadamente 5880

pares de bases.



63

Figura 5

Clonacion in silico del gen que codifica la proteina PFR de T. vivax

End Start Start End
(4381) (1) (1) (1500)
Vector Fragment _> Product
< 4380 bp > + 1499 bp ( 5879 bp )
— I (<)
«+«.6CCCTT AGGGC. .. CGGAG...CAGCAA ...GCCCTTCGGAG. ..CAGCAAAGGGC. ..
...CGGGA TTCCCG. .. AGCCTC...GTCGT ...C6GGAAGCCTC. . .GTCGTTTCCCG. ..
5751) Plutl fre promote:
49) Stol D

gene 10 translational enhancer
/BS
Neol (411
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3671) Nsil
4647) MauBl

al - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Xhol (154

) PHFL - Tth1111
1455) BstZ171 -
13) Ndel

1224) Peil
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Nota: Se observa el tamafio del vector (4380 pb) y el tamafio del fragmento (1499 pb), asi
como el tamafio del plasmido ensamblado luego de la insercién del gen de interés, éste se

observa en color rojo. Realizado en SnapGene.

Para determinar los tamafos de fragmentos que se obtendrian mediante analisis RFLP,
se escogio la enzima EcoRYV ya que ésta genera un Unico corte en el interior de la secuencia de
interés asi como en el vector, produciendo dos fragmentos que van a variar en funcion del
sentido de insercion del gen de interés, como se muestra en la Figura 6, cuando el gen se ha
insertado en sentido de codificacion de la proteina, la enzima produce dos fragmentos de 1123
pb y 4757; por otro lado en la Figura 10 se observa el plasmido generado producto de la

insercién del gen de interés en el sentido inverso, cuyos cortes con la enzima generan dos

fragmentos de 1839 pb y 4041 pb.



Figura 6

Plasmido en fase de codificacion de la proteina PFR
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Nota: Se muestra en color marrén la enzima EcoRV donde se realizaran los cortes que generan

los fragmentos del tamafio mostrado en flechas celestes. Realizado en SnapGene.
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Figura 7

Plasmido fuera de fase de codificacion de la proteina PFR
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Nota: Se muestra en color marrén la enzima EcoRV donde se realizaran los cortes que generan

los fragmentos del tamafio mostrado en flechas celestes. Realizado en SnapGene.

La clonacién en células E. coli IM109 se realiz6 empleando el vector de expresion
pTrcHis2 TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen). En base a la Figura 8 se verifico la presencia
del gen de interés en 9 de 20 colonias sometidas a PCR, se observo la presencia de bandas de
un tamafio aproximado de 1,5 kb, sin embargo, como se puede observar en la misma figura, en
las colonias 14, 15, 16, 17 y 19 la banda presente tiene una intensidad muy baja, por lo que no
fueron consideradas para el proceso de extraccion de plasmido, que se realizé Unicamente en

las colonias 2, 4, 5y 8 y se nombraron como “Pa-034" hasta “Pa-038", respectivamente.
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Figura 8

PCR de colonias de células transformadas de E. coli IM109

4 5 67 8 9 10-11
r e €2 e

1213 14 15 1617 18 19 20'CP CP CN

Nota: Carril 1: marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega) (M), carril 2-21:
PCR de 20 colonias producto del proceso de clonacion, carril 22: control positivo (CP),
plasmido 27 diluido 1/20, carril 23: control positivo (CP), plasmido 28 diluido 1/20, carril 24:

control negativo (CN).

Luego de la extraccion de plasmido, se comprobd mediante PFRL-PCR la presencia del
gen de interés (Figura 9A) y posteriormente se realiz6 un analisis RFLP utilizando la enzima
EcoRV, en la Figura 9B se presentan los resultados de la digestién, en donde se observa que
los plasmidos 34 y 35 producen dos fragmentos de aproximadamente 4750y 1120 pb que
concuerdan con los resultados in silico obtenidos cuando el gen de interés se ha insertado en
fase de codificacion de la proteina; por su parte los plasmidos 36 y 37 presentan dos
fragmentos de aproximadamente 4040 y 1840 pb, que son consistentes con la insercién del

gen de interés en el sentido inverso al esperado.
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Figura 9

PFRL-PCR de plasmidos y analisis por enzimas de restriccion

Nota: Figura 9A. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega) (M),

carril 2-5: PFRL-PCR de los plasmidos 34, 35, 36 y 37, correspondientes a las colonias 2, 45y
8. Carril 6: control positivo (CP), plasmido 27 diluido 1/20. Figura 9B. Carril 1: marcador de peso
molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega) (M), carril 2-5: digestion enzimatica (EcoRV) de los

plasmidos 34, 35, 36 y 37, correspondientes a las colonias 2,45y 8.

Los dos plasmidos en fase generados producto de la clonacién en las células E. coli
JM109 y cuyas concentraciones fueron de 212,65 y 207, 65 ng/ul, se utilizaron para transformar
las células de expresion E. coli BL21 como se describié previamente en la metodologia, en la
Figura 10 se muestran los resultados de la PCR de colonias realizada a 5 colonias
transformadas con el plasmido 34 y 5 colonias con el plasmido 35, se puede observar que el
gen de interés se encuentra presente en ambas transformaciones, por lo que se utilizaron

posteriormente estas bacterias para el proceso de expresion.
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Figura 10

PCR de colonias Unicas de bacterias transformadas de E. coli BL21

M 12 3 4 56 7 8 9 10 CPCN
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Nota: Carril 1: marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega) (M), carril 2-6:
PCR de colonias BL21 transformadas con el plasmido 34, carril 7-11: PCR de colonias BL21
transformadas con el plasmido 35, carril 12: control positivo (CP), carril 13: Control negativo

(CN).

Obtencién de la proteina recombinante PFR

La expresion se realizé en bacterias transformadas de E. coli BL21 agregando IPTG a
una concentracion final de 1 mM. Los resultados del andlisis mediante electroforesis SDS-
PAGE mostraron que la proteina PFR se expresé de manera intracelular formando cuerpos de

inclusion.

Determinacion del peso molecular de la proteina

El peso molecular de la proteina expresada se calculé utilizando el valor de distancia de
migracion relativa (Ry) de los estandares de peso molecular del marcador Precision Plus Protein
Dual Color Standards (BioRad), generando una curva de calibracion que arroj6é un peso

molecular aparente de 64 kDa para la proteina PFR como se muestra en la Figura 11, el cual
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difiere en 4 kDa con el valor tedrico calculado mediante la herramienta Compute pl/Mw que fue
de 60 kDa. En el carril 10 se observa el perfil protéico de las bacterias E. coli BL21 sin

transformar como control negativo.

Figura 11

Efecto de la incubacion post-induccion en la expresion de la proteina PFR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Proteina PFR 64 kDa

Control negativo

~37

25
20

Std

Nota: Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards
(BioRad), carril 2-9: Sedimento de 1 ml de cultivo tomado a la 0(ho), 1(h1), 2(h2), 3(hs), 4(ha),
5(hs), 6(he) y 24(h24) horas post-induccién, respectivamente. carril 10: Control negativo, E. coli

BL21 no transformadas.

Optimizacién post-induccion
La optimizacion de la incubacién posterior a la induccion indicé que los niveles

maéaximos de rendimiento y cantidad relativa de la proteina PFR fueron alcanzados a las 5 horas

de haber inducido la expresién, (Figura 11y Tabla 14).
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Tabla 15

Efecto del crecimiento post-induccion sobre la densidad celular y la cantidad relativa de

proteina PFR.

Tiempo transcurrido post- Densidad celular post- Cantidad relativa de la
induccion (h) induccion (ODso) banda
0 0,6 -
1 1,285 0,580
2 1,461 1
3 1,598 1,366
4 1,621 1,051
5 1,672 1,553
6 1,661 1,3872
24 1,652 -

Nota: h: horas; ODego: absorbancia a 600 nandmetros

El andlisis del crecimiento celular post-induccion en relacién con el tiempo que se
muestra en la Figura 12 indica que existe un incremento en la densidad celular hasta 5 horas
después de la induccion, posteriormente se puede observar que el ODsoo Se mantiene
constante hasta 24 horas después, indicando que las bacterias han llegado a su fase de

crecimiento estacionario.
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Figura 12
Densidad celular post-induccién de expresion
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Nota: Representacion grafica de la fase de crecimiento exponencial y estacionaria en unidades
de densidad celular de bacterias transformadas de E. coli (BL21) hasta 24 horas de incubacion

a 250 RPMy 37 °C después de la induccién de expresion.

El analisis del crecimiento celular post-induccién en relacion con el tiempo gue se
muestra en la Figura 12 indica que existe un incremento en la densidad celular hasta 5 horas
después de la induccion, posteriormente se puede observar que el ODsoo Se mantiene
constante hasta 24 horas después, indicando que las bacterias han llegado a su fase de

crecimiento estacionario.

Comparacion del rendimiento de lisis bacteriana

Para liberar la proteina expresada en cuerpos de inclusion, se prob6 dos tipos de lisis,
utilizando un tampoén Tris-EDTA-Sucrosa (TES) y uno a base de urea, en la Figura 13 se
muestra los resultados de la lisis celular mediante analisis por electroforesis vertical de los
sobrenadantes obtenidos luego del proceso de lisis celular, se observa que el tampdn a base

de urea logré recuperar mayor cantidad de proteina recombinante PFR en comparacion con el
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tampdn TES. En la recuperacion de la proteina PFR empleando tampdén urea se obtuvo

rendimientos de 137,83 + 7,07 mg de PFR por / L de cultivo.

Figura 13

Lisis celular con tampén TES y urea

|

]

W [le—— Proteina PFR
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Nota: Carril 1: lisis bacteriana con tampdn TES, carril 2: lisis bacteriana con tampén urea. Se

observa mayor recuperacion de proteina empleando el tamp6n urea.

Purificacién y analisis de pureza

El proceso de purificacion se realiz6 mediante cromatografia de afinidad empleando una
resina cargada con niquel, la resina fue equilibrada mediante dos volimenes de tampén de
unién a un pH de 7,8 y posteriormente se agreg6 un volumen de lisado bacteriano que contenia
la proteina recombinante PFR y se encontraba al mismo pH, posteriormente se realizaron
lavados a pH 6 y 5,3; finalmente la proteina fue eluida en un volumen de tampén de elucién a
pH 4. En la Figura 14 se observa que los lavados a pH 6 y 5,3 eliminan ciertas proteinas no
especificas en el proceso de purificacion, ademas también se puede observar que la proteina
de interés no es eluida durante estos lavados, también se puede observar que a pH 4 la
proteina PFR se eluye completamente, sin embargo, se observa presencia de otras bandas
inespecificas que no fueron eliminada en los lavados previos. El analisis del porcentaje de

pureza para la proteina de acuerdo con el software Image Lab fue de 30,7 %.
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Figura 14

Purificacién de la proteina recombinante PFR

6

-| <—— Proteina PFR 64 kDa

Nota: Carril 1y 2: lavados a pH 6, carril 3 y 4: lavados a pH 5,3, carril 5, proteina eluida y

concentrada mediante filtracion centrifuga.

Con la finalidad de mejorar el proceso de purificacion y disminuir la cantidad de proteinas
inespecificas presentes, se probd agregar una concentracion baja de imidazol (30 mM) al
tampoén de unién y al lisado bacteriano, manteniendo idénticas las demas condiciones del
proceso. En la Figura 15 se observa que la purificacion empleando pequefias cantidades de
imidazol logré reducir el nimero de bandas inespecificas obteniéndose una proteina con un

porcentaje de pureza del 75,3 %.



74

Figura 15

Purificacion de la proteina recombinante PFR empleando 30 mM de imidazol
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Nota: Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards
(BioRad), carril 2, lisado bacteriano que se corrié como control positivo del proceso de
expresion, carril 3: proteina PFR purificada con 30 mM de imidazol y concentrada mediante

filtracion centrifuga, carril 4: control negativo, E. coli BL21 no transformadas.

Cuantificacion de la proteina PFR y rendimientos de purificacion

La proteina PFR fue purificada mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA y
posteriormente diélisis y concentracion empleando filtracion por centrifugacion, en la Tabla 16
se muestran las concentraciones obtenidas del proceso de cuantificacion, asi como sus

respectivos rendimientos en relacion con la masa.



Tabla 16

Concentracion y rendimiento de la proteina PFR

75

Etapa de purificacion Concentracion proteina

Rendimiento (mg/ L de

PFR (mg/ml) cultivo)
Cromatografia de afinidad 0,14 £ 0,01 28
Filtracion por centrifugacion 0,25+ 0,01 15

Nota: mg: miligramos; ml: mililitros; L: litros

Westernblot

Una vez purificada la proteina PFR, se realizé un analisis de interaccion antigeno-

anticuerpo empleando la técnica inmunolégica Westernblot, para la cual se empleé como

anticuerpo primario una muestra de suero bovino positivo para T. vivax mediante PCR. Como

se aprecia en la Figura 16, existe interaccion entre la proteina recombinante PFR (antigeno)

frente al suero bovino (anticuerpo), sin embargo, también se observa la presencia de otras

bandas que interaccionan en la banda del lisado, esto corresponderia a proteinas

pertenecientes al huésped de expresién E. coli BL21.
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Figura 16

Ensayo westernblot de la proteina PFR
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Nota: Carril 1: marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards
(BioRad), carril 2, lisado bacteriano que se corrié como control positivo del proceso de
expresion, carril 3-5: proteina PFR purificada con 20 mM de imidazol y concentrada media5nte
filtracién centrifuga, carril 6: extracto crudo del parasito Trypanosoma evansi, se empleé como

control positivo del ensayo.
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Capitulo V: Discusién
En el presente estudio, se realizo la estandarizacion de una PCR para la amplificacion
del gen que codifica una proteina paraflagelar perteneciente al hemoparasito Trypanosoma
vivax, para lo cual se analizaron las variables de temperatura de hibridacién, concentracion de
magnesio, Taq polimerasa y cebadores, que de acuerdo con Cha & Thilly (1993) intervienen en
la especificidad y sensibilidad de la PCR, ademés Lorenz (2012) menciona que de todas las
variables a considerar que afectan la rigurosidad de un ensayo PCR, las dos primeras variables

previamente mencionadas podrian resolver la mayoria de los problemas de amplificacion.

La temperatura de hibridacion 6ptima esta relacionada con la especificidad de la PCR,
por lo que es importante determinarla (Kramer & Coen, 2002), partiendo de una T, de 58°C
calculada mediante bioinformética se realizé un gradiente de temperatura con incrementos de 2
°C, en los resultados mostrados en la Figura 3A se observa que a una temperatura de 62 °C
existe menor presencia de bandas inespecificas y una banda mas prominente, de acuerdo con
Innis et al. (2012) las temperaturas de hibridaciéon que se encuentran en un rango de 55 a 72 °C
generalmente obtienen mejores resultados, ademas también se menciona que aumentar la
temperatura de hibridacion, como se realizé en el presente estudio, evita la unién de cebadores
de forma inespecifica y reduce la extensién incorrecta de nucleétidos en el extremo 3" de los

cebadores.

El magnesio actia como cofactor de la enzima Taq polimerasa y regula su actividad,
generalmente su concentracion 6ptima varia entre 0,5 hasta 3,0 mM (Rumsby, 2006), en este
trabajo se partié de una concentracion de 1,5 hasta 2,5 mM para determinar la mejor
concentracion de magnesio, los resultados de la Figura 3B mostraron que la concentracion
Optima de magnesio fue de 1,5 mM, ya que en comparacion con la concentracion de 2,5 mM se
observa una reduccion significativa en la cantidad de bandas inespecificas, esto debido a que

como se ha mencionado previamente, concentraciones altas de magnesio favorecen la
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estabilidad de cebadores permitiendo que se adhieran de forma incorrecta en el ADN templado
mientras fomenta la unién de la enzima a la plantilla del cebador que da como resultado una
acumulaciéon de productos amplificados no especificos, por lo que disminuye la especificidad y
aumenta la sensibilidad de la PCR (Bartlett & Stirling, 2003; Michael Innis & Gelfand, 1999;

Lorenz, 2012).

El gradiente de concentracion de enzima Taq polimerasa se realizé con el fin de
optimizar la cantidad que se utiliza por reaccién, manteniendo la concentracion de magnesio
estandarizada previamente. De acuerdo con Innis et al. (2012) la concentraciéon éptima de
polimerasa esté entre 0,5y 2,5 U por 100 ul de reaccién mientras que otros autores como (Van
Pelt-Verkuil et al. (2008) mencionan una concentracion 6ptima de 0,5 a5 U por 100 pl de
reaccion térmica, en este estudio se prob6 un gradiente de 0,5 hasta 1 U de enzima para un
volumen final de 25 pl de reaccién, los resultados mostrados previamente en la Figura 3C
muestra que no existe diferencias entre las concentraciones analizadas, es decir que la
intensidad de la banda se muestra igual, por lo que se escogi6 la menor concentracion de Taq
polimerasa, otros estudios de optimizacion de la enzima polimerasa como el realizado por Saiki
(1989) presentan un gradiente que va desde 8 hasta 0,25 U y se puede apreciar la diferencia
en las cantidad de producto amplificado, por lo que en este caso seria recomendable ampliar el

rango del gradiente utilizado.

La concentracion 6ptima de los cebadores esta en el rango de 0,1 a 0,5 pM, por lo que
para estandarizarla se realizé un gradiente desde 0,2 hasta 0,5 uM como se observo en la
Figura 3D, las concentraciones de 0,2 y 0,3 uM mostraron una disminucion de bandas
inespecificas en comparacion con las més altas, por lo que se escogié la concentracion de 0,3
UM como estandar para la PCR, los resultados de este gradiente son consistentes con lo
descrito por Innis et al. (2012) y Bartlett & Stirling (2003), quienes mencionan que una

concentracion elevada de cebadores conduce a una unién no especifica y acumulacion de
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productos inespecificos, ademas, podria incrementar la unién entre cebadores que a su vez
producen dimeros de cebadores mejor conocidos como “primer-dimers” como subproductos de

la reaccion térmica.

De acuerdo con Cha & Thilly (1993) cuando el producto amplificado contiene como
Unica banda el producto deseado, no es necesario realizar una purificacién posterior, los
resultados del proceso de estandarizacion de la PFRL-PCR en el presente trabajo mostraron
una banda Unica de 1500 pb que concuerda con el tamafio esperado, debido a esto se

procedio a realizar la clonacion utilizando este producto de PCR.

Inicialmente se realiz6 el proceso de clonacién en el vector TOPO-TA y se confirmé
mediante PCR de colonias la presencia de un fragmento de 1500 pb de acuerdo con la
herramienta MW Analysis Tool del programa Image Lab (Biorad), el plasmido producto de la
clonacién se usé posteriormente como control positivo. Para la clonacién en el vector de
expresion se utilizaron en primera instancia las células E. coli IM109 ya que poseen actividad
endonucleasa (endA-) negativas, lo que evita la pérdida del plasmido por degradacion y mejora
la calidad del ADN plasmidico (Hanahan et al., 1991), esto permitié confirmar la presencia de
dos colonias en donde se habia insertado el gen de interés en la orientacion correcta utilizando
analisis RFLP en los plasmidos extraidos como se describe en Ausubel et al. (1994) mediante
la seleccion de una enzima de restriccién (EcoRV) que corté una vez en el vector y una vez en
el gen insertado, los resultados de este procedimiento se mostraron en la Figura 9B
obteniéndose dos fragmentos esperados de aproximadamente 4700y 1120 pb. Otros estudios
de expresion de proteinas recombinantes han utilizado secuenciacion con la finalidad de
identificar el gen amplificado y su correcta insercion en un vector de expresion (Clark et al.,
2005; Maharana et al., 2018). La transformacion en las bacterias de expresion E. coli BL21
(DE3) se logro utilizando 10 ng ADN plasmidico (“Pa-34 y Pa-35”) y se confirm6 mediante PCR

de colonias como se mostro en la Figura 10, ademas, se pudo corroborar lo mencionado por
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Green & Sambrook (2012) respecto a que la eficiencia de la transformacion mejora al utilizar un

ADN plasmidico en lugar de una mezcla de ligacién (resultados no mostrados).

E. coli es el huésped de expresion favorito para la produccion de proteinas
recombinantes, debido a su facil manipulacion genética, rapida expresion y costos bajos de
cultivo (Francis & Page, 2010; Yin et al., 2007), la cepa E. coli BL21 (DE3) se escogi6 para la
expresion de la proteina PFR debido a que ademas de las caracteristicas previamente
mencionadas, posee disminucién de produccién de acetato, deficiencia de proteasas que evitan
la degradacioén, reduccién de produccidn basal, entre otras que la hacen ideal como huésped

de expresion (Rosano & Ceccarelli, 2014).

Los resultados de la expresion de la proteina PFR mostraron que ésta se expresa en
forma de cuerpos de inclusién y no de forma soluble, de acuerdo con Choi et al. (2006) cuando
la proteina de interés se expresa en el citoplasma en niveles elevados, se producen cuerpos de
inclusion debido a la acumulacién de proteinas desplegadas. En un estudio realizado por Kane
& Hartley (1988) se analizaron algunas factores que podrian llevar a la formacion de cuerpos
de inclusion, sin embargo, se concluy6 que no es posible generalizar o predecir qué tipos de
proteinas llevarian a su formacién, ya que no se observé relacién entre el origen, hidrofobicidad
de la proteina diana o el promotor empleado. Por su parte, otros estudios en donde se analizd
el tamafio de la proteina expresada sugieren que la probabilidad de formar cuerpos de inclusion
aumenta con el tamafio de la proteina, especialmente cuando ésta supera los 60 kDa (Canaves
et al., 2004; C. S. Goh et al., 2004), ya que el tamafio de la proteina obtenido en el presente
trabajo es de 64 kDa, podria considerarse esta caracteristica como un factor que favorece su
insolubilidad. Existen varias estrategias en cuanto a la adaptacion del medio de cultivo que
podrian favorecer la expresion de una proteina soluble, se ha observado que la reduccion de la
temperatura 6ptima de crecimiento en E. coli (37 °C) hasta un rango de 15-20 °C produjo

proteinas solubles y con alta actividad enzimatica (Shirano & Shibata, 1990; Yang & Zhang,
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2013), otros estudios como los realizados por Donovan et al. (1996) han concluido que la
reduccion de la tasa de expresion mediante la disminucién de la concentracion de IPTG
permite el correcto plegamiento de las proteinas recombinantes y su consiguiente expresion en

forma soluble.

Como se habia mencionado previamente en los resultados, el tamafio de la proteina
PFR obtenida (64 kDa) es 4kDa mayor al esperado (60 kDa), que fue calculado en la
herramienta Compute pl/Mw; sin embargo, hay que destacar que este céalculo tebrico se realizé
Unicamente en relacién al nUmero de aminoacidos que se codifican con el gen de interés, en
este sentido es importante tomar en cuenta que el vector empleado para la expresién posee
dos etiguetas Myc-tag y His-tag con pesos moleculares de 1,6 y 2,5 kDa (Booth et al., 2018;
Piedras et al., 2000), respectivamente; que permiten la caracterizacion y purificacion de la
proteina en pasos posteriores, y que juntas suman ~4 kDa, explicando el incremento
encontrado en el peso molecular final de la proteina PFR. En un estudio realizado por Goh et
al. (2011) en donde se empled el mismo vector (pTrcHis2-TOPO) para la produccién de una
proteina de 43 kDa del virus M. rosenbergii se reportd un peso molecular final de 46 kDa cuyo

incremento también fue atribuido a la presencia de las etiquetas Myc y His-tag.

La recuperacion de la proteina PFR mediante lisis bacteriana utilizando un tampén TES
en condiciones nativas fue inferior a la observada al utilizar el tampén urea 8M en condiciones
desnaturalizantes (Figura 11), Ghamghami et al. (2020) demuestran la eficienca del tampon
TES cuando la proteina se localiza en el periplasma, debido a esto se presume que la proteina
se encontraba expresada en el citoplasma bacteriano por lo que el uso de condiciones
desnaturalizantes resulté en un mejor enfoque al ser el tampoén urea 8M un clasico
desnatruralizante de proteinas que ha se ha empleado ampliamente en lisis bacteriana 'y en
procesos de purificacion mediante cromatografia de afinidad sin generar interferencias (Crowe

et al., 1994; Prakash et al., 1981).
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En el proceso de expresion de la proteina PFR se alcanzé su maximo rendimiento 5
horas después de la induccion, esto se pudo verificar mediante un analisis de densitometria
(cuantificacion relativa) utilizando el software Image Lab, el cual arrojé un valor de 1,55, de
igual forma la densidad celular medida a 600 nm alcanzé su maximo valor (1,67) a las 5 horas
de induccion, luego de lo cual entré en fase de crecimiento estacionario ya que su valor no
incremento6 hasta 24 horas después (Figura 13), estos resultados concuerdan con el estudio
realizado por Yildir et al., (1998) en donde se demostré que el nivel de induccion de la proteina
recombinante aumenta hasta la fase exponencial mientras que se reduce en la fase de
crecimiento estacionario. Otros estudios realizados en la expresion de la proteina paraflagelar 1
(PFR1) y 2 (PFR2) de Trypanosoma evansi mostraron tiempos éptimos de post-induccién de 5
y 6 horas respectivamente (Abdille et al., 2008; Maharana et al., 2018), concordando con el

tiempo Optimo obtenido en el presente trabajo.

La purificacién de la proteina PFR que se realiz6 empleando cromatografia de afinidad
Ni-NTA seguida de dialisis y concentracion utilizando filtracion por centrifugacion mostré
inicialmente un pureza del 30,7% analizado mediante el software Image Lab, se pudo observar
la presencia de bandas que se copurificaron (Figura 14), Crowe et al., (1994) mencionan que
en el proceso de purificacion de proteinas expresadas en E. coli normalmente existe presencia
de proteinas que se han unido de forma inespecifica a la resina debido a la formacién de
enlaces disulfuro o proteinas que contienen mas de dos residuos de histidina. Por su parte
estudios realizados por Bornhorst & Falke (2000) muestran que concentraciones bajas de
imidazol de hasta 40 mM, aplicado al tampdn de unién y muestra a purificar, podria reducir la
union de proteinas inespecificas en el proceso y por lo tanto generar una proteina con mayor
grado de pureza, en base a estos resultados se probé la aplicacion de 30 mM de imidazol en

un proceso de purificacion posterior (Figura 15) y se observé una disminucién sustancial de las
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bandas inespecificas y un incremento mayor al doble en el porcentaje de purificaicon final que

fue del 75,3 %.

La purificacién mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA presenta varias ventajas, la
etiqueta de seis residuos de histidina que se agrega a la proteina tiene un peso molecular muy
bajo y una carga neutra, evitando asi interaccion en el proceso de plegado ademas de no
interferir con la estructura protéica y su funcién bioldgica (Carson et al., 2007), presenta
compatibilidad con tampones desnaturalizantes (Hochuli et al., 1988); como es el caso del
tapdén urea 8M aqui empleado y se puede realizar de forma exitosa en un solo paso debido a su
relativamente alta afinidad y especificidad a la etiqueta de histidinas (Spriestersbach et al.,
2015). Por otro lado, una de las principales desventajas encontradas en el proceso de
purificacién empleando esta metodologia es la presencia de bandas inespecificas, como se
pudo observar en los resultados previos (Figura 14), sin embargo este problema puede
solventarse mediante varias estrategias que incluyen: incrementar la concentracién de sal
(NaCl) hasta 2 M, incluir imidazol de 20-40 mM en el tamdn de unién o adicionar
concentraciones bajas de detergentes (Block et al., 2009), sin embargo, se considera que una
de las estrategias mas importantes a emplear para evitar las uniones inespecificas residen en
el correcto ajuste de la cantidad de proteina a purificar que existe en la muestra frente al

volumen de resina Ni-NTA utilizada (Graslund et al., 2008).

Los resultados de la cuantificacién que se muestran en la Tabla 16 evidencian que el
proceso de dialisis y concentracion empleando filtracion por centrifugacion disminuye el
rendimiento de la masa de proteina obtenida, de 28 a 1,5 mg/ L de cultivo, esto debido a que el
volumen final obtenido luego de la cromatografia de afinidad es de 10 ml, comparado con los
0,3 ml obtenidos al someter esta muestra a dialisis, de acuerdo con Phillips & Signs (2004) el

intercambio de tampdn o eliminacion de sales también se puede lograr empleando una bolsa
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de didlisis estandar, sin embargo, este proceso también supone pérdidas de volumen de hasta

el 50%.

El ensayo inmunoldgico de westernblot se realizé empleando 5 ul de proteina PFR
purificada, frente a un suero bovino positivo a T. vivax, como se muestra en la Figura 16, en los
los carriles P1, P2 y P3 se observa una banda de 64 kDa consistente con la proteina
expresada, estos resultados son consistentes con estudios realizados previamente, en donde
se han detectado bandas de 66 y 64 kDa al exponer extractos crudos de T. vivax frente a
sueros bovinos positivos al mismo hemoparasito (Bolivar et al., 2007; Ramirez-Barrios et al.,
2015) y sugieren que la proteina PFR obtenida en el presente estudio es antigénica por lo que

su utilidad como método diagnéstico podria ser evaluada en estudios posteriores.
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Capitulo VI: Conclusiones
La temperatura de hibridacion y la concentracion de magnesio resultaron ser las
variables mas relevantes en la estandarizacion de la PFRL-PCR, ajustandose a una
temperatura de 62 °C y 1,5 mM; y generando una banda esperada de 1500 pb sin presencia de
bandas inespecificas. Otras variables que se consideraron como la concentracién de enzima
Taq polimerasa se estandariz6 a 0,5 U, mientras que la concentracion de cebadores a un valor

de 0,3 uM.

La correcta insercion del gen de interés en el vector de expresion se pudo comprobar
mediante analisis RFLP empleando el plasmido de bacterias transformadas de E. coli IM109 y
mostré dos fragmentos de 4700 y 1120 pb, por otro lado, la transformacion en las bacterias de
expresion E. coli BL21 (DE3) se logré empleando 10 ng del plasmido en lugar de una mezcla

de producto de ligacion.

La expresion de la proteina PFR se dio en forma de cuerpos de inclusién que se lisaron
empleando condiciones desnaturalizantes con urea 8M, la cantidad relativa maxima de proteina
generada fue de 1,55y se logré a las 5 horas post-induccién. El analisis del peso molecular de
la proteina empleando una curva de calibracién mostré un valor de 64 kDa, que concuerda con
el tamafio esperado al sumarse las etiquetas Myc y His-tag presentes en el vector de

expresion.

El uso de 30 mM de imidazol en el tampdn de unién y lisado bacteriano en la
cromatografia Ni-NTA increment6 el porcentaje de pureza de la proteina PFR de 30,7% a
75,3%. El ensayo westernblot permitio identificar una banda de 64 kDa contra un suero positivo

a T. vivax, por lo que se presume que existe reaccion antigeno-anticuerpo.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Pese a que el andlisis RFLP permite identificar de forma robusta el tamafio de la
secuencia y si ésta fue insertada en la orientacion correcta en el vector de expresion, es
recomendable complementar este analisis mediante secuenciacion que permita el analisis del

producto amplificado.

Se recomienda reducir la temperatura a un rango de 15-20 °C u optimizar las
concentraciones de IPTG en el proceso de expresion de la proteina ya que podria favorecer la

liberacién de la proteina en el medio de cultivo; evitando la lisis bacteriana.

En el proceso de purificacién, incrementar la concentracion de sal hasta 2 M, adicionar
concentraciones bajas de detergentes y estandarizar la relacién entre el volumen de resina Ni-
NTA frente a la cantidad de proteina en la muestra a purificar son estrategias que se deberian

emplear para mejorar aln mas el porcentaje de pureza de la proteina PFR.

La eliminacién de sales producto del proceso de lisis podria realizarse empleando una
bolsa de dialisis en lugar de filtracién con centrifugacién para disminuir la pérdida de masa

producido.

Dado que los resultados mostrados sugieren que la proteina PFR es antigénica, se
recomienda analizar esta propiedad mediante estandarizacion de ensayos inmunol6gicos como

Westernblot o ELISA.
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