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Toxoplasma gondii

Alimentos
contaminados

Carne mal
cocida o cruda

Formas de contagio

Congénita

Encefalopatia

Problematicas

Retinocoroiditis

(Attias et al., 2020), (Dubey, 2008), (Paredes-Santos et al., 2012).

Introduccion
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Taquizoitos

Bradizoitos y Quistes
Tisulares
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Huéspedes intermediarios

Proteinas micronemales (MIC)
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Rol central de las MICs |ntr0dUCCién
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Acoplamiento > Senfializacion > Adhesion >

(Lebrun et al., 2020), (Matthiesen et al., 2003), (Soldati et al., 2001).
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Caracteristicas moleculares de la proteina MIC3 Introduccidn

» Conoide 1080 \J
Anillo apical pb

MICs

T ROP
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Membrana
plasmatica

GRA 40 kDa \ _, Digestion proteolitica
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(Cérede et al., 2002), (Wang & Yin, 2015)



Tecnologia Proteinas recombinantes Intro d Uucc I (') N

— ori — affinity tags selectionmarker <+ [ Sistemas de expresion ]
I_ * pMEBL (15 — 60 copies) I * Paptide tags (poly-Arg-, FLAG-, * Antibiotic resistance (Amp,
* ColEl (15— 20 copies) I pnly-l'lig c-Mye-, $-, Strep |l-tag) Cm, Tet, Kan, etc.)
* pUC(pMB1 derivative, S00
=700 copies) * Fusion partners (MBP, NusA, Trx, * Plasmid addiction systems
*plSA (10-12 copies) GST, ubiquitin, SUMO, FhE)
+ pSC101 (<5 copies) BaCterlaS
I_mﬂterl |—~ codingsequence for terminator Levaduras
 lac / locUVS tag removal
* tac [ tre )
« 17/ T /lac 'E:‘*”:;'i“““ [ _ _
L oroPuo/ rhoPus Mo Baculovirus/ Células de insectos
*pL/p
ool *TEV \
| Libre de | Mamiferos
- contaminantes L
= Isoformas ‘TQ?< Libre de células
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Formulacion del problema

Justificacion del problema

- Prevalencia superior al 60 %
Segunda causa de muerte por ‘
enfermedades trasmitidas por alimentos

* 327 muertes en los EE.UU

- Prevalencia entre el 40-60%

Estado global de la seroprevalencia de Toxoplasma gondii Prevalencia entre el 20-40%

- Prevalencia entre el 10-20%

- Prevalencia <10 %.

Ausencia de datos
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(Abbas, Lichtman, y Pillai, 2020) (Dingman & Balu-lyer, 2019) (De Groot y Scott, 2007) (Colque, 2014)




Objetivos

Objetivo General Objetivos Especificos
[
Obtener y purificar la proteina MIC3 de Expresar la proteina recombinante MIC3 de Toxoplasma
Toxoplasma gondii. gondii en Escherichia coli BL21, mediante el uso del
sistema pET por induccion de IPTG para el control de su
produccion.

Purificar la proteina recombinante MIC3 de
T} Toxoplasma gondii mediante cromatografia de
\ afinidad en columnas de niquel con el fin de
concentrar y estabilizar el producto conservando su
potencia y actividad.

Aplicar la técnica de electroforesis SDS-PAGE a fin de
verificar la presencia de la proteina recombinante MIC3
producida por Escherichia coli BL21

* El sistema procariota de Escherichia coli BL21 permite obtener proteina
recombinante MIC3 y posteriormente purificar mediante cromatografia

de afinidad. {\.) E S p E
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Obtencién del plasmido y comprobacion

W A
., ) ~ —
LABORATORIO U S ¢ Purificacion del plasmido E. coli JM109

DE INMUNOLOGIA Y VIROLOGIA
= . PureYieldTM . H -

2mLLB Incubacioén Plasmid @ i @

20uL toda la noche Miniprep u t W

ampicilina 37°C System Vv v v

25 uL glucosa 200 rpm (Promega) Lisado Lavado Elucion
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100 ulL tampén lisis de endotoxinas
350 uL solucién .
neutralizante x x Incubacién‘
: 1 min

@ f._-) S &37*@

*————— Promotor T7 Nt} <X )
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Corte con enzima de restriccion EcoRV

S s :._: V) 4 Clonacién

Master mix  Incubacién Inactivacion Gel de UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
37°C 65°C agarosa S ADo: INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
2h 15 min




Expresion de la proteina MIC3 en E. coli BL21 ‘

Estandarizacion de [IPTG]

OED T=1%%
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Expresion de la proteina MIC3 en E. coli BL21

Western Blot

Lisado
/"’ o
2mLLB
20 ul ampicilina
25 ul glucosa 37°C ] Incubacion
200 rpm ] 250mLLB 37°C
500 ul ampicilina 200 rpm

k{z"!llll![cl.lln i

-

SDS-PAGE

i Tranferencia
Producto de lisis 9% separacion membrana de
4% concentracion nitrocelulosa
@ DAL
Ac.
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Incubacion 5% BSA 25A
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Purificacion de la proteina MIC3 en E. coli BL21

Materiales y métodos

Cromatografia de intercambio iénico Sefarosa Fast Flow

Cromatografia de afinidad de nigquel HisTrapTM HP de 1mL

(1) Equilibrar resina (2) Cargar muestra objetivo  (3) Gradiente de elucién (4) Elucién final de proteina

A A > A
Buffer de Muestra+Buffer Buffer (Tris HCI Buffer de
equilibrio (Tris de equilibrio 20mM 0.1-0.5M elucion
HCl 20mM) NaCl)
Proteina con
carga (-) unida s
Resina Muestra :: S esina 6oR Resina
equilibrada Heterogénea ot carga (+) usada
p— T, i
L == &==—= : > G5 -===2 objetivo
\ en resina muestra
- ) “
| T : o0 -« | : ™ 0/14—/ ::4—/
(] e _
a0 a e

Creado en BioRender

(1) Equilibrar resina (2) Cargar muestra (3) Lavados de columna (4) Elucién de proteina
Buffer de elucion A:
Fosfato de Sodio 20mM

NaCl) 500mM imidazol

Buffer de union: Fosfato Muestra+Buffer Buffer de union 500mM
de sodio 20mM NaCl de union
' 500mM, imidazol 30mM) r 2 -
el el Buffer de elucion B:
| Fosfato de Sodio 50mM
| NaCl 300mM imidazol
| 250mM
— S —
w Proteina
I marcada con
‘ Resina Mue st cala de histidina Resma
equilibrada Heterogénea usada
‘ . ~‘ .
= P Impurezas e Impurezas Proteina
S = ) noretenidas =S dela objétivo
\ en resina | muestra
/1 \‘ o 3 4 :
:o<—/ :o.,’]*/ «—
J a®e la®a®
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Verificacion del plasmido

Purificacion del plasmido en E. coli IM109
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o
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G
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Nota. Gel de agarosa al 1%. Presencia de bandas en 1080 pb (flecha).
Control positivo de E. coli BL21(C+). Marcador de peso molecular 1 Kb DNA

Ladder.

Compuesto

1X ()

X ()

Tampén de enzima EcoRV 2

(10x)

Enzima EcoRV

Plasmido (1 pg/mL)

BSA acetilado (10 pg/mL)
Agua DEPC

Total

(Brondyk, 2009).

0.5
5
0.2
12.3
20

18

4.5
45
1.8
110.7
180

100 bp

Ladder

Resultados y discusion

Verificacion con enzima de restriccion EcoRV

|

— 6000
— 5000
— 4000
— 3000
— 2500
— 2000
— 1500

— 700

— 300

Nota. Gel de agarosa al 1%. Presencia de bandas
en 1347 pb y 5217 pb en carilles (C1-C8). Marcador
de peso molecular 1 Kb DNA Ladder
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Clonacién en E. coli BL21 (DE3) pLysS Competent Cells | Resyltados Y discusion

Compuesto 1X (ul) 9X (ul)
Tampén PCR (10x) 2.5 22.5
dNTPs (10 mM) 0.5 45
MgCl, 15 135
Primer Forward 0.5 4.5
Primer reverse 0.5 4.5
Platinum Taqg (Thermus 0.2 1.8
aquaticus)
Agua DEPC 18.3 164.7
E. coliBL21 1 9
Total 25 225

Verificacion con Colony PCR

| <==31080pb

Nota. Gel de agarosa al 1%. Presencia de bandas en 1080 pb (flecha). Cepas
seleccionadas de la clonacion en E. coli BL21(C1-C8). Control positivo de E. coli
BL21(C+). Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder

®ESPE
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(Wang&Yin’ 2015) INNODVACION PARA LA EXCELENCIA

Nota. 100 pL del producto de clonacién (a). 50 uL (b). Control (+) medio LB (c).
Control (-) Cloranfenicol (d).




Estandarizacion de [IPTG]

2.0+
© 1mMc/h
-~ & TmMchTA
- 4 0,05mM c/2h D
¥ 0,imM c/2h ' 01 mM Sin IPTG
-4 SinIPTG

Densidad celular (ODggo)
5
1

e
(2

o-o|llIII'II"lll"'!!"""ll""

0 10 20 30
Tiempo (h)

Nota. OD600, GraphPad Prism 8. Mejor concentracion [IPTG] 0.05mM

Ensayo [IPTG] Temperatura®C rpm Horas
A 1 mM 37 200 123,45y 24 |
o 0 . 0 .
5 1mM Ambiente 300  12345y24 Nota. Gel de poliacrilamida al 9% de separacion y 4% de concentracion.
C 0,05 mM 37 200 24y24
D 0,1 mM 37 200 24y 24
E - 37 200 123,45y 24

) E@ j I E S I E
A k. o
e UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
192
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Lisis MIC3 BL21

Comprobacion de lisis por Western

Lisis MIC3 BL21 Blot

Anticuerpo primario Suero humano positivo
para (IgG) verificado
Toxoplasma gondii

1:50
Anticuerpo GAM-HRP S1410 Anti-
secundario Human, 1:20000;

Nota: 10 pl de arcador de peso molecular (C1). 38
kDa (flecha). Para C2 (1.0513 mg/ul) y C3
(0.9381ng/ul). ImageLab.

Nota: 10 pl de marcador de peso molecular
(C1). 38 kDa (flecha). Para C2 (10.513 mg/mL)
y C3 (9.381 mg/mL). ImageLab.
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Purificacion de la proteina MIC3 por cromatografia

Cromatografia de intercambio ionico Sefarosa Fast Flow

Tampon de elucion 1

Tampon de elucion 2

Tampon de elucion 3

0.20 0.04 0.03+
- ary y
E 0.5+ E 0.03- E..
= E) S 0.02-
£ £ £
'E' 0.10 E 0.024 E'
2 2 2 0.014
ne_ 0.05- é 0.01- E
u'c" I 1 T T u'c“ T 1 T T 1 1 T T n'uc 1 T 1 1 1 T T T
<<“ ,ga ,:\ ,;b & R Q,'u Q,y: Q,gn Q,:\ Q,“b & ((,n, & Q,,b Q,‘a Q,s: ((,'\ Q,‘b
Q:\/ é\/ Q’\/ Q:" Q:\/ Q:\’ @'\r Q:\/ Q}’ 0’ @'\" é\r’ Q‘}" Q}’ Q}’ Q,"" ’e’/ Q:"/ Q:’/ Q‘;/ é, ¢5/ @n,/ é/
Fracciones tampon de elucion 1 Fracciones tampon de elucion 2 Fracciones tampon de elucion 3
Tampon de elucion 4 Tampén de elucion 5 Tampon de elucion &
0.4
0.037 0.05-1
- —_ -
E T 0.04- E 0.3-
£ E =)
S 0.02 5 2
£ E 0.03 =
3 — = 0.2
£ g =
£ 0014 g 0027 s
2 B 2 0.1
I~ &, 0.017 e
0.00 , T , , 0.00 T —T T : — 0.0 T T 1 T T T T T
,(x'* : x‘ﬁ N N N -3 Q,1\ & DR o R «"'\ 2
e/ i’rh’?rh’ Q,"'@"" ?}’@u' @h/ 4’:” é)r é,/éy é:/ é)/ éj’é/ Q,e” Qj’/ é’/ @b/ é’/ é’ (‘/b/ be/

Fracciones tampon de elucion 4

Fracciones tampon de elucion 5

Fracciones tampon de elucion 6

[Proteina] (mgimL)

0.20

0.15

0.10

0.05

8.190 mg/mL
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180
115
82
64
49

1080 pb

=(0.100-
0.170
mg/mL.

38kDa

CONCLUSIONES
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[Proteina] (mg/mL)

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00
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RECOMENDACIONES

Estudios

Y Bragel sobre
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PCR-RFLP)
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