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1. INTRODUCCION

1.1. Amibiasis como problema de salud

1.1.1. Amibiasis y Entamoeba histolytica

La amibiasis es una infeccién intestinal causado por el protozoario parasito Entamoeba
histolytica. A nivel mundial, esta patologia es prevalente en regiones tropicales y subtropicales donde
la calidad sanitaria es baja o deficiente. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, existe
mayor incidencia en Africa, Asia, y Latinoamérica. De manera notable, anualmente se reportan cerca
de 100 mil muertes derivadas de la enfermedad y se estima que alrededor del 10% de la poblacion
mundial esta infectada [Fleming et al., 2015]. En México, la amibiasis intestinal es una de las 20
enfermedades més comunes, ubicandose en el 15° lugar [Rojas et al., 2016].

La infeccion inicia mediante el consumo de alimentos o bebidas contaminadas con el parasito.
Una vez establecida la enfermedad intestinal, los pacientes son tratados con metronidazol, con o sin
paromomicina. Sin embargo, a pesar de que la mayoria logra una remision de la infeccion, algunos
llegan a mostrar complicaciones, tales como dolor epigastrico, ndusea, y vomito, entre otras
alteraciones gastrointestinales [Fleming et al., 2015]. Por otro lado, cuando la infeccién se disemina
(extraintestinal), la enfermedad presenta complicaciones mas graves, p.gj., absceso hepatico amibiano
(mas comun) [Trejos-Suarez y Castafio-Osorio, 2009].

E. histolytica es un protozoario unicelular micro-aerofilico; es decir, puede sobrevivir en
ambientes con bajos niveles de oxigeno. Durante su ciclo de vida, presenta dos estadios estables: (i)
trofozoito, o forma invasiva, que es pleomdrfico, mono-nucleado, y puede medir 10-60 pm de
diametro, y (ii) quiste, o forma infectiva, que es esférico, tetra-nucleado, y presenta un didmetro de
10-20 um. De manera interesante, comparte similitud morfoldgica con E. dispar y E. moshkovskii,
dos amibas no patégenas que se han identificado en evacuaciones de individuos no enfermos
[Serrano-Luna et al., 2013].

1.1.2. Ciclo de vida y enfermedad intestinal

La Figura 1-1 esquematiza el ciclo de vida de E. histolytica. Inicialmente, los quistes
ingeridos viajan hacia el estémago, donde su pared se reblandece e inician el proceso denominado
desenquistamiento. Durante su trayecto por el intestino delgado, tal proceso es facilitado por accion
de enzimas liticas. Al llegar al ileon, el parésito eclosiona liberando un trofozoito tetra-nucleado, el

cual, de manera inmediata, sufre una duplicacién nuclear seguida de una division celular, rindiendo
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@ = Colonizacién no invasiva
A= Forma infectante [B] - Entermedad intestinai

= Forma diagnéstioa
A s = Enfermedad extraintesting

Figura 1-1. Ciclo de vida de E. histolytica.

Tomado de Centro de control de enfermedades de
E.U.A. (CDC, https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/).

ocho trofozoitos mono-nucleados. Si las condiciones son favorables, los trofozoitos migran hacia la
region ileocecal, donde se establecen y colonizan, mediante adhesion y duplicacién celular,
ocasionando la enfermedad intestinal. En caso contrario, si las condiciones son desfavorables, el
trofozoito sigue su curso a través del intestino grueso, durante el cual, por accion de un estimulo aln
desconocido, sufre dos duplicaciones nucleares continuas y sintetiza una pared quistica (proceso
llamado «enquistamiento»). Finalmente, el quiste maduro (tetra-nucleado) es liberado al medio
ambiente a través de las heces, el cual, en condiciones precarias de higiene, puede contaminar
alimentos o bebidas [Serrano-Luna et al., 2013].

La principal manifestacion clinica de la enfermedad intestinal es la colitis amibiana, que se
caracteriza por fiebre, dolor abdominal, y diarrea. De manera ocasional, estos sintomas se pueden
acomparfiar de hematoquecia (heces color rojo-marrdn, ocasionado por un sangrado intestinal). Por
otro lado, como infeccién parasitaria, muestra leucocitosis y, en casos extremos, anemia. El epitelio
gastrointestinal representa la primera linea de defensa, ya que posee una capa de mucosa que evita la

adherencia del trofozoito. Por otro lado, el sistema inmune adaptativo tiende a reducir la interaccion
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parasito-tejido, via la produccion de anticuerpos neutralizantes (IgA) dirigidos contra lectinas de
superficie amibiana. Ademas, durante las primeras etapas de la infeccion, el sistema responde con

guimiocinas y citocinas que reclutan componentes celulares inmunitarios [Fleming et al., 2015].

1.1.3. Factores de virulencia

Existen diversos factores de virulencia que se han asociado al desarrollo de la amibiasis; sin
embargo, tres revisten especial interés para la patogenia: (i) la lectina de unién a residuos de galactosa
y N-acetil-galactosamina, (ii) los amibaporos, y (iii) las cisteina proteinasas.

Lectina de union a galactosa y N-acetil-galactosamina: En la superficie del trofozoito, se
encuentra la «lectina Gal/NAcGal», la cual posee la habilidad de unirse a residuos de los azUcares
galactosa y N-acetil-galactosamina, presentes en la superficie de células epiteliales, y favorece la
adhesion al intestino del hospedero. Esto es importante para el estilo de vida de E. histolytica, ya que
constituye la primera etapa para el establecimiento y la colonizacion parasitica. La lectina Gal-
NAcGal contiene tres subunidades, una pesada (hgl) de 170 kDa y una ligera (Igl) de 31-35 kDa,
unidas por enlaces disulfuros, y una intermedia (igl) de 150 kDa, asociada no covalentemente al
dimero hgl-Igl [Clark et al., 2007; Sanchez et al., 2016].

Amibaporos: También llamados «péptidos formadores de poros», son polipéptidos secretados
por el trofozoito que se incorporaran a membranas e inducen la formacion de canales acuosos en las
células del hospedero. Estos canales permiten el paso de iones (salida de K* Na* y entrada de Ca**),
ocasionado lisis celular por choque osmotico [Trejos-Suarez y Castafio-Osorio, 2009; Ralston y Petri,
2011]. Una de las principales funciones de los amibaporos es su actividad citotoxica [Winkelmann et
al., 2006]. Existen 3 isoformas: EhAP-A, EhAP-B, y EhAP-C, expresadas en proporcién de 35:10:1.
[Trejos-Suarez y Castafio-Osorio, 2009]

Cisteina proteinasas: Son factores fundamentales para la citotoxicidad amibiana. De manera
interesante, el analisis del genoma revel6 que E. histolytica contiene 50 genes que codifican para
cisteina proteinasas (EhCP) [Ralston y Petri 2011]. Desafortunadamente, el papel funcional de cada
EhCP aln no se ha establecido claramente; sin embargo, mediante diferentes ensayos: moleculares,
bioguimicos, e inmunohistoquimicos, se determin6 que un subgrupo se expresa en altos niveles (en
el estadio de trofozoito) y participa activamente durante enfermedad intestinal (Figura 1-2): EhCP1,
EhCP2, EhCP3, EhCP4, EhCP5, y ENCP112 [Serrano-Luna et al., 2013].

De manera general, la actividad proteolitica de las EhCP se ha asociado a la degradacion de
diferentes sustratos polipeptidicos del hospedero, tales como factores del complemento, proteinas de
la matriz extracelular, inmunoglobulinas e interleucinas, y mucina [Trejos-Suarez y Castafio-Osorio,
2009].
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Figura 1-2. Proteasas de E. histolytica como factores de virulencia durante la Amibiasis
Intestinal.

Tomado de Serrano-Luna (2013).

1.2. Cisteina proteinasas (CP) como factores de virulencia de protozoarios parasitos

Estos factores de virulencia son elementales para protozoarios parasitos de importancia
médica, ya que facilitan los procesos de infeccién y la citotoxicidad [Bruchhaus et al., 2003]. De
manera especifica, estan involucrados en la hidrdlisis de proteinas de importancia fisiol6gica del
hospedero, p.ej. hemoglobina, interleucinas, y anticuerpos, permitiéndoles la supervivencia y la
evasion del sistema inmune [Verma et al., 2016].

Las CP pertenecen a la superfamilia de enzimas parecidas a papaina [Grzonka et al., 2001].
Tipicamente, contienen un sitio activo conformado por tres aminoacidos (triada catalitica): Cys, His,
y Asn. Ademas, se expresan como zimégenos (pro-enzima), con un pro-dominio que impide el
contacto del sustrato con el sitio activo [Verma et al., 2016], suelen presentar pesos moleculares entre
21 y 30 kDa, y exhiben maxima actividad proteolitica en un ambiente acido (pH de 4.0 a 6.5)
[Grzonka et al., 2001].

Las CP participan en diferentes etapas del ciclo de vida de diversos protozoarios parasitos de
importancia médica [Rosenthal, 1999]. La Tabla 1-1 enlista algunas funciones ya definidas.
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Tabla 1-1. Funcidn de las cisteina proteinasas expresadas en protozoarios pardsitos de

importancia médica.

Protozoario parasito Funcion de CP

Leishmania Protedlisis intracelular.

Tryponosoma brucei Diferenciacion parasitaria.

Tripanosoma cruzi Diferenciacion parasitaria. Invasion de células hospederas.
Plasmodium Degradacion de hemoglobina. Ruptura e invasion del eritrocito.
Entamoeba histolytica Invasidn tisular. Activacion del complemento.

Giardia Desenquistamiento.

Trichomonas Fijacion en células epiteliales.

Toxoplasma Protedlisis intracelular.

Crystosporidium Invasion de células hospederas.

1.3. La CP3 de E. histolytica

El gen codificante para EnCP3 (GenBank No. X87214: 927 pb, carente de intrones) se
expresa como un polipéptido precursor (pre-pro-enzima) de 308 aminoacidos, con un péptido sefial

de 13 residuos (N-terminal), seguido de un pro-dominio de 79 residuos, y un dominio catalitico C-

terminal de 216 residuos (UniProt No. P36184). Los residuos Cys!*®, His®!, y Asn?"* corresponden a

la triada catalitica. Aunque su estructura terciaria (3D) no se ha resuelto, se predice la formacién de

dos enlaces disulfuros: Cys'?-Cys'® 'y
Cys*6«>Cys', los cuales presumiblemente
estabilizan su conformacién. A pesar de que el
analisis estructural sugirié una alta similitud con
proteinas parecidas a catepsina L, los estudios
funcionales in vitro mostraron que exhibe
preferencia por sustratos de catepsina B
[Serrano-Luna et al., 2013], indicando que
EhCP3 posee propiedades estructurales y
funcionales atipicas.

No obstante, su funcion y participacion
en la patogenicidad de E. histolytica no se han
definido de manera clara, es prevalente la nocion

que sugiere a EhCP3 como factor clave en la

@ Ehcrl @ EhCP4
@ EhCP2 M Ences
¥ EhCP3 @ EhCP112

Ly = Lysosome

Figura 1-3. Localizacién de proteasas en E.

histolytica.

Tomado de Serrano-Luna (2012).
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digestion de nutrientes durante la invasion de tejidos [Que et al., 2002]. Esta hipétesis se apoya en la
observacion (reportada) que demuestra una expresion activa y una localizacion subcelular notoria en

lisosomas de trofozoitos durante la fagocitosis de eritrocitos (Figura 1-3) [Serrano-Luna et al., 2013].

1.4. Escherichia coli como sistema de expresion heterdloga

Las proteinas son biomoléculas utilizadas en una amplia variedad de protocolos cientificos y
tecnoldgicos, desde ensayos bioquimicos analiticos hasta diagndstico clinico e intervencién
terapéutica. Habitualmente, la obtencion de proteinas puras a partir de sus fuentes naturales representa
un procedimiento laborioso y de bajo rendimiento. Ademads, algunas proteinas dependen de
modificaciones post-traduccionales, p. €j., enlaces disulfuro, que son importantes para su estabilidad
y funcion [Lobstein et al., 2012] En la actualidad, la produccién recombinante es una alternativa
viable para la obtencién de proteinas de interés biomedico, farmacéutico e industrial. Diversos
modelos celulares se han utilizado de manera favorable, siendo bacterias, levaduras, y células de

mamiferos o de plantas, los sistemas de mayor aplicacion.

1.4.1. E. coli como modelo

E. coli es el principal sistema bacteriano de produccion de proteinas recombinantes. Por tal
motivo, se han desarrollado cepas, con diferentes genotipos y fenotipos, orientadas hacia el
mejoramiento y optimizacion del sistema de produccion [Lara, 2011]. Por ejemplo: (i) BL21, que es
deficiente de las proteasas Lon y OmpT, reduciendo la degradacion de proteinas en el citosol; (ii)
Rossetta, que expresa codones raramente utilizados en la bacteria, favoreciendo la expresion de genes
eucaridticos; (iii) Origami, que presenta mutaciones en los genes codificantes de tiorredoxina
reductasa (trxB) y glutation reductasa (gor), promoviendo un ambiente citosélico con capacidad de
plegamiento oxidativo, y (iv) SHuffle Express, que ademas de la deficiencia de Lon y OmpT, y de
las mutaciones en trxB y gor, presenta una mutacién en el gen ahpC (codificante para una tiol-
reductasa bacteriana), confiriendo una disminucion en la actividad disulfuro reductasa, y contiene una
insercion del gen codificante para DsbC (la disulfuro isomerasa bacteriana), mejorando de manera
significativa la capacidad citosolica de plegar adecuadamente a proteinas con multiples enlaces
disulfuro [Lara, 2011; Lobstein et al., 2012].

1.4.2. Compartimientos subcelulares en E. coli
E. coli posee dos compartimentos subcelulares que contienen maquinarias especializadas para

la eficiente produccion de proteinas recombinantes: (i) el citosol, naturalmente reductor, que favorece
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la produccién eficiente de proteinas carentes de enlaces disulfuros, y (ii) el periplasma, con potencial
altamente oxidante, que promueve la produccion de proteinas correctamente plegadas y oxidadas, ya
gue posee una maquinaria especializada para esos procesos, tales como las oxidorreductasas DshA

(oxidasa) y DsbhC (reductasa e isomerasa) [Lobstein et al., 2012].

1.5. E. coli Shuffle Express como sistema bacteriano para la produccion de EnCP3

Aunque la estructura tridimensional de la proteinasa ENCP3 no ha sido resuelta por los
métodos clasicos (cristalografia de rayos X o resonancia magnética 2D), los estudios de prediccion
de la estructura terciaria indican la presencia de cuanto menos tres enlaces disulfuro no consecutivos.
Ante tal posibilidad, es conveniente considerar un sistema celular que promueva el plegamiento
oxidativo y, a su vez, la produccion recombinante en condiciones que favorezcan su purificacion (es
decir, soluble). De manera interesante, la bacteria E. coli SHuffle Express representa un sistema
bacteriano con potencial para la produccion recombinante de EnCP3, ya que posee las caracteristicas
genéticas, bioquimicas y celulares que fomentan un correcto plegamiento oxidativo en su

compartimiento citosélico.
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2. OBJETIVO E HIPOTESIS

2.1. Objetivo

Implementar un procedimiento de produccion recombinante de la cisteina proteinasa 3 de E.
histolytica (EhCP3), utilizando a pQEhCP3-2 como vector de expresién citosélica y a E. coli
SHuffle Express como sistema bacteriano, mediante protocolos tipicos de sobreexpresién
inducida y separacion por cromatografia de afinidad a metales, para la obtencidn de proteina pura

y activa.
2.2. Hipdbtesis
La proteina EnCP3 puede ser obtenida de manera pura y activa mediante un procedimiento de

produccion recombinante en E. coli SHuffle Express y purificacion a partir de extractos solubles
de proteinas citosolicas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos

Amresco: cloruro de sodio (NaCl). Becton Dickinson: agar bacteriol6gico; extracto de
levadura; triptona. Biorad: azul brillante de Coomassie R-250. Fermont: etanol. FM Science: 2-
mercaptoetanol. MP Biomedicals: glicina. Productos Quimicos de Monterrey: cloruro de calcio
(CaCly). Scientific Industries: perlas de vidrio 0.1 mm. Shelton Scientific (IBI): dodecil sulfato de
sodio (SDS); glicerol; isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG); Tris; Triton X-100. Sigma:
gelatina de porcino; reactivo de Bradford; reactivo CelLytic B.

3.2. Equipos

Los cultivos bacterianos en medio liquido se proliferaron en una incubadora con agitacion y
ambiente controlado de tipo Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick Scientific Co.). Las
incubaciones en microtubo se realizaron en un termobloque digital Dry Block Heater (VWR). Las
separaciones por micro-centrifugacién se realizaron en las centrifugas Biofuge Fresco (Heraeus) o
MiniSpin Plus (Eppendorf); en tanto las de alto volumen en una centrifuga Allegra™ X-22R
(Beckman Coulter). Los lisados celulares se prepararon en un homogenizador Disruptor Genie
(Scientific Industries Inc) o en un sonicador Ultrasonic Liquid Processor XL-2000 (Misonix). Los
registros colorimétricos o fluorométricos de ensayos realizados en micro-volimenes se obtuvieron
usando los espectrofotometros para lectura de microplacas Microplate Reader 680 (Biorad) y Cary

Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Varian), respectivamente.

3.3. Plasmidos

El plasmido pQEhCP3-2 (Figura 3-1) se construy6 en el laboratorio de biotecnologia de la
FCQI-UABC (Dr. Marco Ramos, comunicacion personal) y forma parte de la reserva de reactivos
biol6gicos. Es derivado del vector comercial pQE30 (Qiagen) y contiene la secuencia codificante
para el péptido maduro de EhCP3 en fase con un hexamero de histidinas en el extremo N-terminal.
La expresion proteica esta regulada por la secuencia promotora-operadora proT5/lacO, la cual es
inducible por el analogo de lactosa IPTG. Ademas, conserva el gen codificante para la enzima [3-

lactamasa, que favorece la seleccion mediante resistencia a ampicilina, y el origen de replicacion
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ColE1, que permite su mantenimiento de manera episomal. El plasmido comercial pREP4 (Figura 3-
2), derivado del vector pACYCL177, expresa de manera constitutiva al represor Lacl, el cual regula
negativamente a la secuencia operadora lacO. Ademas, incluye el gen codificante para la enzima
aminoglucésido fosfotransferasa, que favorece la seleccion mediante resistencia a kanamicina, y el

origen de replicacién p15A, que permite su mantenimiento de manera episomal y es compatible con
plasmidos que portan al origen ColEL.

3.4. Células bacterianas y medios de cultivo

La bacteria E. coli SHuffle Express [fhud2 [lon] ompT ahpC gal Jatt::pNEB3-r1-cDshC
(SpecR®, lacl?) AtrxB sulA11 R(mcr-73::miniTn10--Tet%)2 [dem] R(zgb-210::Tn10 --Tet®) endAl Agor
A(mcrC-mrr)114::1S10] (New England Biolabs) se utiliz6 como célula hospedera en los ensayos de
expresion y produccion recombinante de EnCP3. Las bacterias se cultivaron en medio Luria Bertani
(LB) liquido (1% de triptona; 0.5% de extracto de levadura; 1% de NaCl) o sélido (LB més 1.7% de
agar bacteriologico). Cuando fue requerido, los medios se suplementaron con ampicilina (0.15
mg/mL) y/o kanamicina (0.025 mg/mL). Después de la transformacion, las bacterias se recuperaron

en medio 2X YT (1.6% de triptona; 1% de extracto de levadura; 0.5% de NacCl).

3.5. Co-transformacion de E. coli SHuffle Express con pQEhCP3-2 y pREP4

3.5.1. Preparacion de bacterias competentes

La pastilla celular de 1 mL de cultivo joven en fase de crecimiento exponencial (0.4-0.6
UDOs00) se obtuvo mediante centrifugacion leve (5,000 rpm; 5 min; 10 °C). Enseguida, la pastilla se
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lavé con 0.5 mL de agua destilada fria-estéril y se acondiciond con 0.5 mL de soluciéon 100 mM de
CacCl, fria-estéril. Ambos tratamientos se efectuaron mediante resuspension celular, incubacién en
hielo (5 min) y centrifugacién leve (5,000 rpm; 5 min; 10 °C). Finalmente, la pastilla se resuspendid

en 0.05 mL de solucién 100 mM de CacCl; fria-estéril y se mantuvo en hielo (5 min).

3.5.2. Transformacién de E. coli SHuffle Express con pQEhCP3-2

Una suspension de células competentes (E. coli SHuffle Express) se mezcl6é con 1 pL de
solucion del ADN plasmidico pQEhCP3-2 (+ 100 ng) y se incubd en hielo durante 30 min. EIl choque
térmico se realiz6 de la siguiente manera: 1.5 min a 42 °C seguidos de 5 min en hielo.
Inmediatamente, las células se recuperaron en 1 mL de 2X YT (1 h a 37 °C). Las transformantes
estables se proliferaron durante la noche (14-16 h) a 37 °C en medio LB solido suplementado con

ampicilina.

3.5.3. Co-transformacion E. coli SHuffle Express portadora de pQEhCP3-2 con pREP4

Una suspension de células competentes (E. coli SHuffle Express portadora de pQEhCP3-2)
se mezclé con 1 pL de solucién del ADN plasmidico pREP4 (+ 100 ng) y se incubo en hielo durante
30 min. EI choque térmico y la recuperacion celular se realizaron como antes. Las transformantes

estables se proliferaron en medio LB sélido suplementado con ampicilina y kanamicina.

3.6. Analisis de expresion de EhCP3 a mini-escala

3.6.1. Induccidn de la expresion en cultivo a mini-escala

Inicialmente, una suspensién bacteriana (20 L) de E. coli SHuffle Express co-portadora de
pPQEhCP3-2 y pREP4 se inoculd en 2 mL de medio LB liquido suplementado con ampicilina y
kanamicina. Enseguida, se incubé durante la noche (12-14 h) en condiciones de proliferacion celular
(37 °C; 300 rpm). Al dia siguiente, se preparé un subcultivo (1:100) en 5 mL de medio fresco y se
incubd durante 2 h a 37 °C y 300 rpm (fase de pre-induccidn). Posteriormente, el inductor (IPTG) se
suplementd a una concentracion final de 1 mM y se continu6 con la incubacion durante 4 h a 37 °C
y 300 rpm (fase de expresion). Paquetes celulares, provenientes de 1 mL de cultivo, se colectaron

mediante centrifugacién (12,000 rpm; 2 min) y se almacenaron en congelamiento hasta su analisis.

3.6.2. Analisis de solubilidad proteica
La solubilidad de EhCP3 se analiz6 usando tres soluciones: (1) CelLytic B; (2) 8 M de urea
en 0.1 M de Tris-HCI, pH 8.0; y (3) 1% de Triton X-100 en 0.1 M de Tris-HCI, pH 8.0. Un paquete
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celular se resuspendi6 en 100 pL de cada solucion. La disrupcion celular se favorecié mediante
agitacion vigorosa (3,000 rpm; 5 min) en presencia de perlas de vidrio (0.1 mm). Las fracciones
solubles (FS) se separaron mediante micro-centrifugacion (14,500 rpm; 15 min), se mezclaron con
100 pL de solucion 2X para SDS-PAGE vy se desnaturalizaron (95-100 °C, 10 min). Las fracciones
insolubles (FI) se resuspendieron en 200 pL de solucion 1X para SDS-PAGE, se agitaron
vigorosamente en un disruptor (5 min; 3,000 rpm) y se desnaturalizaron (95-100 °C, 10 min). Todas

las fracciones se analizaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.

3.6.3. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Una muestra de solucion de proteinas (10 pL de cada fraccion) en solucién 1X para SDS-
PAGE (5% de glicerol; 1.25% de SDS; 25 mM de Tris-HCI, pH 6.8; 2.5% de 2-mercaptoetanol;
0.001% de azul de bromofenol) se cargd en un gel de SDS-poliacrilamida al 13.5%. Las proteinas se
separaron mediante electroforesis en gel sumergido (en solucién 1X del amortiguador TANK: 25 mM
de Tris; 200 mM de glicina; 0.1% de SDS) durante 90-120 min a voltajes constantes: 80 V (fase de
concentracion) y 120 V (fase de separacion). El patrén de migracion se revelé mediante la tincion de
proteinas con azul brillante de Coomassie R-250 y se document6 de manera digital.

3.7. Produccién recombinante de EnCP3 a midi-escala

3.7.1. Induccidn de la expresion en cultivo a midi-escala

Una suspension bacteriana (20 pL) de E. coli SHuffle Express co-portadora de pQEhCP3-2
y PREP4 se inocul6 en 2 mL de LB liquido suplementado con ampicilina y kanamicina. Enseguida,
se incubd durante la noche (12-14 h) en condiciones de proliferacion celular (37 °C; 300 rpm). Al dia
siguiente, se prepararon subcultivos (1:100) en 100 mL de medio fresco y se incub6 durante 2 h a 37
°C y 300 rpm (fase de pre-induccion). Posteriormente, el inductor (IPTG) se adiciond a una
concentracion final de 0.1 mM y se continud con la incubacion durante 6 h a 37 °C y 300 rpm (fase
de sobreexpresion). Los paquetes celulares se colectaron mediante centrifugacion (9,500 rpm; 15 min;

10 °C) y se almacenaron en congelacion hasta la extraccion.

3.7.2. Extraccion de proteinas en condiciones desnaturalizantes (8 M de urea)

Los paquetes celulares se resuspendieron en 5 mL de solucién TTB (1% de Tritdon X-100;
100 mM de Tris-HCI, pH 8.0) y la lisis celular se complet6 por sonicacion durante 10 min (10 ciclos:
30 seg, ON; 30 seg, OFF; potencia de 15/20; en hielo). La fraccion insoluble se colecté mediante

centrifugacion (9,500 rpm; 10 min; 10 °C) y el precipitado (cuerpos de inclusién) se lavé con 5 mL
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de TTB. Enseguida, los cuerpos de inclusion se solubilizaron en 5 mL de la solucién 8UTB (8 M de
urea; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0) mediante 5 min de agitacion vigorosa (vértex) seguidos de 10
min de agitacién suave (vaivén en plataforma). La fraccion soluble se aislé por centrifugacion (9,500
rpm; 10 min; 10 °C) y se clarific6 mediante micro-centrifugacion (13,000 rpm; 10 min;10 °C). Los

extractos clarificados se almacenaron en refrigeracion hasta su purificacion.

3.7.3. Purificacion de EhCP3 por cromatografia de afinidad a niquel y replegamiento
oxidativo en columna

Inicialmente, se prepar6é una columna de cromatografia con 0.5 mL (colchon) de resina de
agarosa-NTA-niquel, ambientada con solucion 8UTB. El extracto clarificado se carg6 lentamente en
la columna y se pasd tres veces a través de la resina. Inmediatamente, se realiz6 un replegamiento
oxidativo en columna lavando la resina con 7.5 mL de solucién RO-10 (100 mM de Tris-HCI, pH
8.0; 1 mM de GSSG; 10 mM de imidazol, pH 8.0) seguidos de 7.5 mL de solucién RO-20 (100 mM
de Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM de GSSG; 20 mM de imidazol, pH 8.0). Finalmente, la proteina
recombinante (EhCP3) se recuperd mediante elucion en fracciones (0.5 mL) de soluciéon RO-E (100
mM de Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM de GSSG; 250 mM de imidazol, pH 8.0). La eficiencia de la
purificacion se verificdé mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (13.5%) y ensayos

zimograficos.

3.7.4. Purificacion de EnCP3 por cromatografia exclusién molecular

La columna de cromatografia PD-10 (Amersham) que contiene la resina Sepharose® G-25
(fase estacionaria) fue equilibrada con 25 mL de solucidon amortiguadora de fosfatos (1X DPBS).
Enseguida, se cargaron 2.5 mL de solucién de proteina recombinante (EhCP3) y se descarto el

efluente. Finalmente, EnCP3 se obtuvo mediante elucién con 3.5 mL de solucién 1X DPBS.

3.7.5. Cuantificacion de EhCP3 mediante micro-Bradford

De manera conveniente, las soluciones de proteina purificada se diluyeron a una
concentracion aproximada de 10-40 pg/mL, usando agua destilada como diluyente (habitualmente,
se utilizo una dilucion 1:25). De manera paralela, se realizd una curva estandar usando diferentes
concentraciones de albimina sérica de bovino (BSA): 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL. En una
microplaca de titulacion, los volimenes analiticos de muestra (50 pL) se mezclaron con 100 pL del
reactivo de Bradford. Después de 5 min de incubacion a temperatura ambiente, las absorbancias a
longitudes de onda de 450 y 595 nm (Auso, Asgs) Se registraron usando un lector de microplacas. La

concentracion de proteina fue determinada interpolando la relacion Ases/Aasso de la muestra analitica
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en la curva estandar de BSA (Ases/Asso en funcion de pg/mL) y multiplicando por el factor de

dilucioén.

3.8. Andlisis de la actividad proteolitica de EhCP3

3.8.1. Ensayo zimografico

Las muestras analiticas se prepararon mezclando 1 volumen de solucién de proteinas con 1
volumen de solucién 2X para SDS-PAGE en condiciones no reductoras (10% de glicerol; 2.5% de
SDS; 0.002% de azul de bromofenol; 50 mM de Tris-HCI, pH 6.8). Enseguida, una alicuota (10 uL)
de cada muestra se carg6 en un gel de SDS-poliacrilamida al 13.5%, suplementado con gelatina al
0.1%. La separacion de proteinas se realiz6 a 80 V (constante). Una vez concluida, el gel se traté con
solucion TBST (10 mM de Tris-HCI pH 8.0; 150 mM de NaCl; 2.5% de Triton X-100) durante 30
min, a temperatura ambiente y agitacion leve (vaivén en plataforma). Después, se lavo 3 veces (10
min cada ocasion) con solucién TBS (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM de NaCl). Enseguida, la
actividad proteolitica se activé con solucion TE-DTT (25 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 2 mM de EDTA,;
5mM de DTT) y la hidrdlisis del sustrato en el gel se concedi6 a 37 °C durante 12-14 h. Finalmente,
el gel se tifid durante 4 h con solucion CBB (25% de isopropanol; 10% de &cido acético; 0.2% de azul
brillante de Coomassie R-250) y destefiido durante 12-18 h con solucion alcohol-acido (10% de

isopropanol; 10% de acido acético).

3.8.2. Ensayo fluorométrico

Las mezclas de reaccion (0.2 mL) se prepararon en solucién 1X DPBS conteniendo 8 pg/mL
de FITC-gelatina (sustrato fluorogénico) y diferentes cantidades de EnCP3. La reaccién procedio por
2 ha 37 °Cy se detuvo con 50 pL de solucién al 20% de &cido tricloroacético. Después de 5 min en
hielo, la fraccién soluble se aislé mediante centrifugacion (13,000 rpm; 10 min; 10 °C) y los productos
de hidrdlisis se analizaron mezclando 100 pL del sobrenadante con 100 pL de solucién 1 M de Tris-
HCI (pH 8.0). La sefial fluorescente se cuantificé usando un espectrofluorometro de microplaca, a

longitudes de 490 y 525 nm (excitacion y emision).

3.9. Tratamiento de datos y analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron al menos dos-tres veces. Los datos o resultados que
mostraron evidencias de un sesgo no asociado a la hipdtesis; p. ej. error experimental, técnico, o

humano, fueron eliminados. Los resultados de cada experimento se expresaron como media + error
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estandar y su significancia fue analizada mediante ANOVA y, de ser necesario, con una pruebat. La
significancia estadistica se considera cuando p < 0.05. Todos los andlisis estadisticos fueron

realizados utilizando el paquete computacional GraphPad™ Prism® v 4.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Induccion de EnCP3 recombinante en E. coli SHuffle Express

De manera eficiente, E. coli SHuffle
Express se transform6 con los plasmidos
pQEhCP3-2 y pREP4, los cuales pueden
coexistir gracias a que contienen origenes de
replicacién compatibles, ColE1 y p15A.

Inicialmente, la induccién de la proteina
recombinante se confirmé mediante un ensayo de
expresion a mini-escala. Como se indica en la
Figura 4-1, una proteina de aprox. 33 kDa se
denota en el carril CI (con inductor, 1 mM de
IPTG), concordante con el tamafio esperado para
la EnCP3 recombinante (33.9 kDa).

Cabe destacar que, aparentemente, no se
observa expresion en ausencia del inductor (carril
Sl), lo que corrobora la regulacion estricta del
sistema de expresién de EhCP3, por expresion

constitutiva del represor Lacl.
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Figura 4-1. Analisis de induccién de EhCP3 en E.
coli SHuffle Express (portadora de pQEhCP3-2 y
pREP4).

SDS-PAGE al 13.5% tefido con azul de Coomassie.
Separacion de lisados bacterianos totales. PM,
marcador de PM (izquierda, kDa); Cl, con inductor (1
mM de IPTG); SI, sin inductor. La flecha indica la
movilidad relativa de la EhCP3 recombinante.

4.2. EhCP3 recombinante se agrega en cuerpos de inclusion y se solubiliza con 8 M de urea

De manera subsecuente, se analizé la solubilidad de la EnCP3 recombinante, producida en

las condiciones fisioldgicas bacterianas (citosol de E. coli), mediante un mini-ensayo de

solubilizacién de proteinas totales en condiciones nativas y desnaturalizantes. Los resultados (no

mostrados) indicaron que la EhCP3 recombinante no es soluble en condiciones nativas y, ademas,

aparentemente se agrega en cuerpos de inclusion (ya que se observo una acumulacién de la proteina

de interés en la fraccion insoluble). Sin embargo, las condiciones desnaturalizantes (8 M de urea)

mostraron una eficiente extraccién de la proteina de interés (<20% permanece en la fraccion

insoluble), lo que supone una alternativa viable para la solubilizacién de la EhCP3 recombinante.
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4.3. Produccién recombinante de EhCP3 y andlisis zimografico

Los cuerpos de inclusion se extrajeron de manera eficiente mediante disrupcion bacteriana en
solucion de lisis conteniendo 1% de Tritén X-100 (como agente tensoactivo) y se solubilizaron
satisfactoriamente en solucidon desnaturalizante con 8 M de urea (como agente caotropico).
Enseguida, considerando que la proteina EhCP3 recombinante contiene un hexamero de histidinas
(6xHis) en su extremo N-terminal (y por ende exhibe afinidad por metales divalentes), la fraccidn de
cuerpos de inclusion solubilizados se pasO extensivamente a través de una columna de agarosa
cargada de niquel. Una vez unida a la resina, mediante un complejo de coordinacién formado entre
el niguel y los anillos de imidazol de la etiqueta 6xHis, la proteina se repleg6 y reoxidé en columna
mediante dilucion-remocion del agente caotropico en presencia de 1 mM de glutation oxidado (como
agente oxidante). Después de un lavado en condiciones meramente oxidantes, la EnCP3 recombinante
se obtuvo mediante elucién con 250 mM de imidazol (como agente competidor).

Como se aprecia en el panel A de la Figura 4-2, se purificé la proteina EnCP3 recombinante
con un rendimiento aparente >95%. De manera general, el procedimiento implementado se considerd
exitoso, ya que EhCP3 se solubilizé en condiciones desnaturalizantes, a partir de cuerpos de inclusion,
se replegd y oxido6 en columna, y se recupero pura, soluble y activa (como se muestra en el panel B
de la Figura 4-2).

RO LO El E2 E3

Figura 4-2. Purificaciéon de EhCP3 mediante cromatografia de afinidad a niquel
acoplada a replegamiento oxidativo en columna (A) y andlisis zimografico (B).

(A) SDS-PAGE al 13.5% tefiido con azul de Coomassie. Separacion de fracciones: SD, soluble en
agente desnaturalizante (8 M de urea); NP, no pegada; RO, replegamiento oxidativo; LO,
lavado oxidativo; E1-E3, eluciones 1-3. La flecha indica la movilidad relativa de la EhCP3
recombinante. (B) SDS-PAGE al 13.5% suplementado con 0.1% de gelatina y tefiido con azul
de Coomassie. Las fracciones analizadas corresponden al panel A.
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El proceso anterior se realizd en varias
ocasiones (5 pastillas de 200 mL de cultivo),
obteniéndose 4.9 mL de solucién de proteina a
una concentracién de 0.28 mg/mL; esto es, un
rendimiento de proteina EhCP3 recombinante
pura de 1.37 mg por litro de cultivo. De manera
adicional, se purifico mediante cromatografia de
exclusion molecular, obteniéndose 7 mL de una
solucion de proteina a una concentracién de 0.11
mg/mL; es decir, un rendimiento de recuperacion
de 57.4% (0.786 mg de EhCP3 recombinante
pura), con respecto al rendimiento obtenido por
cromatografia de afinidad a metales.
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Figura 4-3. Andlisis cuantitativo de la actividad
proteolitica de la EhCP3 recombinante pura.

Media * error estandar de 2 ensayos independientes.

4.4. EhCP3 recombinante exhibe actividad proteolitica

El ensayo de actividad proteolitica se realiz6 utilizando a FITC-gelatina (8 pg/mL) como

sustrato fluorogénico. La protedlisis se llevo a cabo durante 2 h en solucién amortiguadora de fosfatos

(pH 7.4). Como se observa en la Figura 4-3, la proteina EnCP3 recombinante (pura) hidroliza al

sustrato, mostrando una diferencia significativa con respecto al fondo (p < 0.05), lo que comprueba

la actividad proteolitica eficiente de la proteasa obtenida.
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5. CONCLUSIONES

EhCP3 recombinante se induce de manera eficiente en el citosol de la bacteria E. coli SHuffle
Express portadora de los plasmidos QEhCP3-2 y pREP4 (que expresa constitutivamente al represor
Lacl, como mecanismo de control de la expresion la proteina de interés). EnCP3 recombinante se
produce de manera insoluble, formando agregados citoplasmicos (cuerpos de inclusion), y se
solubiliza adecuadamente en condiciones desnaturalizantes (8 M de urea). EhCP3 recombinante pura,
soluble y activa, se obtiene de manera satisfactoria mediante un procedimiento de cromatografia de
afinidad a niquel acoplada a replegamiento oxidativo en columna, seguido de una cromatografia de
exclusion molecular. EhCP3 recombinante pura exhibe una eficiente actividad proteolitica sobre

gelatina.
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