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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es la principal causa de enfermedades del corazén que
afecta a aproximadamente 10 millones de personas en América Latina y otros lugares en
todo el mundo. Los dos principales medicamentos disponibles para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas tienen una limitada eficacia y presentan efectos secundarios
severos.

Una posible alternativa en la quimioterapia de esta enfermedad es una vacuna
terapéutica inyectable que prevenga o retrase la cardiomiopatia chagdsica en pacientes
con un estado indeterminado o determinado.

Estudios recientes de inmunizacion en animales con vacunas de DNA han
demostrado que el antigeno TSA-1, es un candidato potencial para dicha vacuna. Sin
embargo, las vacunas de DNA tiene un pobre historial de inmunizacién y no ha sido
aprobado su uso en humanos; por lo que una alternativa es producir este antigeno como
proteina recombinante.

La proteina recombinante TSA-1 (rTSA-1) se expresa con altos rendimientos en
Escherichia coli, pero en cuerpos de inclusién; sin embargo, se requiere que la proteina
adquiera su estructura nativa para su caracterizacion bioquimica e inmunoldgica. Por lo
gue se implementaron cuatro métodos de replegamiento in vitro, los cuales permitieran
producir la proteina rTSA-1 correctamente plegada. De acuerdo con los resultados de
fluorescencia intrinseca y dicroismo circular, la proteina rTSA-1 replegada por los cuatro
métodos adquirié estructura terciaria y estructura secundaria respectivamente. Con el
proceso de replegamiento mediante cromatografia de exclusion molecular se obtuvo un
mayor rendimiento de replegamiento y una menor presencia de agregados. No obstante,
aun no es posible saber, si la proteina replegada in vitro adquirié su estructura nativa;
pues no se obtuvieron niveles suficientes de la proteina rTSA-1 en forma soluble, para ser
usada como control positivo en los ensayos de fluorescencia intrinseca, “Light

scattering”, fluorescencia de ANS y dicroismo circular.



ABSTRACT

Chagas disease is a leading cause of heart disease affecting approximately 10
million people in Latin America and elsewhere worldwide. The two major drugs available
for the treatment of Chagas disease have limited efficacy, also they require prolonged
treatment courses and are poorly tolerated.

As an alternative to chemotherapy, an injectable therapeutic Chagas disease
vaccine is necessary to prevent or delay Chagasic cardiomyopathy in patients with
indeterminate or determinate status.

Recent studies in animal immunization with DNA vaccines have shown that TSA-1
antigen, is a potential candidate for a vaccine. However, DNA vaccines have poor
immunotherapeutic history and regulatory limitations. Therefore, an alternative is to
produce this antigen as a recombinant protein.

TSA recombinant protein (rTSA-1) is expressed with high yields in Escherichia coli,
but as inclusion bodies. However, rTSA-1 protein was refolded to acquire its native
structure by four methods, because a correctly folded protein is necessary to do its
biochemical and immunological characterization.

According to the results of intrinsic fluorescence and the circular dichroism assays,
the refolded rTSA-1 protein acquired secondary structure and tertiary structure by the
four refolding methods. The highest yield and the lowest aggregation level were obtained
by size exclusion chromatography. However, it is still not possible to know if the refolded
protein acquired its native structure; due to the soluble form of rTSA-1 protein was not
obtained for use it as a positive control in intrinsic fluorescence, light scattering, ANS

fluorescence and circular dichroism assays.






1. INTRopUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. La Enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana (enfermedad de Chagas) es una infeccidn parasitaria,
sistémica y crénica causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, fue descubierta
en 1909 por el médico brasilefio Carlos Chagas (Rassi , et al., 2010). La Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) clasifica a esta afeccién dentro del
grupo de enfermedades tropicales desatendidas (NTD’s, por sus siglas en inglés), el cual
comprende afecciones parasitarias cronicas que promueven la pobreza debido al impacto
que tienen sobre el desarrollo infantil, el embarazo y la productividad laboral; tan solo la
enfermedad de Chagas genera pérdidas econdmicas anuales por $1.2 billones

aproximadamente (Dumonteil, et al., 2012).

1.1.1. Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es endémica de América Latina, de acuerdo con la WHO,
se estima que alrededor de 10 millones de personas estan infectadas en el mundo y 25
millones se encuentran en riesgo de contraer la infeccién en las dreas endémicas.
Anualmente provoca 10,000 defunciones, el mayor numero de éstas muertes es
ocasionado por la cardiomiopatia chagasica crénica que se desarrolla en
aproximadamente el 20-30% de las personas infectadas por T. cruzi (Hotez, 2008;
Dumonteil, et al., 2012; WHO, 2014). Esta enfermedad, se considera de manera historica,
como un severo problema de salud en areas rurales de México, América Central y
Sudamérica, con manifestaciones clinicas y caracteristicas epidemiolégicas variables. En
México, entre 2 y 6 millones de personas estan infectadas y hay un total de 18 areas
endémicas, ubicadas en el sureste, que incluyen los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan,
Chiapas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos (Figura 1.1) (Dumonteil, et al.,

2012; Carabarin-Lima, et al., 2013; Uribarren, 2013)
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Figura 1.1 Numero estimado de individuos infectados con Trypanosoma cruzi en México.
Tomado y modificado de: (Carabarin-Lima, et al., 2013)

En las ultimas décadas, el perfil epidemiolégico ha cambiado debido a los
movimientos migratorios, que han llevado tanto a la urbanizacién y la globalizacién de la
enfermedad. Esta infeccién fue asociada clasicamente a la pobreza en las zonas rurales, ya
que el vector crece en zonas donde las condiciones de vivienda son precarias.

La migracién de las zonas rurales que se produjo en América en los afos 1970 y
1980 ha cambiado el patron tradicional epidemioldogico de esta enfermedad
convirtiéndola en una enfermedad urbana. En la actualidad se observa presencia de esta
zoonosis en ciudades de Estados Unidos, Canadd, Japon, Australia y Europa (Figura 1.2)

(Rassi, et al., 2010; Pereira Nunes, et al., 2013).
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Figura 1.2 Numero estimado de individuos infectados con Trypanosoma cruzi en areas no
endémicas. Tomado de: (Rassi, et al., 2010)

Los centros para el control y prevencién de enfermedades estiman que hay mds de
300,000 personas infectadas con T. cruzi en Estados Unidos y alrededor de 30,000 a
45,000 individuos han sido diagnosticados con miocardiopatia chagasica (Pereira Nunes,

et al.,, 2013).

1.1.2. Transmision

El agente etiolégico de la enfermedad de Chagas (7. cruzi), es miembro de la
familia tripanosomatidae. La mayoria de las cepas de este parasito se pueden clasificar en
2 grupos principales: T. cruzi |y T. cruzi I, que incluso se pueden subdividir en diversos
linajes. Este parasito es trasmitido a los humanos principalmente de manera vectorial por
hemipteros (con alimentacién hematdfaga), también llamados insectos reduvidos,
“escarabajos o insectos chupasangre”, “insectos asesinos”, “chinches besuconas” o
“vinchucas”, pertenecientes a dos tribus: Rhodhniini y Triatomini (Rassi, et al., 2010).

La infeccion vectorial se inicia cuando un hemiptero infectado deposita sus heces
(en las que se encuentra el parasito) sobre la piel o mucosas de sus hospederos (esto

mientras se alimenta) y, al mismo tiempo, causando una sensacién de prurito con lo cual
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se provoca el rascado y por consiguiente la formacién de micro heridas en la piel del
huésped; a través de estas heridas T. cruzi puede alcanzar el torrente sanguineo.
Posteriormente el parasito invade diversas células (células no-fagociticas vy
fagociticas), se replica durante el estadio de amastigote y posteriormente se diferencia al
estadio de tripomastigote. Estos tripomastigotes son liberados cuando la célula se rompe.
Los tripomastigotes circulantes (sanguineos) pueden invadir otras células del huésped o
pueden ser captadas por otra chinche la cual, posteriormente podra infectar a un nuevo

huésped cerrando de esta manera el ciclo bioldgico (Figura 1.3) (Tyler & Engman, 2001).
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Figura 1.3 Representacion del ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi. El parasito alcanza el
torrente sanguineo e invade a diferentes tipos de células (fagociticas y no fagociticas); luego de
varias rondas de replicaciéon, las células infectadas revientan y los parasitos son liberados al
torrente sanguineo donde pueden dirigirse a diversos téjidos, colonizdndolos y formando los
denominados nidos de amastigotes, o pueden invadir nuevamente a las células. Finalmente, las
formas circulantes pueden ser succionadas durante la ingesta de alimento por la chinche vector,
cerrando de esta manera el ciclo bioldgico. Tomado de: Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

La transmision vectorial representa el 80% de los casos en paises endémicos; sin
embargo, la transfusidon sanguinea y el trasplante de drganos infectados con T. cruzi se

encuentran como las principales formas de contagio en paises no endémicos.


http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html
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La trasmision congénita es un problema de salud publica que afecta a todos los
paises incluyendo Estados Unidos y Europa, esto debido al alto flujo de inmigrantes
infectados por T. cruzi.

Otra forma de trasmisidén es por via oral, ocasionada por el consumo de jugos o
alimentos contaminados con las heces de las chinches infectadas con T. cruzi; esta ruta de
infeccidn constituye uno de las principales modos de infeccién en determinadas areas

geograficas, como en la Amazonia brasilefia (Nébrega, et al., 2009; Rassi, et al., 2010)

1.1.3. Manifestaciones clinicas
La enfermedad de Chagas se presenta primeramente con una etapa aguda o
inicial, la cual es seguida por una etapa crdnica que puede ser clasificada en: forma

indeterminada (forma asintomatica) y forma sintomatica (Pereira Nunes, et al., 2013).

1.1.3.1. Etapa aguda

La etapa aguda de la infeccion se define como la fase en la cual se encuentran los
parasitos en la sangre. La mortalidad durante esta etapa es aproximadamente del 5% de
los casos y se relaciona frecuentemente con miocarditis. Dentro de la etapa aguda se
consideran dos fases, una asintomatica (sin evidencia clinica de enfermedad) y una
sintomatica. En esta fase sintomatica, las manifestaciones clinicas incluyen lesion en el
sitio de entrada (chagoma de inoculacién) o cuando la infeccién es en la conjuntiva, puede
formarse un edema periorbital unilateral denominado signo de Romafia; ademas, se
presenta fiebre, sudoraciéon, dolor muscular, nddulos linfaticos aumentados,
hepatoesplenomegalia, edemas subcutdneos localizados o generalizados, miocarditis
aguda y bronconeumonia. Esta sintomatologia, no especifica, frecuentemente suele
confundirse con otros padecimientos comunes en nifos y la mayoria de los pacientes son
infectados durante la niflez, aunque la etapa aguda de la infeccién usualmente no es

severa, aunque eventualmente puede ocasionarse la muerte (Prata, 2001).
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1.1.3.2. Etapa créonica

Un alto porcentaje de pacientes con la enfermedad de Chagas permanecen en fase
asintomatica por 10 o 30 anos, e incluso de por vida. La fase asintomatica inicia entre la
octava y décima semana a partir del inicio de la infeccidn. Esta etapa se caracteriza por un
silenciamiento clinico, en el cual los pacientes no tienen sintomatologia alguna; no
obstante, presentan anticuerpos circulantes contra T. cruzi y aproximadamente el 2% de
los pacientes desarrollan marcadores clinicos o electrocardiograficos de dafio cardiaco
(Cabarin Lima, et al., 2011)

Durante la fase determinada (forma asintomadtica), las complicaciones cardiacas
ocurren usualmente en el 20 al 30% de los casos y son el principal factor prondstico. La
cardiomiopatia chagasica crénica es la mads frecuente y severa e incluye fibrosis, necrosis,
vasculopatia, inmunopatologia, disfuncion auténoma, miocarditis difusa, progresiva y
acumulativa en la cual se observan lesiones con reaccién inflamatoria focal con presencia
de linfocitos y degeneracién fibrética extensiva en las regiones circundantes. Estas
lesiones involucran a miocitos y nervios. También se observan alteraciones
microvasculares que progresivamente destruyen las células contractiles miocardicas
(miocitdlisis), dafio miocardico debido a una reaccién inmune cruzada activada contra el
antigeno MXT de T. cruzi, el cual es homodlogo a miosina, que a su vez es un componente
principal de las estructuras cardiacas. En los pacientes con dafo cardiaco severo se puede
producir un aneurisma ventricular, caracteristico de esta enfermedad (Punukollu , et al.,
2007). Ademas, en esta fase se pueden observar manifestaciones extracardiacas como las
visceromegalias, las cuales son las manifestaciones del aparato digestivo, y se caracteriza
por desdrdenes motores y la dilatacién de érganos como eséfago y colon (Rassi, et al.,

2010).

1.1.4. Tratamiento
El tratamiento de la enfermedad de Chagas involucra tanto la terapia contra el
parasito como la terapia adyuvante para el manejo de insuficiencias cardiacas presentes

durante la fase crdnica sintomatica.
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En la actualidad los agentes antiparasitarios indicados son el Nifurtimox y el
Benznidazol. El Nifurtimox actla via la reduccién del grupo nitro para formar radicales
inestables como el nitroanidn, el cual es altamente reactivo y produce metabolitos de
oxigeno reducido, altamente téxicos (perdxido de hidrégeno, aniéon superdxido). Se ha
demostrado que T. cruzi es mas sensible al estrés oxidativo que otras células de
vertebrados, siendo sensible al peréxido de hidrégeno. El Benznidazol actia produciendo
modificaciones covalentes de macromoléculas por nitrorreduccién de intermediarios
(Murciaa, et al., 2013; Pereira Nunes, et al., 2013).

Ambos, medicamentos, tienen una actividad significativa durante la fase aguda de
la enfermedad, provocando la cura parasitoldgica hasta en un 80% de los pacientes
tratados oportunamente. Sin embargo, durante la fase crénica de la enfermedad, estas
drogas tienen muy baja actividad tripanocida. Ademas el tratamiento con estos
antiparasitarios esta contraindicado durante el embarazo y en personas con dafio
hepatico o renal avanzado. Asimismo, la presencia de sintomas colaterales causados por la
administraciéon de estos farmacos puede llevar en algunos casos a la interrupcion del

tratamiento por los pacientes (Tabla 1.1) (Apt, 2010; Cabarin Lima, et al., 2011).

Tabla 1.1 Reacciones adversas al Nifurtimox y Benznidazol

Alteraciones digestivas

Pérdida de peso

Nausea

Vémito

Gastroenteritis

Alteraciones hematoldgicas (asociadas al sindrome de hipersensibilidad)

Leucopenia

Trombocitopenia

Agranulocitosis

Alteraciones dermatoloégicas

Erupciones eritematosas

Dermatitis atépica

Sindrome Stevens-Johnson (en estos casos se suspenden el tratamiento)

Alteraciones neuroldgicas

Polineuropatia (En general, esto aparece cuando se prescriben dosis altas. Con la dosis usual de
Benznidazol,5 mg/kg/dia, del 10 al 30% de los pacientes la desarrollan, especialmente al final
del tratamiento)

Tomado y modificado de: (Apt, 2010)
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1.2. Vacuna terapéutica contra la enfermedad de Chagas

Actualmente, no existe una terapia efectiva para la mayoria de los pacientes que
se encuentran en la etapa crénica de la enfermedad de Chagas, tanto en la fase
indeterminada (70%-80%) como en la fase sintomatica (10%-20%). Por lo que son
necesarios nuevos farmacos con alta eficacia y sin efectos secundarios para el tratamiento
de esta enfermedad, especialmente en la fase crénica (Apt, 2010). Una posible alternativa
en la quimioterapia es una vacuna terapéutica inyectable que prevenga o retrase la
cardiomiopatia chagdsica en pacientes con un estado indeterminado o determinado,
como la que esta desarrollando Sabin Vaccine Institute y Texas Children’s Hospital Center
for Vaccine Development, en asociaciéon con la Universidad Auténoma de Yucatan,
CINVESTAV, BIRMEX vy otras instituciones de México, Alemania, Japdén y Estados Unidos
(Dumonteil, et al., 2012).

Una vacuna terapéutica efectiva para la enfermedad de Chagas en humanos podria
prevenir complicaciones cardiacas entre los 40,000 nuevos casos estimados anualmente
en América Latina, ademas de impedir alrededor de 60,000 afios de vida ajustados por
discapacidad (AVAD) resultado de las cardiomiopatias y dafios gastrointestinales, ademas
de evitar 10,000 defunciones anuales.

Los analisis que han evaluado el valor econdmico de una vacuna que retrase o
prevenga el comienzo de las cardiopatias debidas a la enfermedad de Chagas sugieren que
una vacuna de este tipo seria rentable y proporcionaria un ahorro en los costos de

tratamientos y beneficios en la salud de los pacientes (Dumonteil, et al., 2012).

1.2.1. Seleccion de antigenos

Para controlar esta infeccién han sido valoradas una amplia gama de
formulaciones de vacunas a lo largo de estos afios, que van desde pardsitos enteros,
proteinas purificadas o recombinantes, vectores virales hasta vacunas de ADN (Quijano-
Hernandez & Dumonteil, 2011).

En modelos animales, se ha demostrado que el ADN plasmidico que contiene

genes que codifican antigenos de interés y estimulan una respuesta humoral y celular
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especifica, asi como proteccién inmunoldgica contra diversas bacterias, virus y parasitos.
Estas vacunas de ADN son una herramienta muy util en la seleccidon antigenos para
prevenir o tratar enfermedades infecciosas (Li, et al., 2012).

Desde el 2004, estudios de inmunizacion con ADN en animales, realizados en el
Laboratorio de Parasitologia de la Universidad Auténoma de Yucatan, mostraron que se
puede inducir una proteccién significativa contra la infeccién por T. cruzi con diversos
antigenos. Los antigenos TSA-1 (proteina de superficie de T. cruzi) y Tc24 (proteina
excretora-secretora) fueron seleccionados como los mejores candidatos para el desarrollo
de una vacuna. Estos pldsmidos generan una respuesta inmune mediada por anticuerposy
linfocitos T CD4" y T CD8"; algunos ensayos resaltan que aunque la activacién de las
células CD8" es critica, la ayuda de las células CD4" es también necesaria para tener una
Optima proteccion contra T. cruzi (Dumonteil, 2009; Limon-Flores, et al., 2010).

Se ha confirmado mediante estudios que la inmunoterapia con el pldsmido pcDNA-
3 TSA-1 es capaz de controlar la infeccién experimental en el modelo murino, induciendo
un aumento en el nimero de linfocitos T CD4"y TCD8" en la fase aguda y un incremento de
linfocitos CD8" productores de IFN-y durante la fase crénica. Aunado a estos ensayos,
también se evalué la inmunoterapia de la vacuna pcDNA-3 Tc24 en ratones infectados con
T. cruzi tanto en la fase aguda como en la fase crénica de la enfermedad de Chagas. En la
fase aguda se presentod una sobrevivencia del 83% y una reduccidn en la carga parasitaria
en los ratones con inmunoterapia, asi como la reducciéon en el niumero de pardsitos
alojados en el tejido cardiaco durante la fase crdnica en contraste con sus respectivos
controles (Dumonteil, et al., 2004).

Recientemente se evalué la eficacia de una vacuna de ADN basada en la mezcla de
los plasmidos pcDNA TSA-1 y pcDNA-3 Tc24 en ratones y perros, observandose un
aumento significativo en la eficacia inmunoterapeutica al reducirse el tiempo de deteccién
de la carga parasitaria en los animales tratados con respecto a la administracién individual
de cada uno de los plasmidos. Ademas, el tratamiento con una combinacion de los
antigenos TSA-1y Tc24, pudo parcialmente controlar la infeccién por T. cruzi, tanto en la

fase aguda (Figura 1.4) como en la fase crdnica (Figura 1.5) en ratones Balb/c y ratones
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ICR, respectivamente. Asimismo, con estos ensayos se comprobd que la inmunizacién con
pldsmidos que codifican para ambos antigenos no producen interferencia o competencia

antigénica entre ellos (Limon-Flores, et al., 2010; Dumonteil, et al., 2012).
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Figura 1.4 Efecto preventivo de la vacuna de ADN. La parasitemia (A) y la inflamacion de tejido
cardiaco 50 dias posteriores a la infeccidon con T. cruzi (B) fueron evaluados en ratones Balb/c.
Tomado de: (Limon-Flores, et al., 2010)
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Figura 1.5 Efecto terapeltico de la vacuna de ADN. La parasitemia (A) y la densidad de las células
inflamadas en el corazén 50 dias posteriores a la infeccién con T. cruzi (B) fueron evaluadas en
ratones Balb/c tratados durante la fase aguda (dias 5 y 12 después de la infeccidn) con la vacuna
de ADN. Ratones ICR infectados también fueron tratados en la fase crdnica (dias 70 y 77 después
de la infeccidon) y la inflamacidn celular de corazén fue observada en el dia 180 después de ser
infectados (C). Tomado de: (Limon-Flores, et al., 2010)

1.2.2. Desarrollo de una vacuna bivalente basada en proteinas recombinantes
Las vacunas de ADN han evolucionado mucho en los ultimos 20 afios desde su

invencion. Sin embargo, aln no son una alternativa competitiva frente a vacunas para
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humanos constituidas por proteinas o hidratos de carbono, teniendo como barreras las
preocupaciones de seguridad y la pobre inmunogenicidad, en comparaciéon con las
vacunas proteicas (Li, et al., 2012).

A pesar de los avances en los estudios de vacunas de ADN para humanos, sus
limitaciones actuales todavia no han sido superadas por lo que se ha propuesto el
desarrollo de una vacuna terapéutica bivalente compuesta por los antigenos

recombinantes TSA-1 y Tc24 para contrarrestar la enfermedad de Chagas (Dumonteil, et

al.,, 2012).

1.3. Antigeno TSA-1
El antigeno TSA-1 (trypomastigote surface antigen 1) es el primer miembro de la
superfamilia de las trans-sialidasas (TcS) en ser identificado y caracterizado; éste

pertenece al grupo Il (GP85) y no presenta actividad catalitica (Figura 1.6) (Freitas, et al.,

2011).
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Figura 1.6 Prototipo de cada uno de los grupos que componen la superfamilia TcS. La longitud de
las proteinas dentro de los grupos puede variar. Las representaciones graficas no estdn a escala.
Tomado y modificado de: (Freitas, et al., 2011)
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TSA-1 es una glicoproteina de 85 kDa unida a la superficie de la membrana
plasmatica de tripomastigotes sanguineos por medio de GPI (glicosilfosfatidilinositol).
Esta proteina se encuentra implicada en la unién e invasion de la célula hospedera (Fouts,
et al., 1991).

Las propiedades inmunogénicas de la proteina TSA-1 y polipéptidos derivados de
subregiones del gen expresado en baculovirus y sistemas bacterianos fueron investigadas
en ratones. A pesar de que tanto las regiones amino como carboxilo proximal de la TSA-1,
contienen epitopos de células B, la regidn carboxilo proximal contienen una o mas
secuencias inmunodominates que suprimen los epitopos presentes en la porcién amino
proximal. Los ratones inmunizados con la proteina TSA-1 o la regién carboxilo proximal, no
sobrevivieron a la infeccion con T. cruzi. A diferencia de los ratones inmunizados con la
porciéon amino proximal, los cuales tuvieron un 70% de sobrevivencia ante la presencia del
pardsito (Wrightsman, et al.,, 1994). Lo anterior indica que los epitopos de la regién
carboxilo proximal enmascaran la accién inmunoprotectora de la parte amino proximal,
por lo que asi como en las vacunas de ADN, la proteina recombinante que se usara como
candidato a vacuna comprenderd sélo la regién amino proximal de la proteina TSA-1

(Figura 1.7).

Péptido sefal Regién amino proximal Region carboxilo proximal

Regién amino proximal His-Tag

Figura 1.7 Representacion esquematica de TSA-1. A) Proteina completa de 85 kDa. B) Proteina
recombinante de 65 kDa.
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1.4. Expresion de proteinas recombinantes

La expresion de proteinas recombinantes es importante para el estudio de las
funciones biolégicas de los genes, el desarrollo de farmacos y para procesos industriales.
Hay varios sistemas de expresién de proteinas, como bacterias, levaduras, células de
insecto, células de mamifero y sistemas libres de células.

La expresion en células de mamifero y células de insecto produce proteinas
biolégicamente activas que contienen modificaciones post-traduccionales como
fosforilacién, acetilacion y glicosilacién. Pero estos sistemas de expresion tienen
rendimientos bajos y su costo es generalmente alto para su produccién escala industrial;
en cuanto a los sistemas libres de células, éstos también presentan rendimientos bajos
(Yamaguchi & Miyazaki, 2014).

Escherichia coli (E. coli) es la plataforma de expresion mds utilizada en la
produccién de proteinas recombinantes cuando su actividad biolégica no depende de
alguna modificacion post-traduccional debido a su rapido crecimiento, sencilla
manutencion y capacidad para expresar grandes cantidades de proteinas heterélogas a
bajo costo; no obstante, con frecuencia el producto de interés se deposita dentro de la
células en agregados insolubles denominados cuerpos de inclusion (Cl).

Los Cl son agregados proteicos de alta densidad, localizados tanto en el citoplasma,
como en el espacio periplasmico de E. coli durante la sobreexpresién de proteinas
recombinantes (Figura 1.8). Particularmente, en E. coli, |la formacién de los Cl se atribuye a
la incapacidad del control de calidad de la maquinaria de plegamiento de la célula

productora frente a la sobreexpresion de proteinas heterélogas (Singh & Panda, 2005).
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Figura 1.8 Micrografia electronica de E. coli. Los Cl se ven acumulados en el citoplasma y espacio
periplasmatico. Tomado de: (Fahnert, et al., 2004)

Con el objetivo de mejorar la solubilidad de una proteina, los investigadores han
implementado una serie de estrategias como el cultivo de las células a temperaturas mas
bajas, co-expresién de la proteina de interés con chaperones y foldasas y el uso de
proteinas de fusion, entre otras. Sin embargo, la expresion de proteinas recombinantes
ofrece las siguientes ventajas:

1. Elnivel de expresidn a bastante alto ya que los Cl llegan a constituir mas del
30% de la proteina total de la célula.

2. La proteina de interés se protege de la degradacidon proteolitica de las
enzimas de la célula hospedera.

3. No existe riesgo de desnaturalizacion durante la lisis celular y el paso inicial
de purificacion pues la proteina agregada en ClI no tiene actividad
bioldgica.

4. Los Cl se pueden separar facilmente de las proteinas solubles de E. coli por
medio de centrifugacion, filtracién o cromatografia de exclusién molecular.
Reduciéndose de esta manera el nimero de pasos de separacién, lo cual
incrementa el rendimiento del producto purificado.

5. Permite la recuperacién de proteinas heterdlogas téxicas para la célula
hospedera (Li, et al., 2003).

El método general utilizado en la produccién de proteinas recombinantes a partir de Cl se

ilustra en la Figura 1.9.
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Figura 1.9 Diagrama de flujo de produccién de proteinas recombinantes a partir de Cl. Este
diagrama esquematiza de forma general el proceso de obtencidn de proteinas acumuladas en Cl.
Tomado de: (Jungbauer, et al., 2004)

1.4.1. Aislamiento y solubilizacion de CI

Debido a que los Cl se caracterizan por una relativamente alta densidad especifica
de aproximadamente 1.3 mg/mL, pueden ser cosechados después de la lisis celular por
centrifugacién a velocidades moderadas. Después de la lisis celular, ya sea por métodos
mecanicos o enzimaticos, generalmente se tiene un alto grado de contaminantes
insolubles, como proteinas integrales de membrana, por lo que los Cl requieren de pasos
de lavado adicionales, en éstos se puede utilizar acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
bajas concentraciones de agentes desnaturalizantes, tales como urea o cloruro de
guanidinio (GndCl) y detergentes (Fahnert, et al., 2004; Antonio Pérez, 2012).

Posteriormente, los Cl se solubilizan para lo cual se pueden usar diversos métodos;
sin embargo, la eleccién del agente de solubilizacién puede afectar la etapa de
replegamiento y al costo del proceso global. Los agentes desnaturalizantes mas usados
para solubilizar los Cl son el GdnHCI (6M) y urea (8M) (De Bernardez Clark, 2001). La
finalidad de la solubilizacidon es interrumpir las interacciones hidrofdbicas inespecificas

produciendo la desagregacién de los Cl (Figura 1.10) (Singh & Panda, 2005).

denaturant T

Denatured protein | ' .

.........................
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Figura 1.10 Solubilizaciéon quimica de Cl. Altas concentraciones de agentes desnaturalizantes
producen la desagregacion de los Cl. Tomado y modificado de: (Fahnert, et al., 2004).

Como resultado de Ila solubilizacién de los Cl se tiene una proteina sin su

configuracion nativa (Antonio Pérez, 2012).

1.4.2. Replegamiento in vitro de proteinas recombinantes

El mayor reto en la produccion de proteinas recombinantes a partir de Cl es el de
convertir estos agregados en proteinas correctamente plegadas que recuperen su funcion
bioldgica.
El plegamiento estd dirigido por la secuencia de aminodcidos de la proteina y comprende
la secuencia de interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno y de enlaces disulfuro
gue a través de intermediarios productivos en un proceso cooperativo formaran la
estructura estable y funcional de la proteina (Antonio Pérez, 2012). En el plegamiento, se
establecen interacciones intramoleculares siguiendo una reaccién de primer orden y de
ser necesaria la formacion de oligdmeros, subsecuentemente se establecerdn
interacciones intermoleculares ordenadas y consecutivas. No obstante, existe la
posibilidad de que se establezcan interacciones intermoleculares entre dos o mas
moléculas de polipéptidos desplegados o bien, entre intermediarios productivos o no
productivos del plegamiento, promoviendo la formacion de agregados no estructurados o
alternativamente, la formacion de agregados fibrilares denominados “amiloides” (Figura

1.11).
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Figura 1.11 Esquema del proceso de plegamiento de una proteina. En el embudo energético, se
muestra en color azul las multiples conformaciones previas a la adquisicidon de la estructura nativa
por medio de interacciones intramoleculares. La violeta muestra las conformaciones resultantes
de las interacciones intermoleculares que conducen a la formacién de agregados amorfos o
estructuras amiloides. Tomado de: (Antonio Pérez, 2012)

El replegamiento in vitro, es una operacién unitaria en donde se deben propiciar
las condiciones necesarias para llevar a cabo el correcto plegamiento de la proteina, por lo
gue es fundamental propiciar las condiciones de renaturalizacién y simultdneamente,
prevenir las interacciones intermoleculares desordenadas para evitar la formacion de
agregados que limiten el rendimiento del proceso (Fahnert, et al., 2004; Antonio Pérez,
2012).

El replegamiento de proteinas provenientes de cuerpos de inclusién solubilizados
requiere de la remocién del agente desnaturalizante, esto puede ser por: dilucion,
recambio de amortiguador a través de métodos con membranas o procesos

cromatograficos.
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1.4.2.1. Dilucién

La dilucién es el método mas comunmente utilizado para la renaturalizaciéon de
proteinas provenientes de Cl. La proteina solubilizada es adicionada lentamente al
amortiguador de replegamiento, el cual, generalmente, contienen aditivos que previenen
la formacion de agregados, hasta alcanzar una concentracién local baja (0.001 mg/mL —
0.1 mg/mL), propicidandose asi un aislamiento espacial durante el replegamiento, lo que
evita su agregacion.

Una consecuencia de tener una baja concentracion de proteina en el
replegamiento por dilucién es la adicién de pasos de concentraciéon al esquema de
produccién. Esto se puede hacer por ultrafiltracion o por etapas subsecuentes de
purificaciéon por medio de cromatografia de intercambio iénico (Jungbauer & Kaar, 2007).

A pesar de que tiene varias desventajas como la dificultad para recuperar la
proteina debido a su baja concentracién y a nivel operacional el volumen final de los
amortiguadores empleados y las dimensiones de los tanques hacen que este proceso sea
costoso, poco escalable y no controlable; es el método mds usado a nivel industrial en la
produccién de proteinas recombinantes debido a la simplicidad del proceso (Fahnert, et

al., 2004; Antonio Pérez, 2012).

1.4.2.2. Dialisis

El replegamiento de proteinas mediante la aplicacion de membranas esta limitado
a la remocidn del agente desnaturalizante por dialisis. Por medio de esta técnica, solo se
reduce la concentracion del agente desnaturalizante; no obstante, la formacion de
agregados no se evita, ya que no contempla la disminucién de las interacciones
intermoleculares hidréfobicas inapropiadas. Ademds de presentar desventajas como:
tiempos de operacién largos y empleo de voliumenes grandes de amortiguadores de
replegamiento; ocasionando que sea un proceso poco escalable (Antonio Pérez, 2012;

Yamaguchi & Miyazaki, 2014).
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1.4.2.3. Métodos cromatograficos
Los procesos cromatograficos aplicados al replegamiento de proteinas suelen ser

atractivos por la capacidad de promover simultaneamente una baja concentracién local
de proteina por replegar, provocando la separacién espacial entre especies de
replegamiento, disminuyendo asi la formacién de agregados. Por lo tanto, estos métodos
permiten el replegamiento a concentraciones mayores de proteina que las tratadas por
dilucién o con membranas, lo anterior hace que estos procesos sean una alternativa

potencial en el replegamiento de proteinas (Li, et al., 2003; Rathore, et al., 2013).

Cromatografia de afinidad por metales inmovilizados

La introduccién de una etiqueta de poli-histidina en el amino o carboxilo terminal
permite la inmovilizacidén reversible de una proteina desnaturalizada a un soporte sélido
de cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés). El
replegamiento se puede lograr reduciendo la concentracion del agente desnaturalizante
en un solo paso o por medio de un gradiente.

El replegamiento por IMAC se limita principalmente a las proteinas en las cuales la
inclusién de la etiqueta de poli-histidina no interfiera con la formacién de su configuracién
nativa.

Una desventaja adicional del replegamiento por IMAC es la unidn inespecifica
debida a interacciones idnicas. Concentraciones altas de sal permite un incremento en las
fuerzas hidrofdbicas, favoreciendo la agregacion de los intermediarios formados en el

replegamiento (Li, et al., 2003; Jungbauer, et al., 2004).

Cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular (SEC, por sus siglas en inglés) se ha
utilizado extensamente desde la década de 1990 para eliminar agentes desnaturalizantes
y separar intermediarios de plegamiento. Se ha hipotetizado que la remocién gradual del
agente desnaturalizante a través de una columna y las diferentes propiedades de difusion

entre una proteina desplegada, los intermediarios de peglamiento y los agregados en la
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fase estacionaria, minimizan la probabilidad de agregacion (De Bernardez Clark, 2001;
Jungbauer, et al., 2004).

El tipo de gel usado para SEC tiene un efecto en el replegamiento, mientras mayor
sea su intervalo de fraccionamiento, se incrementa el rendimiento y la resolucién entre la
proteina replegada y los agregados disminuye (Fahey, et al., 2000). Ademas se encontré
que las condiciones de aplicacion de la muestra tienen un impacto sobre la eficiencia en el
replegamiento por SEC, debido a un rapido colapso estructural durante la aplicacién de la
muestra, lo que puede conducir a la agregacion (Batas & Chaudhuri, 1999).

Los parametros mads importantes en el escalamiento de replegamiento por SEC,
son las dimensiones de la columna y la velocidad de flujo, ya que ambos influyen en el

rendimiento de replegamiento (Harrowing & Chaudhuri, 2003; Jungbauer, et al., 2004).

1.4.3. Replegamiento oxidativo

En el caso de las proteinas que con enlaces disulfuro, los amortiguadores de
replegamiento deben promover la formacion de enlaces disulfuro (oxidacién). El método
de oxidacion mas simple y mas barato utiliza aire en presencia de un catalizador metalico
y un agente reductor para facilitar la reorganizacion de enlaces disulfuro. Sin embargo, la
tasa de formacion de enlaces disulfuro a través de la oxidacidn del aire puede ser limitada
este como consecuencia de la transferencia de oxigeno lenta en soluciones acuosas. Con
objeto de mejorar la transferencia de oxigeno, se puede utilizar un aumento en |Ia
agitacién, pero también puede dar lugar a la agregacion debido al incremento de la fuerza
de corte y de la tensién superficial (De Bernardez Clark, 2001). La tasa de oxidacién se
puede acelerar utilizando una mezcla de reactivos oxidados y reducidos. El par mas
comunmente usado es el glutation oxidado-reducido (GSSG/GSH); sin embargo, una
desventaja que tiene este sistema es el alto costo de los reactivos (De Bernardez Clark,

2001).



2. ANTECEDENTES DIRECTOSIF I

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Para la expresion de la proteina recombinante rTSA-1 se han usado tres
plataformas de expresion: células de insecto, Pichia pastoris, y E. coli cepa BL21(DE3). Sin
embargo, los esfuerzos para obtener esta proteina de forma soluble han sido infructuosos.

En cuanto a la produccion de rTSA-1 en células de insecto, se presentan bajos
rendimiento, por lo cual ha sido complicada su purificacién. En la levadura Pichia pastoris,
esta proteina no se logra expresar. Y en cuanto a la cepa BL21(DE3) de E. coli, la rTSA-1, se
expresa con altos rendimiento pero en forma insoluble, es decir en Cl (Zhang, 2011, datos

no publicados).
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3. JUSTIFICACION

La incidencia de la enfermedad de Chagas, casi exclusivamente en las comunidades
rurales y barrios urbanos pobres en paises de América Latina y en el sur de Estados
Unidos, ocasiona retraso del desarrollo en los nifios, trastornos en los embarazos vy
disminucion de la productividad laboral. Debido a la ineficacia de los tratamientos
actuales sobretodo en la fase crdnica y las limitaciones de las estrategias de control del
vector han motivado el desarrollo de alternativas de tratamiento con mayor eficacia a las
actuales.

Una alternativa potencial son las vacunas terapéuticas basadas en proteinas
recombinantes producidas en sistemas de expresiéon asequibles. La porcidn amino
proximal de la proteina TSA-1 de Trypanosoma cruzi ha demostrado ser un antigeno que
genera respuesta inmunoprotectora, dicha regidén se ha logrado expresar como cuerpos
de inclusidon en Escherichia coli; sin embargo, se requiere que la proteina adquiera su
estructura nativa para su caracterizacidon bioquimica e inmunoldgica. Por lo que en este
proyecto se propone la implementacién de un sistema de replegamiento in vitro, el cual

permita producir proteina recombinante rTSA-1 correctamente plegada.
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4. HIPOTESIS

La proteina recombinante rTSA-1 expresada en E. coli en cuerpos de inclusién

adquirira su estructura nativa mediante un método de replegamiento in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL

Implementar un sistema de replegamiento in vitro usando las metodologias
reportadas en la literatura y las desarrolladas en el grupo de trabajo para obtener Ia
proteina recombinante TSA-1 expresada en E. coli en cuerpos de inclusion, en su forma

nativa

5.1.1. ESPECIFICOS
1. Expresar la proteina recombinante rTSA-1 en E.coli.
2. Purificar la proteina recombinante rTSA-1.

3. Determinar las condiciones de replegamiento para la proteina recombinante rTSA-1.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental que se utilizé para cumplir con los objetivos de este
trabajo de investigacion se dividid en 3 etapas: 1) Expresién de la proteina rTSA-1 en
diferentes cepas de E.coli; 2) Extraccién y purificacion de la proteina rTSA-1; y 3)

Replegamiento de la proteina rTSA-1 (Figura 6.1).
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Figura 6.1 Esquema general de la estrategia experimental desarrollada durante la Tesis
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Materiales

7.1.1. Reactivos
Los reactivos quimicos utilizados en los experimentos de las etapas de expresion,
purificacién y replegamiento de la proteina rTSA-1 fueron de grado analitico (Tabla A.1,

Apéndice A)

7.1.2. Vector de expresion
Para la expresidon de la proteina rTSA-1 se utilizé el vector pET-41a (Novagen)
(Figura B.1, Apéndice B), conteniendo la secuencia de DNA que codifica para la regién

amino proximal del antigeno TSA-1 (pET-41a-TSA-1)

7.1.3. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas de E. coli que se utilizaron para realizar los ensayos de
expresion de la proteina rTSA-1 fueron: BL21(DE3), Lemo21(DE3), C41(DE3), C43(DE3),
Rosetta y Rosetta 2.

Los genotipos de E. coli utilizados fueron seleccionados por ser especificos para la
obtencidén de proteina tdxicas o con baja solubilidad y sus caracteristicas se enlistan en la

Tabla C.1 (Ver Apéndice C)
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7.2. Métodos

7.2.1 Analisis bioinformatico de la proteina rTSA-1

La secuencia de residuos de aminodcidos del fragmento de la TSA-1 a expresar en
forma recombinante en E. coli y varias herramientas bioinformaticas disponibles en el
Internet, se usaron para predecir las propiedades fisicas y quimicas, estructura secundaria
y terciaria, enlaces disulfuro potenciales y propensidn de agregacion de la proteina
recombinante.

El calculo del punto isoeléctrico tedrico y el peso molecular de la proteina rTSA-1

se hizo con Compute pl/Mw (http://web.expasy.org/compute pi/) (Bjellgvist, et al., 1993;

Bjellgvist, et al., 1994; Gasteiger, et al., 2005). Mientras que para los siguientes
parametros: coeficiente de extincién, indice de inestabilidad, indice alifatico y indice de

hidropaticidad se empled el servidor ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)

(Gasteiger, et al., 2005).
La prediccién de la estructura secundaria de la proteina rTSA-1 se realizo a través

del servidor PSIPRED v3.3 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Jones, 1999).

Para modelar la estructura terciaria de la proteina rTSA-1 se usé la herramienta I-

TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang , 2008; Ambrish, et al., 2010;

Ambrish, et al., 2012) basada en la estrategia de modelamiento “Threading” o hilado. Se
evalud la calidad del modelo calculando el Z-score con la herramienta Ramachandran plot
evaluation, una opcién del programa What if.

La formacién de posibles puentes disulfuro en la proteina rTSA-1 se hizo por medio

de la aplicacién informatica DIANNA 1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) (Ferre &

Clote, 2005; Ferre & Clote, 2006)
La prediccion de las regiones en la secuencia de aminodacidos de la proteina r7SA-1
propensas a la agregacion (“hotspot”) se localizaron usando el programa Aggrescan

(http://bioinf.uab.es/aggrescan/) (Conchillo-Solé, et al., 2007). Este servidor permite por

medio de la utilizacidon de un algoritmo rapido y sencillo, predecir y evaluar la presencia de

puntos de agregacién en las cadenas polipeptidicas.
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7.2.2. Expresion de la proteina rTSA1-1

Se hizo un andlisis de solubilidad transformando células competentes de diferentes
cepas de E. coli con el plasmido pET-41a-TSA-1 (donado por Sabin Vaccine Institute y
Texas Children's Center for Vaccine Development) para tratar de obtener la proteina rTSA-
1 en forma nativa y asi poder usarla como control en los ensayos de replegamiento.

Las cepas transformadas con el vector pET-41a-TSA-1 fueron cultivadas en tubos
conteniendo 3 mL de medio LB (Luria-Bertani) con los antibiéticos correspondientes (0.05
mg/mL de kanamicina y 0.034 mg/mL de cloranfenicol dependiendo de la cepa), a 37 °C
con una agitacién de 200 rpm durante 16 h. Después, 0.1 mL de estos pre-indculos fueron
transferidos a tubos con 5 mL de LB con los antibidticos correspondientes, los cuales se
dejaron crecer a 37 °C con una agitacion de 200 rpm hasta alcanzar una densidad éptica
de 0.6-0.7 DO a 600 nm (DOgg). Una vez que los cultivos tuvieron la DOggo deseable se les
adicioné 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) para inducir la expresion de
rTSA-1 a 30 °C con una agitacién constante de 200 rpm durante 16 h. Posteriormente, se
hizo el analisis por medio de electroforesis SDS-PAGE y Western blot de las fracciones
correspondientes a: proteina total, fraccidn soluble y fraccidn insoluble para cada uno de
los cultivos siguiendo el protocolo descrito en el Manual de Sistemas de expresion pET de
Novagen®.

De las cepas donde se detectd presencia de rTSA-1 en forma soluble se escogi6 la
cepa C41 para producirla y usarla como control positivo de replegamiento. Para lo cual se
utilizé un fermentador con 2.5 L de medio LB adicionado con kanamicina (0.05 mg/mL) y
0.25% de glucosa. La induccion se hizo con 1 mM de IPTG durante 16 h a 16 °C,
manteniéndose la concentracién de oxigeno disuelto en 30%. Después de la induccion de
16 h en la cepa C41, las células fueron cosechadas a 4500 rpm por 20 min a 4 °Cy lavadas
en PBS 1X. Se realizd inmediatamente la lisis celular en buffer de lisis (25 mM Tris-HCI pH
7.5, 250 mM NaCl, 1 mM PMFS, 20 mM de imidazol, 10% glicerol); después se le adiciond
lisozima hasta una concentracion final de 1 mg/mL, se dejé incubando por 30 min a 4 °C

con agitacion constante, luego se le agregd DNAse (0.001 mg/mL) durante 15 min a
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temperatura ambiente y se sonicé durante 10 min con intervalos de descanso de 40 s. La
fraccion soluble se recuperé por centrifugacién a 13000 rpm por 30 mina 4 °C.

Por otra parte, la produccidn de rTSA-1 en forma de Cl para los ensayos de
replegamiento se hizo con la cepa BL21(DE3) de E. coli en cultivos de 1.5 L de medio LB
suplementado con kanamicina (0.05 mg/mL) en matraces Fernbach. La expresién de esta
proteina se indujo con 1 mM de IPTG por 16 h a 30 °C con una agitacion constante de 250
rom. La biomasa de los cultivos de derivados de la cepa BL21(DE3) fue recuperada por
centrifugacién a 4500 rpm por 20 min a 4 °Cy resuspendida en buffer de lisis (20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM PMFS, 1 mM DTT). A la suspensién anterior se le agregé
lisozima (1 mg/mL) y se dejo incubar por 30 min a 4 °C con agitacidén constante, luego se le
adicioné DNAse (0.001 mg/mL) durante 15 min a temperatura ambiente; después se
somete a choque térmico con hielo seco-etanol por tres veces y finalmente se centrifuga a
13000 rpm en un lapso de 30 min a 4 °C descartandose el sobrenadante.

La pastilla resultante se resuspendié en buffer de lavado | (20 mM Tris-HCI pH 8.0,
100 mM NaCl, 2 M urea, 2% Tritdn 100X) durante 15 min y después se centrifugdé a 13000
rpm por 20 min a 4 °C. El segundo lavado se hizo suspendiendo la pastilla en buffer de
lavado Il (20 mM Tris-HCI, 1 mM DTT, 2 M GndCl) en un periodo de 15 min y después se
centrifugd a 13000 rpm por 20 min a 4 °C. El tercer lavado se realizé con buffer de lavado
[11 (20 mM Tris-HCI, 1 mM DTT, 2% de sarcosil) por 15 min y después se centrifugd a 13000
rpm en un lapso de 20 min a 4 °C. Cada uno de los lavados se hizo dos veces.

La solubilizacion de los Cl se llevé a cabo con buffer de solubilizacion (20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 8 M urea, 1 mM B-mercaptoetanol, 5 mM imidazol) en
agitacion constante durante 16 h a 4 °C. Después la solucién de Cl solubilizados fue

centrifugada a 13000 rpm por 40 minutos a 4 °CYy filtrada por una membrana de 0.22 um.

7.2.3. Purificacion de la proteina rTSA-1

La fraccion soluble obtenida de la lisis celular de la cepa C41 se dejo
interaccionando toda la noche con 2 mL de resina Ni sepharose™ 6 Fast Flow (Amersham
GE) previamente equilibrada con 10 CV de buffer de unién (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 250

mM NacCl, 1 mM PMFS, 20 mM de imidazol, 10% glicerol), después se hicieron lavados con
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10 CV de buffer de union y la proteina se eluyé con buffer de elucién (25 mM Tris-HCI pH
7.5, 250 mM NaCl, 1 mM PMFS, 500 mM de imidazol, 10% glicerol). Todos los pasos de la
cromatografia se hicieron a un flujo de 1 mL/min

Por otro lado, los ClI solubilizados de rTSA-1 se purificaron en condiciones
desnaturalizantes interaccionaron con 5 ml de resina Ni sepharose™ 6 Fast Flow
(Amersham GE) empacada en una columna de vidrio 1.5 x 20 cm (Biorad) y equilibrada
con 10 CV de buffer de unién (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM NaCl, 8 M urea, 1 mM B-
mercaptoetanol, 5 mM imidazol) con un flujo de 1 mL/min. Después se hicieron lavados
con 3 CV de buffer de unidn, 3 CV de buffer de lavado | (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM
NaCl, 8 M urea, 1 mM B-mercaptoetanol, 50 mM imidazol; 0.1% tritén 114) y 3 CV de
buffer de lavado Il (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 8 M urea, 1 mM B-
mercaptoetanol, 50 mM imidazol) respectivamente. La elucién se hizo con 10 CV de buffer
de elucién (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM NacCl, 8 M urea, 1 mM [B-mercaptoetanol, 1 M
imidazol) a 1 mL/min. Este proceso se llevdé a cabo en un cromatdgrafo BiolLogic HR-

BioRad.

7.2.4. Replegamiento de la proteina rTSA-1

7.2.4.1 Seleccion de buffer de replegamiento.

El buffer de replegamiento es una parte esencial en el disefio de un eficiente
protocolo de replegamiento. En este proyecto la seleccién del buffer para replegar la
proteina rTSA-1 se hizo mediante el replegamiento por filtracion en gel probando 3
buffers diferentes, tal como se describe a continuacion.

Primeramente, se equilibré una columna de filtracion en gel PD-10 empacada con
Sephadex G-25 (GE Health Care) con 25 mL de buffer replegamiento (Buffer A: 20 mM
Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 1 M ureay 1 mm DTT; Buffer B: 20
mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 1 M urea, 0.4 mM GSSG y 0.2
mM GSH; Buffer C: 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 5% glicerol y 1 M urea), después
se cargaron 2.5 mL de proteina desnaturalizada y purificada con una concentracién de 0.5

mg/mL y se eluyd con 3.5 mL de buffer de replegamiento respectivo en cada caso.
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Posteriormente, la proteina se dializd en buffer de almacenamiento (20 mM Tris-HCI pH
8.0, 20 m M NaCl), posteriormente, se filtré por una membrana de 0.22 um (Millipore) y
se guardo a 4 °C para su analisis posterior. La concentracién final de la proteina en cada
caso fue de 0.14 mg/mL.

De acuerdo a con los resultados obtenidos del replegamiento con los buffers A, By
C, fue seleccionado el buffer B para realizar experimentos de replegamiento con proteina
rTSA-1 por dialisis, diluciéon y cromatografia de exclusién molecular. Adicionalmente, se
hizo también el ensayo de replegamiento por medio de cromatografia de afinidad a

niquel.

7.2.4.2. Replegamiento de la proteina rTSA-1 por dialisis

El replegamiento por didlisis se realizé por pasos, es decir, bajando gradualmente
la concentracion de urea desde 8 M hasta 0 M. Primeramente, se introdujeron 50 ml de
proteina desnaturalizada y purificada con una concentracion de 0.1 mg/ml en una bolsa
de didlisis, la cual se dejé dializando contra un volumen de 1 L de buffer de replegamiento
B adicionado con 4 M de urea; luego se hizo un cambio con 1 L de buffer de
replegamiento B con 2 M de urea; posteriormente, la proteina se dializé contra 1 L de
buffer de replegamiento B. El tiempo de dialisis para cada etapa fue de 4 h manteniendo
la temperatura a 4 °C.

Finalmente, la proteina se dializé durante toda la noche en 1 L de buffer sin urea
(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM NaCl, 5% glicerol) a 4 °C, después se filtré por una
membrana de 0.22 um (Millipore) y se concentré por medio de cromatografia de
intecambio idnico (IEX), proceso que se describe mas adelante.

Para los analisis de fluorescencia y dicroismo circular la proteina obtenida de Ila

elucién de IEX, fue dializada en buffer de almacenamiento y guardada a 4 °C.

7.2.4.3. Replegamiento de la proteina rTSA-1 por dilucion
En los ensayos de replegamiento por dilucién, la proteina purificada vy
desnaturalizada se adiciond al buffer de replegamiento B con un flujo de 0.06 ml/min

manteniendo una agitacion magnética moderada a 25 °C hasta alcanzar una



7. MATERIALES Y METODOSIET D

concentracion final de 0.1 mg/ml. El volumen final de la reaccién de replegamiento fue de
100 ml, el cual se filtré por una membrana de 0.22 um (Millipore).

El proceso de replegamiento por dilucidon se escalé a 1 L de volumen final de
reaccidén en un reactor, en el cual la proteina purificada y desnaturalizada fue adicionada
con un flujo de 0.1 ml/min al buffer de replegamiento B hasta alcanzar una concentracién
final de 0.1 mg/ml. Durante el proceso se mantuvo la agitacion entre 250 y 300 rpm, la
temperatura en 25 °C y el pH entre 8.0 y 8.5. Después la proteina fue filtrada por una
membrana de 0.22 um (Millipore).

Tanto la proteina replegada en 100 ml como la que se replegd en el reactor fue
capturada por medio de IEX, proceso que se describe mas adelante.

La proteina capturada por IEX del replegamiento por dilucién en 100 ml fue
dializada en buffer de almacenamiento para realizar el andlisis de fluorescencia y

guardada a4 °C.

7.2.4.4. Replegamiento cromatografico de la proteina rTSA-1
Los métodos cromatograficos que se utilizaron para replegar la proteina rTSA-1
fueron cromatografia de afinidad a niquel (IMAC) y cromatografia de exclusion molecular

(SEC).

Cromatografia de afinidad a niquel

El replegamiento por IMAC se hizo a partir de Cl solubilizados en 8 M de urea,
estos interaccionaron con 5 ml de resina de Ni sepharose™ 6 Fast Flow (Amersham GE)
empacada en una columna de 1.5x15 cm equilibrada con 3 CV de buffer de solubilizacién
(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NacCl, 8 M urea, 1 mM B-mercaptoetanol, 5 mM
imidazol) a 0.5 ml/min. Después se lavd con 3 CV de buffer de solubilizacion y se hizo un
gradiente lineal de urea (de 4 a 0 M) e imidazol (de 50 a 125 mM) con 3 CV a 1 mL/min. En
la elucién se corrieron 3 CV de buffer de elucién (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM NacCl,
500 mM imidazol). Este proceso se llevd a cabo en un cromatégrafo LP-BioRad a

temperatura ambiente.
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Al término del replegamiento por el método de cromatografia de afinidad a niquel,

la proteina se dializé en buffer de almacenamiento a 4 °C para su andlisis posterior

Cromatografia de exclusién molecular

El proceso de replegamiento por SEC se llevé a cabo en una columna vidrio 2.5 x 75
cm, empacada con 70 ml de resina resina Superose® 6 Prep Grade (Sigma-Aldrich).

La columna fue empacada y equilibrada con 1.5 CV de buffer sin urea (20 mM Tris-
HCl pH 8.0, 20 mM NaCl, 5% glicerol), posteriormente, fue adicionado el buffer de
replegamiento (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 0.4 mM
GSSG, 0.2 mM GSH) con 8 M de urea en gradiente lineal en 0.4 CV, de tal forma que quedd
una concentracion de 8 M de urea en la parte superior de la columna, bajando
gradualmente la concentracién de ésta hasta 0 en la parte inferior de la columna. Después
se inyectaron a la columna 5 ml de proteina desnaturalizada y purificada con una
concentracién de 0.5 mg/ml, una vez inyectada la proteina se pasé a la columna 1.5 CV de
buffer sin urea. El flujo utilizado durante el equilibrio, la inyeccidn de proteina y la elucién
de la misma fue de 0.5 ml/min. Este proceso fue realizado en un cromatégrafo NGC-
Biorad a una temperatura de 25 °C. Las fracciones de elucion de la proteina rTSA-1 fueron

colectadas y dializadas en buffer de almacenamiento a 4 °C para su analisis posterior.

7.2.5. Captura de proteina replegada

La proteina replegada por el método de didlisis y dilucion fue capturada por medio
de IEX debido a su baja concentracién.
La proteina replegada por didlisis se dejo interaccionar con 1 ml de resina Q sepharose
(Amersham GE) previamente equilibrada con 10 CV de buffer sin urea (20 mM Tris-HCI pH
8.0, 20 mM NaCl, 5% glicerol), posteriormente, se hizo un lavado con 10 CV del mismo
buffer. La elucidn de la proteina se llevd a cabo con 10 CV de buffer IEX-Elu (20 mM de

Tris-HCl pH 8.0, 1 M de NaCl, 5% de glicerol).
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Para la proteina replegada por dilucion su captura se hizo en 1 ml de resina Q sepharose
(Amersham GE), la cual se equilibré con buffer de unién B (1.34 M urea, 20 mM Tris-HCI
pH 8.0, 20 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 0.4 mM GSSG, 0.2 mM GSH). Luego se hizo
gradiente con 10 CV para bajar la concentracion de urea hasta 0 usando el buffer IEX-GSG
(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 0.4 mM GSSG, 0.2 mM
GSH). Después se lavd la columna con 10 CV de buffer IEX-GSG, seguido de otro lavado
con 10 CV de buffer IEX-20 (20 mM de Tris-HCl pH 8.0, 20 mM de NaCl, 5% de glicerol).
Después se hizo la elucién con 10 CV de buffer IEX-Elu (20 mM de Tris-HCl pH 8.0, 1 M de
NaCl, 5% de glicerol).

En el proceso de IEX se utilizé un cromatdgrafo BioLogic HR-BioRad a temperatura

ambiente y todos los pasos de la cromatografia se hicieron a un flujo de 1 ml/min.

7.2.6. Espectros de fluorescencia de la proteina rTSA-1

La agregacién de la muestra se observé en funcién de “Light scattering” mediante
lecturas a 320 nm (longitud de onda de excitacién y emisién).

Los espectros de fluorescencia intrinseca de la rTSA1 se obtuvieron excitando las
muestras de proteina plegada a una longitud de onda de 295 nm con un barrido de
emisién entre 300 y 400 nm. Las rendijas de excitacion y emisién fueron de 5 nm. La sefal
se adquirid cada 1 nm, y el tiempo de integracion fue de 1 s.

La fluorescencia del ANS (1-anilinonaphthalene-8-sulfonic) se obtuvo a longitud de
onda de excitacion de 370 nm con un espectro de emisién de 400 nm hasta 600 nm para
lo cual se agregaron 17 pL de un stock de ANS (10 mM) a 1.7 mL de solucién de proteina
plegada, luego se dejo incubar durante 30 min con agitacidn constante en oscuridad.

Los experimentos se realizaron a 25 °C en un fluorometro FluoroMax-3 (Jobin Yvon
Horiba) conectado a una celda Peltier, utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso
Optico (Fisherbrand) y la concentracion final de la proteina en todas las muestras fue de

2.1 uM.
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7.2.7 Espectros de dicroismo circular de la proteina rTSA-1

Los estudios de dicroismo circular de la proteina rTSA-1 plegada se realizaron en el
Laboratorio de Investigacion Bioquimica en el Departamento de Biomedicina Molecular
de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia, Instituto Politécnico Nacional, bajo la
asesoria de la Dra. Claudia Benitez Cardoza. Se utiliz6 el equipo JASCO -815 (Jasco Inc.,
Easton, MD) con portaceldas tipo Peltier para el control de temperatura, manteniéndose
ésta en 25 °C para todos los experimentos. Las celas de cuarzo usadas fueron de 0.1 cmy
1 cm de recorrido 6ptico dependiendo del caso. Los resultados se reportan en elipticidad

molar por residuos a partir de la masa promedio de 110.22 g/mol.

7.2.8. Determinacion del estado de agregacion de la rTSA-1 por cromatografia de
exclusion molecular.

Para analizar el estado de agregacién tamario de la proteina rTSA-1 replegada, se cargaron
alicuotas de 500 pl a una columna analitica de exclusidon por tamafio molecular (Superose
12 H/R 10/300 G, GE Healthcare) previamente equilibrada con 2.5 CV de buffer SEC (20
mM Tris-HCl pH 8.0, 20 m M NaCl, 5% glicerol). Para resolver las muestras se utilizé un

flujo de 0.5 ml/min de buffer SEC.

7.2.9. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las muestras de proteinas se cargaron en geles de poliacrilamida al 10%,
previamente éstas se resuspendieron en buffer de muestra 4X (200 mM Tris-HCI pH 6.8,
5% B-mercaptoetanol, 8% SDS (sodio dodecil sulfato), 40% glicerol y 0.4% de azul de
bromofenol) (Laemmli, 1970), se hirvieron por 5 min y se centrifugaron a 13,000 rpm por
1 min. Las corridas se hicieron en una camara de electroforesis vertical (Bio-Rad) con
buffer de corrida 1X; aplicando un voltaje constante de 85 V por 15 min y después se subid
el voltaje a 100 V durante 1.5 h.

Los geles de poliacrilamida se tifieron con una solucion de azul brillante de
Coomassie (50% metanol, 10% dacido acético, 0.5% azul de Coomassie) por 1 é 2 h con
agitacién suave. Se retird la solucién de tincidn y el exceso de colorante se elimind,

mediante incubacidon en solucién de lavado (25% metanol, 10% acido acético y 65% agua).
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El gel se decolor6 realizando varios cambios de la solucion de lavado hasta que las bandas
proteicas se visualizaron con nitidez.

También se corrieron muestras de proteina replegada en condiciones no
reductoras, lo cual significa que no se agregd B-mercaptoetanol en el buffer de muestra
4X, y que no fueron calentadas a 100 °C.

Las imagenes de los geles de poliacrilamida obtenidos se capturaron a través del
fotodocumentador (Bio-Rad).

7.2.10. Western-Blot

La identificacion de la proteina rTSA-1 en fracciones obtenidas de la induccién en
las cepas de E. coli, se llevé a cabo mediante ensayos tipo Western Blot. Previamente, las
proteinas de las muestras fueron separadas por electroforesis SDS-PAGE, después el gel se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa de acuerdo al método estandarizado de
electrotransferencia (Towbin, et al.,, 1979). Una vez finalizada la transferencia, la
membrana se lavé con agua destilada y se tifid con una solucidn de Rojo Ponceau durante
5 minutos para visualizar las proteinas totales transferidas a la membrana. Posteriormente
la membrana se lavd varias veces con agua desionizada para eliminar el colorante. Luego
la membrana se bloqued durante toda la noche con solucién de bloqueo (10% leche
descremada, PBS 1X y 0.1% Tween 20) a 4 °C. Al dia siguiente la membrana se lavé 5
veces con solucién de lavado (PBS 1X y 0.1% Tween 20) y a continuacion se incubd con el
anticuerpo primario anti-histidinas (Roche) con una dilucién de 1:800 a 4 °C por 16 h en
solucion de lavado. Después se realizaron 5 lavados con solucién de lavado y la membrana
se incubd por 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa, diluido 1:2500 en solucion de incubacién (2.5% leche descremada, PBS 1X y
0.1% Tween 20), se hicieron 5 lavados con solucién de lavado.

Finalmente, el revelado de la sefial inmunoreactiva se llevé a cabo por colorimetria

o por el método de quimioluminiscencia sobre un film rayos-X (Kodak, New Heven, NH).
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8. RESULTADOS

8.1. Analisis bioinformatico de la proteina rTSA-1

La proteina rTSA-1 se compone de 596 aminoacidos que incluyen del aminoacido
30 al 617 de la proteina TSA-1 del pardsito T. cruzi y una etiqueta de 6 histidinas ubicada
en el extremo carboxilo. El peso molecular estimado de la rTSA-1 es de 65694.02 g/mol y
su punto isoeléctrico tedrico es de 5.51, lo que le confiere un cardcter acido a la proteina.

Las propiedades fisicoquimicas obtenidas mediante ProtParam se enlistan en la
Tabla 8.1. El coeficiente de extincién molar se usé para calcular la concentracién de la
proteina en procesos de purificacion y replegamiento de la misma. El indice de
inestabilidad estimado es menor que 40, lo que sugiere que esta proteina es estable
(Guruprasad, et al., 1990). Por otra parte, el indice alifatico, volumen relativo ocupado por
las cadenas laterales alifaticas, permite inferir que la proteina es termoestable (Hooda,
2011). Por otra parte, el indice de hidropaticidad (GRAVY) indica que la proteina rTSA-1
tiene cardacter hidrofilico (Kyte & Doolittle , 1982)

Por otra parte, la estructura secundaria de la proteina rTSA1-1 estimada in silico
mediante el servidor PSIPRED v3.3 muestra que esta proteina es rica en laminas-B y que
tiene en menor proporcion hélices-a. Lo anterior, se puede observar en la Figura 8.1,
donde se sefalan los aminodcidos que estdan formando [dminas-B por medio de flechas
amarillas; en cambio, los aminoacidos que se encuentran involucrados en hélices-a se

indican con cilindros rosas.
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Tabla 8.1 Parametros fisicoquimicos de la proteina recombinante rTSA-1

Parametro Valor

indice de inestabilidad 34.58

Composicién de aminoacidos Ala (A) 38 6.4%
Arg (R) 24 4.0%
Asn (N) 28 4.7%
Asp (D) 28 4.7%
Cys (C) 4 0.7%
Gln (Q) 18 3.0%
Glu (E) 44 7.4%
Gly (G) 55 9.2%
His (H) 14 2.3%
Ile (I) 24 4.0%
Leu (L) 50 8.4%
Lys (K) 33 5.5%
Met (M) 10 1.7%
Phe (F) 22 3.7%
Pro (P) 29 4.9%
Ser (S) 42 7.0%
Thr (T) 50 8.4%
Trp (W) 17 2.9%
Tyr (Y) 15 2.5%
val (V) 51 8.6%
Pyl (0) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0%
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Fiéura 8.1 Estructura secundaria de la proteina rTSA-1 obtenida con PSIPRED v3.3
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).



http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

3. ResuLTADOS T

La Figura 8.2 (A) esquematiza el modelo tridimensional de la proteina r7SA-1
obtenido con i-TASSER. Este modelo sugiere que la proteina se conforma mayormente por
[dminas-B (color azul), en comparacién con las hélices-a presentes (color rojo). El Z-score,
valor que sirve para evaluar la calidad de un modelo 3D basado en el gréfico de
Ramachandran y en las estructuras reportadas en el PDB (Protein Data Bank, por sus siglas
en inglés), calculado para este modelo es de -1.219, lo obtenido sugiere que el modelo es
aceptable; ya que modelos de alta calidad tienen valores de Z-scores cercanos a cero, en
tanto que valores de 4.0 o menores indican serios problemas con la estructura (Hooft, et
al., 1997).

Por otra parte, el analisis resultante del servidor DIANNA sugiere que las cuatro
cisteinas presentes en la secuencia de la rTSA-1 participan en la formacién de dos puentes
disulfuro (C249-C448 y C268-C361). Sin embargo, de acuerdo al modelo 3D de la proteina
se puede observar en la Figura 8.2 (B) que sélo las cisteinas C249 y C268 estan lo
suficiente cercanas para formar puentes disulfuro, por lo que es probable que en la
proteina solo este presente un enlace disulfuro entre estas cisteinas.

El analisis de la secuencia de rTSA-1 con programa Aggrescan muestra la presencia
de 21 regiones propensas a la agregacidén que se encuentran sefialadas en las areas bajo
las lineas rojas a lo largo de la secuencia de aminoacidos (“hot spots”) susceptibles a la
agregacion (Figura 8.3), lo que podria explicar la dificultad para expresar esta proteina en

forma soluble.
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A)

B)

Figura 8.2 A) Estructura tridimensional de la proteina rTSA-1 obtenida in silico con i-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Las laminas-B predominan en la estructura
(azul), en comparacién con las hélices-a (rojo). B) Modelo 3D mostrando las 4 cisteinas que tiene
la proteina.
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Figura 8.3 Area normalizada de las regiones propensas a la agregacion (“hot spots”) de la
proteina rTSA-1
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8.2. Expresion y purificacion de la proteina rTSA1

De acuerdo con los experimentos de expresion realizados anteriormente, rTSA-1 se
expresa solo en la fraccion insoluble en la cepa BL21(DE3), por lo tanto fue de nuestro
interés obtener una pequefia cantidad rTSA-1 en forma soluble y en su conformacién
nativa, para usarla como referencia (control positivo) en los ensayos de replegamiento.
Para lo cual la rTSA-1 se expresé en 6 diferentes cepas de E. coli.

La sobreexpresion de la proteina rTSA-1 se observa en la fraccién correspondiente
a la proteina total (PT) en todas las cepas (Fig. 8.4).

En la cepas BL21(DE3) y C43 la expresion de rTSA-1 solo fue en Cl, tal como se
muestra en la Figura 8.4 (A y C respectivamente), no hubo presencia de esta proteina en la
fraccién soluble (FS). Mediante el analisis SDS-PAGE se puede observar que la cepa C43
presenta el menor nivel de expresion de la proteina de interés en comparacién con las
otras 5 cepas utilizadas.

En las cepas C41 (Figura 8.4, B), Lemo21(DE3) (Figura 8.4, D), Rosetta (Figura 8.4, E)
y Rosetta 2 (Figura 8.4, F), aun cuando la rTSA-1 se expresé mayoritariamente en forma de
Cl, se detecté mediante el ensayo de Western blot anti-histidinas la presencia de una
minima fraccion de rTSA-1 en forma soluble.

Asimismo, se observo expresién basal en la cepas C43 (Figura 8.4, C) Lemo21(DE3)
(Figura 8.4, D), Rosetta (Figura 8.4, E) y Rosetta 2; ya que hay presenta de rTSA-1 en la
fraccién no inducida; por lo que esta proteina se estd expresando antes de la adicion del

agente inductor (IPTG) en estas cepas.
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Figura 8.4 Analisis de expresion de la

proteina rTSA-1 en diferentes cepas de E. coli. A) Cepa

BL21(DE3); B) Cepa C41; C)Cepa C43; D) Cepa Lemo21(DE3); E) Cepa Rosetta; F) Cepa Rosetta 2.
Del lado izquierdo se presenta el andlisis SDS-PAGE y del lado derecho su respectivo Western Blot
anti-histidinas. NI: no inducido; PT: proteina total; FS: fraccidn soluble; Fl: fraccién insoluble.

A pesar de que se detectd rTSA-1 en forma soluble en las cepas C41, Lemo21,
Rosetta y Rosetta 2, fue seleccionada la cepa C41 para producir y purificar esta proteina
debido a que esta cepa tiene mayor capacidad de adaptacién pues solo presenta la
resistencia al antibidtico kanamicina conferida por el plasmido pET; a diferencia de las
otras cepas que tienen resistencia a un antibidtico adicional (cloranfenicol). Asimismo, en
la cepa C41 no hubo expresion basal (Figura 8.4, B).

Con el fin de incrementar el nivel de expresién de rTSA-1 se hizo la induccién a una

menor temperatura (16 °C) y se mantuvo en el fermentador la concentracion de oxigeno
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disuelto a un 30%; sin embargo, estas modificaciones en las condiciones de cultivo no
mejoraron el nivel de expresién de la proteina de interés, el cual sigue siendo pobre tal
como se alcanza a apreciar en la fraccion soluble (FS) (Figura 8.5) en comparacién con la
proteina localizada en la fraccion insoluble (FI) (Figura 8.5). A pesar del nivel bajo de
expresion de la proteina en forma soluble, ésta se intentd purificar pero no fue posible
obtener una proteina con el grado de pureza esperado para los ensayos de fluorescencia y
dicroismo circular; ya que como se observa en el analisis SDS-PAGE de la fraccion de
elucion (FE) de la Figura 8.5 aun existe la presencia de proteinas contaminantes.

La rTSA-1 en Cl se expresa bien en la cepa BL21(DE3), por lo que esta cepa fue
usada para producir la proteina utilizada en los ensayos de replegamiento.

De acuerdo a ensayos anteriores, se obtuvieron altos niveles de expresién de rTSA-
1 en la cepa BL21(DE3) depositados en Cl, lo que se puede ver en el gel de SDS-PAGE
(Figura 8.6, carril 4).

Previo al replegamiento, se procedid a purificar la proteina obtenida en Cl bajo
condiciones desnaturalizantes después de haber hecho los lavados y solubilizado los CI
como se menciona en la seccion de Materiales y métodos. En la Figura 8.6, carril 5, se
muestra la fraccidn de elucién obtenida de la purificacién por cromatografia de afinidad a
niquel de la proteina rTSA-1. El rendimiento tipico de obtenido de rTSA-1 fue de 90 mg/L

de cultivo, presentando un 85% de pureza aproximadamente.
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Figura 8.5 Expresion y purificacion de la proteina rTSA-1 en la cepa C41 de E. coli. A) Anélisis
SDS-PAGE de la fracciones obtenidas de la fermentacion con la cepa C41 y los Cl solubilizados
provenientes de la cepa BL21(DE3); B)Western Blot anti-histidinas correspondiente al SDS-PAGE
de la izquierda. NI: no inducido; PT: proteina total; FS: fraccidn soluble; FlI: fraccién insoluble; FE:
fraccion de elucion de IMAC; Cl: cuerpos de inclusion
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Figura 8.6 Expresion y purificacion de rTSA-1 en Cl producidos en la cepa BL21(DE3) de E. coli. 1)
Fraccion no inducido; 2) Proteina total; 3) Fraccidén soluble: 4) ClI solubilizados; 5) Fraccion de
elucién IMAC.

8.3. Replegamiento de rTSA-1
Debido a los altos rendimientos obtenidos de la expresiéon de rTSA-1 en Cl se
decidio recurrir a la implementacion de estrategias de replegamiento in vitro a partir de la

proteina purificada en condiciones desnaturalizantes.
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8.3.1 Seleccion de buffer de replegamiento

En el replegamiento in vitro de una proteina se tiene que seleccionar las
condiciones como composicion del buffer de replegamiento, pH, temperatura, agente
desnaturalizante, etc., que favorezcan la obtencién de su estructura nativa. El buffer de
replegamiento es una variable significativa dentro de este proceso pues existen una
variada cantidad de aditivos, tales como arginina, par glutation reducido-oxidado,
detergentes, que podrian beneficiar el correcto plegamiento.

En este trabajo se evaluod el efecto de 3 buffers en el replegamiento de la proteina
rTSA-1. El buffer A contenia DTT y EDTA, el buffer B estaba compuesto por el par glutatién
oxidado reducido (0.4 mM y 0.2 mM respetivamente) y EDTA; mientras que el buffer C no
contenia algun aditivo que favoreciera el replegamiento.

La Figura 8.7 se puede ver el andlisis SDS-PAGE de la proteina replegada con los 3
buffers (buffer A: carril 1; buffer B: carril 2 y buffer C: carril 3), en el cual se aprecia
principalmente una banda Unica de aproximadamente 65 kDa, la cual es la proteina
interés. Asimismo, las muestras de proteina replegada fueron corridas en el gel pero sin la
adicion del agente reductor observdndose la presencia de unas bandas con una tamafio
entre 250 kDa y 150 kDa en los tres buffers de replegamiento (buffer A: carril 1; buffer B:
carril 2; buffer C: carril 3), mismas que no aparecen en condiciones reductoras; por lo que
se puede sugerir que durante el proceso de replegamiento se forman incorrectamente
puentes intercaterios, ya sea entre la misma rTSA-1 o con las proteinas contaminantes que
se encuentran en menor proporcion, los cuales producen agregados de peso molecular

alto.
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Figura 8.7 Analisis SDS-PAGE de la proteina rTSA-1 replegada por diferentes buffers. 1) Buffer A;
2) Buffer B; 3) Buffer C; 4) Buffer A condiciones no reductoras; 5) Buffer B condiciones no
reductoras; 6) Buffer C condiciones no reductoras

Mediante “light scattering” se logré detectar que la proteina replegada con los 3
buffers presenta agregacion; aunque el nivel de agregacidon fue menor en el buffer B

(Figura 8.8, A).
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Adicionalmente el espectro de fluorescencia intrinseca sugiere la formacion de
estructura terciara no existiendo diferencia alguna entre los buffers utilizados pues en
todos los casos, los espectros de la proteina replegada muestran un desplazamiento hacia
la izquierda con respecto al espectro de la proteina desnaturalizada en 8 M de urea. Tanto
el buffer A como el buffer B muestran un maximo de emisiéon a 343 nm, mientras que el
buffer C tiene un maximo de emisién a 346 nm; en contraste con el maximo de emision a
356 nm que se observa en el espectro de la proteina desnaturalizada (Figura 8.8, B).

El ANS es un fluoréforo extrinseco que se utiliza para caracterizar la hidrofobicidad
en la superficie de una proteina, , la unién del ANS a sitios hidrofébicos de una proteina
incrementa su emision de fluorescencia (Hawe, et al., 2008). La fluorescencia extrinseca
del ANS unido a la proteina replegada con los tres buffers es mayor con respecto a la
fluorescencia de ANS en el buffer de almacenamiento sin la presencia de la proteina, lo
puede indicar que hay sitios hidrofébicos debido a que al plegamiento parcial de la
proteina o bien que es una proteina de naturaleza hidrofdbica (Figura 8.9, A). Asimismo,
se puede observar que la fluorescencia del ANS es menor en la proteina desnaturalizada.

Por otra parte, el espectro de dicroismo circular (Figura 8.9, D) nos muestra que la
estructura secundaria de la proteina replegada con estos buffers estd compuesta
mayoritariamente por hojas B-plegada. Los espectros de la proteina replegada con el
buffer Ay el buffer C son muy similares; sin embargo, el espectro obtenido con el buffer C
sugiere que con este buffer se obtiene una mejor estructura secundaria.

Los resultados obtenidos de “Light scattering”, fluorescencia intriseca,
fluorescencia del ANS vy dicroismo circular sugieren que el buffer de replegamiento B

confiere un mejor replegamiento de la proteina rTSA-1
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Figura 8.8 Caracterizacion de la proteina rTSA-1 replegada por diferentes buffers. A) “Light
scattering”. B) Espectro de fluorescencia intriseca (A = 295 nm) .
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Figura 8.9. Caracterizacion de la proteina rTSA-1 replegada con diferentes buffers. A)
Fluorescencia del ANS (A = 370 nm). B) Espectro de dicroismo circular en el UV lejano.
8.3.2. Dialisis

En la Figura 8.10 se muestra el perfil del analisis SDS-PAGE de la proteina replegada

por el método de didlisis. En el gel de poliacrilamida se puede observar una banda de 65
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kDa que corresponde a la rTSA-1 (carril 1) y en el carril 2 se puede ver que se pierde
proteina después de que ésta es filtrada por una membrana de 0.22 um. La proteina se
logra concentrar por medio de IEX (carril 3) después de haberla filtrado; sin embargo, se
puede observar la presencia de agregados en su mayoria de alto peso molecular cuando
esta muestra no contiene agente reductor (carril 4). Después del paso de concentracién
de proteina por medio de IEX, se quedan agregados de proteina unidos a la resina (carril
5).

El rendimiento de replegamiento por didlisis fue de 12.02 %, el cual es bajo debido
a que se forman agregados los cuales se unen a la membrana de 22 um y a la resina
utilizada en IEX.

Para analizar el tamafio resultante de la proteina r7SA-1 del proceso de
replegamiento por didlisis y su estado de agregacién, se corrié una cromatografia de
exclusién molecular analitica (Figura 8.10, B). En el cromatograma se aprecia que la
proteina rTSA-1 replegada no es un pico definido sino que tiene un “hombrito” en el lado
izquierdo, esto debido a la presencia de agregados los cuales se observaron en la muestra
corrida en condiciones no reductoras. Asimismo, la proteina eluye en un volumen
aproximado de 10 ml, lo que nos indica que es una proteina monomeérica de 65 kDa; pues
es casi el mismo volumen de elucidn que tiene la proteina BSA (Bovine serum albumin, por
sus siglas en inglés) de 66.5 kDa que se utiliza como control.

La proteina replegada por el método de didlisis, adquiere estructura
tridimensional y presenta el tamano molecular esperado; pero durante el proceso de
replegamiento se forman agregados.

Por otra parte, la proteina se mantiene estable en buffer de almacenamiento a 4

°C, por lo menos durante 3 meses.


http://en.wikipedia.org/wiki/Bovine_serum_albumin
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Figura 8.10 Replegamiento por didlisis de proteina rTSA-1. A) Analisis SDS-PAGE: 1) rTSA-1
replegada; 2) rTSA-1 filtrada por una membrana de 0.22 um después de replegada; 3) rTSA-1
capturada por IEX; 4) rTSA-1 capturada por IEX sin agente reductor 5) resina IEX. B) Perfil
cromatografico de la proteina rTSA-1 replegada por dialisis. Estandares utilizados para el
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volumen vacio de la columna Azul de Dextran y para comparar el tamafio de la rTSA-1, BSA (66.5
KDa).
8.3.3. Diluciéon

El replegamiento por dilucion en 100 ml de buffer de replegamiento B (Figura 8.11,
A) se observa una banda de 65 kDa que corresponde a la rTSA-1 (carril 1). Parte de la
proteina replegada (carril 1) se pierde cuando se pasa por una membrana de 0.22 um
(carril 2) y finalmente, es capturada por cromatografia de intercambio iénico (carril 3),
donde es concentrada; sin embargo, la mayor cantidad de proteina se pierde en este paso,
pues ésta se queda adherida a la resina (carril 4).

El analisis SDS-PAGE de la proteina replegada por dilucidn en el reactor se muestra
en la Figura 8.11 (B), en el carril 1 del gel se ve la banda de proteina correspondiente a la
rTSA-1 mientras que en el carril 2 se encuentra la proteina replegada después de haberla
filtrado por la membrana de 22 um, aparentemente no se quedd proteina retenida en la
membrana. La proteina fue concentrada por IEX (carril 3), también se alcanza a apreciar
presencia de agregados de tamafio mayor a 65 kDa cuando la muestra se corre en
condiciones no reductoras (carril 4). La resina usada para concentrar la proteina fue
analizada y se puede observar que un alto nivel de proteina se encuentra adherida a ésta,
incluso hay proteinas de menor peso molecular que 65 kDa lo cual podria indicar que la
proteina de interés se degrada o bien que la presencia de proteinas contaminantes se
concentra.

El rendimiento obtenido con el método de dilucion en 100 ml fue de 15.7%; en
cambio el rendimiento en el reactor fue entre 5-7%.

En la Figura 8.12 se visualiza el perfil cromatografico de la proteina r7SA-1
replegada por el método de dilucién en 100 ml, la cual sale en un pico ligeramente
recorrido hacia la izquierda en un volumen de elucién de aproximadamente 10 ml, el cual
es asemeja al pico de elucion de la proteina BSA lo que sugiere que la proteina de interés
se compone principalmente por un mondmero de 65 kDa; no obstante, se puede ver la
presencia de agregados con de mayor peso molecular, los cuales no se alcanzan a separar.

Asimismo, la proteina replegada por este método es estable en buffer de

almacenamiento a 4 °C al menos por 3 meses.
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Figura 8.11. Replegamiento por dilucién de proteina rTSA-1. A) Analisis SDS-PAGE 100 ml de
reaccion: 1) rTSA-1 replegada; 2) rTSA-1 filtrada por una membrana de 0.22 um después de
replegada; 3) Elucién de rTSA-1 de IEX; 4) rTSA-1 unida a la resina de IEX. B) Analisis SDS-PAGE de
dilucién en reactor: 1) rTSA-1 replegada; 2) rTSA-1 filtrada por una membrana de 0.22 um después
de replegada; 3) Elucién de rTSA-1 de IEX; 4) rTSA-1 capturada por IEX sin agente reductor; 5)
rTSA-1 unida a la resina de IEX.
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Figura 8.12 Perfil cromatografico de la proteina rTSA-1 replegada por dilucién. Estandares
utilizados para el volumen vacio de la columna Azul de Dextran y para comparar el tamafio de la

rTSA-1, BSA (66.5 KDa).
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8.3.4. Métodos cromatograficos

8.3.4.1. Cromatografia de afinidad a niquel

Se llevé a cabo la purificacion y el replegamiento de rTSA-1 en un solo paso,
mediante el empleo de cromatografia de afinidad a niquel a partir de Cl solubilizados en 8
M de urea.

La figura 8.13 (A) muestra el perfil electroforético en un gel de poliacrilamida de
los Cl solubilizados en 8 M de urea (carril 1), en el siguiente carril se aprecia la proteina
rTSA-1 replegada por IMAC (carril 2). Sin embargo, en el carril 3 se observa la muestra de
proteina replegada pero a ésta no se le adiciond el agente reductor durante la corrida
electroforética (carril 3) alcanzando a apreciar agregados de alto peso molecular, que ni
siquiera entran al carril del gel. El rendimiento de proteina replegada por este método fue
de 8.0%.

Al pasar muestra de proteina replegada con este método en la columna de
cromatografia analitica de exclusién molecular, ésta sale en volumen vacio; lo anterior, se
puede observar el perfil cromatografico (Figura 8.13, B), pues sale practicamente en el
mismo volumen que el azul de dextran, molécula de alto peso molecular que sirve para
estimar el volumen vacio en las columnas de cromatografia de exclusién molecular. Esto
indica que probablemente la rTSA-1 replegada por este proceso forme multimeros de alto
peso molecular durante el proceso de replegamiento por IMAC, lo cual se corrobora con la
electroforesis de la proteina en condiciones no reductoras.

La proteina replegada por este método se ha mantenido sin precipitacién por 6

meses almacenada a 4 °C.
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Figura 8.13 Replegamiento por IMAC de proteina rTSA-1. A) Analisis SDS-PAGE: 1) Cl
solubilizados; 2) rTSA-1 replegada; 3) rTSA-1 replegada sin agente reductor. B) Perfil
cromatografico de rTSA-1. Estandares utilizados para el volumen vacio de la columna Azul de
Dextran y para comparar el tamafio de la rTSA-1, BSA (66.5 KDa).

8.3.3.2. Cromatografia de exclusion molecular

En el replegamiento por SEC utilizando la matriz de Superose® 6 Prep Grade se
forman dos picos de elucién de proteina, que se observan en el cromatograma (Figura
8.14, B), el pico | (Figura 8.14, A, carril 1) estd compuesto principalmente por agregados de
alto peso molecular, lo que se puede observar en la muestra resultante de la corrida
electroforética en condiciones no reductoras (Figura 8.14, A, carril 3). Mientras que el pico
Il corresponde a la proteina rTSA-1 (Figura 8.14, A, carril 2); sin embargo, ésta también
presenta agregados de alto peso molecular aunque en menor proporcion, lo cual se
puede apreciar en el gel de poliacrilamida cuando la muestra se corre sin la presencia del
agente reductor.

El rendimiento que se alcanza con este método es de 38% en el replegamiento de
la proteina rTSA-1, siendo éste el rendimiento mas alto comparado con él se obtiene

mediante los otros procesos de replegamiento in vitro.
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Figura 8.14 Replegamiento cromatografico de rTSA-1 en Superose® 6 Prep Grade (Sigma-
Aldrich). A) Analisis SDS-PAGE, 1) Elucién de SEC Pico I; 2) Eluciéon de SEC Pico Il B) Perfil
cromatografico de replegamiento.de rTSA-1 por SEC.

8.3.5 Fluorescencia de rTSA-1
El estado de agregacion de las muestras replegadas por medio de didlisis, dilucién y

los procesos cromatograficos se evalué por medio de “light scattering”. La mayor
agregacion se observé en la proteina replegada por IMAC debido a que tuvo la emisién
mas alta de fluorescencia con respecto a la emisién de la proteina replegada por los otros
métodos (Figura 8.15, A). La muestra que presentdé menos agregacion fue la proteina que
se replegd mediante SEC (Figura 8.15, B); seguida de la proteina replegada por dialisis y
por dilucién respectivamente (Figura 8.15, A).

Los espectros de fluorescencia intrinseca nos sugieren que la proteina rTSA-1
adquirid estructura terciaria debido a que estos presentaron un recorrido hacia izquierda
con respecto al espectro obtenido de la proteina desnaturalizada (Figura 8.15, C). No se
encontré diferencia entre los espectros de fluorescencia de los métodos de replegamiento
utilizados, los cuales presentan maximos de emisidn cercanos; en el caso de la proteina
replegada por didlisis, ésta tiene su maximo de emisién en 346 nm; mientras que la
proteina replegada por dilucién, IMAC y SEC muestran su maximo de emisiéon en 345 nm
(Figura 8.15, C).

Los espectros de emisién de fluorescencia del ANS sugieren que la proteina rTSA-1
replegada presenta sitios hidrofébicos debido al incremento en fluorescencia con respecto
a la emita por el ANS en buffer de almacenamiento sin proteina (Figura 8.15, D).
Asimismo, se observa que la emisidn del ANS unido a la proteina rTSA-1 en condiciones
desnaturalizantes es menor incluso que la fluorescencia emita por el ANS solo, lo cual
sugiere que la urea en alta concentracién ocupa los sitios de unién en la proteina a los

cuales pudiera tener acceso el ANS (Kumar, Jayaraman, Lin, & Yu, 1996).
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8.15 Ensayos de fluorescencia. A) “Light scattering” de la proteina rTSA-1Ireplegada por dialisis,
dilucién y IMAC. B) “Light scattering” de la proteina rTSA-1 replegada por SEC. C) Espectros de
Fluorescencia intrinseca (A=295 nm) de la proteina rTSA-1 replegada por dialisis, dilucién, IMAC y
SEC. D) Espectros de Fluorescencia del ANS (A=370 nm) de la proteina rTSA-1 replegada por dialisis,
dilucién, IMACy SEC.
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8.3.6. Dicroismo Circular

El espectro de dicroismo circular obtenido de las muestras de proteina replegada
por medio de dialisis, IMAC y SEC nos indica que la estructura secundaria de la proteina
rTSA-1 se compone principalmente de laminas-B (Figura 8.16). Lo cual coincide con lo
obtenido en la prediccién de la estructura secundaria y con el modelo tridimensional de
proteina (Tabla 8.2).

El espectro de la proteina replegada por SEC, sugiere que por este método, la
proteina rTSA-1 adquiere una mejor estructura secundaria con respecto a la proteina

replegada por los otros métodos (Figura 8.16).

Tabla 8.2 Porcentaje de estructura secundaria de la proteina rTSA-1 predicha por
PSIPRED y i-TASSER

Servidor Hélices-a Laminas-B Coil

PSIPRED v 3.3 52% 35.5% 59.2 %
i-TASSER 5.0% 50.5% 44.4 %
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Figura 8.16 Espectros de dicroismo circular de la proteina rTSA-1 obtenido a 25 °C
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9. DISCUSION

El antigeno recombinante rTSA-1 es un candidato potencial para el desarrollo de
una nueva vacuna para combatir la enfermedad de Chagas (Dumonteil, et al., 2012); sin
embargo, se han obtenido resultados infructuosos en su obtencién en forma soluble en
las plataformas de expresién utilizadas hasta el momento (células de insecto, Pichia
pastoris y E. coli) para realizar su caracterizacion bioquimica e inmunoldgica (Zhang, 2011,
datos no publicados).

Una alternativa para solucionar esta problematica es expresar esta proteina en E.
coli; ya que en este sistema se produce con altos rendimientos pero de manera insoluble,
e implementar un sistema de replegamiento in vitro eficiente.

De la proteina rTSA-1 no se tiene algln antecedente acerca de su estructura por lo
gue se procedid a realizar andlisis bioinformaticos a partir de su secuencia de
aminodcidos, que proporcionaran informacién estructural. La proteina rTSA-1 presenta
mayor homologia con dos enzimas, la sialidasa de Trypanosoma rangeli y la Trans-sialidase
TcTS de Trypanosoma cruzi, ambas pertenecen a la superfamilia de las transialidasas; a
pesar de que la TSA-1 de T. cruzi pertenece a esta misma familia (aunque se encuentra en
distinto grupo) esta proteina no presenta actividad catalitica (Watts, et al., 2006; Buchini,
et al., 2008).

Debido a que la rTSA-1 no es una enzima y a falta de estudios sobre la estructura
tridimensional de la proteina nativa resulta dificil monitorear su replegamiento. Por lo
tanto se intentd expresar rTSA-1 de manera soluble, aunque sea en cantidades pequefias,
gue permitiera usarla control positivo para los ensayos de replegamiento. Para lo cual se
utilizaron cepas de E. coli con genotipos que ayudan a expresar proteinas heterdlogas que
le son toxicas a E. coli o bien que tienen problemas de solubilidad (Gopal & Kumar, 2013).
La proteina rTSA-1 se obtuvo de forma soluble en las cepas Lemo21(DE3), C41, Rosetta y
Rosetta 2 ( Berrow, et al., 2006); no obstante, el nivel de expresiéon fue bajo,
predominando su produccion en forma insoluble en todas las cepas. Para producir la

proteina rTSA-1 soluble como estdndar se utilizé la cepa C41; de acuerdo, con la literatura
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modificar condiciones de cultivo durante la induccidén incrementa el nivel de produccién
de una proteina en forma soluble, a pesar de disminuir la temperatura y mantener la
demanda de oxigeno, no se consiguid incrementar el nivel de expresién de rTSA-1 soluble
(Sorensen & Mortensen, 2005). El analisis realizado mediante Aggrescan sugirié la
expresion de la proteina rTSA-1 en cuerpos inclusion; pues conforme a su cadena lineal de
aminodcidos, esta proteina tiene 21 regiones propensas a la agregacién conocidas como
“Hot spots”; tal vez esta sea la causa por la que no se ha podido obtener rTSA-1 en forma
soluble con altos rendimientos.

Los esfuerzos por obtener nuestra proteina soluble pura mediante cromatografia
de afinidad a niquel no rindieron frutos pues la proteina recuperada de las fracciones de
elucién aun presentaba contaminantes que no permitieron usarla como control positivo
en los ensayos de fluorescencia intrinseca, “Light scattering”, flourescencia de ANS vy
dicroismo circular. Lo anterior se puede deber a que la concentracién de la proteina de
interés fue baja en comparacidon con las proteinas contaminantes, que posiblemente
interfirieron la interaccidn entre la rTSA-1 con la resina; otra razén por la que aun la rTSA-
1 presente impurezas es que proteinas celulares propias de E. coli, contengan dos o mas
residuos de histidinas adyacentes, lo cual se produce con poca frecuencia, y esto provoca
afinidad no especifica ( Bornhorst & Falke, 2000).

Aprovechando las ventajas que se tienen cuando se expresa una proteina
recombinante en Cl, se optd por producir la proteina rTSA-1 en forma insoluble e
implementar un sistema de replegamiento que le permita adquirir su estructura nativa. Se
obtuvieron rendimientos de 90 mg de rTSA-1 por cada litro cultivo, lo cual concuerda con
lo que se reporta en la literatura (Misawa & Kumagai, 1999). Sin, embargo, el cuello de
botella en la producciéon de proteinas terapéuticas provenientes de Cl es el replegamiento
in vitro, lo que se traduce en bajos rendimientos de replegamiento o bien la formacion de
intermediarios que no se encuentran correctamente plegados.

Uno de los factores importantes en el disefio de un protocolo de replegamiento es
la seleccién del buffer que se ocupard para replegar la proteina de interés. Por lo que se

evaluo el efecto del tres diferentes buffers en el replegamiento de la proteina r7SA-1. El
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replegamiento de rTSA-1 fue evaluado por: “light scatering”, técnica que permite conocer
el nivel de agregacion; fluorescencia intriseca, estudio que permite conocer la
conformacidn terciaria de una proteina; fluorescencia del ANS, que indica la presencia de
sitios hidrofdbicos en una proteina; y dicroismo circular en el UV lejano, con el cual se
puede conocer la estructura secundaria (Hawe, Sutter, & Jiskoot, 2008 ; Kelly, Jess, &
Price, 2005; Qadeer, et. al, 2012). El replegamiento de la proteina rTSA-1 con el buffer B
presentd menos nivel de agregacidon y una mejor conformacién de estructura secundaria
respecto a los otros buffers probados. Sin embargo, la proteina replegada con los tres
buffers presentd agregados de alto peso molecular que se observaron en muestras
corridas en geles poliacrilamida en condiciones no reductoras, lo que puede sugerir una
incorrecta formaciéon de puentes disulfuro, ya sea entre la misma r7SA-1 o con
contaminantes que se encuentran en menor proporcion durante el proceso de
replegamiento.

El buffer B fue seleccionado para realizar el replegamiento de la proteina rTSA-1
mediante didlisis, dilucion y SEC. Adicionalmente, la proteina se replegd también por
IMAC. Con el proceso de SEC se obtuvo el mayor rendimiento de replegamiento, el cual
fue de 37%. A pesar de que el replegamiento por IMAC parecia una buena alternativa,
desde el punto de vista de proceso, pues en un solo paso se hace la purificacion vy el
replegamiento de la proteina rTSA-1, se obtuvo un bajo rendimiento de 8%. En el
replegamiento por didlisis se logré un rendimiento de 12.02%; mientras que por dilucién
el rendimiento alcanzado en 100 ml de volumen final de reaccion fue de 15.7%; sin
embargo, éste disminuyé entre un 5-7% cuando el proceso se escalé a 1 L de volumen de
reaccion. En base a los rendimientos de replegamiento obtenidos por los distintos
métodos, se puede apreciar que el método de cromatografia de exclusion molecular (SEC)
representa una opcion rentable para el replegamiento de proteinas recombinantes
producidas en Cl debido a que las condiciones de replegamiento son controladas, tiene un
facil escalamiento y no se manejan voliumenes grandes de buffers de replegamiento, lo
cual se podria traducir en una disminucién de costos produccidn y de tiempo , asi como

reproducibilidad (Ming , et al., 2004). Por lo tanto, el método de replegamiento por SEC
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podria ser una potencial alternativa para el replegamiento de la proteina rTSA-1 en su
produccién a nivel piloto.

Durante el replegamiento de la proteina rTSA-1 por los 4 métodos utilizados se
forman agregados de alto peso molecular, los cuales se aprecian cuando la muestra de
proteina se corre en geles de poliacrilamida en condiciones no reductoras y también se
observan en los picos de elucién de la cromatografia de exclusion molecular analitica
proteina replegada. Lo cual sugiere que durante el proceso de replegamiento de la
proteina rTSA-1, se forman multimeros entre la misma proteina o con las proteinas
contaminantes presentes en menor cantidad, consecuencia de interacciones hidrofdbicas
o de puentes disulfuro mal formados.

La proteina rTSA-1 replegada por IMAC es la que tiene mayor presencia de
agregados, de acuerdo al resultado de “Light scatering”; mientras que la proteina
replegada por SEC es la que menor nivel de agregados presenta, lo que puede sugerir que
la presencia del par glutatién oxidado-reducido y el proceso de cromatografia de exclusion
molecular disminuyen la presencia de agregados durante el replegamiento. Sin embargo,
habria que modificar las condiciones de replegamiento por SEC para evitar la formacién de
agregados de alto peso molecular o bien separar eficientemente la proteina agregada de
la proteina replegada.

Los espectros de fluorescencia intrinseca de la proteina rTSA-1 replegada mediante
los diferentes sistemas desarrollados en este trabajo, indican la formacién de estructura
terciaria y no se encuentra significativa entre ellos. Sin embargo, aun no se tiene la certeza
si la estructura tridimensional adquirida por cualquiera de los métodos de replegamiento
utilizados es la que tiene la proteina nativa.

La intensidad fluorescencia de ANS obtenida de la proteina rTSA-1 replegada por
las distintas técnicas es alta, lo que pudiera ser resultado de la presencia de sitios
hidrofébicos en la proteina, los cuales se encuentran expuestos cuando una proteina esta
parcialmente plegada. No obstante, existen muchos casos donde se observa una
intensidad de fluorescencia del ANS alta cuando éste se une a proteinas nativas, tal como

ocurre con la proteina albumina de humano (HSA, por sus siglas en inglés) (Hawe, et al.,
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2008). Por lo que en la proteina rTSA-1 no se puede determinar si la emisidon del ANS es
alta debido a que ésta se encuentra parcialmente plegada o bien porque la proteina nativa
presenta sitios hidrofébicos con alta afinidad al ANS; lo anterior, se resolverd hasta
cuando se tenga el espectro de fluorescencia del ANS de la proteina rTSA-1 nativa.

Por otra parte, los espectros de dicroismo circular sugieren que la proteina
replegada adquiere estructura secundaria compuesta principalmente por laminas-f, lo
cual coincide con los resultados obtenidos tanto con el servidor PSIPRED ,que predice
estructura secundaria , y el programa i-TASSER, con el cual se realizan modelos
tridimensionales de una proteina, en los cuales se obtuvieron altos porcentajes de
[dminas-B. Siendo el método de replegamiento por SEC, el que confiere una mejor
estructura secundaria, pero con este resultado no se puede afirmar si la proteina rTSA-1

adquiera la estructura secundaria de la proteina nativa.



11.concLusioNesZ D

10. CONCLUSIONES

Se expreso y purificd la proteina recombinante rTSA-1 en forma soluble en E.
coli; sin embargo, debido a su bajo nivel de expresion, no se logré obtener una proteina lo
suficientemente pura que pudiera usarse como control positivo en los ensayos de
fluorescencia intrinseca, “Light scattering”, flourescencia de ANS y dicroismo circular

Se implementaron cuatro métodos para replegar a la proteina rTSA-1
proveniente de cuerpos de inclusién obteniéndose una proteina estable, es decir sin
signos de precipitacion, en al menos un mes almacenadas a 4 °C; no obstante, hubo
formacién de agregados de alto peso molecular en los cuatro procesos. Con el proceso de
cromatografia de exclusion molecular se obtuvo un mayor rendimiento de replegamiento
y una menor presencia de agregados de alto peso molecular.

Por otra parte, de acuerdo con los resultados de flourescencia intriseca y
dicroismo circular la proteina de interés adquirid estructura terciaria y estructura
secundaria, lo cual sugiere que ésta fue replegada; sin embargo, por el momento no es
posible asegurar que la proteina rTSA-1 replegada por los métodos implementados en
este proyecto haya adquirido su estructura nativa hasta que no se tenga una proteina
control con la que se compare la proteina obtenida por los procesos de replegamiento in

vitro.



11. PERSPECTIVASIE A

11. PERSPECTIVAS

Para la produccidn de la proteina rTSA-1 a escala piloto se podria aplicar el método de
replegamiento cromatografico usando la matriz de Superose® 6 Prep Grade (Sigma-Aldrich);
puesto que fue con este método con el que se obtuvo el mayor rendimiento de
replegamiento; sin embargo, éste tendria que ser optimizado mediante la implementacién
de estrategias como la utilizacién de otras matrices, un gradiente dual de ureay pH o la
adicion de detergentes.

Por otra parte, también se podria implementar el replegamiento cromatografico
oxidativo asistido por chaperones moleculares disefiado en el Laboratorio de Ingenieria de
Proteinas (Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria, CINVESTAV) por la Dra. Aurora
Antonio

Asimismo, se podria obtener la proteina rTSA-1 en forma nativa implementado
estrategias de optimizacion en el nivel de expresién y en el proceso de purificacion; esto
con la finalidad de tener un estandar con el que se pueda comparar la proteina resultante
de los procesos de replegamiento in vitro y asegurar asi, si ésta presenta la estructura

tridimensional de la proteina rTSA-1 nativa.
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APENDICE A: Reactivos y Soluciones

Tabla A.1 Reactivos quimicos utilizados en los experimentos de expresion, purificacion y
replegamiento de la proteina rTSA-1

Reactivo Proveedor
Acido acético (HCH,COOH) Mallinckrodt Chemicals
Acido Clorhidrico (HCl) J. T. Baker
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) Sigma-Aldrich
Acrilamida Bio-Rad
Azul de bromofenol Sigma-Aldrich
Azul de Coomassie Bio-Rad
Bis-acrilamida Bio-Rad
Cloranfenicol Sigma-Aldrich
Cloruro de guanidinio (GndCl) J. T. Baker
Cloruro de potasio (KCI) J. T. Baker
Cloruro de sodio (NaCl) J. T. Baker
Ditiotreitol (DDT) GBT
DNase Sigma-Aldrich
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMFS) Sigma-Aldrich
Fosfato de potasio monobdsico (KH2P0O4) J. T. Baker
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) J. T. Baker
Glicerol J. T. Baker
Glicina Bio-Rad
Glucosa Research Organic Inc.
Glutation (forma oxidada) (GSSH) Sigma-Aldrich
Glutation (forma reducida) (GSH) Sigma-Aldrich
Hidréxido de Sodio (NaOH) Merck
Imidazol Sigma-Aldrich
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) Afflymetrix
Kanamicina Sigma-Aldrich
Lauril sarcosil Sigma-Aldrich
Leche descremada Nestlé
Lisozima Sigma-Aldrich
Metanol CIVEQ reactivos
Metanol (grado reactivo) J. T. Baker
Rojo Ponceau Sigma-Aldrich
Sodio dodecil sulfato (SDS) Bio-Rad
Tris Bio-Rad
Tritdon 100X Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich
Urea Sigma-Aldrich

B-mercaptoetanol

Sigma-Aldrich
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APENDICE B: Vector de expresion

Xho | (174)
Eag | (182)
Mot I (182)
Hind 1l {183)
Sal | (195)
Sac | (208)
Pstl(214)
SseB3BT | (214)
Asc | (218)
Stu | (226)
BsriG | (220)
EcoR 1{235)
Pin& l{zaz) | BamH | 241)
Kpn l{zo9) | EcoR V(251
Bal ll302) | Meo 1 (255)
Mun |1IEED] Psha | 265)
Sac 393

A 1{131)

Spe ﬂ;sza:.
Swa I{B6T)

Saof lj4ma0) Mse lig&T)

Pwu la390)

Sma l4864) Mda j1054)

Xba l[1132)

SgrA (1243
Hrw l{4647) A 126

Sph I(1399)

pET-41a(+)

EcoST {4336) (5 933 bp}

AlwN I[4204)

>
Miu |
BssS I[3061) %@‘x ‘ U lge)

BsiE li{z105)

Apa 1{2135)

Bsr1107 li3559)
Tth111 1{3533)

Psps ll{z7o4)

Figura B.1 Vector de expresion PET-41a(+). Este vector fue usado para expresar la proteina rTSA-1

en E. coli



APENDICE C: Cepas de E. coli
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Tabla C.1 Cepas de E. coli utilizadas en las pruebas de expresion de rTSA-1

Cepa Caracteristicas Antibidtico Vectores Fuente
compatibles
BL21(DE3) Deficiente en la expresion de PET o T7 con el gen Novagen
proteasas OmpT (proteasa lacl y el promotor
extracelular) y Lon (proteasa T7-lacl
intracelular). Presenta |la
secuencia que codifica la RNA
polimerasa T7 del fago A DE3 y
su expresion es dependiente
del promotor lacUV5 y del
represor Lacl®.
Lemo21(DE3) Derivada de BL21(DE3). Varia Cloranfenicol pEToT7conelgen New
el nivel de lisozima (lys Y), (0.034 lacl y el promotor England
inhibidor natural de la ARN mg/ml) T7-lacl Biolabs
polimerasa de T7.
C41(DE3); Derivada de BL21(DE3) con PET o T7 con el gen  Lucigen
C43(DE3) niveles bajos de la ARN lacl y el promotor
polimerasa de T7. T7-lacl
Rosetta; Derivada de BL21 JacZY Cloranfenicol pEToT7conelgen Novagen
Rosetta 2 (Tuner). Disefiada para (0.034 lacl y el promotor
mejorar la expresion de mg/ml) T7-lacl

proteinas que codones raros
para E. coli.
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