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RESUMEN

En los ultimos afios se ha observado un incremento en el nimero de casos de
infecciones por alguno de los 4 serotipos del virus del Dengue, provocando cuadros
clinicos que van desde fiebre autolimitada hasta fiebre con hemorragias, y en los casos
mds graves se presentan choques hipovolémicos. Esto ocurre en distintas partes del
mundo, principalmente aquellas regiones de las zonas tropicales y subtropicales donde
se desarrolla el principal vector del virus: el mosquito Aedes. En México se presentan
un gran nimero de infecciones, donde el serotipo 2 tiene una alta prevalencia y ha sido
asociado con los cuadros clinicos més graves. Una de las estrategias para combatir este
problema es el obtener péptidos virales, que tras ser evaluados en su capacidad de
promover una respuesta inmune protectora, puedan ser utilizados para crear defensas en
el organismo contra el virus. Por lo tanto, en este trabajo se planted realizar la
produccién recombinante de la proteina estructural M del virus del Dengue. Objetivo.
Clonar y expresar la proteina recombinante del gen M del virus del Dengue serotipo 2
en Escherichia coli. Métodos. Se utilizaron programas de bioinformadtica para el disefio
de oligonucledtidos, asi como herramientas de ingenieria genética para la clonacion del
gen, la expresion de la proteina recombinante en el sistema procariote, y su deteccion
por Western Blot. Resultados. El producto amplificado del gen M fue clonado en
pGEMT Easy Vector, subclonado en el vector de expresion pET22b(+) y
posteriormente fue secuenciado. Se realiz6 la induccién de la expresion de la proteina
recombinante en Escherichia coli BL21 DE3, y se detect6 su presencia mediante
andlisis en SDS-PAGE y Western Blot. Conclusion. La cepa Escherichia coli BL21
DE3 fue capaz de expresar la proteina recombinante del gen M del virus del Dengue

serotipo 2 bajo el promotor de T7lac.



ABSTRACT

In recent years it has been observed an increasing in the number of infections by
some of the four serotypes of the Dengue virus, causing clinical syndromes ranging
from an undifferentiated fever to a fever with hemorrhages, and in the most severe cases
hypovolemic shock may appears. Millions of cases of Dengue infection occur
worldwide each year, most often in urban areas of tropical and subtropical regions
because they harbor the particular types of mosquitoes that transmit it (Aedes mosquito).
In Mexico the number of infections has raised, serotype 2 has the highest prevalence
and it has been associated to the most severe clinical syndromes. One of the strategies to
fight this problem is to isolate viral peptides, which after being evaluated by their
capacity to promote an immune response, these can be used to induce defenses in the
organism against the virus. Therefore, in this study we are focus to produce the
recombinant structural protein M of the Dengue virus. Aims: Cloning and expression of
the recombinant structural protein M of the Dengue virus serotype 2 in Escherichia coli.
Methods: Bioinformatics programs were used to design oligonucleotides, as well as
genetic engineering tools to cloning the M gene, expression of the recombinant protein
in the prokaryotic system, and its detection by Western Blot assays. Results: The
amplified product of the M gene was cloned in the pPGEMT Easy Vector, subcloned in
the pET22b (+) expression vector and thereafter, it was sequenced. The induction of the
expression of the recombinant protein was in Escherichia coli BL21 DE3, and detected
by SDS-PAGE and Western Blot analysis. Conclusions: The Escherichia coli BL21
DE3 was able to express the recombinant protein of the M gene of the Dengue virus

serotype 2 under the promoter of T7lac.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La fiebre por dengue es ocasionada por la infeccién con alguno de los cuatro
serotipos del virus del Dengue, perteneciente a la familia Flaviviridae. Las particulas
virales poseen una nucleocdpside icosaédrica formada por la proteina C, en el interior
se encuentra el genoma viral constituido por ARN monocatenario positivo. La
nucleocépside se encuentra envuelta por una membrana bilipidica, y en la membrana se
encuentran las proteinas E y M para su union a receptores celulares.

El virus se transmite al ser humano a través de la picadura de los mosquitos del
género Aedes, donde el mosquito Aedes aegypti ha sido detectado como el principal
vector. Las manifestaciones clinicas de la infeccién varian desde ser asintomadtica y/6
un cuadro febril autolimitado denominado fiebre por dengue (FD), hasta un cuadro
clinico de fiebre acompaifiada con desérdenes coagulatorios, denominado como fiebre
hemorrégica por dengue (FHD), y en los casos mds severos se presenta un sindrome de
choque hipovolémico (SCH). Los individuos reinfectados con un serotipo diferente
presentan una mayor probabilidad de desarrollo de FHD/SCH y una de las teorias para
explicar estas complicaciones es que los anticuerpos formados para el primer serotipo
reaccionan de manera no neutralizante con el nuevo serotipo, provocando que
favorezca la entrada al macréfago a través del receptor Fc, como consecuencia, un
mayor ndmero de células son infectadas y hay una mayor liberacién de citocinas y
quimiocinas que incrementan la permeabilidad vascular en células endoteliales
provocando un choque hipovolémico. No obstante, se presentan incdgnitas sobre el
desarrollo de FHD/SCH en casos de infeccién primaria, por lo que se hipotetiza que
factores como la virulencia del serotipo o predisposicién genética a serotipos pueden
influir en el desarrollo de la patogénesis. En estudios con diversos inmunizantes se
demuestra que la induccién de anticuerpos neutralizantes contra un serotipo es capaz de
proveer proteccion de por vida contra dicho serotipo, y que estos anticuerpos no
predisponen a la amplificacion de la enfermedad.

En este trabajo se obtuvo la proteina transmembranal M del virus del Dengue
serotipo 2 por medio de técnicas de ADN recombinante, la cual podréd utilizarse en
estudios posteriores para realizar una evaluacién inmunoldgica y determinar una

posible alternativa en el desarrollo de una vacuna.



CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 Agente etiologico.

El virus del Dengue pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, y
ha sido categorizado en el grupo de los Arbovirus debido a su transmisién por
artropodos vectores. La familia Flaviviridae se conforma por virus con ARN
monocatenario de polaridad positiva por genoma viral, los cuales son capaces de
multiplicarse en células de vertebrados y de algunos artrépodos. Esta familia se

compone de 3 géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus (Chambers, et al., 1990).

En el género Flavivirus se incluyen alrededor de 70 virus y la mayoria son
transmitidos al humano por artrépodos hematéfagos (mosquitos o garrapatas). Mas del
50 % de estos virus han sido asociados a algunos padecimientos en humanos, donde los
virus mds importantes son: el del Dengue (DEN), Fiebre Amarilla (YF), Encefalitis
Japonesa (JE), y el de la Encefalitis transmitido por garrapatas (TBE) (Monath and
Heinz, 1996).

La estructura del virus del Dengue (Fig. 1) consiste en una nucleocdpside
icosaédrica de 50 nm de diametro envuelta que contiene una cadena de ARN por
genoma viral. La nucleocdpside, constituida por la proteina C, se encuentra envuelta por
una membrana bilipidica procedente de la célula hospedera, en la cual hay alrededor de
180 copias de las proteinas E (envoltura) y M (membranal) para su unidn a receptores
celulares. El virus del Dengue estd constituido por 4 serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3
0 DEN-4), los cuales presentan reacciones cruzadas entre ellos en las pruebas
seroldgicas, sin embargo, se ha demostrado que los anticuerpos producidos contra un
serotipo poseen una sensibilidad mayor contra ese serotipo y menor contra el resto (Shu,
et al., 2004). Dentro de cada serotipo se presentan variantes genéticas: los genotipos y

topotipos, los cuales se utilizan como herramientas para la asociacion de niveles de

virulencia y la procedencia topografica de la cepa (Rico-Hesse, 1990; Rice, 1996).



2.1.1 Organizacion genémica.

El genoma viral (Fig. 2) estd conformado de ARN monocatenario de polaridad
positiva de un tamafio aproximado de 10.6 kb. La cadena presenta un “cap” en su
extremo 5’°, pero carece de poliadenilacion en el extremo 3°, y en ambos extremos hay
regiones no traducibles (UTR) involucradas en la traducciéon y sintesis del ARN
genOmico. Tiene un solo marco de lectura abierto (ORF), el cual codifica para una
poliproteina de ~3 000 aa, que al ser catalizada por proteasas virales y celulares, genera
3 proteinas estructurales (C, prM y E) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, y NS5) (Del Angel, 2006; Whitehead, et al., 2007).

Proteina
de envoltura E

Proteina
de membrana M

AR

Proteina
de capside C

— ARHN de
monocadena
positiva

Figura 1.- Estructura del virus del Dengue. (Cabezas, et al., 2005)
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Figura 2.- Organizacion del genoma del Virus del Dengue. (Whitehead, et al., 2007)

2.1.2 Ciclo viral.

El ingreso del virus a la célula (Fig. 3) es por endocitosis mediada por
receptores, donde la proteina E es la principal molécula de interaccién con los
receptores celulares DC-SIGN y CD-14 (Wu, et al., 2000; Navarro, et al., 2003)
indicando que se presenta un mayor tropismo hacia los monocitos/macréfagos. Sin
embargo, se han presentado reportes de interaccion con receptores del tipo

glicosaminoglicanos los cuales se encuentran presentes en una gran diversidad celular



(Hilgard, et al., 2000). El endosoma formado tras la entrada viral es acidificado por
acciones enzimadticas provocando la fusién de la membrana viral con la celular y la
liberacién del genoma viral en el citoplasma, donde la cadena de ARN es traducida en
una poliproteina, la cual es transportada y procesada por proteasas virales y celulares en
el reticulo endoplasmatico. La replicacion del genoma ocurre entre las membranas
intracelulares y éste es ensamblado con las proteinas estructurales en el reticulo
endoplasmatico formando particulas virales inmaduras que después son transportadas
por medio del aparato de Golgi, momento en el cual sufren un cambio en la
conformacién estructural de las proteinas membranales (cambio de preM a M) por la
accion de la proteasa furina convirtiéndose asi en particulas virales maduras.
Finalmente, la particula viral es liberada de la célula por exocitosis (Mukhopadhyay, et

al., 2005; Del Angel, 2006).

Se especula que tras la inoculacién del virus por la picadura del mosquito, éste
se replica en las células dendriticas locales, y posteriormente en los macréfagos y
linfocitos en circulacién sistémica. Los niveles de viremia rondan alrededor de 10° — 10°
unidades infecciosas/mL, aunque se ha reportado que en los casos de FHD pueden
aumentar de 10 hasta 100 veces, y estos altos niveles de viremia pueden promover la
infecciéon en otras dreas del organismo, lo cual podria explicar la presencia de

hepatocitos infectados (Chen, et al., 1997; Whitehead, et al., 2007).
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Figura 3.- Ciclo del virus del Dengue. (Mukhopadhyay, et al., 2005)



2.1.3 Transmision del virus del Dengue.

Se ha identificado al mosquito Aedes aegypti como el principal vector de los
cuatro serotipos del virus del Dengue en América, pero también se ha detectado en
otras especies del mosquito Aedes, por ejemplo: A. albopictus, A. albifasciatus, A.
mediovittatus, A. polinesiesis, A. scutellaris y A. niveus. (Gubler, 1998). Las
condiciones climdticas y geograficas para la sobrevivencia de los mosquitos son las
regiones tropicales y subtropicales adyacentes a las zona Ecuatorial, lo cual engloba a

mas de 100 paises afectados (OMS, 2002).

El virus del Dengue se multiplica principalmente en el epitelio intestinal,
esofago y glandulas salivales del mosquito, el cual permanece infectado y asintomatico
durante toda su vida. Después de 7 dias de incubacidn, el mosquito es capaz de infectar
al hombre por picadura, donde la hembra es el principal transmisor epidémico, ya que
ésta se alimenta con mayor frecuencia debido a la necesidad caldrica requerida durante
la gestacion (Gubler and Clark, 1994, 1995). En estudios recientes, se ha determinado
que la resistencia del mosquito a la infeccién con el virus se debe a la presencia de la
bacteria endosimbidtica Wolbachia que inhibe la replicacion y diseminacion acelerada
del virus, cuyos mecanismos atn no han sido elucidados (Bian, et al., 2010). Debido a
los altos niveles de viremia desarrollados en los humanos infectados, no es necesario
un ciclo enzodtico para el mantenimiento de la transmisién epidémica del virus en el
humano. En Africa se presenta un ciclo selvitico de transmisién entre los primates y los
mosquitos, pero se cree que la contribucion de este ciclo a la transmision epidémica

urbana es minima (Fig. 4) (Whitehead, et al., 2007).
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Figura 4.- Ciclo de transmision del virus del Dengue. (Whitehead, et al., 2007)




En estudios con poblaciones sin intercambios migratorios, se observd que los
genotipos del virus se mantenian en su zona; mientras que en las poblaciones con
intercambios migratorios, se detectaron los distintos genotipos de las poblaciones
participes en las migraciones; por lo tanto, la diseminacion del virus del Dengue esta
dada por el ser humano y no por los mosquitos Aedes, ademds se ha determinado que

las distancias de vuelo de éstos son de 100 hasta 1 000 mts. (Harrington, et al. 2005).

2.2 Epidemiologia.

Las primeras epidemias de fiebre por Dengue reportadas fueron en el afio de
1780 en Asia, Africa y Norteamérica, y los periodos epidémicos se presentaban cada 3-
5 afios, lo cual indica que tanto la presencia del virus y del mosquito transmisor han

tenido una distribucion amplia en los tropicos por mas de 200 afios. (Gubler 1989)

En 1952, la PAHO organiz6 campafias para la erradicaciéon del mosquito
transmisor del virus del Dengue, y como resultado se obtuvo la disminucién de las
epidemias excepto por algunas islas del Mar Caribe. En 1970, se interrumpio el
programa y gradualmente los paises se reinfestaron con mosquitos Aedes,
principalmente el Aedes aegypti, y para el afio de 1995 habia una distribucién
geografica de los mosquitos vectores similar a la presentada antes de inicio de la

campafia, asi como el incremento de casos de fiebre por dengue en estas zonas (Fig. 5).

Las principales causas de esta reinfestacion son: la inexistencia actual de un
programa de control del mosquito vector, el desequilibrio en los sistemas de manejo de
aguas residuales provocado por el crecimiento acelerado de la poblacién, y el
incremento de movimientos migratorios entre poblaciones favoreciendo el transporte de

los serotipos. (Gubler y Clark, 1995)



Figura 5.- Distribucion de Aedes aegypti en América en los aiios 1970 y 1995.
(Gubler y Clark, 1995)

En los udltimos afios el nimero de casos de infeccién por el virus del Dengue ha
aumentado de manera extraordinaria. Alrededor de 2.5 mil millones de personas
(correspondiente a dos quintos de la poblacion mundial) radican en los 100 paises
endémicos (Fig. 6), por lo tanto, se incrementa el riesgo de contraer la enfermedad
mientras que antes de 1970 s6lo nueve paises presentaban este riesgo. La OMS calcula
que cada afo puede haber 50 millones de casos de fiebre por Dengue, y se calcula que
anualmente se producen unas 500 000 hospitalizaciones con una tasa de mortalidad de
2.5%. Conforme la enfermedad se distribuye ampliamente a distintas zonas no solo se
aumenta el nimero de casos, sino que se producen brotes explosivos; como en el afio
2007, donde Venezuela notificé mas de 80 000 casos, entre ellos mas de 6 000 de FHD,
y en general en las Américas se registraron mas de 890 000 casos, de los cuales 26 000

eran de FHD. (OMS, 2010)

La infeccién por cualquier serotipo del virus del Dengue es capaz de inducir la FD en
infecciones primarias, y FHD/SCH en caso de infecciones secundarias. En estudios
retrospectivos, el DEN-2 ha sido asociado a los cuadros clinicos mdas severos de
FHD/SCH tanto en casos de infecciones secundarias como primarias, habiendo reportes
de epidemias de proporciones considerables en Cuba y otros paises; mientras que otros
reportes parecen indicar de una susceptibilidad de la poblacion a un serotipo, ya que de
igual manera se detectaron cuadros clinicos mds severos asociadas a la infeccién por

DEN-3 en epidemias ocurridas en Nicaragua y Panama. (CDC, 2008)
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Figura 6.- Distribucion de paises o areas en riesgo de transmision del Dengue.
(OMS, 2008)

2.2.1 Epidemiologia en México.

El Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control de Enfermedades
(CENAVECE), se encarga de sefialar la distribucién de los serotipos del virus del
Dengue en distintos estados de la Republica Mexicana, donde la presencia de varios

serotipos en una misma drea provoca un aumento en la probabilidad de presencia de

casos de FHD.

En el periodo de 1995-2002, se ha reportado una alta prevalencia de los
serotipos DEN-2 y DEN-3, donde el DEN-2 se ha asociado con los casos clinicos de
mayor severidad, mientras que en el transcurso del periodo de 2005-2007 se ha
observado variaciones en los porcentajes de los serotipos identificados, donde el DEN-
2 predominé en el afio 2005, el DEN-1 y DEN-3 durante el afio 2006 y el DEN-1
durante el afio 2007

En el periodo de 2004-2009 se observé un incremento en el nimero de casos de
FD y FHD (Tabla 1), y la mayoria de éstos se presentaron entre los meses de
septiembre a noviembre que corresponden a la temporada de lluvias favoreciendo asi la

multiplicacién del mosquito vector. (Secretaria de Salud, 2009).



Tabla 1.- Cierres anuales de casos confirmados de infeccion por virus del Dengue
en México 2004-2009.

2004 2005 2006 2007 2008 2009

Fiebre por Dengue 6243 16862 | 17487 | 42936 | 27964 | 47972

Fiebre Hemorragica | 1959 4255 4418 9433 7560 10 562
por Dengue

(CENAVECE, 2010).

2.3 Cuadro clinico de la enfermedad.
La infeccion por alguno de los serotipos del virus del Dengue puede cursar desde
ser asintomdtica hasta fiebre con episodios de hemorragias, y en algunos casos hasta

presentar trastornos hipovolémicos del sistema vascular.

Tras la infeccién por la picadura del mosquito, el virus es incubado por 3 dias
antes de iniciar la patogénesis. En la mayoria de los casos de FD, los signos y sintomas
se caracterizan por una fiebre repentina con dolor de cabeza, retro-orbital y abdominal,
falta de apetito, nduseas, prurito en térax, superficie plantar y palmar, mialgias y
artralgias, razén por la cual se le conoce como la fiebre “quebranta-huesos”, y en
andlisis clinicos se ha reportado cuadros de leucopenia y trombocitopenia durante la
infeccion. Estas manifestaciones se pueden presentar en la poblacién en general pero se

ha observado que afecta principalmente a jovenes.

Los casos de FHD se caracterizan por iniciar con signos y sintomas similares a
FD, pero durante la disminucién de la fiebre se presentan de manera inmediata
episodios graves de leucopenia y trombocitopenia (<100,000 plaquetas/mm3),
manifestaciones hemorrdgicas como lo es la fragilidad capilar, aparicién de petequias,
sangrado gastrointestinal y en mucosas; ademds puede presentarse un incremento de
permeabilidad vascular con derrame de fluido intravascular en los espacios
intersticiales, provocando asi los trastornos hipovolémicos. En algunos casos se han
reportado hepatomegalias y problemas neuroldgicos (Patey, et al., 2003) donde las
causas aun no han sido elucidadas por completo. (Halstead, et al., 1973; Lei, et al.,

2001; Whitehead, et al., 2007; Limonta, et al., 2010)




Para el diagnéstico de la severidad de FHD/SCH, la OMS estableci6 4 grados de
la enfermedad: el grado I es el caso menos severo, el cual se caracteriza por presentar
aparicion de petequias, aumento de permeabilidad vascular, y trombocitopenia; en el
grado II se presenta un aumento en el hematocrito y trastornos hemorrédgicos; en el
grado III se presenta hipovolemia, hipotension y pulso débil; y en el grado IV se
manifiestan casos de choques hipovolémicos profundos, coagulopatias diseminadas y
sangrados severos. Los casos de FHD/SCH se presentan en mayor proporcion en nifios

menores de 15 afios en zonas endémicas con los cuatro serotipos (OMS, 2010).

En infecciones secundarias se ha observado que los individuos reinfectados con
un serotipo diferente al primero presentan cuadros clinicos caracteristicos de FHD/SCH,
por lo cual han surgido algunas hipoétesis para explicar el desarrollo de esta patogénesis,
y una de estas es la Amplificacion Dependiente de Anticuerpos (ADA) que sugiere que
la presencia de anticuerpos contra el primer serotipo da reaccion cruzada con el nuevo
serotipo infectante, los cuales son incapaces de neutralizarlo y ademds les confiere un
mayor flujo de entrada a los macréfagos a través del receptor Fc en donde se replican y
promueven una estimulacion en la produccion de citocinas (principalmente IFN, TNF-a,
IL-2), las cuales alcanzan concentraciones elevadas en sangre periférica provocando asi
los trastornos en la homeostasis vascular. En un estudio retrospectivo se observé el
papel de los niveles de anticuerpos en el desarrollo de FHD, en el que infantes
alimentados con leche materna de madres que presentaban anticuerpos especificos para
DEN-2 desarrollaron solamente FD después de haber sido infectados por el mismo
serotipo; mientras que en el grupo de infantes que habian dejado de recibir los
anticuerpos maternos habian desarrollado FHD, calculandose que la ventana de este
riesgo consistia en los primeros 2 meses de haber dejado recibir dichos anticuerpos, por
lo tanto, este estudio sugiere que los anticuerpos de la leche materna inicialmente
protegen al infante contra la infecciéon por DEN-2 pero cuando éstos se degradan y
bajan a niveles no protectores pueden predisponer al desarrollo de FHD en el infante.
(Kliks, et al., 1988). Por otro lado, no todos los casos de FHD/SCH son reinfecciones,
sino también se ha presentado en infecciones primarias, por lo que se piensa que
factores como la virulencia del serotipo o predisposiciéon genética de la poblacién
puedan influir en el desarrollo de la patogénesis. (Kliks, et al., 1989; Lei, et al., 2001;
Whitehead, et al., 2007).
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Un factor que ha sido asociado a beneficiar el desarrollo de la patogénesis, es la
citocina MIF; donde los pacientes que fallecieron por FHD presentaban niveles séricos
altos mientras que los pacientes sobrevivientes a FD y FDH presentaban niveles
inferiores a 50 ng/mL, sugiriendo que el MIF podria ser utilizado como un agente
predictor en el desarrollo de la enfermedad. (Chen, et al., 2006). Ademads, se ha
observado que los ratones Balb/c deletados para el gen del MIF presentan un indice de
letalidad y viremia menor en comparacién con la cepa “wild type” ante una infeccion

por el virus del Dengue. (Assuncao-Miranda, et al., 2010)

En pacientes con casos graves de FHD/SCH se ha detectado la presencia de
apoptosis en leucocitos y células endoteliales de pulmoén, intestino, y cerebro; lo cual
podria explicar las extravasaciones de plasma, hemorragias e isquemias observadas en
algunos pacientes. Ademds, los macréfagos infectados son estimulados para la
produccién de TNF-q, lo cual a su vez aumenta la produccién de RNS y ROS en las
células endoteliales infectadas provocando la muerte celular en endotelios y un cambio
de la permeabilidad vascular (Cardier, et al., 2006; Wu-Hsieh, et al., 2009; Limonta, et
al., 2010).

2.4 Métodos de deteccion de infeccion por virus del Dengue.

En la actualidad, los métodos usados por la mayoria de los laboratorios para la
deteccion de infeccion por el virus del Dengue son: el aislamiento, cultivo y deteccion
del virus por pruebas seroldgicas, la deteccidon del genoma viral por medio de RT-PCR
y qPCR, y la deteccién de anticuerpos IgG e IgM especificos para el virus (Del Pilar,
2000; Shu y Huang, 2004). El método de aislamiento y cultivo del virus ha sido
desplazado por los métodos de RT-PCR y de anticuerpos especificos, ya que estos
ultimos son métodos rdpidos con resultados que se obtienen en 24 hrs mientras que el
otro método tarda de 4 - 5 dias. El virus puede ser aislado a partir de sangre periférica y
tejidos linfoides entre los dias 3 a 7 cursantes de la infeccién, mientras que en suero
debe realizarse antes de los 3 dias de infeccion ya que su presencia se reduce

drasticamente (Wang, et al. 2000).

La deteccion de anticuerpos especificos en suero contra los distintos serotipos
del virus del Dengue se realiza por medio de la técnica de ELISA, donde las placas son

recubiertas con las proteinas estructurales E/M ¢ la proteina no estructural NS1, las
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cuales no solo han demostrado ser capaces de detectar la infeccion por el virus, sino que
es posible serotipificar >80% de los casos de infecciones primarias (IgM) y un >40% en
infecciones secundarias (IgG), indicando que el uso del método ELISA para la
deteccion de infecciones primarias posee potencial para serotipificacion del virus (Shu,

etal.,2004 a,b).

2.5 Desarrollo de inmunidad contra el virus del Dengue.

Una de las principales metas contra la infeccion por el virus del Dengue es la
induccion de niveles protectores de anticuerpos neutralizantes en el organismo. A pesar
de la hipétesis ADA y su posible participacion en el desarrollo de los cuadros clinicos
mds severos, hay suficiente evidencia de que los candidatos a vacunas que provocan una
fuerte induccién de anticuerpos neutralizantes contra un serotipo proporcionan una
proteccion de por vida contra la reinfeccion por el mismo, y que éstos no contribuyen a
la amplificacion dependiente de anticuerpos de la enfermedad. (Whitehead, et al.,

2007).

Uno de los principales obstaculos en el drea de inmunizantes es el limitado
entendimiento de la patogénesis de la enfermedad por Dengue y la ausencia de un
modelo animal idéneo, econémico, y confiable, donde el mono Rhesus es el mads
aproximado al desarrollo de la enfermedad en el hombre pero éste tiene la desventaja de
ser costoso. Uno de los modelos planteados es el raton Balb/c de un mes de edad que
demostré presentar una sensibilidad a la exposicién con el DEN-2, la presencia de éste
en sangre fue confirmada por RT-PCR al dia 2 después de la infeccion, y en 5 a 6 dias
todos los ratones mostraron cuadros clinicos severos con anorexia y pérdida de peso
terminando en pardlisis lumbar y con una tasa de mortalidad del 100% a los 7 dias,
donde el cambio mds impresionante fue el aumento abrupto de TNF-a 24 horas antes de
la muerte, pero si se les mantenia en tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-
TNF-a se redujo la mortalidad hasta un 40%. Este modelo implica que la activacion del
sistema inmune innato es parcialmente responsable en la mortalidad por la infeccién con
el DEN-2. También se ha propuesto como modelo al raton AG129, el cual es un raton
deficiente en la respuesta de IFN, en el cual se observé una mortalidad del 100 % 7 dias
después de la inoculacion intraperitoneal con DEN-2 mientras que en los ratones que se

les administr6 IFN exdgeno se disminuyé dristicamente la mortalidad (40%),

12



evidenciando asi el rol protectivo del IFN ante la infeccion por el virus del Dengue.

(Sierra, et al., 1999; Peng, et al., 2004)

Hay distintos tipos de candidatos vacunales, donde algunos se basan en el uso
del virus modificado mientras que otros se basan en el uso de moléculas propias del
virus para inducir una respuesta inmune especifica. Los virus atenuados fueron los
primeros candidatos vacunales, los cuales fueron obtenidos mediante el pase seriado en
cerebro de raton lactante, estos trabajos permitieron demostrar que era posible lograr la
atenuacion del virus y que la administracion de dichos virus atenuados en humanos son

capaces de inducir inmunidad de tipo especifica. (Sabin, 1945).

Las vacunas del virus del Dengue inactivado, aunque presentan la
inconveniencia de tener una pobre replicacion en cultivos celulares, no han sido del
todo descartadas. Se ha desarrollado un candidato vacunal inactivado en células Vero y
se evalud la respuesta inmunoldgica en ratones Balb/c, obteniendo altos titulos de
anticuerpos neutralizantes contra el serotipo homoélogo y una proteccion parcial

temporal contra los otros serotipos. (Putnak, et al. 1996).

Otro candidato de vacuna es el uso de ADN recombinante codificante para las
proteinas de premembrana y de envoltura del virus del Dengue serotipo 1. La
inmunizacion se realizd en monos Rhesus por via intramuscular e intradérmica con el
fin de determinar la via de administracién para una obtener una respuesta inmune
idonea. Los resultados mostraron que los monos inoculados por via intramuscular
presentaban una seroconversion mas rdpida, altos titulos de anticuerpos y una mayor
reduccion en los niveles de viremia al ser retados con el virus (Raviprakash et al.,

2000).

Una de las proteinas recombinantes evaluadas es el dominio III de la proteina E
de los cuatro serotipos formando una poliproteina tetravalente, la cual fue probada en
ratones Balb/c y se obtuvo una sobrevivencia del 70% de los retados con el DEN-1,
DEN-2 y DEN-4, mientras que para el DEN-3 se obtuvo un 18% (Chen, et al., 2007).
Otro candidato como vacuna tetravalente es la mezcla de los 4 serotipos del virus del
Dengue atenuados, la cual se utilizé para inmunizar monos Rhesus, los que mostraron

una proteccion total contra la viremia al ser retados con el DEN-2, mientras que un
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80%, 80% y 50% de proteccion para DEN-1, DEN-3 y DEN-4, respectivamente. (Sun,
et al., 2006)

Ratones inmunizados con virus recombinantes que expresaban la proteina preM
0 M del DEN-4 mostraron niveles Optimos de proteccion al ser retados con el virus
homdlogo, mientras con la proteina E del DEN-2 se observé una proteccion parcial
contra el virus homologo; por otro lado, en un estudio similar se observé que tanto la
proteina M como la E del DEN-2 por si solos solo inducian una proteccion parcial, sin
embargo, se observ que si eran administradas juntas en forma de una sola poliproteina
o como dos proteinas independientes se lograba la induccion de altos niveles de
proteccion, principalmente en ésta utltima forma. (Bray y Lai, 1991). Se ha reportado
que la proteina M, ademds de dar una proteccion, puede estar implicada en el proceso de
apoptosis en las células infectadas (Catteau, et al., 2003), proceso al que se le atribuye
como la posible causa de las complicaciones desarrolladas durante el cuadro de

FHD/SCH (Limonta, et al., 2010).

2.6 Aspectos generales de la tecnologia recombinante.

El desarrollo de la ingenieria genética, especificamente el drea de la tecnologia
de ADN recombinante ha revolucionado el campo de la medicina clinica, ya que ha
impulsado el desarrollo de la preparaciéon de vacunas, pruebas diagnosticas de
laboratorio con alta especificidad, produccién de proteinas sintéticas a gran escala,
donde esté ultimo caso ha mejorado la obtencion de proteinas de interés humano, como

la insulina y la hormona de crecimiento.

Los inicios de la manipulacién del ADN tomaron lugar a finales de los afos
50°s, donde Arthur Kornberg realiz6 los primeros intentos para sintetizarlo, y esto
provocé el descubrimiento de un gran nimero de enzimas que tenian una actividad
sobre el ADN. Una de estas enzimas es la ADN polimerasa, aislada a partir de
Escherichia coli, que demostro la actividad de ensamblar nucleétidos en una cadena de
ADN sencilla formando asi una cadena complementaria. Otra enzima es la ligasa,
descubierta a través de los mecanismos de reparacion del ADN de Escherichia coli
infectada con el bacteri6fago T40, es capaz de unir extremos de cadenas de ADN a
través de su enlace fosfodiéster dando como resultado una sola molécula de ADN
integra. Otras de las herramientas descubiertas son las enzimas de restriccion,

descubiertas como el mecanismo de control en bacterias sobre la propagacion del ADN
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de virus invasores, son capaces de reconocer cierto patron de nucleétidos y cortar en €l
dando como resultado fragmentos de ADN con extremos inapareados, los cuales pueden
ser después unidos a extremos complementarios de otra cadena por accién de la enzima
ligasa. Una de las enzimas que impulsé de manera considerable la ingenieria genética
fue la transcriptasa reversa, descubierta en los retrovirus por su capacidad de copiar su
ARN a forma de ADN, que abri6 paso al convertir el ARN mensajero en ADN para su
posterior manipulacién. Finalmente se desarroll6 la técnica de produccién en masa del
ADN mediante su insercion en células eucariotas 6 procariotas, las cuales al crecer y
reproducirse no solo replican al ADN insertado, sino también son capaces de producir la
proteina codificada por ese ADN, la cual posteriormente es recolectada y purificada del

medio de cultivo. (Wright, 1986; Ohtsuka, et al., 2009)

2.6.1 Expresion de proteinas heterélogas en Escherichia coli.

En la actualidad hay distintos sistemas de expresion de proteinas basados en
cultivos celulares de mamiferos, insectos, levaduras, bacterias y sistemas libre de
células, de los cuales el de bacterias ha demostrado ser un método eficiente para la
produccion de proteinas recombinantes debido al bajo costo del material, a la alta

productividad, y a su uso sencillo y rapido.

La cepa Escherichia coli es la entidad bioldgica mds utilizada para la
produccion de proteinas recombinantes, donde sus caracteristicas principales son:
facilidad de cultivo, un genoma caracterizado por completo, y la amplia gama de
herramientas moleculares desarrolladas que son compatibles con este sistema. Algunas
cepas de Escherichia coli han sido modificadas en su genotipo con el fin de
incrementar la produccion y estabilidad de las proteinas recombinantes expresadas a la

vez que se reducen los costos necesarios para el proceso (Terpe, 2006).

Las proteinas heter6logas expresadas pueden localizarse en distintos
compartimentos celulares como: citoplasma, membrana interna, periplasma, membrana
externa, y espacio extracelular. Esto es determinado por el péptido sefial que contenga y
en algunos casos el grado de solubilidad de la proteina. Algunos de los problemas que
se presenta en las proteinas destinadas al perisplasma son la translocacién incompleta a
través de la membrana interna, la degradacion proteolitica, y la falta de capacidad de la

maquinaria de transportacion. El péptido sefial generalmente se compone de 20 aa
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hidrofébicos en el extremo N terminal sirviendo como base de reconocimiento para
proteinas chaperonas que interaccionan y translocan la proteina recombinante al
compartimiento celular correspondiente; una vez ahi, la proteina adopta su forma
madura mediante el plegamiento estructural de la misma y la remocién del péptido

senal por medio de proteasas propias del area celular (Terpe, 2006; Chou, 2007).

La mayoria de los vectores de expresion utilizados poseen caracteristicas como:
el poseer promotores fuertes con una expresion basal baja (la cual puede ser regulada),
el ser transferibles a otras cepas de Escherichia coli, y ser inducidos por métodos
simples y econémicos. El promotor T7lac es inducido por la lactosa o su andlogo
sintético el IPTG promoviendo una fuerte induccién en el sistema de ARN polimerasa
T7, siendo ideal para altos niveles de expresion de las proteinas recombinantes pero
posee la desventaja de que puede promover la formacion de cuerpos de inclusion, y por
consiguiente, provocar una baja tasa de obtencién de proteina recombinante madura; asi
mismo la produccién elevada de proteinas toxicas podria afectar el crecimiento de la
bacteria hospedera, pero atn asi ha sido posible la expresion de éstas. Los vectores de
expresion basados en el promotor ara, que es inducido por la arabinosa, poseen la
ventaja de ser un sistema de niveles bajos de expresion que favorece la tolerancia de la
sintesis de proteinas tdxicas, pero los niveles de expresion suelen ser demasiado
variables obteniéndose desde una concentracion aceptable de producto (pero no masiva
a la obtenida con el promotor T7lac) hasta concentraciones no detectables.

(Hashemzadeh-Bonehi, ef al., 1998)
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CAPITULO 3
HIPOTESIS

La clonacién del gen M en un vector regulado por un promotor constitutivo permite
inducir la expresion de la proteina M del Virus del Dengue serotipo 2 en un sistema de

expresion procariote basado en Escherichia coli.
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CAPITULO 4
OBJETIVO GENERAL.

Clonar y expresar el gen M del virus del Dengue serotipo 2 en el sistema de expresion

en Escherichia coli.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Disefiar los oligonucledtidos especificos para el gen M y el sistema de expresion

en procariotas.

Realizar la construccion del plasmido de expresion pET22b-DEN2M.

Inducir y detectar la expresion de la proteina recombinante en Escherichia coli

BL21 DE3.
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CAPITULO 5
METODOS

5.1 Diseiio de oligonucledtidos para el gen M del virus de Dengue serotipo 2.
Para el disefio de los oligonucleétidos se consultd la secuencia del gen M en la
base de datos VBRC, y se utilizaron las herramientas Primer3 y BLAST para el disefio

y especificidad de los mismos.

5.2 Obtencion del gen M del virus de Dengue serotipo 2.

El gen de interés se obtuvo a partir del plasmido p2DEN2 que contiene clonado
el genoma completo del virus del Dengue serotipo 2. El pldsmido fue donado por el Dr.
Stephen Whitehead, responsable de la Unidad de Enfermedades Infecciosas y
Reemergentes del NIH. (Anexo 1)

5.3 Amplificacion del gen M a partir del plasmido p2DEN2 por PCR.

La mezcla de reaccion y programa de PCR utilizados se muestran en las Tablas
2 y 3, respectivamente. La temperatura optima de fusion de los oligonucledtidos se
determin6 mediante un PCR en gradiente en el termociclador PTC-200 Peltier Thermal

Cycler (MJ Research).

Tabla 2.- Mezcla de reaccion para PCR convencional.

Reactivo Concentracion Volumen
final empleado
H,0 MQ -- 13 uL
Buffer PCR 1x 2.5 uL
MgCl, 2.5 mM 3uL
dNTP’s 0.8 mM 1 uL
Oligo 5° 20 pmol 0.5 uL
Oligo 3~ 20 pmol 0.5 uL
ADN -- 4 uL
Talq10 polimerasa 11U 0.5 uL
Volumen final -- 25uL
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Tabla 3.- Programa de temperaturas y tiempos para PCR convencional.

Paso | Temperatura | Tiempo Proceso

1 94 °C S min Separacion inicial de doble hélice
2 92 °C 45 seg Separacion de doble hélice

3 50-63 °C 45 seg Alineamiento de oligonucle6tidos
4 72 °C 45 seg Elongacion de la cadena

5 Regresar al paso 2 por 30 ciclos.

6 72 °C 7 min Elongacion final

5.4 Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa.

Los 4cidos nucleicos fueron analizados en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x.
En el gel se colocaron Sul. de muestra con Buffer de Carga para ADN 6x. La
electroforesis se realizé a 100 volts por 25 min, después el gel fue tefildo en una

solucién de bromuro de etidio (1 pg/mL) y se observé bajo luz UV.

5.5 Cuantificacion de ADN y proteinas por espectrofotometria UV.
La cuantificacion de las muestras se realiz6 en el equipo Nanodrop
Spectrophotometer (Thermo Scientific). Las longitudes de onda utilizadas son: 260 nm

para 4cidos nucleicos y 280 nm para proteinas.

5.6 Clonacion del gen M en pGEMT Easy Vector.

El producto de PCR se cloné en el plasmido pGEMT Easy Vector (Promega) en
una relacién 1:1 inserto-plasmido (50 ng), en presencia de buffer de ligacién 1x y 1U
de T4 ADN Ligasa (Promega), y se incubd a 4 °C por 16 hrs. La accion enzimatica se
detuvo a 65 °C por 15 min y se almacen6 a -20 °C.

El célculo de las concentraciones necesarias para cumplir la relacién inserto-plasmido
se realiz6 en base a la siguiente férmula:

A = [ng Plasmido a utilizar x Tamafo inserto en kb] / Tamafo pladsmido en kb

B = Relacion molar entre inserto-plasmido.

(A x B) = ng necesarios de inserto para la reaccion.
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Figura 7.- Mapa de vector de clonacion de productos de PCR:

pGEMT Easy Vector

5.7 Preparacion de bacterias Escherichia coli calcio competentes.

Las cepas de Escherichia coli (DH5a y BL21 DE3) se activaron sembrando 5 pl
de cultivo primario en 7 mL de caldo LB base y se incubaron a 37°C por 16 hrs.

Se inocul6 1 mL del cultivo activado en 30 mL de caldo LB base y se incubé a
37 °C con 300 rpm hasta conseguir una densidad optica (D.O.) de 0.5 a 600 nm. Se
centrifugé a 6 000 rpm por 10 min a 4°C (Centrifuga BeckmanAllegra 64R). La pastilla
celular se resuspendié en una mezcla de 800 mM de MgCl, y 200 mM de CaCl,
(soluciones frias estériles). Se dejé reposar en hielo por 3 min y se centrifugd bajo las
mismas condiciones, y la pastilla celular se resuspendié en 1 mL de CaCl, 0.1M frio.
Las bacterias calciocompetentes se dividieron en alicuotas de 80 pl en glicerol al 25 %

y se almacenaron a -70 °C.

5.8 Transformacion de Escherichia coli DH50. con pGEMT-DEN2M.

Una alicuota de Escherichia coli DHS5alpha calciocompetente se descongel6 en
hielo por 5 min, se afiadieron 5 uL de la reaccién de ligacion pGEMT-DEN2M vy se
incub6 en hielo por 20 min. Después se le realiz6 el choque térmico en bafio de agua a
42°C por 1 min e inmediatamente se regreso a incubar en hielo por 5 min. Se agregaron
900 pL de caldo LB base y se incub6 a 37 °C con agitacion de 500 rpm por 1 h. Se

plaquearon 200 pL de la transformacién en cajas Petri con Agar LB con Ampicilina
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(100 pg/mL) impregnadas con 600 ng de IPTG (isopropil B-D-tiogalactosido) y 800 ng
de X-Gal ( 5-Bromo,4-Cloro,3-indolil- B -D-Galactosido), y se incubaron a 37 °C por
12-16 hrs.

5.9 Extraccion de ADN plasmidico de Escherichia coli por Miniprep.

Las colonias seleccionadas de la transformacion se inocularon en 7 mL de caldo
LB base con Ampicilina (100pug/mL) y se incubaron a 37°C por 12-16 hrs. Cada cultivo
se procesO de la siguiente manera: se centrifugd a 8 000 rpm por 10 min, la pastilla
celular se resuspendié en 200 pL. de Solucion I por agitaciéon en vortex( S/P Vortex
mixer), después se afiadieron 400 pL de Solucién II, se mezclé y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min, se le anadié 300 uL de Solucién III, se mezcld
nuevamente por inversion y se incubé en hielo por 20 min. Se centrifug6 a 14 000 rpm
por 10 min, el sobrenadante se recolectd y se mezclé con un volumen igual de
isopropanol, precipitdndose el ADN plasmidico, y se incub6 por 30 min a -20 °C. Se
centrifugé a 14 000 rpm por 10 min, y la pastilla se lavé con etanol al 70%, se sec6 a
60 °C y se resuspendié en 25 pL de H,O MQ. Los pldsmidos obtenidos fueron

almacenados a -20 °C.

5.10 Analisis de los plasmidos pGEMT-DEN2M por PCR y digestion con enzimas
de restriccion.

A los plasmidos se les realizé un PCR para determinar la presencia o ausencia
del inserto en el plidsmido. A los plasmidos positivos por PCR se les realizé una
digestion con la enzima de restriccion EcoRI. La reaccién consistié en 1 ug de
pldsmido, 2 pg de BSA, buffer de digestion 1X y 1U de la enzima de digestién
(BamHI/Xhol/EcoRI), se incub6 a 37°C por 1 h, y la reaccion se detuvo a 65°C por 10

min.

5.11 Amplificacion del gen M en pGEMT-DEN2M por PCR con oligonucledtidos
M13.

El plasmido positivo para el gen M confirmado por PCR y digestion con
enzimas de restriccion, se le realiz6 un PCR utilizando oligonucleétidos
complementarios a las secuencias M13 en el pGEMT Easy Vector, las cuales se
encuentran adyacentes a la zona de clonacion donde se encuentra el gen clonado,

amplificando asi un fragmento que contiene el gen de interés y los sitios multicorte para
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las enzimas de restriccion. La temperatura 6ptima de fusién para los oligonucledtidos

M13 es de 55°C.

5.12 Digestion del producto de PCR de DEN2M-M13 y del plasmido pET22b(+).

El producto de PCR de DEN2M-M13 y el pldsmido pET22b(+) (Promega)
fueron sometidos a digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol, siguiendo el
protocolo de digestion descrito en 5.10. Los productos se analizaron por electroforesis

en gel de agarosa 1%.

5.13 Purificacion de acidos nucleicos a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos obtenidos fueron cortados del gel de agarosa, y por cada 10 mg
de gel se le anadi6 10 pl de la Solucion de unidén a membrana (Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega), y se incub6 a 55°C hasta la disolucion total del gel.

Se ensambl6é la Minicolumna SV en un tubo colector y se transfirié el gel
disuelto en la Minicolumna SV, se incub6 por 1 min a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugé a 14 000 rpm por 1 min. Se lavé con 700 pl de la Solucién
de lavado de membrana y se centrifugéd a 14 000 rpm por 1 min. Se descartd lo
recolectado, se repitié nuevamente el lavado con 500 pl y se centrifugd a 14 000 rpm
por 5 min. Se centrifugd nuevamente la columna a 14 000 rpm por 1 min para eliminar
toda traza de solucion en la membrana. Se ensambl6é la Minicolumna SV a un tubo
Eppendorf de 1.5 mL, se afiadi6 de 25 pl de H,O MQ y se dejo incubando por 2 min a
temperatura ambiente. Se centrifugé a 14 000 rpm por un minuto y lo recolectado se

almaceno a -20°C.

5.14 Subclonacion del gen M en el plasmido de expresion pET22b(+).
Se realiz6 la ligaciéon de los productos purificados siguiendo el protocolo

mencionado en el punto 5.6. Se utilizé una relacién de 1:5 de plasmido-inserto.
5.15 Transformacion de Escherichia coli DH5a con pET22b-DEN2M.

Se realiz6 la transformacion de Escherichia coli DH5a con pET22b-DEN2M

por medio del protocolo mencionado en el punto 5.8.
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Figura 8.- Mapa de vector de expresion en procariotas pET22b(+)

5.16 Analisis y caracterizacion del plasmido pET22b-DEN2M.

Las colonias E. coli transformadas con pET22b-DEN2M fueron cultivadas y se
les realiz6 extraccion del plasmido. Los pldsmidos positivos por PCR se les realiz6 una
caracterizacion, esto consistio en una digestion con enzimas de restriccion (Xbal/Xhol y
Xbal/BamH]I) y poder asi determinar la orientacion del inserto en el plasmido por medio
de la ausencia o presencia de fragmentos generados. Las pldsmidos confirmados se
mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

5.17 Transformacion de Escherichia coli BL21 DE3 con pET22b-DEN2M.
Los plasmidos pET22b-DEN2M se utilizaron para la transformacién de la cepa
de expresion de proteinas recombinantes, Escherichia coli BL21 DE3, siguiendo el

protocolo descrito anteriormente. A las clonas obtenidas se les realiz6 PCR para

constatar la presencia del pET22b-DEN2M.
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5.18 Induccion de la expresion de la proteina M en Escherichia coli BL21 DE3.

Se inocularon 500 pL del cultivo de las clonas pET22b-DEN2M en 20 mL de
caldo LB con Ampicilina (50 pg/mL), y como controles negativos se utilizaron clonas
con plasmido pET22b sin inserto. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitacion de
300 rpm hasta alcanzar una D.O.g0nm de 0.6, a esta densidad Optica se indujo la
expresion con IPTG 1 mM de concentracion final. Se incubaron a 30 °C con agitacion
de 300 rpm por 4 hrs. Se centrifugaron los cultivos a 8 000 rpm por 10 min, se decant6

y la pastilla celular obtenida se almacend a -70°C.

5.19 Extraccion de proteinas totales de Escherichia coli BL.21 DE3.

Las pastillas celulares se descongelaron en hielo y se resuspendieron en PBS-
EDTA hasta alcanzar una D.O.¢p0nm de 10.0. La suspension celular se lisé utilizando el
sonicador Ultrasonic Cleaner 3210 (Bransonic) con pequefios pulsos de 30 segundos
seguido de 30 segundos de incubacién en hielo, este proceso se repitié hasta acumular
un total de 7 min de sonicacion. Se centrifugé a 10 000 rpm por 10 min a 4 °C, y el

sobrenadante recolectado se almacend a -20 °C.

5.20 Analisis de proteinas totales de Escherichia coli BL21 DE3 en SDS-PAGE.

Los sobrenadantes se prepararon con Buffer de Muestra 1x, se mezcld por
inversion, y se sometieron a ebullicion en bafio de agua por 5 min.

En el gel se cargd 50-100 pg de las muestras y como marcador de peso
molecular se utiliz6 el Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad), y se realizé el
corrimiento electroforético en Buffer Tris-Glicina 1x a 100V/20mA por 2 hrs.
Posteriormente, el gel se tifié en solucion de Azul de Coomassie por 30 min, se retir6 el
excedente de colorante con H,O dd, y finalmente se mantuvo en Solucién Decolorante

por 16 hrs.

5.21 Deteccion de la proteina M recombinante por Western Blot.

Después del corrimiento electroforético se realiz6 la transferencia de las
proteinas en el gel hacia una membrana de PVDF (Immobilon). Se armé el transblot
(Mini-V 8-10) de la siguiente manera (en direccién de cdtodo a dnodo): pad, filtro, gel
de poliacrilamida, membrana de PVDF, filtro, pad; y la transferencia se realizé en

Buffer de Transferencia 1x a 25V/100mA a 4°C por 12 hrs.
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Después de la transferencia, la membrana de PVDF se tifié con Rojo de Ponceau
(Sigma-Aldrich) por 2 min. Se eliminé el colorante por medio de 3 lavados de 5 min
con PBST 0.05%. Se anadi6é Solucién de Bloqueo 5% y se incubo por espacio de 1 h
en agitacion suave. Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBST 0.05%. Posteriormente
se anadio el anticuerpo primario Anti-His 1:2000 (Qiagen/Sigma), y se incub6 a 4°C en
agitacion suave por 16 hrs. Se procedié nuevamente con 3 lavados de 10 min con PBST
0.05%. Se anadi6 el anticuerpo secundario IgG-HRP caprino anti-ratén 1:5000 y se
incubd a temperatura ambiente en agitacion suave por 1 h. Posteriormente se realizaron
3 lavados de 5 min con PBST 0.05%. Se agregd 1mL de sustrato para peroxidada, se

dej6 incubando hasta la aparicion de la sefial, y la reaccién se detuvo con H,O dd.
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CAPITULO 6
RESULTADOS

6.1 Diseiio de los oligonucleédtidos.

La secuencia del gen M del virus del Dengue serotipo 2 contenida en el
plasmido pDEN2, que contiene el genoma completo del virus del Dengue serotipo 2, se
obtuvo de la base de datos VBRC a través del nimero de acceso, VP0048827,
proporcionado por el National Institute of Health (Fig. 9).

’&‘ Viral Bioinformatics Resource Center

VBRC
GENE | VBRC accession: VP0048827 name: DENV-2-TONCA74_p2-M
(3 alder abbreviations)
Protein Family (VOC) | VOC ID: vBRC vC39328 name: Membrane glycoprotein M
abbr: M function: Membrane glycoprotein

alternate abbr: 005

Molecule | type: mature_protein length: 225 bp, 75 aa
molecular weight: 8,379 pl: 8.39
Annotation |added: 12/3/2004 source: genbank

Location | (712..936) in: Dengue virus type 2 strain Tonga_74 vector p2 (GenBank: Ay744148)

VBRC Taxonomy | Flaviviridae = Flavivirus = Dengue virus = 2

Protein Analysis | | Blast Analysis | | Sequence | [ immune Epitopes | | Curation | Notes

Protein Sequence

HighightSequence IR R |

1 |SVALVPHVGM GLETRTETWM SSEGAVEHAQ RIETWILEHP GFTIMAAILA YTIGTTHEQR VLIFILLTAI APSMT |75

Nucleotide Sequence

HighightSequence IR g |

1|\ TCAGTGGUGC TTGTTCCACA CLTGGGAATG GGATTGLAGA CACGAACTGA AACATGGATG TCATCAGAAG GLGCCTGGAA (80
225

21 |ACATGCCCAG AGAATTGALL CTTGGATTCT GAGACATCCA GGCTTTACCA TAATGGLCGC AATCCTGGCA TACACCATAG |16l
161 |GGACGACGCA TTTCCAAAGA GTCCTGATAT TCATCCTACT GACAGCCATC GCTCCTTCAA TGACA

Figura 9.- Secuencia del gen M del virus del Dengue serotipo 2

En base a esta secuencia obtenida, se realizé el disefio de los oligonucleétidos
flanqueando la secuencia que codifica para la proteina M, los cuales poseen
adaptadores para las enzimas de restriccion BamHI y Xhol (Tabla 4), y se realiz6 un
PCR in silico en el programa Primer 3 Outpout, obteniendo la amplificacién esperada

de 247 pb.
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Tabla 4.- Secuencia de oligonucledtidos especificos para DEN2M.

Oligonucledtidos | Longitud | Tm calculada Secuencia

(pb) C)
denM2 5° 25 68.0 tee gga tee gat gte agt gge get't
Forward Sitio BamHI
denM?2 3~ 24 65.9 gag ctc gag tgt cat tga agg agc
Reverse Sitio Xhol

6.2 Obtencion del gen M del virus de Dengue serotipo 2.

El pldasmido pDEN2 donado por el National Institute of Health (NIH), ademads de
contener el genoma del virus del Dengue serotipo 2, posee una region codificante para
resistencia a Tetraciclina. Se recibieron 10 pug de pldsmido liofilizado, el cual se
reconstituyé en H,O MQ a una concentracion final de 100ng y se verificé la integridad
del mismo por medio de una electroforesis. Con el fin de preservar el pldsmido en
bacterias, se realiz6 una transformacién en Escherichia coli DH5a, y se sembré en agar
LB con Tetraciclina (30 pg/mL). A las colonias se les realiz6 una extracciéon de
pldsmidos mediante un Miniprep (Fig. 10). Las colonias positivas se almacenaron en

glicerol al 25% a -70°C, y los plasmidos a -20°C

23130 phb

9416 ph
6557 ph

—

1361 ph

Figura 10.- Electroforesis del plasmido p2DEN2 en gel de agarosa al 0.8%. Los
carriles corresponden a: 1) Marcador Lambda DNA Hind III (Promega), 2-4) Pldsmidos
p2DEN?2 extraidos por Miniprep.

6.3 Construccion del plasmido pGEMT-DEN2M.
Se determind la temperatura 6ptima de fusion de los oligonucledtidos mediante
un PCR en gradiente, obteniendo como resultado una Tm de 57°C, ya que se observé la

amplificacion del fragmento esperado (247pb) con una mayor intensidad y limpieza en
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la banda (Fig. 11a). Posteriormente se realizé un PCR convencional y se procedié con

una electroforesis en gel de agarosa 1% del producto obtenido (Fig. 11b).

3000 ph w— 3000 ph
—
—
———
-
500 ph — 500 pla
w -« 247 ph 247 ph
a
) )

Figura 11.- Electroforesis del PCR del DEN2M en gel de agarosa al 1%. a)
Electroforesis del PCR en gradiente. Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso
molecular 100-3000pb (Axygen), 2) 50°C, 3) 53°C, 4) 57°C, 5) 60°C, 6) 62°C, y 7)
Control negativo de la reaccion. b) Electroforesis del PCR convencional con Tm de
57°C. Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso molecular 100-3000pb
(Axygen), 2) PCR del DEN2M.

La transformacion y seleccion de colonias de E.coli DHS5a con el producto de
PCR ligado al pldsmido pGEMT-Easy Vector se realiz6 utilizando el sistema de
“blue/white screening” del mismo vector, donde la presencia de la coloracién azul en la

colonia indica la ausencia del inserto.

Las colonias seleccionadas fueron cultivadas, se les realizo la extraccion del
pldsmido, y se confirmé la presencia del inserto por PCR (Fig.12a), y las muestras
positivas se sometieron a digestion con EcoRI para liberar el inserto del plasmido y

confirmar la presencia del gen M clonado (Fig. 12b).
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Figura 12.- Analisis de clonas recombinantes pGEMT-DEN2M por PCR y
digestion con enzimas de restriccion. a) Electroforesis del PCR de los pldsmidos
pGEMT-DEN2M en gel de agarosa al 1%. Los carriles corresponden a: 1) Marcador de
peso molecular 100pb-3000pb (Axygen), 2-6) Pldsmidos muestra pPGEMT-DEN2M, 7)
pGEMT Easy Vector, y 8) Control negativo de la reaccion. b) Electroforesis de
digestiones de pGEMT-DEN2M con EcoRI en gel de agarosa al 1%. Los carriles
corresponden a: 1-4) Plasmidos muestra pGEMT-DEN2M, 5) Marcador de peso
molecular 100-3000pb (Axygen), 6) Plasmido muestra pPGEMT-DEN2M, y 7) pGEMT
Easy Vector como control negativo.

6.4 Construccion del plasmido pET22b-DEN2M.

Con la finalidad de obtener una mayor cantidad de inserto, se realiz6 un PCR
del plasmido pGEMT-DEN2M utilizando los oligonucle6tidos M13 para amplificar la
zona de clonacién que contiene al gen M. El producto de PCR-M13 y el pldsmido
pET22b(+) se sometieron a digestién con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol, y
se realizé una electroforesis del producto en gel de agarosa 1%. Se observd que el
producto de PCR con los oligonucle6tidos M13 daban por resultado una amplificacién
de ~450 pb; y su digestién con las enzimas mencionadas resultaron en 3 fragmentos,
donde el fragmento de ~450 pb consiste en producto no digerido, el de ~350 pb
consiste en el producto digerido por solo una de las enzimas, y el de 247 pb
corresponde al producto con digestion completa con ambas enzimas (Fig. 13a). En la
digestion del plasmido pET22b(+) se observo la linearizacion de éste en comparacion

con el control negativo que muestra las formas del plasmido sin digerir (Fig. 13b).
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Figura 13.- Obtencion del gen DEN2M y del plasmido pET22b(+) digeridos con
BamHI/Xhol. a) Electroforesis de PCR con M13 y su digestiéon con las enzimas de
restriccion BamHI/Xhol en gel de agarosa al 1%. Los carriles corresponden a: 1-2)
PCR de pGEMT-DEN2M con oligonucleétidos M13, 3-4) PCR de pGEMT-DEN2M,
5) Marcador de peso molecular 100-3000pb (Axygen), 6-7) Digestién de PCR-M13 con
BamHI/Xhol. b) Electroforesis de la digestién del plasmido pET22b(+) con las enzimas
de restriccion BamHI/Xhol en gel de agarosa 0.8%. Los carriles corresponden a: 1)
Pldsmido pET22b(+) sin digerir, 2-6) Plasmido pET22b(+) digerido con BamHI/Xhol.

Los fragmentos anteriormente obtenidos fueron extraidos del gel de agarosa por
medio del kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), y al finalizar se
realizé una electroforesis en gel de agarosa 1% para constatar la presencia y pureza de

los fragmentos (Fig. 14).

3000 ph

500 ph

Figura 14.- Electroforesis en gel de agarosa 1% de fragmentos purificados del gen
DEN2M y del plasmido pET22b(+).Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso
molecular 100-3000pb (Axygen), 2) Fragmento gen DEN2M, y 3) Fragmento
pET22b(+).
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Los fragmentos purificados se subclonaron mediante una reaccién de ligacién
(relacién 1:5 de vector-inserto), el producto se utilizé para transformar Esherichia coli
DHb5alpha, las colonias seleccionadas se cultivaron, se les realizé la extraccion de
pldsmidos, y la presencia del inserto se detecté por PCR. Se efectud la caracterizacion
del pldsmido para poder confirmar la presencia y orientacién correcta del inserto
subclonado, para esto se realiz6 la digestion del pET22b-DEN2M con Xbal/BamHI, en
la cual no se obtuvo un fragmento visible, mientras que en la digestién con Xbal/Xhol

se apreci6 una banda de ~247 pb, confirmando asi la orientacién correcta del inserto

(Fig. 15a,b).

~ 5400 ph

Fromotor T7 ET22h
pETIIh (+
| - 5 Gen M 3
_ | | 1
Xbal BamHI Nhol
Promotor T7 pET2Ib i+
2 ! £ 14 aaid K- 247 ph S8
| |
a) Xbal  Xhol BamHI h)

Figura 15.- Caracterizacion de plasmido pET22b-DEN2M con enzimas de
restriccion. a) Diagrama para caracterizacion de la orientacion del inserto en el
plasmido. La imagen 1) corresponde a la orientacion correcta del inserto, mientras que
la imagen 2) corresponde a la inversion del inserto. b) Electroforesis de caracterizacion
de pET22b-DEN2M con Xbal/BamHI y Xbal/Xhol en gel de agarosa 1.2%. Los
carriles corresponden a: 1) Digestién con Xbal/Xhol, y 2) Digestién con Xbal/BamHI.

Los plasmidos pET22b-DEN2M secuenciados por el IBT de la UNAM fueron
analizados con ayuda de los programas BLAST del NCBI y CLC Main Workbench 5,
donde se obtuvo que el gen clonado corresponde al gen M del virus del Dengue serotipo

2, y que ademds no presenta cambios en su secuencia con respecto a la reportada (DEN-

2-Tonga74) por el NIH (Fig. 16).
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Figura 16.- Analisis del alineamiento de la secuencia del gen M recombinante.

6.5 Deteccion de la proteina M recombinante por SDS-PAGE y Western Blot.

El plasmido de expresion pET22-DEN2M se utiliz6 para transformar
Esherichia coli BL21 DE3. Las colonias resultantes se analizaron por PCR para
corroborar la presencia del pET22-DEN2M, y las positivas se cultivaron en caldo LB
con Ampicilina (50 pg/mL) a 37 °C con 300 rpm hasta alcanzar una D.O.¢ponm de 0.6,
momento en el que se afiadi0 IPTG al 1mM para iniciar con la induccién de la

expresion de la proteina recombinante.

Los cultivos se centrifugaron y se resuspendieron con PBS-EDTA hasta una
D.O.600 nm de 10.0. Las bacterias fueron lisadas por sonicacién, se recolectd el
sobrenadante y se desnaturaliz6é por calentamiento a ebullicion por 5 min en presencia
de Buffer de Muestra 1x. Se corrid una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%
en condiciones desnaturalizantes. Se detecté que en la clona recombinante habia una
sobreexpresion de 2 bandas en el rango de 11-15 kDa, mientras que en el control
negativo se observé una baja presencia de éstas (Fig. 17a,b). De acuerdo al programa

Protparam, la proteina M recombinante tiene un peso de ~13 kDa.
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Figura 17.- Electroforesis de proteinas totales de Escherichia coli BL2IDE3
pET22b-DEN2M en gel de poliacrilamida al 15%. a) SDS-PAGE de expresion de
proteina recombinante a distintos tiempos. Los carriles corresponden a: 1 y 7) Control
negativo 2) Inicio de induccidn, 3) 1 hora, 4) 2 horas, 5) 3 horas, y 6) 4 horas b) SDS-
PAGE de expresion de proteina recombinante tras 4 horas de induccién. Los carriles
corresponden a: 1) Marcador de peso molecular Kaleidoscope prestained standars (Bio-
Rad) 2) Control negativo, y 3) Clona recombinante.

b) T¥Da

Posteriormente se procedié a la deteccion de la proteina recombinante por
medio de la técnica de Western Blot, la cual consistio en el reconocimiento de la cola
de histidinas afiadida por el sistema pET22b en el extremo C-terminal; el anticuerpo
utilizado es el Penta-His (Qiagen), el cual reconoce la secuencia de 5 histidinas
continuas. Con este anticuerpo detectaron bandas de distintos pesos moleculares: 11,
28, 31, 34, 54, 70 y 85 kDa; pero en lo que concierne a la proteina recombinante de
interés, observamos la presencia de una banda bajo la marca de los 17 kDa, la cual es

mds intensa en comparacion con el control negativo (Fig. 18a).
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Figura 18.- Western Blot para deteccion de la proteina M recombinante por
reconocimiento del His-tag. a) Western Blot con anticuerpo primario Mouse Penta-
His (Qiagen). Los carriles corresponden a: 1) Marcador de peso molecular
Kaleidoscope prestained standars (Bio-Rad), 2) Clona control negativo, 3-4) Clonas
recombinantes pET22b-DEN2M b) Western Blot con anticuerpo primario Mouse Anti-
His (Promega). Los carriles corresponden a: 1) Control negativo, y 2) Clona
recombinante.

Se repiti6 el procedimiento utilizando un anticuerpo primario Anti-His
(Promega), el cual reconoce a 6 histidinas continuas en C terminal. En este Western
Blot se detectd la presencia de dos tnicas bandas de un peso molecular de ~12 y ~14
kDa, y su ausencia de éstas en el control negativo (Fig. 18b). De estas dos bandas, se
observa que la banda de ~12 kDa se presenta en mayor proporcién con respecto a la de
~14 kDa (Fig. 18b); la obtencién de estas dos bandas posiblemente se deba a la
ausencia y presencia, respectivamente, del péptido lider pelB (~2 kDa), el cual es
incorporado en la proteina recombinante por parte del plidsmido de expresion

pET22b(+) para el traslado de la proteina al periplasma de la bacteria.
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CAPITULO 7
DISCUSION

En nuestro pais, el nimero de los casos de FD y FHD ha aumentado de forma
considerable, donde los serotipos que han presentado una mayor prevalencia son el
serotipo 1 y 2, de los cuales, el 2 ha sido asociado a los cuadros clinicos més severos.
La proteina M del virus del Dengue es una proteina transmembranal implicada en la
interaccion con los receptores celulares durante la entrada de la particula viral a la
célula. Se ha observado que esta proteina es capaz de inducir la produccion de
anticuerpos neutralizantes en el organismo, hecho por cual se ha planteado su
aplicacion en los disefios de agentes inmunizantes y de pruebas utilizadas para el

diagndstico de infeccion por este virus.

En este estudio se plante6 el clonar y expresar la proteina M recombinante del
virus del Dengue serotipo 2 en un sistema basado en Escherichia coli y poder disponer

de ésta para futuras evaluaciones inmunolégicas.

A los oligonucleétidos disefiados para amplificar el gen M se les incorporaron
secuencias especificas para las enzimas de restriccion BamHI y Xhol para facilitar la
subclonacién, por lo tanto, fue necesario determinar la nueva especificidad de éstos
mediante un andlisis BLAST, el cual dio como resultados que la secuencia de estos
oligonucledtidos presenta una especificidad (<70%) para algunos genes de otros
organismos (Drosophila, Mus musculus, Candida albicans), pero que ninguno de estos
produce un fragmento de ~200 pb, descartdndose asi posibles interferencias o falsos

negativos.

Durante la construccion del pldsmido de expresion se presentaron dificultades
en la subclonacién debido a la pérdida del inserto durante la purificacién del mismo,
por lo que se decidi6 a utilizar el protocolo de construccion de recombinantes por PCR
descrito por Ausubel y col.(2003), el cual consiste en la amplificacién del gen de
interés junto con la zona de clonacién (sitios de restriccién) del plasmido que lo
contiene, y de esta manera obtener un mayor nimero de copias del inserto, atenuando
asi la pérdida presentada durante la purificacion facilitando la construccion del

plasmido de expresion y sin producir mutaciones en su secuencia.
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En las electroforesis en los geles de acrilamida se observé que cuando la clona
recombinante era inducida con IPTG se presentaba un aumento en la densidad de las
bandas situadas dentro del rango de 11-15 kDa (Fig.17), hecho que concuerda con lo
obtenido por Rath y col. (2009). Ademds fue posible observar de manera cualitativa el
aumento de la densidad de la banda tras diferentes horas de induccién (Fig. 17a), donde
a partir de las 3 hrs se observaba una mayor densidad de la banda en el gel.

(Zomorodipour A, et al.,2003).

La expresion de la proteina recombinante se detect6 mediante Western Blot, para lo
cual se utiliz6 un anticuerpo monoclonal dirigido a 5 histidinas continuas, el cual
reconociod no solo a la proteina recombinante sino que también a proteinas constitutivas
de E. coli (Fig. 18a) que poseen 5 histidinas continuas dentro de su estructura, estos
resultados son similares a los obtenidos por Wahle y col. (1999), los cuales ademads
fueron corroborados mediante un andlisis en el programa BLAST del NCBI; mientras
que en el Western Blot con el anticuerpo monoclonal que reconoce 6 histidinas en C-

terminal se detectd solamente la proteina recombinante (Fig.18b).

Un punto critico en la produccién de proteinas recombinantes es la formacion de
cuerpos de inclusion ocasionada por la sintesis elevada de las proteinas durante la
induccién, éstos consisten en agregados densos insolubles de las proteinas
recombinantes sintetizadas que se depositan en el citoplasma y no son transportados
para su procesamiento; un factor que tiene impacto sobre la formacion de éstos es el
grado de solubilidad de dichas proteinas, donde las proteinas con mas dominios
lipofilicos presentan una mayor tendencia a formar cuerpos de inclusién (Villaverde y
Carrio, 2003; Ventura y Villaverde, 2006; Gonzalez-Montalbén, et al., 2007). En este
trabajo se observé que posiblemente, debido a la naturaleza transmembranal de la
proteina M, haya ocurrido dicho fendmeno en bajas proporciones, esto en base a la
senal tenue de ~14 kDa obtenida en el Western Blot (Fig. 18b), la cual posiblemente
consista en una pequefia fraccion de la proteina recombinante que ain presenta el
péptido lider pelB de 2 kDa (anadido por el sistema pET22b), indicando que esta
fraccion quedo atrapada en cuerpos de inclusion y no pudo ser transportada al
periplasma, mientras que la sefal de ~12 kDa (Fig. 18b) corresponde a la proteina M

recombinante que fue transportada y procesada de manera completa, estos resultados
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son similares a los obtenidos por Zomorodipour A y col. (2003) en el estudio de

diversos vectores de expresion a zona del periplasma.

La produccion de proteinas recombinantes es un campo que representa un area
de oportunidades para el desarrollo de bioldgicos que pueden ser incorporados como
componentes para herramientas de deteccidon en diagnostico clinico (Hogrefe, et al.,
2004; Shu, et al., 2004); en la obtencién de proteinas, por mencionar enzimas y
hormonas, que puedan sustituir la inactividad o carencia de dichas proteinas mediante
su administracion exdégena (Walsh, 2006), y por ultimo, la capacidad de producir
proteinas (“wild type” y mutadas) de entidades bioldgicas con propiedades antigénicas
y ser utilizadas para inducir niveles 6ptimos de inmunidad (Sierra, et al., 1999; Chen,
et al., 2007; Whitehead, et al., 2007) en el humano contra una posible infeccién por el

microorganismo.
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CAPITULO 8
CONCLUSIONES

Escherichia coli BL21 DE3 fue capaz de expresar la proteina M recombinante del virus

del Dengue serotipo 2 clonada bajo el promotor de T7 lac.

El péptido sefial PelB funcioné eficientemente para el envié de la proteina M

recombinante al espacio periplasmatico de Escherichia coli.
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CAPITULO 10
ANEXO 1
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SERVICEg,
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: DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN SERVICES NIAID / NIH
"% Laboratory of Infectious Diseases
a5 Building 33, Room 3W10A

33 North Drive, MSC 3203
Bethesda, MD 20892-3203

Tel: 301-496-7692
Fax: 301-480-4873
email: swhitehead@niaid.nih.gov

8/24/2009

MC José Luis Méndez Vazquez

Universidad Auténoma de Nuevo Leén

Laboratorio de Inmunologia y Virologia, Unidad "C" 3° piso
Ciudad Universitaria

Pedro de Alba S/N

San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn

México 66451

(81) 832941 15

Please find enclosed the following cDNA plasmid (p2) encoding the wildtype DEN2 Tonga/74
genome. The vector encodes tetracycline resistance. The GenBank accession number for the
annotated plasmid sequence is AY744148,

Vial Label Amount

1 p2 #8A 10 ug (dry)
10 ug
7/29/08

Please do not hesitate to contact me if you have any questions.

Best reqards.

.' i fnaf)
s WLV

LAY WA

Stephen Whitehead
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ANEXO 2

SOLUCIONES DE TRABAJO

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

e Gelde Agarosa 1 %
Agarosa pura
Buffer de Corrida TAE 1x

Calentar hasta disolver agarosa.

¢ Buffer de Corrida TAE 50x
Trizma Base
EDTA 0.5M pHS8.0
Acido acético glacial

Aforar con H,O dd a:

o Buffer de Corrida TAE 1x
Buffer de Corrida TAE 50x
H,O dd

¢ Buffer de Carga para DNA 6x

Glicerol 100%
H,O dd

10g
100 mL

242 ¢
100 mL
57.2 mL
1 000 mL

20 mL
980 mL

3.75 mL
6.25 mL

Anadir una pizca de Xilen Cianlol y Azul de Bromofenol.

¢ Bromuro de Etidio (Solucion stock)

Bromuro de Etidio

H,O dd

lg
100 mL

El bromuro de etidio es mutdgeno, utilizar en todo momento guantes.
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SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

¢ Solucién I Miniprep
Tris-HCI 1.0M pH 7.6
EDTA 0.5M pH 8.0
Glucosa 0.5 M
Aforar con H,O dd a:

¢ Solucién II Miniprep
NaOH 5.0M
SDS 10%
Aforar con H,O dd a:

¢ Soluciéon IIT Miniprep
Acetato de potasio SM pH 7.6
Acido acético glacial

Aforar con H,O dd a:

2.5 mL
2 mL

9¢
100 mL

4 mL
10 mL
100 mL

60 mL
11.5 mL
100 mL

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

¢ Buffer de Lisis
Tris-HC1 1M pHS.0
Sucrosa
EDTA 0.5M pH&.0
Aforar con H,O dd a:

e Acrilamida Mix 30 %
Acrilamida
Bis acrilamida

H,O dd

S mL
25¢
0.2 mL
100 mL

292 ¢
08¢
100 mL

Almacenar a 4°C en envase oscuro. Estable por 3 meses. La acrilamida es neurotdxica,

es necesario el uso de cubrebocas, lentes y guantes.
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e PSA10 %
PSA 0.1g
H,0O dd 1 mL
Vida media corta en solucidn, por lo que se recomienda utilizar preparacion nueva para

maximizar polimerizacion de acrilamida.

¢ Solucion de Gel Separador de Poliacrilamida al 15 % (10mL)

H,O dd 2.3 mL
Acrilamida Mix 30 % 5.0 mL
Tris 1.5M (pH 8.8) 2.5mL
SDS 10 % 0.1 mL
PSA 10 % 0.1 mL
TEMED 0.004 mL

¢ Solucion de Gel Concentrador de Poliacrilamida (3 mL)

H,O dd 2.1 mL
Acrilamida Mix 30 % 0.5 mL
Tris 0.5M (pH 6.8) 0.38 mL.
SDS 10 % 0.03 mL
PSA 10 % 0.03 mL
TEMED 0.003 mL

e Buffer SDS de Muestra 6x

Tris-Fostato 0.5M pH 6.8 25 mL
Glicerol 100% 20 mL
SDS 10% 40 mL
Azul de bromofenol 5% 2 mL

H,O dd 13 mL

Por cada 950 pL de buffer de Muestra 1x afiadir 50 pL de f-mercaptoetanol
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[ ]
Trizma
Glicina

SDS

Buffer Tris-Glicina de corrida 10x

Base

Disolver en 900 mL de H,O dd

Ajustar

pH a 8.2 - 8.3 con HCI

Aforar con H,O dd a:

Azul de Coomassie

Azul brillante de Coomassie R-250

Metanol

Acido acético

H,O dd

Solucion Decolorante 1

Metanol

Acido acético

Aforar con H,O dd a:

[ ]
Tris Ba:
Glicina

SDS

3025 ¢
144.13 g
10g

1 000 mL

0.25¢g

40 mL
10 mL
50 mL

400 mL
70 mL
1 000 mL

SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

Buffer de Transferencia 1x

S€

H,O dd

Ajustar

pH a 8.2 - 8.4 con HCI

Metanol

303 ¢
14.4¢
1.0g
800 ml

200 ml
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e Solucion de PBS 10x

NaCl 80.0¢g
KCl1 20¢g
KH,PO4 24 ¢
Na,HPO, 14.4¢

Disolver en 900 mL de H,O dd
Ajustarel pHa 7.2 - 7.4 con HCI1
Aforar con H,O dd a: 1 000 mL

¢ Solucion Buffer de Lavado (PBST 1x)
PBS 1x 1 000 mL
Tween 20 0.5 mL

¢ Solucién de bloqueo 5%
Leche Descremada 5¢g
PBST 1x 100 mL

¢ Solucién de Anticuerpo

Anticuerpo 5 pL para 1:2 000
2 puL para 1:5 000
PBST 1x 10 mL

¢ Solucion de Revelado para peroxidasa

Diaminobencidina 10 mg
H,0, 38% 20 uL
Tris 0.1 M (pH 7.2) 20 mL

¢ C(Colorante Rojo de Ponceu
Rojo de Ponceu 100 mg
Acido acético 1 mL

H,O dd 99 mL
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