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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA CsgA, PRINCIPAL COMPONENTE
PROTEICO DE LAS FIBRAS CURLI, EN CEPAS RECOMBINANTES DE Escherichia coli. *

AUTORA: Eliana Patricia Benincore Florez **

PALABRAS CLAVE: Escherichia coli, fibras curli, amiloides, proteinas recombinantes, purificacion
IMAC, tioflavina T.

DESCRIPCION

Muchas enterobacteriaceas como E. coli pueden ensamblar fibras amiloides funcionales en su
superficie celular. La mayoria de los amiloides bacterianos contribuyen a la formacion de
biopeliculas y otros comportamientos en comunidad donde las células interactian con una
superficie o con otra célula. Los amiloides bacterianos, como todos los amiloides funcionales,
comparten propiedades bioquimicas y estructurales con los amiloides eucariéticos asociados a

enfermedades como Alzheimer, Parkinson, Diabetes tipo Il, entre otras.

In vivo, al menos seis proteinas, codificadas por los operones divergentes transcritos csgBA y
csgDEFG, se dedican a la formacién de curli en E. coli. El operén csgBA codifica la principal
subunidad estructural, CsgA y la proteina nucleadora CsgB. Sin embargo, el desarrollo de este
trabajé demostré que es posible obtener fibras curli obtenidas a partir de la polimerizacién in vitro

de la proteina CsgA, en ausencia de las demas proteinas involucradas en la biogénesis curli.

Aqui, la proteina CsgA fue producida in vivo, por dos cepas recombinantes de E. coli que fueron
disefiadas genéticamente para expresar CsgA de forma intracelular y extracelular, a fin de
comparar la formacion de fibras curli bajo diferentes condiciones de expresion. La purificacion de
esta proteina se realizé mediante cromatografia de afinidad con ion metélico inmovilizado (IMAC).
Se verificd la obtencién in vitro de estructuras amiloides mediante analisis por espectroscopia de
fluorescencia, aprovechando las caracteristicas tintoriales de las fibras de tipo amiloide, y se
observd la formacion de un entramado fibrilar morfolégicamente similar al entramado que forma
las biopeliculas bacterianas in vivo, dado por la polimerizacién de la proteina CsgA obtenida
extracelularmente. Por el contrario, se observd que la proteina CsgA obtenida del medio

intracelular, formé estructuras desordenadas y amorfas que impidieron la formacién de fibras curli.

*Trabajo de grado.

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Rodrigo Torres Séez, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF PROTEIN EXPRESSION CsgA, MAJOR PROTEIN COMPONENT CURLI
FIBER IN RECOMBINANT STRAINS OF Escherichia coli. *

AUTHOR: Eliana Patricia Benincore Florez **

KEYWORDS: Escherichia coli, curli fibers, recombinant proteins, IMAC purification, thioflavin T.

SUMMARY

Many Enterobacteriaceae such as E. coli can assemble functional amyloid fibers on their cell
surface. Most bacterial amyloid contributes to the formation of biofilms and other behaviors in
community where cells interact with a surface or with another cell. Bacterial amyloid, like all
functional amyloid, share biochemical and structural properties associated with disease-associated

eukaryotic amyloids such as Alzheimer's, Parkinson's, Diabetes Type Il, among others.

In vivo, at least six proteins encoded by the divergently transcribed csgDEFG csgBA operons, are
dedicated to curli formation in E. coli. The csgBA operon encodes the major structural subunit,
CsgA, and the nucleator protein CsgB. However, this work showed that it is possible to obtain curli
fibers from the in vitro polymerization of CsgA protein in the absence of other proteins involved in

the biogenesis of curli.

In vivo CsgA protein was produced by two recombinant strains of E. coli that were genetically
engineered to express such CsgA intracellular and extracellular in order to compare the formation of
curli fiber under different expression conditions. The purification of this protein was performed by
immobilized metal affinity chromatography (IMAC). We verified the results of the in vitro amyloid
structures obtained using fluorescence spectroscopy analysis, taking advantage of the staining
characteristics of amyloid fibers, and it was observed the formation of a lattice strain,
morphologically similar to the fabric forming in vivo bacterial biofilms, given by CsgA protein
polymerization obtained extracellularly. In opposition to this, it was observed that the protein
obtained from the intracellular medium CsgA, formed amorphous and disordered structures which

prevented the formation of curli fibers.

* Degree work.

** Science Faculty. School of Chemistry. Director: Rodrigo Torres Saez, Ph.D.
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INTRODUCCION

Las fibras amiloides son agregados insolubles de proteinas, asociados a
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Huntington, Parkinson y
enfermedades prionicas, entre otras. La base de estas enfermedades es la
agregacion de proteinas que se depositan en los tejidos (Barnhart & Chapman,
2006), (Wang et al., 2010).

Diversas investigaciones han mostrado que muchas enterobacteriaceas como
Escherichia coli (E. coli) producen una clase de fibras amiloides funcionales
llamadas curli, que proporcionan un sistema modelo en el estudio de los principios
fundamentales de la formacion de fibras amiloides, ya que las fibras curli, son
bioquimica y estructuralmente similares a las fibras asociadas a enfermedades
(Chapman et al., 2002),(Epstein & Chapman, 2008).

Se ha encontrado que el ensamble de amiloides funcionales puede ser utilizado
como parte productiva de la biologia celular, ademas de contribuir a la formacién
de biofilms y otros importantes procesos fisiolégicos (Weiss-Muszkat et al., 2010).
El mecanismo de polimerizacion de las fibras amiloides alun no esta
completamente descrito, por lo que el estudio experimental de las fibras curli
podria proporcionar informacién sobre cédmo ocurre la formacién de amiloides in
vivo y cdmo puede ser controlada y hacerse menos citotoxica. Este hecho
despierta el interés cientifico hacia el estudio de las fibras curli, ya que podria
proporcionar informacion acerca del mecanismo de formacion de las fibras, las

variables del proceso y su influencia sobre la citotoxicidad.

Ademas, todos los afios dedicados al estudio de E. coli y la secuenciacion
completa de su ADN gendmico, la convirtieron convertido no solo en el sistema
modelo, sino también en el actor clave que dio paso al nacimiento de la tecnologia

del ADN recombinante. E. coli permite introducir genes extrailos en su genoma o
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en el de sus plasmidos, con relativa facilidad, haciéndolo un organismo inigualable
para la expresion génica. Asi, durante los Ultimos 20 afos, cientos de vectores
han sido disefiados e introducidos en E. coli, y han permitido estudiar la
produccion, expresion y plegamiento de proteinas recombinantes. Muchas de
esas proteinas recombinantes han sido aprobadas para usos terapéuticos,
resaltando la importancia de la expresion de proteinas heterdlogas en

investigaciones farmacéuticas (Balbas & Lorence, 2004).

En esta investigacion se empleo la tecnologia del ADN recombinante para estudiar
la expresion de la principal subunidad proteica de las fibras curli, la proteina CsgA,
usando cepas recombinantes de E. coli, LSR12-pMC1/pMC3 y NEB C2566-
pNH11.

Una vez expresada la proteina, se purificé por técnicas cromatograficas. Para
verificar la formacion de fibras amiloides, se polimeriz6 la proteina purificada in
vitro, y para evaluar la formacién de las fibras amiloides se utilizaron las técnicas
instrumentales Espectroscopia de fluorescencia y Microscopia de barrido
electrénico (Nilsson, 2004).
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

v

Evaluar la capacidad de las cepas recombinantes de E. coli LSR12-
pMC1/pMC3 y NEB C2566-pNH11, para biosintetizar la proteina CsgA, en
ausencia de las demas proteinas involucradas en la produccion de

proteinas curli.

1.2 Objetivos especificos

v

Realizar transformacion genética para obtener células recombinantes de E.
coli NEB C2566-pNH11 y LSR12-pMC1/pMC3 que produzcan la proteina

CsgA intra y extracelularmente.

Seleccionar los mejores clones productores de CsgA para realizar cultivos a

gran escala.

Evaluar la produccién de proteina CsgA intra y extracelular por induccion

enzimatica y su purificacion por cromatografia IMAC.

Analizar la polimerizacion de la proteina CsgA mediante espectroscopia de

fluorescencia y microscopia electronica de barrido.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Escherichia coli.

E. coli es una enterobacteria Gram-negativa, anaerobia facultativa, capaz de
fermentar glucosa y lactosa, entre otras caracteristicas. Ha sido ampliamente
estudiada durante décadas, por lo que posiblemente es el organismo del cual se
tiene mas informacién a nivel genético, bioquimico vy fisiologico. Si bien a la fecha
se han secuenciado un gran nimero de genomas, en el caso de E. coli se cuenta
con la informacion mas completa y detallada de la funcion y regulacion de muchos
de sus genes, asi como de sus vias metabdlicas y mecanismos de regulaciéon
genética (Wu et al., 2004). Los avances en el conocimiento de la fisiologia de E.
coli y en el desarrollo de herramientas moleculares, han permitido la obtencién de
cepas disefiadas especificamente para la produccion de proteinas recombinantes
(Lara, 2011).

2.2 Recombinacion genética en E. coli.

E. coli es el mejor sistema procariético para la expresion de genes exdgenos,
siendo el microorganismo preferido para la produccién de mas de una proteina
recombinante en un solo hospedero, pues presenta caracteristicas favorables,
tales como su facil manipulacién genética, gran variedad de vectores de expresion
y variantes mutantes, bajos costos asociados a medios de cultivo, alta eficiencia
en la incorporacion de material genético foraneo, y rapida y eficiente expresion,
con un tiempo aproximado de un dia, para la produccion de proteinas, lo que

facilita la produccion de cultivos a gran escala (Reshamwala & Noronha, 2013) .
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Entre los parAmetros mas importantes para una exitosa produccion de proteinas
recombinantes en E. coli incluyen: eficiencia transcripcional y traduccional,
estabilidad del vector de expresion, estabilidad proteolitica, localizacion y

plegamiento de la proteina (Quiroga, 2010) .

Para lograr la expresion de més de una proteina recombinante en un solo
huésped, se clonan los genes de interés en diferentes plasmidos que luego son
introducidos dentro de una sola célula, proceso denominado transformacion

génica.

2.2.1 Vectores de expresion.

Un vector de expresion para E. coli debe contener todos los elementos que
dirigen la transcripcion y traduccion del gen o los genes diana. Estos elementos
incluyen promotores, secuencias reguladoras, terminadores de transcripcion y
origenes de replicacion, entre otros. Adicionalmente, el vector de expresion debe
contener un elemento de seleccién, que normalmente es un gen que le confiere
resistencia a antibiéticos, para ayudar a la seleccién del plasmido dentro de la
célula huésped. Otra caracteristica importante de los vectores de expresion de E.
coli es la presencia de un marcador de fusion, proteinas o péptidos que se unen
genéticamente a la proteina de interés, con el fin de mejorar la expresién de la
proteina diana, promover el plegamiento, aumentar la solubilidad y facilitar los
procesos de purificacion y deteccion (Hatti-kaul & Mattiasson, 2003). En contraste
con los demas elementos, estos marcadores de fusion se transcriben en conjunto
con los genes de interés. Cuando se traducen, se obtiene una proteina de fusion
anica, que incluye la proteina de interés y el marcador de fusién. Hoy en dia, casi
todas las proteinas se expresan con algun tipo de marcador de fusion, y el nUmero
y la diversidad de etiguetas esta continuamente aumentando (Francis & Page,
2010).
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22.1.1 Promotores inducibles con IPTG.

Un promotor para la efectiva expresion de proteinas heterolégas en E. coli debe
tener tres caracteristicas principales. Primero, éste debe ser fuerte para que la
proteina de interés sea expresada entre el 10% y el 50% de las proteinas
celulares totales. Ademas, debe presentar baja actividad transcripcional basal para
evitar la transcripcion no deseada antes de la induccion. Finalmente, la induccion

debe ser simple y rentable (Quiroga, 2010).

El promotor T7 es uno de los promotores comercialmente disponibles para E. coli,
en el que la expresion génica es impulsada por la RNA polimerasa T7, que
transcribe el DNA cinco veces mas rapido que la RNA polimerasa bacteriana
(Studier & Moffatt, 1986). Debido a que E. coli carece de esta enzima, la
polimerasa debe ser insertada en la célula mediante un plasmido inducible o
mediante el uso de una cepa de E. coli que contenga una copia del gen de la
polimerasa T7. En ausencia de un inductor, la polimerasa, que a su vez esta bajo
el control del promotor lacUV5 (proveniente del operdn lactosa en E. coli) no se
produce, y por consiguiente, el gen de interés no es transcrito. Tras la adicion del
analogo no hidrolizable de la lactosa, el isopropil B-D1-tiogalactopiranésido (IPTG),
la RNA polimerasa T7 se transcribe y se sintetiza. A continuacion, la polimerasa
inicia la transcripcién del gen diana mediante la unién a un promotor especifico de
polimerasa T7. Una vez inducida, la mayor parte de la maquinaria celular esta
dedicada a la produccién de la proteina recombinante, que comprende hasta 50%
de la proteina celular total (Peti & Page, 2007).

El promotor trc es un promotor hibrido construido a partir de ciertas regiones del
promotor trp y del promotor lacUV5. Al igual que el promotor T7, su expresion es
inducida con IPTG, y es ampliamente usado para sobre expresar proteinas
recombinantes en E. coli, con un aumento de expresion entre el 15% y el 30% de

las proteinas celulares totales (Francis & Page, 2010).
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2.2.1.2 Marcadores de fusion: Hisg,

Estos residuos son péptidos que se unen genéticamente a la proteina diana. El
gen que codifica la expresion del marcador de histidinas, se encuentra ubicado
justo después del codon de inicio de la transcripcion y expresa 6 a 10 residuos
consecutivos de histidina, unidos al extremo N-terminal de la proteina expresada a
partir del gen clonado, y sirve como el marcador de afinidad para la rapida y facil

purificacion de la proteina (Hatti-kaul & Mattiasson, 2003).

Las proteinas de interés para este estudio, CsgA y CsgA*, tienen como marcador
de fusidén una cola de seis residuos de histidina (Hisg). Este marcador no aumenta
la expresién de proteina ni su solubilidad, pero si facilita la purificacion. Las
proteinas unidas a este marcador son purificadas usando cromatografia de
afinidad con un metal inmovilizado, IMAC (por sus siglas en inglés Immobilized
Metal Affinity Chromatography) (Hage, 2006).

2.2.2 Extraccién plasmidica mediante lisis alcalina.

Muchos métodos han sido desarrollados para aislar ADN plasmidico, pero
actualmente, la extraccion mediante lisis alcalina es el procedimiento mas usado,
pues no requiere de instrumentos sofisticados y la extraccion se realiza en tan solo

unos minutos con altos niveles de eficiencia.

El procedimiento se basa en la ventaja de la desnaturalizacién alcalina del ADN
plasmidico y cromosomal y de la renaturalizacién selectiva del ADN plasmidico

después de la neutralizacion de la solucion.

Se utilizo el kit de extraccidon plasmidica UltraClean 6 Minute Mini Plasmid Prep Kit
de MO BIO LABORATORIES (Mo Bio Laboratories. Inc., 2010). Inicialmente las
bacterias se lisan mediante tratamiento con una solucién que contiene SDS, que
desnaturaliza las proteinas de la membrana celular, y NaOH que desnaturaliza

todo el ADN plasmidico y cromosomal. Posteriormente la solucion se neutraliza
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con acetato de potasio, permitiendo que el ADN plasmidico se renaturalice a su
forma de doble cadena, mientras que el ADN cromosomal precipita, al igual que el
SDS vy las proteinas bacterianas, con el acetato de potasio. Este precipitado es
eliminado por centrifugacion. EI ADN plasmidico queda soluble en el sobrenadante

y finalmente es obtenido mediante precipitacién con etanol.

2.2.3 Transformacion.

La transformacion es el proceso mediante el cual las bacterias incorporan ADN
exogeno, presente en el medio y se introduce a través de la membrana de la
célula bacteriana. En algunas especies de bacterias, la transformacion ocurre de
forma natural, pero en la mayoria, debe realizarse artificialmente (Ausubel et al.,
2003). En general, dos métodos son usados para efectuar la transformacion
celular. El primero es denominado transformacion por choque térmico, e implica el
uso de cloruro de calcio para contrarrestar la repulsion electrostatica entre el
plasmido y la membrana celular. Posteriormente, un aumento térmico repentino
crea poros en la membrana plasmatica, permitiendo la insercion del ADN foraneo.
El segundo método, denominado electroporacién, requiere la aplicacion de un
pulso eléctrico de alto voltaje que aumenta la conductividad eléctrica y la
permeabilidad de la membrana celular (Collection, 2013). Ambos métodos hacen

porosa la membrana celular, permitiendo la entrada del ADN exdgeno.

2.2.3.1 Competencia celular.

Para que ocurra la transformacion, la bacteria debe estar en un estado de
competencia que ocurre bajo determinadas condiciones fisiolégicas, en las que la
bacteria presenta alteraciones en su pared y membrana celulares, que permiten
que la célula se vuelva susceptible a la incorporacion de ADN. Naturalmente, el
ADN no se incorpora dentro de la célula, pues éste es una molécula hidrofilica,
mientras que la membrana plasmatica esta formada por una bicapa lipidica

hidrofébica.
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En el presente trabajo, las células se hacen competentes mediante lavados
sucesivos con glicerol 10% (v/v), de modo que se disminuya la fuerza idnica de la

suspension celular, al eliminar las sales.

2.2.3.2 Electroporacion.

La electroporacion con alto voltaje es actualmente, el método mas eficiente para la
transformacién de E. coli con ADN plasmidico. EI procedimiento consiste en
aplicar un pulso eléctrico de alto voltaje a la mezcla que contiene las células en
estado de competencia y el plasmido que se desea insertar. El pulso eléctrico
produce agujeros transitorios en la membrana celular a través del cual entra el
ADN foraneo. La intensidad de campo necesaria para la transformacion de alta
eficiencia de E. coli es alrededor de 12.5 kV/cm. Bajo estas condiciones, se han
reportado méas de 10*° células transformadas por pg de plasmido (Ausubel et al.,
2003).

2.3 Expresion de proteinas intra y extracelularmente.

Hay dos modos béasicos de expresion de proteinas recombinante: intracelular y
extracelularmente. En el primer caso, la proteina heter6loga se acumula en el
citoplasma de la célula huésped, ya sea como una proteina soluble o como un
agregado insoluble. En el segundo caso, la secuencia génica de la proteina
heter6loga se modifica para que sea secretada al medio de cultivo. También
podria incluirse dentro de la célula huésped, un vector que exprese una proteina
chaperona que conduzca a la proteina de interés hacia el medio extracelular. La
seleccion de cualquiera de los modos, afecta a los niveles de expresion, obtencion
y purificacion de la proteina diana (Hochfeld, 2006). Adicionalmente, cada sistema
de expresion tiene costos especificos que dependen del proceso que deba

seguirse.
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Cuando la proteina se alberga en el citoplasma, la produccion eficiente de
proteinas, generalmente conduce a la formacion de cuerpos de inclusion, que se
forman a través de la acumulacion de intermediarios del plegamiento, en lugar de
obtenerse proteinas correctamente plegadas (Choi & Lee, 2004). Obtener la
proteina diana pura a partir del extracto de proteinas citoplasmaéticas, es una tarea
dificil porque este compartimento contiene la gran mayoria de las proteinas

celulares totales.

Sin embargo, la formacién de cuerpos de inclusién tiene algunos aspectos
positivos: 1. Los cuerpos de inclusion pueden acumularse en el citoplasma a
niveles mucho mas altos (por lo general mayor que 25% de las proteinas totales)
que las proteinas solubles. 2. Estas estructuras impiden la degradacion de la
proteina debida a la gran actividad proteasa que tiene lugar dentro del citoplasma.
3. La recuperacion de proteinas a partir de cuerpos de inclusion puede darse
mediante centrifugacion ya que estas estructuras se generan como agregados
insolubles (Otzen & Nielsen, 2008).

Para superar las limitaciones inherentes a la expresion de la proteina
citoplasmatica, se utilizan sistemas de expresion extracelular. La produccién
secretora de proteinas recombinantes tiene varias ventajas tales como la
simplicidad de la purificacion pues no se requiere lisis celular, y el plegamiento
correcto de la proteina secretada. Ademas, se evita la degradacion de la proteina
de interés, mediada por la actividad proteasa (Choi, Keum, & Lee, 2006).
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2.4 Produccion de proteinas recombinantes mediante induccidon con
IPTG.

2.4.1 Temperatura de crecimiento e induccién.

La temperatura de crecimiento y la de induccién son los factores de mayor
significancia estadistica en la produccion de proteinas recombinantes, pues la
temperatura afecta directamente la velocidad de transcripcion y de traduccion de

proteinas.

Para E. coli, la temperatura optima de crecimiento es 37 °C, la cual coincide con la
temperatura de maxima actividad de la RNA polimerasa T7, aunque no es
necesariamente la temperatura éptima de produccion de proteinas recombinantes,
pues el uso de temperaturas inferiores a la del crecimiento 6ptimo, en algunos
casos, puede reducir respuestas metabdlicas indeseables para la sintesis de
proteinas foraneas y, como consecuencia, mejorar el rendimiento y/o la solubilidad
de la proteina de interés (Quiroga, 2010). Sin embargo, reducir la temperatura
también podria disminuir la sobreproduccién de proteinas. La temperatura de
induccion usada en el presente estudio, es 37°C, con base en los procedimientos
de induccion reportados por diversos investigadores (Wang et al., 2010),
(Chapman et al., 2002), (Francis & Page, 2010), (Hammer, Schmidt, & Chapman,
2007a)

2.4.2 Densidad celular en el punto de induccioén.
La induccion de la expresién de proteina recombinante debe realizarse en un
rango de densidad celular apropiado, de modo que las condiciones metabdlicas

del cultivo permitan alcanzar una maxima productividad.
Los estudios realizados para evaluar el efecto de esta variable, sugieren, en

general, realizar la induccién a altas densidades celulares, pero sin alcanzar la

fase estacionaria del crecimiento bacteriano, puesto que en esta etapa existen
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condiciones desfavorables como el agotamiento de nutrientes, la fuerte reduccién
de la actividad metabdlica e incluso, la utilizacion de proteinas celulares no
esenciales como fuente de carbono. En cambio, la induccién a una alta velocidad
especifica de crecimiento (alta densidad celular), proporciona condiciones
metabolicas mas favorables como el alto contenido de ribosomas, mayor
disponibilidad de nutrientes y menos concentracion de subproductos toxicos.
Ademas, al no encontrarse en una etapa de limitacion de nutrientes, se puede

reducir la respuesta de estrés antes y después de la induccién (Quiroga, 2010).

De acuerdo con esto, el momento adecuado para realizar la induccién, deberia ser
la mitad de la fase exponencial, en donde la velocidad de crecimiento celular es
rapida, hay suficiente disponibilidad de nutrientes y los microorganismos tienen el
tiempo suficiente para sobre-expresar la proteina de interés, pero sin alcanzar la

fase estacionaria.

2.5 Fibras amiloides funcionales: curli.

En E. coli, las fibras amiloides funcionales o fibras curli, median muchas funciones
fisioldégicas importantes para la célula. Las fibras curli son el principal componente
proteico de la matriz extracelular, producida por la bacteria durante su crecimiento

en biopeliculas.

Para la produccion de fibras curli, E. coli alberga dentro de su informacion
genética, un tramo de ADN de aproximadamente 754 pb que contiene promotores
y elementos regulatorios que controlan la expresion de csgBAC y csgDEFG, dos
operones que se transcriben divergentemente. El operéon csgBAC codifica los
genes estructurales de curli: CsgA, la principal subunidad proteica, y CsgB, la
proteina nucleadora (Reshamwala & Noronha, 2013). La funcién del tercer gen
involucrado, CsgC, aun no es completamente entendida, pero estudios recientes

sugieren que ésta proteina puede tener actividad oxidorreductasa dentro del
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periplasma, regulando la actividad de la proteina de membrana externa, CsgG
(Blanco et al.,, 2012). El segundo operon csgDEFG, codifica cuatro proteinas
chaperonas requeridas para el ensamble curli sobre la superficie celular. CsgD es
un activador transcripcional del operén csgBAC; CsgG, una lipoproteina ubicada
en la membrana externa, es requerida para la estabilidad y secrecién de CsgA 'y
CsgB; CsgE y CsgF son proteinas que actdan en la regulacion y el transporte de
CsgA y CsgB hacia la superficie celular (Epstein & Chapman, 2008), (Dueholm et
al., 2011).

Aunque para la formacion de las fibras curli se requiere de esta completa
maquinaria, algunos estudios han mostrado que tanto CsgA como CsgG, pueden
ser sobre-expresadas en ausencia de las demdas proteinas curli (Zhou et al.,
2012). Un estudio publicado por Chapman et al., (2002) indica que cuando CsgA
es producida y purificada en ausencia de la proteina nucleadora CsgB, adopta una
forma no estructurada y es soluble en el medio extracelular, pero luego de
incubacion prolongada, ésta se ensambla en fibras que son indistinguibles de las

fibras curli polimerizadas in vivo. (Chapman et al., 2002)

2.6 Proteina recombinante: CsgA.

Segun la base de datos ExPASYy, la proteina CsgA es una proteina compuesta por
151 aminoécidos, con peso molecular de 15.099 KDa y pl: 5.27. Su secuencia
aminoacidica puede dividirse en tres dominios, como se aprecia en la Figura 1:
una secuencia sefial Sec ubicada en el extremo N-terminal (eliminada de la
proteina después de atravesar la membrana interna, desde el citoplasma hacia el
espacio periplasmatico (Choi & Lee, 2004)), 22 residuos N-terminal involucrados
en la secrecion a través de la membrana externa y cinco unidades repetitivas
imperfectas (R1, R2, R3, R4 y R5) que conforman el esqueleto amiloide resistente

a la actividad proteasa (Wang & Chapman, 2008a). Cada unidad forma,
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individualmente, una estructura hebra g -bucle-hebra B, que al interactuar con los
demas unidades R, se apilan, tomando una estructura secundaria cruz- 8 (Wang,
et al., 2007). Esta estructura se forma porque las hebras B se apilan
perpendiculares al eje longitudinal de las fibras. El ndcleo amiloide de CsgA esta
definido por los amino&cidos Ser, GIn y Asn que se repiten regularmente en cada
unidad repetitiva, espaciados por 4 o 5 aminoacidos (Wang & Chapman, 2008b).
Morfologicamente, las fibras amiloides pueden variar en longitud desde decenas
de nandmetros a micrometros y tienen un didmetro en el rango de 3 a 10 nm,
aunque la asociacion lateral puede producir diametros aparentes mucho mas

grandes (Shewmaker et al., 2009).

1 21 4 e _— — 15\
(Ot AMIN] Sec N22 “R1."R2 R3 R4 RS

1 20
Secsignal MKLLKVAAIAAIVFSGSALA

21 42
N22 GVVPQYGGGNHGGGGNNSGPN

43
R1|S|JEL N Y|G|G|GIN|S|A[L AL|QITDARN
R2|SIDL T | T|Q|H|G|G|G|N|G|A|D V G|Q|GS DD
R3[S|S | D L T|QIR|G|F|GIN[S|A|T L D|QWN GK N

R4|SIEMT V K|Q|F|G|G|G| GAAVDQTASN
R5|S|S VN V T|Q|V|G|F|G NATAHQY

Figura 1. Esquema de CsgA (Loferer, Hammar, & Normark, 1997). Se indican sus tres
dominios: Secuencia sefial, 22 residuos N-terminal y las cinco unidades repetitivas, que
forman estructuras hebra 3-bucle-hebra B. Los aminoacidos que conforman la hebra B se
encuentran sobre la flecha roja, y en letra cursiva se indican los aminoacidos que
conforman el bucle, ubicados sobre la linea roja. En azul se indican los aminoacidos
aromaticos, y encerrados se encuentran los amino&cidos conservados en cada unidad R.

Fuente: Tomado y modificado de Hammer et al,. (2007).
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2.7 Analisis de proteinas.

2.7.1 Cuantificacion de proteinas.

El ensayo de Bradford es un método simple y rapido que permite cuantificar
proteinas en muestras liquidas. Se utiliza el colorante azul de Coomassie R-250
que se acompleja rdpidamente mediante interacciones electrostaticas entre sus
grupos acido sulfonico y los aminoacidos basicos y aromaticos de las proteinas
(Bradford, 1976). Inicialmente el colorante esta en su forma neutra y su coloracion
es verde, pero cuando se mezcla con las proteinas, el colorante cambia a su

forma desprotonada, adquiriendo una coloracion azul.

2.7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

La electroforesis en gel es una técnica en la que moléculas cargadas, tales como
proteinas o ADN, se separan de acuerdo a su peso molecular, movidas a través
de un gel por una corriente eléctrica. Las proteinas se separan habitualmente
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) para caracterizar las
proteinas individuales en una muestra compleja o para examinar multiples
proteinas dentro de una Unica muestra. En la SDS-PAGE, la muestra es tratada
previamente con el detergente anidnico dodecil sulfato de sodio (SDS), que
desnaturaliza las proteinas y se une fuertemente a sus estructuras abiertas, de tal
forma que una molécula de SDS se une aproximadamente a dos residuos
aminoacidicos, enmascarando la carga superficial de la proteina nativa, y creando

una carga neta negativa debida a sus grupos sulfato (ScientificThermo).

La acrilamida es el material que permite la separacion de proteinas por su peso.
Esta se mezcla con bis-acrilamida formando una red polimérica reticulada. La
polimerizacion esta catalizada por un sistema de generacién de radicales libres,
compuesto de persulfato de amonio y N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED). El
TEMED cataliza la descomposicion del persulfato de amonio para producir
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especies radicalarias de SO4, que activan el mondmero de acrilamida. Este
mondmero activado reacciona con uno desactivado, dando paso a la elongacion
de la cadena de polimero, generando circuitos cerrados que resultan en un

complejo polimero reticulado con porosidad caracteristica (Ahmed, 2005).

El tamafio de los poros creados en el gel es inversamente proporcional a la
cantidad de acrilamida usada. Por ejemplo, un gel de poliacrilamida al 7% tendra
poros mas grandes en el gel que un gel de poliacrilamida al 12%

(ScientificThermo).

2.8 Cromatografia de afinidad con ion metalico inmovilizado (IMAC).

La cromatografia de afinidad es una poderosa herramienta para la purificacion de
proteinas. El principio de esta técnica esta basado en el hecho de que algunas
proteinas tienen una alta afinidad por ciertos grupos quimicos especiales o
ligandos. Estos ligandos estan inmovilizados a través de enlaces de coordinacion
a un agente quelante (EDTA, IDA, NTA, etc.), que a su vez, estd unido
covalentemente a una matriz insoluble (agarosa, sefarosa, etc.). Luego de pasar
la muestra a través de la columna, las proteinas de interés son eluidas bajo

condiciones que reduzcan las interacciones proteina-ligando (Hage, 2006).

Este método de purificacion ha sido ampliamente usado para la purificacion de
proteinas recombinantes que residuos de polihistidina unidos a sus extremos N- o
C- terminales, de modo que la accesibilidad de los residuos de histidina es
favorable para la union efectiva entre su anillo imidazoélico y el metal quelante
(Hatti-kaul & Mattiasson, 2003). Ni-NTA agarosa es la resina de preferencia para

la purificacién de este tipo de proteinas.
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La resina Ni-NTA esta compuesta por &cido nitrilotriacético (NTA), un ligando
quelante tetradentado, unido a una matriz altamente reticulada de agarosa al 6%.
El ion metélico es Ni*?, y estd unido a NTA mediante cuatro enlaces de

coordinacion. La Figura 2 muestra el esquema particular de la resina Ni-NTA.

Figura 2. Organizacion estructural de la resina Ni-NTA y su union a proteinas marcadas

con residuos de histidina. Fuente: Autora.

Para purificar la proteina CsgA-Hisg, se utilizé la resina HisPur Ni-NTA de Thermo
Scientific, cuyo manual de instrucciones reporta que su capacidad de enlace es
< 60 mg de proteina por mililitro de resina y la proteina se obtiene con mas del

75% de pureza.

2.9 Espectroscopia de Fluorescencia con Tioflavina T.

Una de las técnicas mas comunes para identificar la presencia de fibras amiloides
es la fluorescencia de Tioflavina T (ThT) (Nilsson, 2004), un colorante que se ha
reportado como un potente marcador fluorescente en histologia amiloide, al unirse
selectivamente a los depositos amiloides, aumentando la intensidad de
fluorescencia del colorante. Dicha selectividad ha generado que se recomiende el

uso de ThT para verificar la formacion de amiloides, por encima de otros

32



colorantes como el rojo Congo o metilo de violeta, usados regularmente en el
estudio de fibras amiloides. Las aplicaciones del ThT han ido mas alla de la
histologia amiloide y hoy en dia se usa también para caracterizacion in vitro de

amiloides.

Naiki et al., (Naiki et al., 1989) fueron algunos de los primeros investigadores en
caracterizar completamente el espectro de fluorescencia y las propiedades de
unién de ThT. Ellos demostraron que, una vez se da la unién entre el colorante y
las fibras amiloides, se origina aumento de la intensidad de fluorescencia,
especificamente, a partir de la union ThT-fibras amiloides. Esta caracteristica y
los varios 6rdenes de magnitud del aumento en la intensidad de fluorescencia,
hacen que ThT sea un indicador altamente sensible y eficiente para el
reconocimiento de estructuras amiloides, y que ademas, permita hacer

seguimiento de la fibrilacion en tiempo real.

Naiki et al. también indican que la union del colorante se da por interacciones
hidrofébicas con los grupos aromaticos de la secuencia aminoacidica que
conforma la proteina CsgA. Estas interacciones le otorgan al ThT, afinidad por la
estructura cruz-B, formada por el plegamiento de las hojas beta, caracteristico de
la agregacion de proteinas amiloides, cuyas cadenas corren perpendicularmente a

lo largo del eje de las fibras, como se aprecia en la Figura 3a.
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Figura 3. a. Estructura cruz 3 de fibras amiloides, formadas a partir de las capas de
laminas . b. Arriba: Estructura de ThT. Abajo: Rotacion de sus grupos aromaticos en

torno al enlace comun C- C. Fuente: Biancalana & Koide, 2010.

El aumento de la fluorescencia se atribuye a los siguientes hechos: cuando una
solucion de ThT es irradiada con un haz de luz, los anillos de bencilamina y
benzotiazol del ThT (planos azul y rosado, respectivamente), giran libremente
sobre su enlace comun C-C (Véase Figura 3b). Esta rotacion satisface los
estados de excitacién generados por la excitacién de fotones, causando una baja
emision de fluorescencia. Por el contrario, cuando ThT interacciona con las fibras,
el ambiente estérico impide que los grupos aromaticos del colorante roten en torno
a su enlace comun, preservando asi, el estado excitado y aumentando

drasticamente la fluorescencia.

2.10 Microscopia de barrido — SEM

En el analisis por microscopia electronica de barrido SEM (Scanning Electron
Microscopy), se hace incidir un haz de electrones sobre la superficie de la
muestra, el cual es dirigido por medio de una serie de lentes electromagnéticos.

Posteriormente, los electrones chocan con la muestra y dan lugar a un conjunto de
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sucesos entre los que se destacan la emision de electrones (electrones
secundarios) y fotones por parte de los atomos que componen la superficie de la
muestra. La sefial de los electrones secundarios proporciona informacion de la
morfologia superficial de la muestra. La imagen SEM es el resultado de la
intensidad de los electrones secundarios emitidos para cada punto (X, y) de la

superficie de la muestra.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismos utilizados.

Las cepas utilizadas en este estudio, hacen parte de la coleccion del Grupo de
Investigacion en Bioquimica y Microbiologia de la Universidad Industrial de

Santander.

Los microorganismos que se emplearon, fueron:

Escherichia coli NEB C2566, y Escherichia coli NEB C2566-pNH11 para producir
la cepa recombinante Escherichia coli NEB C2566-pNH11.

Escherichia coli LSR12-pMC1 y Escherichia coli MC1061-pMC3 para producir la
cepa recombinante Escherichia coli LSR12-pMC1/pMC3.

3.1.1 NEB C2566-pNH11.

NEB C2566 es la denominacion dada a una E. coli competente de alta eficiencia
gue alberga el promotor T7. Alli se encuentra el plasmido pNH11 que contiene el
vector pET11d, dentro del cual se clond la proteina CsgA sin la secuencia sefial de
secrecion (residuos 1-20). Como consecuencia de ello, la proteina diana se
produce de forma intracelular. Adicionalmente, esta proteina fue marcada con 6
residuos de histidina en su extremo C- terminal. A lo largo del presente escrito, se
nombrara esta proteina como CsgA*-Hiss. Las propiedades del vector de
clonacion, permiten que la expresion de dicha proteina sea inducible por el IPTG,

y que la cepa sea resistente a la ampicilina.
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3.1.2 LSR12-pMC1/pMC3.

LSR12 es la denominacion dada a una E. coli a la que se le han eliminado todos
los genes csg. Para la produccién extracelular de la proteina CsgA, se le han
introducido dos plasmidos: pMC1 y pMC3. El plasmido pMC1 codifica la proteina
CsgG, que media la secrecion de la proteina diana CsgA, hacia el medio
extracelular. El plasmido pMC3 codifica la proteina CsgA, marcada con 6 residuos
de histidina en su extremo C- terminal. Esta proteina recombinante sera nombrada

como CsgA-Hisg.

3.2 Crecimiento celular en medio liquido e induccién de la expresion de

proteinas recombinantes.

Para todos los ensayos, el medio de cultivo liquido fue preparado con Luria Bertani
(25 g/L) y glucosa (15 g/L), mas el/los antibidticos de seleccion requeridos para

cada cepa.

Se prepard un pre-inéculo que correspondia al 10 % del in6culo total deseado.
Cada pre-inoculo se preparé adicionando una o dos colonias tomadas del cultivo
sélido y se dejo crecer durante toda la noche con agitacion constante en Shaker a

130 rpm de agitacién orbital a 37 °C.

Posteriormente, el pre-inéculo se adicion6 al cultivo a gran escala (que
corresponde al 90% restante del indculo total deseado) y se dejé crecer a 37 °C
con agitacion constante, hasta alcanzar un ODgg ~1, para posteriormente, agregar

el inductor.
3.2.1 Induccién de la expresion de CsgA*-Hiss.

El cultivo de 500 mL se indujo con IPTG 0.50 mM y se dej6 crecer durante una

hora con agitacion constante en Shaker a 130 rpm y 37 °C. Finalmente, las células
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fueron decantadas por centrifugacion a 5000xg, 20 minutos y se elimind el
sobrenadante, obteniéndose un pellet que corresponde a la biomasa total del

cultivo bacteriano.

3.2.2 Induccion de la expresion de CsgA-Hise.
El cultivo de 500 mL se indujo con IPTG 0.25 mM y se dejo crecer durante una

hora con agitacion constante en Shaker a 130 rpm y 37 °C.

3.3 Células recombinantes.

3.3.1 Obtencion de células competentes.

Previamente se realiz6 un in6culo de 30 mL de las cepas LSR12/pMC1 y
NEBC2566, y se dejo en crecimiento toda la noche. A continuacion, se enfri6 el
cultivo usando hielo durante aproximadamente 20 minutos. En adelante todo el
procedimiento se realiz6 en frio. El cultivo se centrifugd a 4000xg, 4 °C durante 15
minutos y cuidadosamente se descartd el sobrenadante. El pellet obtenido fue
lavado tres veces adicionando una solucién de glicerol frio al 10% (v/iv) y
centrifugando a 4000xg luego de cada adicién. Se usaron 30, 15 y 1.2 mL de
glicerol, para el primer, segundo y tercer lavado, respectivamente. Finalmente el

pellet se resuspendid en 120 uL de glicerol.

3.3.2 Extraccion del ADN plasmidico.

Los plasmidos fueron extraidos de las cepas NEBC2566-pNH11, MC1061-pMC3,
crecidas en placas de agar con medio de cultivo LB, suplementado con los
antibidticos de seleccion: Ampicilina (100 pg/mL) y Cloranfenicol (25 pg/mL),
respectivamente. Se uso el kit de extraccion de plasmido UltraClean® 6 Minute

Mini Plasmid Prep Kit, siguiendo el protocolo indicado.
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3.3.3 Electroporacion.

Los pladsmidos extraidos, pNH11 y pMC3, se introdujeron en células competentes
de E. coli, NEBC2566 y LSR12-pMC1, respectivamente, mediante
electroporacion. Se mezclaron 100 pL de célula competentes, con 5 uL de ADN
plasmidico en una cubeta de 0,2 cm (Bio-Rad), enfriada en hielo. Las células
fueron electroporadas usando el MicroPulser™ Electroporation Apparatus,
aplicando un pulso eléctrico de 2.5 kV durante 5ms, e inmediatamente despues,
estas células transformadas se adicionaron a 1 mL de medio LB sin antibidtico y

se dejaron crecer por 1h a 37°C en Shaker a 225 rpm.

3.3.4 Siembra del cultivo celular recombinante.

El in6culo de 1 mL se centrifugd a 14000xg por 2 minutos a 4 °C y se descarto el
sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 80 uL de caldo LB, del cual se tomé
1 pL para la siembra en placa de agar, suplementadas con los antibiéticos de

seleccioén.

3.4 Analisis de proteinas.

3.4.1 Cuantificacion de proteinas.
Las fracciones eluidas se cuantificaron por el método de Bradford. Para esto se
preparé una curva de calibracién utilizando soluciones patrén de albamina de
suero bovino (BSA), disueltas en Buffer KPi 50 mM, pH 7.2 a concentraciones
entre 0.1 y 1 mg/mL (Ver ANEXO A). Se tomaron 20 yL de muestra y se agrego 1
mL de Bradford. Las absorbancias fueron medidas en un espectrofotbmetro UV-vis

convencional a 595 nm.

3.4.2 Seleccion de clones mediante SDS-PAGE.
La evaluacion de la expresion de proteinas se realizd usando geles de

poliacrilamida 15%. Las muestras se mezclaron en proporcién 4:1 con buffer de
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carga desnaturalizante. El marcador usado fue PageRuler™ Unstained Protein
Lader (Thermo Scientific), del cual se adicionaron 4 pL en cada analisis. La
electroforésis se realiz6 en una camara vertical MiniProtean Il de Bio-Rad, y una
fuente de poder Power Pac HC de Bio-Rad (Véase Figura 4), bajo voltaje

constante de 150 V, con 1 L de Buffer de corrida.

Figura 4. Montaje empleado para los procedimientos electroforéticos. Fuente: Autora.

3.4.2.1 Tincion.
Al finalizar la electroforesis, se realizé la tincibn de los geles con solucién de
Coomassie coloidal R-250. Cada gel se dej6 en contacto con 50 mL de esta
solucién durante 30 minutos, con agitacion en Shaker a 40 rpm, luego, se dej6 en
contacto con solucion decolorante fuerte durante 15 minutos, bajo las mismas
condiciones de agitacion. Finalmente, se adicionaron 50 mL de solucién
decolorante débil y se dejo en contacto con el gel durante toda la noche hasta

revelar las bandas de proteina.
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3.5 Obtencion del extracto total de proteinas.

3.5.1 Lisis celular por precipitacién de proteinas con MeOH/Cloroformo Este
procedimiento se realizd con la cepa NEB C2566-pNH11, ya que esta alberga la
proteina diana dentro del citoplasma celular. Se siguié el protocolo descrito por
Wessel & Fliigge, 1984.

3.5.2 Al pellet celular obtenido a partir del crecimiento en caldo de cultivo, se
agregaron 300 mL de cloroformo y 100 mL de metanol. La mezcla se homogenizé
usando vortex. Posteriormente se adicionaron 300 mL de agua tipo I, mezclando
con vortex y luego la mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 10 000xg. Se
evidenciaron 3 fases: una fase solida intermedia entre dos fases acuosas.
Cuidadosamente se eliminaron las fases acuosas pues estas sélo contenian
lipidos y deméas componentes celulares, mientras que las proteinas quedaron
precipitadas en la fase sélida. Se adicionaron, posteriormente, 300 mL de metanol
y de nuevo se aplicd vortex para homogenizar la mezcla y luego se centrifugo
durante 5 min, 10 000xg. Se retir6 el sobrenadante y las trazas que pudieron
quedar se eliminaron por sequedad al aire libre. Finalmente, el pellet se
resuspendioé en 30 mL de urea 8 M.

3.5.3 Obtencion por centrifugacion.

Ya que la cepa LSR12-pMC1/pMC3 secreta la proteina al medio extracelular, el
cultivo celular liquido se centrifugd a 10 000xg, 4 °C durante 15 minutos, para
decantar toda la biomasa celular y obtener el sobrenadante libre de
microorganismos. El sobrenadante contenia el total de proteinas secretadas y
para obtener una mayor concentracion de proteinas, se centrifugd en filtros
Amicon® Ultra-15 de 10 KDa, a 5000 rpm, 4 °C durante 15 minutos.
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3.6 Purificacion proteica mediante IMAC.

3.6.1 Acondicionamiento de la resina Ni-NTA.

En un tubo Falcon de 15 mL se dispusieron 3 mL de mezcla de resina-metanol
1:1, que fue centrifugado durante 2 minutos a 700xg. Se descart6 el sobrenadante
y se obtuvo un volumen final de resina de 1.5 mL. Para su acondicionamiento, se
lavé y centrifugd durante 2 minutos a 700xg, con 5 mL de buffer Kpi 50 mM, pH

7.2. Este procedimiento se realizo 3 veces, eliminando el sobrenadante cada vez.

3.6.2 Purificacion de CsgA- Hiss.

La purificacion de esta proteina se realizé utilizando una columna, equipada con
bomba peristaltica para mantener constante el flujo del paso de la muestra. Como
fase estacionaria se usaron 2 mL de resina Ni-NTA. La muestra de proteinas se
cargo a través de la columna cromatografica a razén de 4mL/min. Posteriormente,
la resina se lavd con 20 mL de Buffer fosfato de potasio (Kpi) 50 mM, pH 7.2 a
razon de 4mL/min. Finalmente, la proteina fue eluida con 4 mL de solucion de
imidazol 0.5 M en Buffer Kpi, a razén de 0.1 mL/min. Todo el procedimiento de

purificacion se llevé acaboa 4 °C.

3.6.3 Purificacion de CsgA*-Hisg en un método por lotes.

La resina acondicionada y el pellet de proteinas se pusieron en contacto durante
30 minutos, a 4 °C, con agitacion constante. Posteriormente se centrifugd la
mezcla por 2 minutos a 700xg y el sobrenadante fue descartado. Para eliminar
uniones no covalentes, se lavo la resina con 5 mL de Buffer Kpi 50 mM, pH 7.2,y
se centrifugo por 2 minutos a 700xg. Este procedimiento se realizo tres veces y el
sobrenadante fue eliminado cada vez. Para la elucibn de la proteina se
adicionaron a la resina 2 mL de solucion de imidazol 0.5 M en Buffer Kpi 50 mM,
pH 7.2, y se centrifugd por 2 minutos a 700xg; el sobrenadante fue removido
cuidadosamente y almacenado a 4 °C. El procedimiento se repitio tres veces, por

lo que se obtuvo un volumen total de proteina eluida de 6 mL.
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3.7 Espectroscopia de fluorescencia.

Previamente se prepar6 solucion stock de ThT adicionando 2 mg de colorante a 2
mL de Buffer fosfato 50 mM, pH 7.2, para obtener una concentracion final de

1 mg/mL.

Se prepararon soluciones de proteina de concentraciones 2, 4, 8 y 12 uM, y se
mezclaron con solucién stock de ThT, de modo que su concentracion final fuera de
20 uM. La adicion de ThT a la muestra se realiz6 justo antes de realizar la medida.
Los espectros se tomaron en el espectrofluorimetro modular PTI Quantamaster
QM-40 (Véase Figura 5), equipado con una lampara de Xenon como fuente de
radiacion y el Photomultiplier 814 como detector. Los espectros fueron tomados en
un rango espectral de 420 a 600 nm, a longitudes de onda de excitacién y emision

de 412 y 420 nm, respectivamente.

Figura 5. Espectrofluorimetro Photon Technology International, Quantamaster QM-40.
Fuente: Autora.

3.8 Microscopia de barrido — SEM.
Las microscopias electronicas de barrido (SEM) se tomaron usando un equipo

QUANTA FEG 650 (FEI) con detector LFD (Large Field Detector) (Véase Figura 6,

Der.). La preparacion de la muestra consistio en incubar la muestra a temperatura
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ambiente, y luego adicionar 2 pL sobre la superficie de una mica de muscovita
(Vease Figura 6, 1zq.) y dejarla secar al aire para permitir que el solvente se
evaporara. La proteina CsgA*-Hisg se incubo durante 72 horas, mientras que la
proteina CsgA-Hisg se incub6 durante 1 hora. En ambos casos, la muestra ya
inmovilizada sobre la mica, se recubrié con una delgada capa de carbono para

conferirle propiedades conductoras.

Figura 6. Der.: Inmovilizacion de la muestra sobre una mica de muscovita. 1zq.:
Microscopio electronico QUANTA FEG 650. Fuente: Autora.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Crecimiento de cepas recombinantes y verificacion de la adquisicion

plasmidica.

La verificacion de la adquisicion plasmidica, y por ende, la eficaz obtencion de las
cepas recombinantes, se confirmo al observar crecimiento de colonias en las cajas

Petri suplementadas con los antibiéticos de seleccion.

Las células transformadas se adicionaron sobre el agar en cantidades de 1 pL,
5 uL y 10 pL, y fueron dispersadas en modo de siembra por extension, usando un

asa de vidrio.

La cepa NEBC2566-pNH11 contenia un gen que le conferia resistencia a la
ampicilina, mientras que la cepa LSR12-pMC1/pMC3 contenia un gen que le
conferia resistencia a los antibiéticos ampicilina y cloranfenicol. Como se muestra
en la tabla 1, la transformacién para ambas cepas fue eficiente, ya que para la
minima cantidad sembrada, 1 pL, crecié un gran nimero de colonias aisladas, y
en las cajas Petri en las que se adicionaron 10 uL de células transformadas, el
crecimiento fue tan masivo, que no fue posible seleccionar colonias aisladas para
el posterior procedimiento de seleccion del mejor clon productor de proteina
recombinante. Este método de verificacion de la eficiencia de la transformacién es
infalible, pues las células que no adquirieron el plasmido durante Ila
electroporaciéon, simplemente no crecen sobre el agar suplementado con el/los

antibiéticos de seleccion.

De cada cepa, se seleccionaron ocho clones para analizar por SDS-PAGE vy

determinar cudl de estos presentaba mayor produccién de proteinas.
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Como control de la funcién de seleccion de los antibioticos, se adicionaron 10 pL
de células recién transformadas de cada cepa, sobre agar-LB. El resultado fue el
esperado: como no habia un mecanismo que permitiera que solo crecieran las
células que adquirieron el ADN foraneo, hubo crecimiento celular uniforme sobre
toda la superficie del agar, como se observa en la Tabla 1. Esto permitio verificar
la actividad selectiva de los antibidticos sobre las células transformadas.

Tabla 1. Verificacion de la transformacion celular.

Cepa recombinante
NEB C2566-pNH11 LSR12-pMC1/pMC3

Cantidad
sembrada

1puL
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10 pL

Seleccion
de clones

Control
10 L

4.2 Seleccion del clon con mayor expresion de proteina recombinante,
mediante analisis SDS-PAGE.

Las imagenes digitales de los geles fueron analizadas mediante el software

Quantity One 4.6.3 de Bio-Rad, usando la opcion de calculo “cantidad relativa”.
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Esta herramienta de andlisis suma la intensidad de todas las bandas definidas
para cada carril, y lo iguala al 100%, por lo que la intensidad de cada banda sera

reportada como una fraccion de dicha suma.

Como criterio de seleccion del mejor clon productor de la proteina de interés, la
comparaciéon de los porcentajes relativos de intensidad de banda se realizd solo
entre aquellas detectadas en pesos moleculares alrededor de 17.5 y 35 KDa, que
corresponderian al peso de la proteina CsgA-Hisg en forma monomérica y

dimérica, respectivamente (Chapman et al., 2002).

La Figura 7 muestra el gel obtenido para los clones de la cepa NEB C2566-
pNH11. Un chequeo a simple vista permite descartar los clones 2 y 4 debido a que
presentan una menor expresion de proteinas totales, en relacion con los demas
clones. En la gréfica se resaltan las bandas escogidas como criterio para la

seleccién del clon.

Teniendo en cuenta que en la cepa NEB C2566-pNH11, la proteina CsgA*-Hisg se
produce del citoplasma y se obtiene mediante lisis celular, se esperaba obtener
gran cantidad de bandas, correspondientes al contenido proteico celular, tal como

se evidencia en la imagen.

Marcador Clotts  Clons Clon Clon Ciha Clom Clon Clon
PA [Kda) 1 2 3 4 - 7 s

5

Figura 7. SDS-PAGE para los clones obtenidos a partir de la cepa recombinante
NEB C2566-pNH11. Se resaltan las bandas alrededor de 17 y 35 KDa.
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En la Tabla 2 se resumen las cantidades relativas de la intensidad de las bandas
de interés, obtenidas para la cepa NEB C2566-pNH11. De acuerdo con los
resultados, el clon seleccionado para producir y purificar la proteina recombinante

a mayor escala, fue el clon 8.

Tabla 2. Comparacion de las cantidades relativas de las bandas de interés, obtenidas a
partir de la cepa NEB C2566-pNH11.

% Intensidad de banda
Peso Clon
Molecular
[KDa] 1 2 3 4 5 6 7 8
~35 2.8 2.1 2.5 2.3 2.9 3.0 3.8 4.0
~ 17 2.2 1.4 2.0 1.6 2.4 2.1 2.0 2.0

Por otra parte, el perfil proteico obtenido para la cepa LSR12-pMC1/pMC3 fue
considerablemente diferente al anterior. Teniendo en cuenta que esta cepa
secreta la proteina al medio extracelular, la obtencién de la proteina requirié
centrifugar el sobrenadante en filtros Amicon de 30 KDa, con el fin de eliminar
medio de cultivo, para obtener un menor volumen en el que la proteina estuviese
mas concentrada. A pesar de este proceso, se obtuvo un gel de electroforesis en
el que, para todos los clones, el perfil proteico fue muy desfavorable para realizar
la eleccion del mejor clon productor de proteina recombinante. Por lo tanto, se
decidio escoger cuatro de los ocho clones seleccionados inicialmente, con los que
se repitié el proceso de concentracidon en Amicon. Con este proceso, se obtuvo un
gel de electroforésis en el que las bandas fueron muy tenues pero suficientes para
elegir uno de estos clones, como se aprecia en la Figura 8. Teniendo en cuenta el
peso molecular reportado por Chapman et al. (2002) quienes realizaron sus
investigaciones extrayendo proteina CsgA a partir de una cepa con caracteristicas
similares a la del presente estudio, las bandas elegidas como criterio de seleccion

fueron aquellas cuyos pesos moleculares estuvieron alrededor de 17 KDa.
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Marcador Clon Clor Clon Clon
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Figura 8. SDS-PAGE para los clones obtenidos a partir de la cepa recombinante
LSR12-pMC1/pMC3. Se resaltan las bandas alrededor de 17 KDa.

La dificultad para obtener mayor cantidad de proteina y por ende, mayor
intensidad de bandas, estd soportado en las diversas investigaciones realizadas
en cuanto a los bajos rendimientos de proteina recombinante, obtenidos cuando
ésta es secretada al medio extracelular,(J H Choi & Lee, 2004)'(Jong Hyun Choi et
al., 2006) como es el caso de la proteina CsgA-Hiss. Ademas, debe tenerse en
cuenta que para este analisis, el cultivo era de tan solo 30 mL, una cantidad que
corresponde a cultivo en pequefia escala, lo que disminuye aun mas, las

posibilidades de obtener mayores rendimientos de proteina.

La Tabla 3 contiene las cantidades relativas de la intensidad de las bandas
correspondientes a pesos moleculares ~17 KDa. En este caso no se detectaron
bandas alrededor de 35 KDa, y es posible que se deba al hecho de que la proteina
CsgA-Hisg es secretada de la célula, como una proteina soluble y no polimerizada
(Hammer, Schmidt, & Chapman, 2007b). De acuerdo con estos resultados, el clon

elegido fue el numero 3.
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Tabla 3. Comparacion de las cantidades relativas de las bandas de interés, obtenidas a
partir de la cepa LSR12-pMC1/pMC3.

% Intensidad de banda
Peso Molecular Clon
[KDa] 1 2 3 4
~ 17 3.3 4.1 5.3 4.5

Finalmente, dos los clones seleccionados fueron sembrados en modo estriado
sobre medios soélidos LB-amp y LB-amp/clor, segun correspondiera, para continuar

con los procesos de obtencion y purificacion de la proteina recombinante.

4.3 Crecimiento celular en medio liquido e induccién con IPTG.

Cuando un medio liquido es inoculado con un pequefio cumulo de células, estas
inician una la fase de adaptacion o fase lag en el que las células se adaptan a su
nuevo entorno e incrementa la expresion de los genes importantes para el
crecimiento. Luego, entre los 80 y 120 minutos, inician su ciclo de divisién celular
en una fase denominada fase de crecimiento exponencial o logaritmica.
Eventualmente la densidad celular aumenta a tal punto en que los nutrientes y el
oxigeno del medio se agotan, generando una disminucion en la velocidad de
sintesis de macromoléculas, Esta fase es denominada como fase de transicion.
Finalmente, las células entran a la fase estacionaria, en la que los nutrientes se

agotan y se detiene el crecimiento celular.

Las Figuras 9 y 10 muestran la cinética de crecimiento obtenida para las cepas de
estudio. Las absorbancias se midieron a 600 nm. Para ambos casos, se identifican
claramente las cuatro fases caracteristicas del crecimiento de la bacteria E. coli:
fase de adaptacion, o fase “lag”, indicada como A; fase logaritmica o exponencial,

B; fase de transicion, C; y fase estacionaria, D. Como se menciono6 en el numeral
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2.4.2, el momento adecuado para adicionar el inductor IPTG al cultivo bacteriano,
deberia ser la mitad de la fase exponencial, en donde la velocidad de crecimiento
celular es rapida pues los microorganismos se encuentran en la etapa de division

celular y la disponibilidad de nutrientes favorece la efectividad del proceso.

Por lo tanto y de acuerdo con la cinética de crecimiento mostrada por cada cepa,
el momento indicado para realizar la induccion es cuando la densidad optica
medida a 600 nm (ODeoo) €s de aproximadamente 1. Este resultado concuerda
con la mayoria de los procedimientos reportados por diferentes autores, en los que
se indica que la induccién de CsgA debe realizarse cuando el ODgoo del cultivo
celular, esté entre 0.9 y 1(Wang et al., 2010), (Francis & Page, 2010), (Zhou et al.,
2012).
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Figura 9. Curva de crecimiento de la cepa E. coli NEB C2566-pNH11.
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Figura 10. Curva de crecimiento de la cepa E. coli LSR12-pMC1/pMC3.
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Por otra parte, para determinar el tiempo ideal de crecimiento luego de la
induccion, se realizdé un ensayo en el que se tomaron muestras de cultivo celular
liquido a diferentes tiempos luego de haber adicionado el IPTG. El procedimiento
de obtencion del crudo proteico se realizé siguiendo la metodologia descrita en el
numeral 3.5.1. Las muestras fueron cuantificadas por el método de Bradford. La
mayor concentracion de proteina total se obtuvo cuando se dejé crecer el cultivo
inducido durante 1 hora. La tabla 4 resume las concentraciones de proteina total
obtenidas a partir de la cepa NEB C2566-pNH11, para los diferentes tiempos de

induccion evaluados.

Tabla 4. Concentracion del cultivo celular a diferentes tiempos de induccion.

Tiempo después de | Concentracion
lainduccion [h] [ug/uL]

0 2.37
0.5 1.70

1 5.69

15 2.48
2.0 2.46
2.5 1.97
3.0 2.46

Los resultados evidenciaron que el tiempo ideal de induccion es una hora, pues
este ensayo presentd la mayor concentracion de proteina total (5.69 pg/uL),
respecto a los demas ensayos (~2.00 pg/pL). Del mismo modo, se determind que
el tiempo de induccién ideal para la cepa LSR12-pMC1/pMC3, también fue una

hora.
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4.4 Purificacién, cuantificacion y analisis SDS-PAGE de las proteinas
recombinantes CsgA-Hisgy CsgA*-Hise.

Se purifico la proteina CsgA-Hisg a partir del sobrenadante del cultivo celular de la
cepa LSR12-pMC1/pMC3, y la proteina CsgA*-Hisg a partir de extracto obtenido
mediante lisis celular de la cepa NEB C2566-pNH11. La purificacién se llevd a
cabo utilizando dos métodos diferentes: purificacion por lotes, también
denominado batch method y purificacion por flujo en columna, de acuerdo con la
ubicacion intra o extracelular de proteina de interés. En ambos casos, el proceso
se realiz6 usando IMAC, con resina Ni-NTA, altamente especifica para purificar

proteinas marcadas con residuos de histidina.

En la fase de elucion de las proteinas, se recogieron fracciones de 1 mL para
monitorear el proceso de purificacion. Cada fraccion fue cuantificada por el método
de Bradford.

Finalmente, las fracciones que presentaron mayor concentraciébn de proteina,
fueron mezcladas y filtradas en Amicon de 10 KDa, con el fin de obtener un
extracto de proteina purificada mas concentrado. En la tabla 5 se indican las
concentraciones finales de cada extracto de proteina, con las que se realizaron las

posteriores pruebas de electroforesis, espectroscopia de fluorescencia y

microscopia.
Tabla 5. Concentracion de las proteinas purificadas.
Proteina recombinante Concentracion [mg/mL]
CsgA-Hisg (Cepa LSR12-pMC1/pMC3) 0.206
CsgA*-Hisg (Cepa NEB C2566-pNH11) 0.387
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Con el fin de determinar la presencia y pureza de las proteinas, los eluidos fueron
sometidos a separacion electroforética en geles de SDS-PAGE al 15 % (Figura
11). En ambos casos, se observaron bandas proteicas de pesos moleculares
alrededor de 15 KDa, correspondientes a la forma monomérica de las proteinas, y

bandas correspondientes a su forma dimérica, en pesos moleculares cercanos a

35 KDa.

Esta observacion es consistente con los resultados obtenidos por Chapman et al.,
(Chapman et al., 2002), en los que indican que la proteina CsgA no solo se
polimeriza a temperatura ambiente, sino que también lo hace a 4°C. Esto sugiere
gue durante el proceso de purificacion realizado en el presente estudio, la proteina

se polimerizd, pero con una baja velocidad de agregacion.
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Figura 11. Imagenes SDS-PAGE de la purificacion de las proteinas recombinantes: a.
CsgA-His6. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 25 puL de muestra (5 pug de
proteina). b. CsgA*-Hise. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2:15 pL de muestra

(5 ug de proteina).
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A pesar de que las concentraciones de proteina son bajas, los resultados de
espectroscopia de fluorescencia y SEM permitieron identificar la formacion de las

fibras amiloides.

4.5 Espectroscopia de fluorescencia.

La verificacion de la formacion de fibras amiloides se realiz6 mediante
espectroscopia de fluorescencia. Para ello, se prepararon soluciones de diferentes
concentraciones de CsgA-Hisg y CsgA*-Hisg y se mezclaron con solucién de ThT
20 pM. Los espectros fueron normalizados a 100 con el fin de estandarizar la
medida de tal forma que se minimizara la variabilidad de los datos, debido a

diferencias en la escala.

En las Figuras 12 y 13 se observan los espectros de emision de las diferentes
concentraciones de CsgA-Hises y CsgA*-Hisg, respectivamente, que fueron tomados

en el tiempo cero, momento en que se agrego el ThT.
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Figura 12. Espectros de fluorescencia obtenidos para diferentes concentraciones de
CsgA-His6 purificada a partir de la cepa LSR12-pMC1/pMC3.
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El aumento de la intensidad de fluorescencia del ThT cuando se mezcla con la
muestra purificada, es un indicador clave que evidencia la formacion de fibras
amiloides debida a la polimerizacion de las proteinas CsgA-Hisg y CsgA*-Hisg.
Ademas, se puede afirmar que las proteinas han adoptado una estructura
secundaria en forma de hoja 8, pues ThT reconoce e interactla inequivocamente

con estas estructuras (Dueholm et al., 2011), (Biancalana & Koide, 2010) .
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Figura 13. Espectros de fluorescencia obtenidos para CsgA*-His6 purificada a partir de la

cepa NEB C2566-pNH11, medidos a diferentes concentraciones de proteina.

Como se observa en los espectros, hay una relaciobn proporcional entre la
concentracion de proteina y la intensidad de fluorescencia. La Figura 14 ilustra

con mayor claridad esta relacion.
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Figura 14. Relacion entre la concentracion de proteina y la intensidad de fluorescencia.

También se observa que la proteina CsgA*-Hisg alcanza mayores intensidades que
la proteina CsgA-Hiss. La explicacion a este comportamiento se evidencio
posteriormente con los analisis SEM de las proteinas. La muestra correspondiente
a la proteina CsgA*-Hisg, mostr6 mayoritariamente, una base de estructuras con
diferentes morfologias, que en primera medida corresponderian a los
denominados cuerpos de inclusibn que, como se menciond anteriormente, se
presentan en gran cantidad cuando la proteina diana se alberga dentro del
citoplasma. En contraste, la proteina CsgA-Hisg generd un entramado fibrilar muy
similar a las biopeliculas formadas por la produccion y expresiéon de proteinas curli

en sistemas bacterianos de E. coli.

Por otra parte, se pretendia observar el proceso de fibrilacién a través del tiempo.
Para ello, cada muestra fue monitoreada espectroscopicamente a intervalos de
tiempo de 1 hora. Sin embargo, con ninguna muestra fue posible observar esta
variacion, ya que siempre se obtenian espectros con la misma intensidad que en
el tiempo cero. Este hecho se atribuye a factores térmicos asociados con las
condiciones de polimerizacion de la proteina CsgA (El termino CsgA se refiere, en

forma general, a la principal subunidad proteica de las fibras amiloides,
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independientemente de si ésta se obtuvo a partir del sobrenadante bacteriano o
mediante lisis celular, e independiente de la cola de poli-histidina, pues esta no

interfiere con los procesos de polimerizacion).

4.6 Microscopia electrénica de barrido — SEM

Las micrografias SEM permitieron observar la morfologia de las fibras amiloides

formadas a partir del plegamiento de las proteinas CsgA-Hisg y CsgA*-Hise.

De acuerdo con estudios sobre la morfologia de especies amiloidogénicas, la
agregacion de proteinas amiloides esta precedida por la formacion de una serie de
especies no fibrilares que van desde perlas esféricas hasta micelas o agregados
oligoméricos globulares amorfos (Chiti & Dobson, 2006), especialmente cuando
las proteinas amiloides se albergan en el citoplasma celular, como es el caso de la
proteina CsgA*-Hisg. Todos estos agregados, han sido denominados protofibrillas.
La formacion de protofibrillas se da por la agregacién de dos o mas estructuras
amorfas, y la subsecuente elongacién tras la agregacién de mas unidades
(Blackley et al., 2000).

La Figura 15 corresponde a las micrografias tomadas a la proteina CsgA*-Hise.
Las imagenes revelan la formacién de protofibrillas oligoméricas de diferentes
tamafios (sefaladas con flechas verdes) y de agregados oligoméricos circulares
(encerrados en circulos azules). Adicionalmente se observa un fondo constituido
por un sin namero de posibles cuerpos de inclusion, generados por la alta

concentracion de proteina recombinante dentro del citoplasma.

59



Figura 15. Micrografias de la proteina CsgA*-His6 que evidencian la formacion de

agregados oligoméricos causados por la autopolimerizacion de la proteina recombinante.
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Figura 16. Micrografias de la proteina CsgA-Hiss que evidencian la formacion de un
entramado fibrilar causado por la polimerizacién eficiente y ordenada de la proteina
recombinante.

Las imagenes SEM tomadas para la proteina CsgA-Hiss (Véase Figura 16)
revelan un panorama ampliamente diferente al anterior, pues se observa un
entramado fibrilar con caracteristicas muy similares al entramado fibrilar formado
in vivo por bacterias E. coli nativas. Estas imagenes son una clara evidencia de

que, in vitro, CsgA-Hisg puede catalizar su propia polimerizacion como lo indican
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Wang et al., (2006), y que ademas, es un proceso que ocurre rapidamente pues el

tiempo de incubacion para esta proteina fue de tan solo 1 hora.

La velocidad de polimerizacion se atribuye al hecho de que las condiciones de
purificacion y almacenamiento de la muestra, favorecieron la formacion de muchas
pero pequefas estructuras oligoméricas que sirvieron como semilla para saltar la
fase de nucleacion y formar rapidamente el entramado fibrilar. Ademas, debido a
que la proteina es secretada en forma soluble al medio extracelular, no se da la
formacion de cuerpos de inclusion, sino por el contrario, se favorece el

plegamiento ordenado de todos los monémeros de proteina CsgA-Hise.

Aungue en sistemas in vivo, la formacion de fibras amiloides funcionales o fibras
curli implica el funcionamiento coordinado de un conjunto de proteinas codificadas
por el gen csg, los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la
polimerizacion in vitro del principal componente proteico de las fibras curli, CsgA,
puede darse no solo en ausencia de la proteina nucleadora CsgB , sino también
en ausencia de las demas proteinas involucradas en la amiloidogénesis

bacteriana, como es el caso de la proteina CsgA*-Hise.

Adicionalmente, se logré demostrar que la proteina secretora CsgG es suficiente

para conducir la proteina CsgA-Hisg hacia el medio extracelular.

No obstante, es necesario mejorar la produccion y purificacion de la proteina
CsgA bajo diferentes sistemas de expresion, de modo que se puedan observar en

tiempo real, los procesos de plegamiento y agregacion.

Por otra parte, el analisis de estas micrografias junto con los resultados de la
relacion concentracion de proteina-intensidad de fluorescencia (Figura 14),
permite plantear una hipétesis para explicar la mayor intensidad de fluorescencia

de CsgA*-Hisg a pesar de que su polimerizacion no fue completamente eficiente.
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La hipotesis planteada es la siguiente: En solucion, la proteina CsgA*-Hisg
permanece en forma de cuerpos de inclusién y debido a su alta concentracion
(segun lo observado en las micrografias SEM) se generan altas intensidades de
fluorescencia debidas a sus multiples interacciones con el ThT. Sin embargo,
cuando la proteina se inmoviliza sobre una superficie y se elimina el solvente, los
cuerpos de inclusibn permanecen, y se van agregando, formando estructuras
oligoméricas como se aprecia en la Figura 15. Caso contrario ocurre para la
proteina CsgA-Hisg. En solucion, esta proteina se encuentra en forma soluble y
muy poco polimerizada (dimeros observados en el analisis SDS-PAGE), pero
cuando es inmovilizada sobre una superficie, inicia su rapido proceso de
polimerizacién, con la ayuda de aquellos agregados diméricos, pero sin la

presencia de cuerpos de inclusion que interfieran en el proceso de fibrilacion.
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5. CONCLUSIONES

Se logro obtener células transformadas de transformar las células de E. coli
LSR12-pMC1/pMC3 y NEB C2566-pNH11 mediante electroporacion.

Se purificaron parcialmente las proteinas CsgA-Hisg y CsgA*-Hisg utilizando

cromatografia IMAC.

In vitro, CsgA-Hisg se autopolimerizé mediante sus propios agregados pre-

formados, aun en ausencia de la proteina nucleadora CsgB.

Bajo las condiciones de estudio, no fue posible observar en tiempo real el
proceso de fibrilacion de la proteina CsgA-Hiss, debido a su rapida

polimerizacion.

Cuando la proteina CsgA es producida y albergada dentro del interior de la
célula (CsgA*-Hisg), su plegamiento no fue ordenado sino que se generaron
agregados amorfos e insolubles que impidieron la formacién de fibras curli.

Se verificd que la cepa LSR12-pMC1/pMC3 produjo y secret6 la proteina
CsgA-Hisg, formando entramados fibrilares morfolégicamente similares al
entramado que forma las biopeliculas bacterianas in vivo. El proceso fue
tan ordenado y eficiente que se requiri6 poco tiempo para poder ser

observado.
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6. RECOMENDACIONES

v' Se recomienda hacer un estudio experimental, es decir, no a partir de
bibliografia como se hizo en el presente trabajo, de los factores
temperatura de crecimiento, temperatura de induccién y concentracion de
inductor; que presenten diferencias significativas en la expresion de las

proteinas recombinantes al ser estudiados en forma independiente.

v' Para mejorar la polimerizaciéon de proteina CsgA*-Hiss se recomienda
realizar su induccién a menor temperatura (P. ej., 18 °C), de modo que los
procesos de transcripcion y traduccién de proteinas sean mas lentos y se

evite la formacion de cuerpos de inclusion.

v Estandarizar la cuantificacion proteinas por métodos alternativos al método

de Bradford, para evitar falsos negativos en la cuantificacion.

v Realizar andlisis por Dicroismo Circular para corroborar la estructura de

hojas B de las fibras formadas por la proteina CsgA-Hisg.
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ANEXOS

ANEXO A

Cuantificacién de proteinas utilizando el método de Bradford.

Se preparé un patron concentrado de BSA de 1 mg/mL a partir del cual se
realizaron diluciones para obtener las diferentes concentraciones, desde 0.01

mg/mL hasta 1 mg/mL, con las que se elaboroé la curva de calibracion.

De cada patréon se tomaron 20 yL que fueron diluidos en 1 mL de reactivo de

Bradford. Posteriormente, se midieron las absorbancias a 595 nm y se obtuvo la

ecuacion para la curva de calibracion presentada en la figura 1.

A = Absorbancia de la muestra; C = Concentracidon de proteina [mg/mL].
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Figura 1. Curva de calibracion de patrones de BSA, usando el método de Bradford.
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ANEXO B
Soluciones utilizadas para el andlisis de SDS-PAGE de las proteinas.

Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizada.

1. SDS-PAGE.

v Preparacion del gel de stacking.

Componente Cantidad [pL]
Agua desionizada 930
Acrilamida/bis acrilamida 30 % 230
Tris-HCI 1.5 M, pH 6.8 375
SDS 10% 15
Persulfato de amonio 10 % 30
TEMED 7.5

v" Preparacion del gel de separacién al 15 %.

Componente Cantidad
Agua desionizada 1.4 mL
Acrilamida/bis acrilamida 30 % 2.4 mL
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 1.3 mL
SDS 10 % 50 pL
Persulfato de amonio 10 % 25 L
TEMED 10 pL
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v Solucion Buffer de carga desnaturalizante.

Componente Concentracion final [%]
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 25
Glicerol 20
SDS 10 % 40
2-mercaptoetanol 10
Azul de Bromofenol Para dar coloracion

v" Solucién Buffer de corrida.

Componente Concentracion [% p/v]
Glicina 1.44
Tris base 0.20
SDS 0.10

v" Solucién de tincion Coomassie R-250.

Componente Concentracion
Azul de Coomassie R-250 0.25 % plv
Metanol 50 % viv
Acido acético 10 % vliv

v" Solucién decolorante fuerte.

Componente Concentracion [% v/v]
Metanol 50
Acido acético 10

v" Solucién decolorante débil.

Componente Concentracion [% v/v]

Metanol 5

Acido acético 10
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