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TRABAJO PRACTICO N° 1 - BIOINFORMATICA

INTRODUCCION

Tradicionalmente, la investigacion en Biologia Molecular se ha realizado en el laboratorio
experimental, pero la inmensa cantidad de datos generados en los ultimos afios requiere el
desarrollo de herramientas computacionales que permitan extraer toda la informacién contenida en
esos datos para generar nuevo conocimiento. Por eso, hoy en dia es dificil entender la investigacion
en estas areas sin la Bioinformatica. Segun la definicion del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica National Center for Biotechnology Information (NCBI por sus siglas en inglés): “la
Bioinformatica” es un campo de la ciencia en el que confluyen varias disciplinas: la biologia, la
computacion y las tecnologias de la informacién. Su fin es facilitar el descubrimiento de nuevos
conocimientos y el desarrollo de perspectivas globales a partir de las cuales puedan discernirse
principios unificadores en el campo de la biologia. La bioinformatica, por tanto, se ocupa de la
adquisicion, almacenamiento, procesamiento, distribucion, analisis e interpretacion de informacion
biol6gica, mediante la aplicacion de técnicas y herramientas procedentes de las matematicas, la
biologia y la informatica, con el propdsito de comprender el significado biolégico de una gran
variedad de datos.

Los nuevos avances han generado que varias disciplinas de la investigacion se interrelacionen,
como la medicina, la genética, la biologia, la bioquimica, la biotecnologia y la computacion, entre
otras. Los grandes laboratorios cuentan con grupos multidisciplinarios, que cooperan
armoénicamente y retroalimentandose constantemente. Es asi como, hoy por hoy, no se puede
estudiar y comprender un ente fisiol6gico unicamente desde un solo punto de vista. Es por ello que
en la actualidad es de vital importancia conocer el manejo de las herramientas bioinformaéticas, con
la finalidad de analizar y correlacionar la informacion que se obtenga en el laboratorio.

El objetivo del presente Trabajo Practico es introducir al alumno al uso de programas de
Bioinformatica utilizados para realizar bisquedas y consultas en bases de datos bioldgicos de
acceso publico, integrando conceptos bioldgicos ya vistos en la asignatura.

Para ello, es necesario que los alumnos tengan solidos conocimientos de los siguientes temas, 1os
cuales pueden estudiar a partir de este apunte y buscando bibliografia tanto tradicional como online
si es de su interés (ver referencias al final del apunte).

e Acidos nucleicos: composicion, funciones, tipos, cadigo genético.
e Proteinas: composicion, estructura, funciones, etc.
Transcripcién y traduccidon de la informacién genética.

Bases de datos de secuencias bioldgicas

Bases de datos especializadas

Formatos de secuencias (FASTA, NCBI)
Alineamiento de secuencias

Secuencias homologas

Genes paralogos

Genes ortélogos

Utilizacion, e interpretacion de resultados de BLAST



BASES DE DATOS DE SECUENCIAS BIOLOGICAS

Una base de datos bioldgica es una biblioteca de informacidn sobre ciencias de la vida, recogida de
experimentos cientificos, literatura publicada, tecnologia de experimentacion de alto rendimiento, y
andlisis computacional. Contiene informacion de &reas de investigacion incluyendo gendmica,
protedmica, metabolémica, expresion génica mediante microarrays, filogenética, etc. La
informacion contenida en bases de datos bioldgicas incluye funciones, estructura y localizacion
(tanto celular como cromosomica) de genes, efectos clinicos de mutaciones, asi como similitudes
de secuencias y estructuras bioldgicas. Estas son de libre acceso, se actualizan periédicamente, son
estructuradas y poseen referencias cruzadas.

Las principales bases de datos de secuencias bioldgicas de nucleotidos son:

- GenBank

- EMBL (The European Molecular Biology Laboratory)

- DDBJ (DNA DataBank of Japan).

Estas bases de datos de secuencias nucleotidicas contienen mas de 170 millones de secuencias de
mas de 240000 organismos diferentes. Si bien son mantenidas por distintos organismos en distintos
paises, existe una coordinacion entre las distintas bases. Una secuencia enviada a cualquiera de las
bases se vera reflejada en las otras dos en aproximadamente una semana, ya que esa es la
frecuencia de actualizacion entre las distintas bases genéticas. Por este motivo es indistinto que
base se use para enviar nuevas secuencias, aunque normalmente los europeos utilizan EMBL-
BANK y los americanos GenBank.

Growth of the
International Nucleotide Sequence Database Collaboration
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http://www.embl-heidelberg.de/
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Estas bases de datos tienen un sistema por el cual se le asigna un Accession Number (ndmero de
acceso) a cada secuencia Unica y a través de este nimero es posible identificar de manera
inequivoca una secuencia dada. Una tipica “entrada” (hoja de datos) de cualquiera de estas bases de
datos consta de un nimero de acceso, el nombre del gen en cuestion, una lista de publicaciones
relacionadas con el gen, la secuencia propiamente dicha, y un nimero de “features”
(caracteristicas) o “anotaciones” que pueden ser Utiles al lector; como la presencia de determinados
“dominios” en la secuencia que pueden indicar una posible funcion para ese gen, asi como
observaciones experimentales con respecto a la funcion y estructura del gen.

Para acceder a la informacion de estas bases de datos, las dos herramientas principales son SRS y
Entrez, dos portales web que nos permiten hacer bldsquedas en estas bases de datos y encontrar
secuencias que sean de interés. SRS es el buscador de EMBL y Entrez corresponde a Genbank.
Otra manera de buscar en estas bases de datos es por medio de programas que permiten buscar
secuencias similares a una secuencia “Query” que nosotros suministramos al programa.

De manera similar, las principales bases de datos de secuencias proteicas son tres:

- TrEMBL.: por Translation of EMBL Nucleotide Sequence Database incluye la traduccion de
todas las secuencias codificantes derivadas del (EMBL-BANK) y que todavia no han podido
ser anotadas en Swiss-Prot.

- PIR: por Protein Information Resource esta dividida en cuatro sub-bases que tienen un nivel de
anotacion decreciente.

- SwissProt: contiene secuencias anotadas 0 comentadas, es decir, cada secuencia ha sido
revisada, documentada y enlazada a otras bases de datos.

Las tres se combinan para formar UniProt, la cual es una base de datos central de proteinas a nivel

mundial y contiene informacion “curada” manualmente (revisada y corregida de manera manual

luego de una prediccion bioinformatica automatizada).

Las bases de datos proteicas suelen contener mas informacion y predicciones bioinformaticas que

las bases de datos de secuencias de acidos nucleicos. También contienen gran cantidad de

referencias cruzadas con otras bases de datos proteicas y clasificaciones de las proteinas en
familias, asi como referencias cruzadas con bases de datos especializadas.

Tambien debemos nombrar las bases de datos cuyas secuencias corresponden a un solo genoma, y
son extremadamente Utiles si necesitamos realizar una busqueda relacionada solo con un
organismo. Generalmente estas bases de datos contienen mucha informacion adicional sobre cada
secuencia gendmica y proteica. Entre las mas importantes y destacadas podemos nombrar a
WormBase (Caenorhabditis elegans), PlasmoDB (Plasmodium database), CryptoDB



(Cryptosporidium database), SGD (Saccharomyces genome database) RATBASE (Rattus
norvegicus database).

Bases de datos especializadas

El nimero de bases de datos especializadas es muy grande y continla creciendo a un ritmo cada
vez mas acelerado. Las principales que se pueden nombrar son las bases de datos que acumulan
informacion sobre “dominios” proteicos (porciones de secuencia proteica que tienden a cumplir
una misma funcion, aunque su estructura y secuencia varien ligeramente entre diferentes proteinas
que lo contengan) entre las cuales podemos nombrar a PFAM (protein families), PRINTS (protein
fingerprints) y SMART (Simple Modular Architecture Research Tool).

Una base de datos que acumula la informacion de todas ellas en conjunto y nos permite alimentar
una secuencia que sera analizada por todas estas bases de datos en busca de dominios conservados
es llamada Interpro (inter-protein).

Otras bases de datos especializadas importantes son las relacionadas a los RNA no codificantes
como G-tRNA-DB (ARNt), miRBase (miARN), European ribosomal RNA database (ARNTr), etc.

Otra seccidn importante de las bases de datos especializadas son aquellas que intentan clasificar y/o
ubicar cada proteina en mapas bioquimicos como son los sitios de KEGG (Kyoto Enciclopedia of
Genes and Genomes) y SCOP (Structural Classification Of Proteins).

Por altimo, un tipo de base de datos cuyo crecimiento es cada vez mas acelerado e importante es la
de estructuras tridimensionales de proteinas, resueltas por cristalografia de rayos X o por
resonancia magnetica nuclear. Estas bases de datos son principalmente tres: RCSB PDB (USA),
MSD-EBI (Europa) y PDBj (Japdn). Estas tres bases de datos estan fusionadas en la Ilamada
Worldwide Protein Data Bank (wwPDB).

Formatos de secuencias

Los principales formatos de secuencias “flat” o “plain text” (solo texto) que son necesarios conocer
son el formato FASTA y el formato NCBI. El formato FASTA es uno de los formatos mas Utiles en
los cuales podemos guardar una secuencia ya que la gran mayoria de los programas
bioinformaticos pueden cargar archivos guardados en este formato.

El formato FASTA consta de una primera linea donde se observa el caracter “>” que indica el
comienzo de una “entrada”, luego en esa misma primer linea se detallan el accession number, y
generalmente el nombre de la secuencia. A partir de la segunda linea solo se observa secuencia.
Ejemplos de una secuencia nucleotidica en formato FASTA y de una secuencia proteica en formato
FASTA:

>embl|J00703|J00703 Rattus norvegicus pancreatic amylase mRNA, complete cds.
acaacttcaaagcaaatgaagttcgttctgcetgctttcectcattgggttctgetgggct
caatatgacccacacactgcggatgggaggactgctattgtccacctgttcgagtggege
tgggctgatattgccaaggaatgtgagcggtacttagcacctaagggatttggaggggtg


http://www.rcsb.org/pdb
http://www.ebi.ac.uk/msd/
http://www.pdbj.org/

>AAA40725.2

MKFVLLLSLIGFCWAQYDPHTADGRTAIVHLFEWRWADIAKECERY LAPKGFGGVQVSPP
NENIINNPSRPWWERY QPISYKICSRSGNENEFKDMVTRCNNVGVRIYVDAVINHMCGSG
NSAGTHSTCGSYFNPNNREFSAVPYSAWYFNDNKCNGEINNYNDANQVRN

Recuerden que en las secuencias proteicas cada aminoacido esta representado por una letra de la
siguiente manera:

A - Alanina (Ala) M - Metionina (Met)
C - Cisteina (Cys) N - Asparragina (Asn)
D - Acido Aspartico (Asp) P - Prolina (Pro)

E - Acido Glutamico (Glu) Q - Glutamina (GlIn)
F - Fenilalanina (Phe) R - Arginina (Arg)

G - Glicina (Gly) S - Serina (Ser)

H - Histidina (His) T - Treonina (Thr)

I - Isoleucina (lle) V - Valina (Val)

K - Lisina (Lys) W - Triptofano (Trp)
L - Leucina (Leu) Y - Tirosina (Tyr)

El formato NCBI es muy parecido al formato FASTA con la excepcién de que al principio de cada
linea se observa la posicion que ocupa el primer aminoacido/nucle6tido de esa linea con respecto al
comienzo del gen. La otra diferencia es que los nucledtidos/aminoacidos se encuentran agrupados
en columnas de a diez.

Aunque este formato puede ser mas facil de visualizar para el ojo humano, la mayoria de los
programas bioinformaticos no puede utilizar secuencias en este formato.

gi|11528628|gh|J00703.2RATAMLS[11528628]

1 acaacttcaa agcaaatgaa gttcgttctg  ctgctttccc tcattgggtt  ctgetgggct
61  caatatgacc cacacactgc ggatgggagg actgctattg tccacctgtt cgagtggegce
121 tgggctgata ttgccaagga atgtgagegg tacttagcac ctaagggatt tggaggggtg

ACTIVIDAD PRACTICA N°1: Blisqueda de secuencias por palabras clave

En el presente trabajo practico se dara inicio a la actividad practica que se desarrollara durante todo
el semestre. Para lograr el objetivo de obtener una proteina recombinante expresada en un sistema
procariota, el primer paso es obtener en informacion detallada de la misma, como asi también
obtener la secuencia de nucleétidos que la codifica para posteriormente clonarla en un vector
adecuado.

1. Abrir el explorador de internet Google Chrome y acceder a la pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2. En la pagina a la que se ingresé aparecen varios iconos para el acceso a diversas herramientas
(Resources) sobre: literatura (PubMed, Books), proteinas, ADN & ARN, etc. Para nuestros
objetivos, debemos ingresar a NUCLEOTIDE presionando el icono correspondiente.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

& NCBI  Resources ™ HowTo ™ Sign in to NCB! |

=
(:NCBI All Databases v ||

National Center for

Biotechnology nformation LiStado de todas las herramientas

NCBI Home Welcome to NCBI
Resource List (A-Z)

Popular Resources

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by ~ PubMed

All Resources providing access to biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | Research | NCBI News PubMed Central
Data & Software PubMed Health
DNA & RNA BLAST
Get Started e
Domains & Structures ) -
» « Tools: Analyze data using NCBI software S
Genes & Expression « Downloads: Get NCBI data or software
Genetics & Medicine o How Tos: Leam how to accomplish specific tasks at NCBI SNP
¢ Submissions: Submit data to GenBank or other NCBI databases Gene
Genomes & Maps
Protein
Homology
PubChem
Literature 1
NCBI YouTube channel
Proteins — I —
Sequence Analysis Learn how to get the most out of NCBI NCBI Announcements
Taxonomy tools and databases with video tutorials NCBI/CDC/FDA/USDA collaboration

on the NCBI YouTube Channel.
Training & Tutorials m

Variation TN 2 3 AR SR GRS

External link. Please review our privacy policy

e

Major revision of the NCBI genomes FTP
site this summer
www.youtube.com/ncbinlm Jul 18, 2014

3. En el box blanco ingresar las palabras: rat pancreatic amylase y dar clic al boton search. Vamos a
acceder a la base de datos Nucleotide Database, que contiene secuencias de diversas Fuentes como
GenBank, RefSeq, TPA y PDB. Encontraremos datos sobre genomas, genes Yy transcriptos.

& NCBI  Resources | an ;
Nucleotide Nucleotide v | rat pancreatic amylase ‘
Limits  Advanced ' Help

Nucleotide

The Nucleotide database is a collection of sequences from several sources, including GenBank,

RefSeq, TPA and PDB. Genome, gene and transcript sequence data provide the foundation for
biomedical research and discovery.

Using Nucleotide Nucleotide Tools Other Resources
Quick Start Guide Submit to GenBank GenBank Home
FAQ LinkOut RefSeq Home

Help E-Utilities Gene Home

GenBank FTP BLAST SRA Home

RefSeq FTP Batch Entrez INSDC

You are here: NCBI = DNA & RNA = Nucleotide Database Write to the Help Desk



4. En la pégina se mostrard el listado de resultados, las secuencias depositadas en la base de datos
que contienen las palabras “rat pancreatic amylase”, con un breve detalle sobre las mismas, como
su namero de acceso Yy largo en bp. Ademas se puede aplicar filtros para restringir la busqueda.

PREGUNTA: ¢ Qué filtros podria aplicar? ¢ Cudl secuencia elegiria?
Elija una secuencia y acceda a la misma.

S NCBl  Resources ¥ How To @ Sign in to NCBI [
Nucleotide Nucleotide ¥ |/rat pancreatic amylase | |
Save search Limits Advanced Help
Display Settings: [¥J Summary. 20 per page. Sorted by Default order Send to: IFiIter your results:
All (223) i
Results: 1 to 20 of 223 Page |1 | of12  Next> Last>> Bacteria (56)
| Drosophila pseudoobscura pseudoobscura strain MV2-25 chromosome 3. whole genome shotgun sequence INSDC (GenBank] (24
1. 19,787,792 bp linear DNA mRNA (32)
Accession: NC_009006.2 GI: 484912932 RefSeg (199)
GenBank FASTA Graphics
Manage Filters
[J Sorangium cellulosum So0157-2. complete genome Permite seleccionar el
2. 14,782,125 bp circular DNA organismo de origen de - W Top Organisms [Tree]
Accession: NC_021658.1 Gl: 521458881 | . Rattus norvegicus (22)
eoah a secuencia g
ConiBank:. FASTA  Graphics Heterocephalus glaber (13)
Mus musculus (17)
(] Rattus norvegicus amylase 2a3 (Amy2a3). mRNA Homo sapiens (9)
3. 1,574 bp linear mMRNA Caenorhabditis briggsae (8)
Accession: NM_031502.1 GI: 13928683 All other taxa (165
GenBank FASTA Graphics Related Sequences More.
] Rattus norvegicus pancreatic amylase mRNA_complete cds it bl e -
4. 1,574 bp linear mRNA ing:faldtad cats
Accession: J00703.2 GI: 11528628 Database: | Select v

GenBank FASTA Graphics Related Sequences

[ Rattus norvegicus protease. serine. 2 (Prss2) mRNA
5. 741 bp linear mRNA - v




5. Analice cual es la informacion provista en los casilleros con nimeros.

PREGUNTA: ¢En qué formato se encuentra la secuencia de nucle6tidos?

Rattus norvegicus pancreatic amylase mRNA, complete cds
GenBank: J00703.2
FASTA  Graphics

Customize view >
Analyze this sequence i
Run BLAST

Pick Primers

Highlight Sequence Features
Find in this Sequence

(Anicles about the Amy2a3 )

gene

Hyperlipidemic versus healthy
pancreases: a proteon [[UBMB Life. 2010]

Unstimulated amylase secretion is
proteoglyc [Arch Biochem Biophys. 2008]

SH3 binding sites of ZG29p mediate an
interaction with amyl [Biochemistry. 2000]

Goto:
LOCUS RATEMLS 1574 bp mRNA linear ROD 04-DEC-2000
DEFINITION Rattus norvegicus pancreatic amylase mRNA, complete cds.
ACCESSICN J00703 M24962 V01225
VERSICN J00703.2 GI:11528628
KEYWORDS
SOURCE Rattus norvegicus (Norway rat)
ORGANISM Rattus norvegicus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Yok RVbaTaTorsr-Rteh B UiPhaoh Re Y- BB i bhan Kol 1S UiV has Bal-T S F- R A VD]
REFERENCE 1 (bases 29 to 1546)
LUTHCRS MacDonald,R.J., Crerar,M.M., Swain,W.F., Pictet,R.L., Thomas,G. and
Rutter,W.J.
TITLE Structure of a family of rat amylase genes
JCURNAL Nature 287 (5778), 117-122 (1980) 1
PUBMED 6159531
T2 (Dases 20 To 13520)
AUTHCRS MacDonald,R.J., Crerar,M.M., Swain,W.F., Pictet,R.L. and
Rutter,W.J.
TITLE Pancreas-specific genes: structure and expression
JOURNAL Cancer 47 (6 Suppl), 1497-1504 (1981)
PUBMED 6168351
REFERENCE 3 (bases 29 to 1546)
LUTHCRS MacDonald,R.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-APR-1993) Department of Molecular Biology, UT
Southwestern Medical Center, 5323 Harry Hines Blvd., Dallas, TX
75390-9148, USA
REFERENCE 4 (bases 1 to 1574)
LUTHCRS MacDonald,R.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (04-DEC-2000) Department of Molecular Biology, UT
Southwestern Medical Center, 5323 Harry Hines Blvd., Dallas, TX
75390-9148, USA
REMARK Sequence update by submitter
COMMENT On Dec 4, 2000 this sequence version replaced gi:202865.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1574
/organism="Rattus norvegicus"
/mol_type="mRNA"
/de_xref="taxon:10116"
=l L Y paoon
EPé 16..1542

/note="pancreatic amylase"

/codon_start=1

/protein i AA40725.2"

/db_xref="GI:11528629"
/translation="MKFVLLLSLIGFCWAQYDPHTADGRTAIVHLFEWRWADIRKECE
RYLAPKGFGGVQVSPPNENIIINNPSRPWWERYQPISYKICSRSGNENEFKDMVIRCN
NVGVRIYVDAVINHMCGSGNSAGTHSTCGSYFNPNNREFSAVPYSAWYFNDNKCNGEL
NNYNDANQVRNCRLSGLLDLALDXKDYVRTKVADYMNNLIDIGVAGFRLDAARKHMWPGD
IRAVLDKLHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAIKGSEYFGNGRVIEFKYGAKLGT
VIRKWNGERMSYLKNWGEGWGFVPTDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARMYK
MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRRTRNFQNGKDVNDWIGPPNNNGVIKEVIINPDITCGN
DWVCEHRWRQIRNMVAFRNVVNGQPFANWWDNGSNQVAFSRGNRGFIVFNNDDWALSS
TLQTGLPAGTYCDVISGDRKVNGNCTGLKVNVGSDGKAHFSISNSAEDPFIATIHADSKL

1167
/note="for clone pcXP100"
laenlace=ran

CRIGIN

1 acaacttcaa agcaaatgaa gttcgttctg ctgctttccc tcattgggtt ctgcetggget
121 tgggeotgata ttgocaagga atgtgagegg tacttagcac ctaagggatt tggaggogtg

241 agatatcaac caatcagcta caaaatttgc tcaaggtctg gaaatgaaaa tgaattcaaa

caatatgacc cacacactgc ggatgggagg actgctattg tccacctgtt cgagtggcege

caggtctctc cacccaatga aaatattata attaataatc catcaaggcc ttggtgggaa

See all,

Pathways for the Amy2a3 gene
Carbohydrate digestion and absorption

-

Starch and sucrose metabolism

Reference sequence
information

RefSeq mRNA
See reference mRNA sequence for the
Amy2a3 gene (NM_031502.1)

More about the Amy2a3 gene

Amy2a3 gene
Also Known As: Amy2

Homologs of the Amy2a3 gene

The Amy2a3 gene is conserved in
human, chimpanzee. mouse, zebrafish,
fruit fly. mosquito. C.elegans, and frog.

LinkOut to external resources '+

antibody
[ExactAntigen/Labome]

siRNA and shRNA
[ExactAntigen/Labome]

cDNA clone
[ExactAntigen/Labome]

Ambion siRNA
[Life Technologies]

TagMan® Gene Expression Assays
[Life Technologies]

Dalatad infAarmatinn -

6. Como se explico previamente, el formato mas utilizado en bioinformatica es el FASTA. Obtenga
la secuencia en ese formato al ingresar en el icono “FASTA” situado arriba a la izquierda.

Seleccion

e la secuencia y copiela a un archivo Word.



ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Un alineamiento de secuencias en bioinformatica es una forma de representar y comparar dos o
maés secuencias o cadenas de ADN, ARN, o estructuras primarias proteicas para resaltar sus zonas
de similitud, que podrian indicar relaciones funcionales o evolutivas entre los genes o proteinas
consultados. Las secuencias alineadas se escriben con las letras (representando aminoacidos o
nucleotidos) en filas de una matriz en las que, si s necesario, se insertan espacios 0 gaps para que
las zonas con idéntica o similar estructura se alineen. Generalmente son creados por programas
bioinformaticos, aunque algunos alineamientos requieren “curacién” manual. Los alineamientos se
representan normalmente con un formato gréafico y de texto. En casi todas las representaciones de
alineamientos, las secuencias se escriben en filas de forma que los residuos alineados aparecen en
columnas sucesivas. En los formatos de texto, las columnas alineadas contienen caracteres
idénticos o similares, estos ultimos indicados con sistema de simbolos de conservados.

Un ejemplo de un alineamiento de proteinas generado con el programa gratuito ClustalX:

T RETIETS

Como puede observarse, el programa esta disefiado para buscar similitudes en las secuencias y
agruparlas. De esta manera, un alineamiento entre dos 0 mas secuencias nos permite comparar sus
similitudes y diferencias.

Secuencias homologas

Ya que definimos el concepto de alineamiento de secuencias, podemos introducir el concepto de
secuencias homologas. La homologia es la relacidn que existe entre dos partes organicas diferentes
cuando sus determinantes genéticos tienen el mismo origen evolutivo. Dos secuencias son
homologas cuando se evidencia una similitud entre ellas cuya presencia surge por razones
evolutivas.

Como podemos observar en este alineamiento parcial, las tres secuencias superiores son altamente
homologas entre si. Las dos secuencias inferiores tienen cierta homologia con las tres secuencias
superiores pero tienen mucha mayor homologia entre si.

Genes ortologos

Llamamos genes ortdlogos a dos genes homdélogos presentes en diferentes especies debido a que
ambos genes provienen de un mismo gen presente en un antepasado comun de ambas especies. Es
decir, que son semejantes por pertenecer a dos especies que tienen un antepasado comdn.
Generalmente los genes ortélogos cumplen funciones equivalentes. Podemos decir, entonces que
los genes ortdlogos son producto de la especiacion. Un ejemplo de genes ortélogos serian el gen de
la hemoglobina humana, y el gen de la hemoglobina de rata.
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Genes parélogos

Los genes paralogos son aquellos que se encuentran en el mismo organismo, y cuya semejanza
revela que ambos proceden de la duplicacion de un gen ancestral. Generalmente uno de los genes
paralogos sufre una fuerte presion evolutiva para mutar y cambiar su funcion. Entonces, el origen
de los genes pardlogos es la duplicacion génica. Un ejemplo de genes paralogos son la
hemoglobina humana y la mioglobina humana.

BLAST

BLAST: Basic Local Alignment and Search Tool es un programa que utiliza algoritmos
matematicos para buscar de manera rapida y eficiente alineamientos entre la secuencia “Query” que
nosotros suministramos al programa y una base de datos de secuencias (por ej. La base de datos nr
contiene practicamente todas las secuencias de Genbank, EMBL y DDBJ).

Es decir, que BLAST es un programa que nos permite buscar secuencias homologas a la secuencia
que le ingresamos al programa. Es muy util para encontrar tanto genes paralogos como para
encontrar genes ortélogos. Esto NO significa que todas las secuencias que obtenemos como
resultado de un BLAST son ort6logos o paralogos a la secuencia ingresada.

El programa funciona tanto con secuencias nucleotidicas como con secuencias proteicas. Para
ejecutar busquedas proteicas utiliza el subprograma blastp, mientras que para budsquedas
nucleotidicas utiliza el programa blastn. Por regla general, utilizar Blastp es de mayor utilidad y
mas facil interpretacion excepto para ejecutar finos analisis genéticos.

Ademas, al comparar organismos distantes en el sentido evolutivo, siempre se debe utilizar blastp
ya que las mutaciones sin sentido (aquellas que ocurren en el tercer nucleo6tido de un codon, y no
cambian el aminoacido codificado por ese coddn) disminuyen las similitudes a nivel nucleotidico
pero no afectan el nivel de homologia proteico.

Es fundamental a la hora de utilizar BLAST el saber interpretar los resultados. Observamos un
ejemplo de un resultado de BLASTp a continuacion:

F]ref[XP 001Z65883.11 E alpha-anylase Amyd [Heosartorya fischeri NFRL 151]

gh [EANZ53991. 1] E alpha-anylase Awmyd [Heosartorya fischeri NERL 151]
Lengrth=3511

Score = 298 bits (763), Expect = LSe-7Y3, Method: Composition-based stats.
Identities = 145/300 (47%), Positives = 1927300 (64%), Gaps = &6/300 [2%)

Query 36 LTDRFARTDGSTTATCHTADREY CGGTW)GIIDELD Y IQGHMGFTAIWITEVTAQLEQTTA 95
+TDREFARTDGSTT CHNT + CEE+G I LDYIQGHGF AT I+P+  +
Fbjct 1 WTDRFARTDGETTHPCNTTEGLRCGESWRGTIQHLD Y IQGHGFDATHISPIVONVEGREYD &0

fuery 96 FEDAYHGYI QD IVSLNENY GTADD LEAL 3 3 AL HERGNY LMVDVVANHMGYD GAG----5 151
TEHATHGYW QD+Y+LN +GT D+ L3 AHHHRGMYLMYVD V N4+ ¥ = +
Fbjct 61 TGEATHGYIV QDY ALNPHFGTHODHMLD L 3EAVHDRGH Y LMVD TVVEN LAY ITNGRENFAT 120

Query 152 SVDTIVFEPFISO0DYFHPFCLIONYEDQTOVEDCWLGDNTVILPDLDTTEDVVENEWTDW 211
IHDTE PF+ +FHP+C I +7++ + CW GD+ ¥ LFDL T Y+ D0
Sbjct 121 SIDYATLIPFNDEVFFHEYCEITDYDNYFELAQTCWIGDDVVPLFDLETEDSQYQIHLIMDW 180

Query =212 VGEILVINYIIDGLEIDTVEIVOFEDFUEGYNEALAGVTCIGEVLDGDPATTCPYONVHDGYL 271
+ 4+ VAIDGLE4D  FH+ F P+ &+ + GEV + C¥O0N + W
Sbhjct 161 IRFMMTIVEIDGLELDAAFHITPARFLPLFDNAZGAFITGEVFEPAVETICGYONDLESWE 240

Query =272 NYPIVVPLLENAFESTSGSMDDLYNMINTVESDCPDSTLLGTFVENHDNPEFASYTNDIAL 331
NYPIYY +L AF T G+ LN+ +K CDT L +F ENH EFL3+ +DIA+
Fbijct 241 NYPIVVIILEAF--TEGNTISLTNOVEVMEQTCZDVTALTIFIENHDVARFASFEDDIAV 293

En la linea superior observamos el “accession number” de uno de los genes pertenecientes al
resultado de Blastp que fue alimentado con la secuencia “Query” alfa amilasa de un hongo
aspergillus. A continuacion del accession number observamos el nombre del gen que obtuvimos
como resultado del BLAST vy a continuacion el organismo al que pertenece esa secuencia.


http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/blast/
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Abajo observamos el largo del alineamiento, mas abajo el Score (puntaje), el Expect value (valor
de probabilidad), y mas abajo Identities (identidades), Positives (positivos), y Gaps (espacios
vacios).

SCORE: El score de un resultado BLAST nos dice cuan “bueno” es ese alineamiento. La gran
ventaja es que es un valor normalizado y comparable.

EXPECT: Es la probabilidad de que el alineamiento sea solamente producto del azar, y no de una
verdadera homologia entre las dos secuencias.

Es un valor muy importante y valioso ya que nos indica si el resultado matematico del programa
blast que determiné un alineamiento entre una secuencia “Query” y una “subject” (resultado) tiene
valor bioldgico y genético. Nos indica cuan significativo es el resultado.

Un Expect de 0.01 nos indica que hay una probabilidad en cien (1/100) de que no haya verdadera
homologia y que el resultado es puramente azaroso. Por regla general un resultado se considera
significativo si el valor de Expect es igual o menor a 0.001. Es decir, mientras menor es el valor de
expect, mas significativa es la homologia entre la secuencia ingresada y la secuencia resultado.

Identities: Identidades, porcentaje de aminoacidos o nucleGtidos exactamente iguales en la
secuencia “Query” y en la secuencia “subject”, que es la secuencia que nos arroja como resultado el

blastp.

Positives: Porcentaje de aminoacidos exactamente iguales en ambas secuencias sumados a los
aminoacidos de caracteristicas fisicoquimicas similares.

Gaps: Mientras mayor es el nimero de gaps y mientras mas largos sean, menor es la significancia
biolégica del resultado.

ACTIVIDAD PRACTICA N°2: Comparacién entre secuencias

1. Abrir el explorador de internet Google Chrome y acceder a la pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2. En la pagina que se abri6é debemos ingresar a BLAST presionando el icono correspondiente.

3. Ingresado a la pagina, ir al programa nucleotide blast.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. Aparte, abrir el archivo Word que contiene la secuencia de la amilasa y copiar dicha
informacion. Pegarla en el box blanco de la pagina de BLAST (la secuencia a analizar se denomina
“Query”). En la seccion Choose Search Set - Database, seleccionar la opcion Others y dentro de
ella, “nucleotide collection (nr/nt)”.

PREGUNTA: ;Podria utilizar la base de datos “Human genomic plus transcript”? ;Por qué?

5. En la seccién “Program selection” podemos seleccionar el algoritmo que utilizaremos en nuestra
busqueda. Seleccionar “megablast”. Al finalizar el ingreso de la informacion presione BLAST para
que el programa de inicio a la busqueda.

My NCBI ﬂ’
| |

‘ Sign In] [Register] |

f.: BLAST®
Home RecentResults Saved Strategies Help

» NCBI BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more... Resetpage Bookmark

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
From
Pegar aqui la secuencia .
o

Wz

Or, upload file
Job Title

‘ Seleccionar archivo [Ningﬂn archivo seleccionado &

Enter a descriptive title for your BLAST search @

LI Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript ' Mouse genomic + transcript @ Others (nr etc.):
| Nucleotide collection (nr/nt) v @

Limit by Organism BioProjectiD 'WGS Project

Organism

Optional L Exclude *

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
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6. A continuacion aparecera en pantalla los resultados de los alineamientos de la secuencia que le
suministramos con aquellas de la base de datos que seleccionamos. Primero se muestra un resumen
grafico de los resultados, ordenados en forma descendente seguin el grado de similitud entre la
secuencia “Query” y las del banco de datos. Luego se muestran los mismos resultados en una tabla
y por ultimo aparecen los alineamientos en mas detalle. Elija un resultado y analice y discuta los
valores SCORE, E-Value, IDENTITIES, GAPS.

ail11528628|gbjJ00703.2JRATAMLS Rattus norvegicus...

RID XS58EI6MUO1R (Expires on 07-27 02:28 am)

Query ID Icl|72583 Database Name nr
Description gi|11528628|gb|J00703.2|RATAMLS Rattus Description Nucleotide collection (nt)
norvegicus pancreatic amylase mRNA, complete cds Program BLASTN 2.2.29+ b Citation

Molecule type nucleic acid
Query Length 1574

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

© Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores

40-50 | NNEOEO  20-200

e U S Y —
1 300 600 900 1200 1500

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

o Alignments o)
v Max | Total Que "
Description Suary Ident Accession
score score cover value
| Rattus norvegicus amylase 2a3 (Amy2a3). mRNA 2907 2907 100% 0.0 100% NM 0315021

) PREDICTED: Rattus norvegicus pancreatic alpha-amylase-like (LOC100911494) mRNA 2880 2880 100% 0.0 99% XM 006233259.1

| Rattus norveqgicus TLOAEAG2YC18 mRNA sequence 2793 2793 99% 00 99% FQ233367.1

| Rattus norvegicus TLOABA20YADS mRNA sequence 2739 2739 99% 00 98% FEQ2109071

) Mus musculus amylase 2a4 (Amy2a4) mRNA 2374 2374 99% 00 94% NM 0011601501
[BIDownload v GenBank Graphics ¥ Next A Descriptions

Rattus norvegicus amylase 2a3 (Amy2a3), mRNA
sequence ID: reflNM_031502 1| Length: 1574 Number of Matches: 1

> See 1 more title(s)

Related Information

Range 1: 1 to 1574 GenBank Graphics 3 )
- Gene - associated gene details

Score Expect Identities Gaps Strand UriGene-tustered expressed
2907 bits(1574) 0.0 1574/1574(100%) 0/1574(0%) Plus/Plus - P
sequence tags
Query 1 ACAACTTCARAGCAAATGRAGTTCGITCTGCTGCITICCCTCATTGGGTTICTGCTGGECT 60 GEO Profiles - microarray
PEEEELLREEr e e e e e e e e bbbt e e el 3
Sbjct 1 ACAACTICAAAGCARATGAAGTTICGTICTGCTGCTITTICCCICATIGGETICTGCIGEET &0 expression data
Map Viewer - aligned genomic
Query 61 CAATATGACCCACACACTGCGGATGGGAGGACTGCTATTGTCCACCTGTICGAGTGGCGC 120 B -
PEEEELEEE et et e e e e e e e e e et context
Sbjct €1 CAATATGACCCACACACTGCGGATGGGAGGACTGCTATTGTCCACCTGTICGAGTGGCGC 120
Query 121 TGGGCTGATATTGCCAAGGRATGTGAGCGGTACTTAGCACCTAAGGGATTTIGGAGGGETIG 180
PREEELEEET e bbb et e bbbt
Sbjct 121 TGGGCTGATATTGCCARGGAATGTGAGCGGTACTTAGCACCTAAGGGATTTIGGAGEGGTIG 180
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PREGUNTA: En los resultados ¢aparece algin gen ort6logo?

¢A qué animal pertenece la secuencia de amilasa con mayor similitud a la de rata?

¢Como cambian los valores de SCORE, E-Value, IDENTITIES, GAPS si comparamos con la
secuencia correspondiente a la amilasa humana?

7. Presionando sobre el icono “Gene” de las secuencias del banco de datos que presenten similitud
con la introducida, podremos acceder al contexto genémico de este gen y observar la ocurrencia de
exones e intrones en su secuencia gendmica ¢En qué cromosoma se encuentra el gen de la amilasa
de rata?

8. Podemos acceder desde aqui a la secuencia gendmica que corresponde a este gen (ADN), a la
secuencia de mARN vy a la secuencia de aminoacidos. Vamos a copiar y guardar la secuencia de
aminoacidos del gen de referencia de Amilasa. Para eso hacer click en el icono correspondiente al
nimero de acceso de la amilasa: NP _113690.1, obteniendo de esta manera la secuencia de
aminoacidos de la proteina. Para descargar la secuencia proteica en formato FASTA, hacer click en
FASTA, copiar a partir del simbolo “>" hasta el final, pegar en un archivo de texto. Observar e
investigar la informacion y los links disponibles para este gen.

BANCOS DE PUBLICACIONES.

Los grandes avances en el campo de la gendmica, la proteébmica y la biotecnologia han catapultado
a la bioinformatica como una herramienta de analisis de los grandes proyectos de secuencias, y de
la innumerable cantidad de datos biolégicos que se estdn generando. Por ello es necesario
documentarse acerca de las diferentes investigaciones y avances por medio de las publicaciones
cientificas que se encuentran en Internet.

Las diferentes revistas cientificas se han agrupado en varios bancos que facilitan encontrar la
informacion que cada investigador necesite, y en ellos se encuentran clasificadas por tematica, tipo
de revista, o autor entre otros, lo que unido a poderosos buscadores facilita enormemente su
manejo. Algunos permiten acceder a sus publicaciones despues de 6 meses sin restriccion, pero
otros solicitan un pago por articulo.

PUBMED (www.pubmed.org): Este es el banco de publicaciones del NCBI. La pagina tiene, en
la parte superior, una barra de bdsqueda marcada por la palabra SEARCH, donde se coloca el tema
a investigar, luego de lo cual se da clic en GO, con lo que se cargara una pagina presentando los
articulos que poseen la informacion que se busca. Los articulos marcados con un logo, que consiste
en varias paginas de colores, son de acceso libre; los que tienen un logo de una sola pagina con
lineas indica que solo el resumen esta disponible (si se desea el articulo completo se debe ingresar a
la pagina de la revista y hacer el pago correspondiente); los articulos marcados con el logo de una
pagina en blanco no estan disponibles (ni siquiera el resumen).

Cuando una publicacién es de acceso libre se accede dando click en el nombre de los autores, 0 en
el logo (paginas de colores), luego de lo cual se cargard una pagina con el resumen y un link para
acceder a la revista, o a la base de datos de Pubmed.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_113690.1
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VECTORES Y SISTEMAS DE EXPRESION

Discusion N° 1- Guia Teodrica

Introduccion

Una serie de descubrimientos realizados en los afios 70 permitio el desarrollo del campo de
analisis y manipulacion de genes para el estudio funcional de los mismos. El advenimiento de dos
tipos de enzimas permitio el desarrollo de la técnica de clonacién de ADN.

Estos dos grupos enzimaticos incluyen, por un lado, catalizadores que realizan cortes en
secuencias especificas del ADN y se las denomina enzimas de restriccion y, por otro lado, las
enzimas denominadas ADN ligasas, las cuales catalizan la formacion de puentes fosfodiester
entre dos fragmentos independientes de ADN. Estas dos enzimas constituyen herramientas
fundamentales en el campo del ADN recombinante, ya que su uso permite la construccion de
pequetias moléculas de ADN recombinante mediante un proceso de “corte y ensamble”.

Luego de obtenidas las secuencias recombinantes, las mismas son introducidas en vehiculos
denominados vectores, los cuales permiten la internalizacién de la secuencia de interés en el
organismo de estudio, su replicacion y el andlisis del producto de expresion de la misma.

Hoy es posible crear moléculas recombinantes entre segmentos de ADN que no presentan
homologia y que pueden proceder de organismos diversos. Con el uso coordinado de las enzimas
de restriccion y de estos vectores moleculares, es posible aislar una secuencia de ADN de
cualquier organismo e insertarla en otro. Las formas vivas que han sufrido tal transformacion y
que contienen un ADN foraneo son Ilamadas transgénicas.

Vectores:

Los vectores constituyen una herramienta indispensable para la posible manipulacion y transporte
del ADN de interés. Estas moléculas transportadoras (carriers) poseen ciertas caracteristicas que
las definen como tales, entre ellas se encuentran:
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Capacidad de replicacion autbnoma: los vectores poseen secuencias que permiten la
replicacion de los mismos utilizando la maquinaria de replicacion propia de la célula
huésped. Estas secuencias, denominadas origen de replicacién (ori), son secuencias de 50-
100 pb y deben estar presentes para asegurar la perpetuacion del vector dentro de la
célula. Las enzimas de la célula huésped se fijan al origen de replicacion del vector y
realizan la replicacion del mismo independientemente de la secuencia que este vector
contenga, de esta manera, la secuencia de ADN insertada se replica junto con el resto.
Esto ultimo es la base de la clonacion de ADN.
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Proceso de autorreplicacion de un vector

Marcador de seleccion: los marcadores de seleccion hacen referencia a la porcién del
vector que codifica para un caracter seleccionable y facilita el reconocimiento y/o
seleccién de los organismos que poseen el vector de interés en su interior. Generalmente,
los marcadores estan representados por una secuencia que codifica para enzimas que
otorgan resistencia a ciertos antibioticos (ampicilina, kanamicina, neomicina) o para
ciertas enzimas que nos permiten seleccionar visualmente las células transgénicas (por ej.
R-galactosidasa). Un sistema ampliamente utilizado para la seleccion de bacterias
transformadas es el de la alfa complementacion. Algunos vectores contienen en su
secuencia un pequefio segmento de ADN que codifica para los primeros 146 aminoacidos
de la enzima R-galactosidasa (lacZ). Este tipo de vectores es utilizado para transformar
células que son capaces de sintetizar la porcion carboxilo terminal de dicha enzima. De
esta manera, solo las bacterias que poseen el plasmido son capaces de obtener la enzima
activa. Las bacterias resultantes de la a-complementacion son facilmente reconocibles ya
que forman colonias azules en medios de cultivo que presenten adicion del sustrato
cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-3-D-galactosido (X-Gal). Sin embargo, la
insercion de un fragmento fordneo de ADN dentro del sitio de clonado presente en el
vector conduce a la produccién de una porcidn amino terminal que no es capaz de a-
complementarse con la porcion carboxilo terminal producida por la bacteria huésped. Es
por eso que las bacterias que poseen el plasmido que contiene la secuencia de interés
clonada dentro de ella formaran colonias blancas ya que las mismas no son capaces de
degradar el sustrato X-Gal. Este sistema acoplado a la seleccion por antibiéticos permite
reconocer los clones que contienen el plasmido (bacterias que crecen en presencia de
antibidtico), y cuales de esos clones presentan el vector con el inserto (colonias blancas) y
el vector sin él (colonias azules).



- Sitio de clonacion: esta secuencia codifica para multiples sitios de restriccion unicos
reconocidos por diferentes enzimas de restriccion. Este fragmento es de gran importancia
ya que es el sitio donde luego se insertara la secuencia a clonar y/o expresar.
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Clasificacion de vectores:
Existen cuatro tipos principales de vectores:

Plasmidos

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN bicatenario (ADNdc) y las mismas se
mantienen de manera extracromosomal (no se integran al material genético de la célula huésped).
Naturalmente, estos elementos genéticos se encuentran en bacterias y algunas células eucariotas
y su tamarfio varia desde algunos miles de pares de bases a méas de 100 Kb de tamafio. Tienen un
maximo de capacidad de transporte que ronda los 5 Kb aproximadamente. Este tipo de vector es
el mas utilizado en procesos de clonacion y de expresion heter6loga de proteinas. Luego del
descubrimiento de la enzima de restriccion Eco RI, Cohen y colaboradores lograron aislar de una
cepa de E. coli, un pequefio pldsmido denominado pSC101. Este plasmido codifica para una
enzima que confiere resistencia a la bacteria frente al antibidtico tetraciclina. pSC101 posee so6lo
un sitio de reconocimiento para la enzima EcoRI y, en consecuencia, se escindird en un solo sitio
en presencia de esta enzima, dejando libres dos extremos “pegajosos”. Utilizando un segmento de
ADN que contenga extremos pegajosos complementarios a los originados por esta enzima, el
mismo podra ser insertado y ligado al pldsmido anteriormente cortado. El resultado de este
proceso es un plasmido recombinante. El descubrimiento del pSC101 y su utilidad en el proceso
de clonacidn de secuencias de ADN dio lugar a la generacion y manipulacion de otros plasmidos
para su uso en ingenieria genética.



Bacteriéfagos
El bacteriofago A es uno de de los virus bacterianos mas estudiados, y se conoce gran parte de su
biologia molecular y su genetica. Estos virus pueden ser utilizados como vehiculos de clonacion
y su capacidad de trasporte es de alrededor de 40 Kb. Ciertas cepas de bacteriéfagos A poseen
sitios de reconocimiento para ciertas enzimas de restriccion que liberan la secuencia central del
genoma de este bacteriofago. Esta secuencia, codifica para las enzimas que intervienen en el
proceso de integracion al genoma bacteriano y las mismas no son indispensables para el proceso
de infeccion ni de multiplicacién en la bacteria hospedadora. Cuando se usa este bacteriofago
como vector de clonacién, este debe ser capaz de llevar a cabo el ciclo litico, siendo esta la via de
generacion de innumerables copias del ADN clonado dentro de su genoma. Ademas, utilizando
este vector como herramienta de clonacion, se pueden generar bibliotecas genémicas completas
de organismos superiores y ser utilizadas para el escrutinio de genes.
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Etapas de clonacion utilizando el fago lambda:

- Aislamiento del ADN vector a partir de particulas viricas y digestion con enzimas de
restriccion apropiadas (IMPORTANTE: tanto el ADN a clonar como el vector deben ser
escindidos utilizando las mismas enzimas de restriccion).

- Ligacion del vector al ADN a clonar utilizando la enzima Ligasa que cataliza la
formacion de enlaces fosfodiester.

- Reaccidn de encapsulacion de los vectores recombinantes, lo cual permite la formacién de
particulas viricas capaces de ser utilizadas en proceso de infeccion de la célula huésped.

- Infeccion de un cultivo bacteriano y consecuente seleccion por formacion de halos de lisis
en placa.

- Procedimiento de comprobacion de la presencia de la secuencia de ADN de interés
mediante técnicas de hibridacion con sondas complementarias o reacciones de
amplificacion mediante PCR.
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La necesidad de obtener y manipular grandes fragmentos de ADN ha conducido al desarrollo de
un tipo de vectores que permiten esto y son denominados cosmidos y cromosomas artificiales.

Cosmidos

Para el proceso de clonacién de fragmentos mayores de ADN se ha desarrollado y empleado las
propiedades del fago A en la construccidon de un nuevo tipo de vector. Los cosmidos son vectores
que se obtienen luego de la adicion de una secuencia COS perteneciente al genoma del fago A a
un plasmido de clonacién para E. coli, el cual luego es insertado dentro de la bacteria y de esa
forma se obtienen innumerables copias de plasmidos cuando la bacteria se divide. La capacidad
de transporte de los cosmidos es de aproximadamente 45 Kb. Los cdsmidos, contienen un origen
de replicacion, una secuencia que confiere resistencia a antibioticos (seleccion) y dos secuencias
COS flanqueando el sitio de clonacion donde pueden ser insertados fragmentos de un tamafio que
varia entre 35 a 45 Kb. Luego de la construccion de estos vectores, los mismos son debidamente
empaquetados en una reaccion in vitro utilizando la enzima viral encargada de este proceso y las
cubiertas viricas vacias. Una vez empaquetados, estos vectores son introducidos en la célula
bacteriana por un proceso de infeccion. Ya en el interior de la bacteria, el cosmido, adopta una
forma circular y comienza a multiplicarse al igual que un plasmido.
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Cromosomas Artificiales

Este tipo de vector posee la capacidad de poder llevar en su interior una gran cantidad de
informacidn genética (secuencia de ADN). Este tipo de vector es de gran utilidad cuando es
necesario el proceso de clonacion de grandes fragmentos de acidos desoxiribonucleicos. Los
cromosomas artificiales més utilizados son:

YAC: este tipo de vector se denomina cromosoma artificial de levadura. (YAC: yeast artificial
chromosome). Es uno de los vectores de alta capacidad de clonado mas utilizados en los
laboratorios.
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Para el desarrollo de este tipo de vectores fue necesario un minucioso estudio de los componentes
presentes en los cromosomas de estos organismos, entre ellos los que se detallan a continuacion:
a- El centrémero, el cual es requerido para una correcta distribucién hacia cada una de las

células hijas luego de la division celular.

b- Telomeros, estructuras presentes en los finales de los cromosomas necesarios para una

correcta finalizacion de la replicacion y para prevenir la accién de exonucleasas.

c- Origen de replicacion, las cuales constituyen posiciones a lo largo del cromosoma en

donde se da lugar al inicio del proceso de replicacion. Este es similar al origen de
replicacion presentes en plasmidos.

Resumiendo, las partes esenciales de los vectores YAC son:

Secuencias Centroméricas (CEN), teloméricas (TEL) y de autorreplicacion (ARS).
amp" como marcador selectivo de bacterias como asi también TRP1 y URAS3 para la
identificacion de células eucariotas (levaduras) que han sido trasnfectadas con el

BAC: este vector de clonacion, denominado cromosoma artificial de bacterias (BAC: bacterial
artificial chromosome) es un vector basado en el plasmido de fertilidad de la bacteria E. coli. Los
BAC han sido particularmente Utiles en el proceso de secuenciacion del genoma humano.



Otros vectores de uso en el laboratorio de biologia molecular e ingenieria genética

Shuttle vectors o vectores lanzadera

Este tipo de vectores es de gran utilidad cuando se quiere realizar la transferencia de genes entre
dos organismos diferentes: por ejemplo entre bacterias Gram+ y Gram-. Una caracteristica
esencial de este tipo de vectores es la presencia de sitios de replicacion para cada uno de los
organismos huespedes donde el vector sera insertado.

YEP

Este vector es capaz de replicar tanto en levaduras como en E. coli. Ya que ademas de presentar
secuencias de reconocimientos para células de levadura, presenta secuencias que constituyen
origenes de replicacion para procariotas, como es la secuencia pBR322, la cual es reconocida por
la cepa de E. coli.

Plasmido Ti

Este tipo de vector es muy importante ya que el mismo es utilizado en el campo de la biologia
molecular de plantas. EI mismo deriva de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, y puede ser
utilizado para el proceso de expresion de genes foraneos en organismos vegetales. A. tumefaciens
es un microorganismo de suelo que causa una reconocida patologia en plantas dicotiledéneas.
Luego de que se da lugar a la infeccidn de la planta por esta bacteria, las células indiferenciadas
de la misma comienzan a proliferar de manera no controlada dando a lugar al desarrollo de
tumores. Este proceso estd asociado a la presencia de un plasmido en la bacteria denominado
plasmido Ti (el cual presenta un tamafio muchas veces superior a 200 Kb). Una caracteristica
interesante de este plasmido es que luego de llevada a cabo la infeccion, parte de él se integra al
genoma de la planta y luego se transmite a cada una de las células hijas concluida cada division
celular. Es debido a esta propiedad que luego de que se reemplaza la secuencia necesaria para el
desarrollo de la patologia por una secuencia de interés para un estudio determinado la bacteria
puede servir como vector de infeccidén para la internalizacion del plasmido recombinante y
consecutiva integracion al genoma de nuestra secuencia de interés al genoma de la célula
hospedadora.

Virus y retrovirus

Este tipo de vectores es de gran utilidad para la introduccion y estudio de diferentes genes y sus
productos proteicos en células de eucariotas superiores. Los baculovirus son virus utilizados
para la infeccion de células de insectos y pueden ser usados ya que no son capaces de infectar
otro tipo de célula eucariota (Bioseguridad).

El primer experimento en el cual se llevo a cabo la clonacion en células de mamiferos se remonta
al afio 1979 donde se utiliz6 un vector de clonado basado en el virus de simio 40 (SV40: simian
virus 40). El mismo es capaz de infectar muchas especies de mamiferos, llevando a cabo tanto
ciclos lisogénicos como asi también ciclos liticos. El clonado molecular basado en este tipo de
vector se fundamenta en el reemplazo de uno 0 mas genes existentes previamente en el vector por
la secuencia de interés a ser clonada. Mas tarde, se desarrollaron otros vectores basados en
diferentes virus, entre ellos Adenovirus, Papilomavirus, Adenovirus asociados (AAV) vy los
Retrovirus. Un detalle importante a tener en cuenta a la hora del uso de un vector viral es el de
asegurar que el mismo no lise la célula infectada sino que asegure el desarrollo de un ciclo
lisogénico.



Capacidad méaxima de ADN que puede ser clonada en los diferentes vectores
Tipo de vector ADN clonado (Kb)
Plasmidos 5-10
Fago lambda 25
Cdsmidos 45
BAC 300
YAC 1000

Tabla 1. Capacidad de transporte de los diferentes vectores

Las descripciones anteriores hacen referencia a las caracteristicas que poseen los vectores que son
utilizados normalmente el proceso de clonacién molecular, el cual persigue como objetivo la
obtencion de numerosas copias de una porcion de ADN. Por otro lado, cuando es necesario
estudiar el producto del gen que se ha clonado, es necesaria la utilizacién de vectores de
expresion. Estos ultimos comparten las caracteristicas basicas presentes en todos los vectores
clonacién (capacidad de replicacion autbnoma, marcador de seleccién, etc.) pero ademas, poseen
ciertas secuencias en su interior que permiten el proceso de expresion de productos proteicos
codificados por el gen que se encuentra clonado (secuencias promotoras, etc.).

Eleccidn del sistema de expresion

Los sistemas de expresion pueden ser clasificados en dos grandes categorias: sistemas de
expresion procariotas y sistemas de expresion eucariotas. El uso del sistema de expresion
adecuado requiere evaluar previamente topicos criticos como son: rendimiento, modificaciones
postraduccionales necesarias, etc.

Los sistemas de expresion procariota se caracterizan por ser faciles de utilizar, y son Utiles en la
mayoria de las aplicaciones. Sin embargo, ciertos estudios funcionales no pueden ser realizados
utilizando vectores de expresion en células procariotas. Esto es debido a que este tipo de células
no es capaz de llevar a cabo las modificaciones postraduccionales caracteristicas de organismos
eucariotas como son, por ejemplo, la glicosilacién y la formacion de puentes disulfuro en las
proteinas. Es por esto ultimo que se han desarrollado sistemas de expresion para su utilizacion en
células eucariotas.

Sistema de expresion en procariotas: Escherichia coli

En el afio 1977, Itakura y colaboradores lograron expresar la hormona somatostatina en células de
E. coli. Este hecho fue muy importante ya que fue la primera vez que un gen heterélogo
correspondiente a células eucariotas superiores fue expresado en células procariotas.

E. coli constituye el sistema de expresién mas ampliamente utilizado ya que esta bacteria ha sido
muy estudiada, tanto a nivel bioquimico como a nivel genético. A su vez presenta una alta tasa de
crecimiento, capacidad de cultivo continuo y bajo costo de produccion.

Basandose en los diferentes sistemas de expresion, en E. coli, las proteinas heteroldgas pueden
ser expresadas en tres formas:
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- Proteinas de fusion: este sistema se caracteriza por la produccién de proteinas
quimeéricas a las cuales se les ha adicionado secuencias especificas o “tags”. Esto ultimo se logra
mediante la fusion del gen de interés a otras secuencias que codifican para péptidos cortos o
proteinas. Estos tags facilitan tanto la purificacion como también permiten determinar la
localizacion intracelular de la proteina en estudio mediante su deteccion especifica por
anticuerpos o moléculas pequefias. De ser necesario un estudio funcional de la proteina que esta
siendo expresada como asi también un estudio dindmico dentro de la célula, es muy importante
saber en que extremo de la proteina se le afiade el tag.

Tag Residuos Tamano Uso Matriz/elusién | Comentarios
(KDa)
Puede afectar
Metales qlas
divalentes Ni/ propiedades
Polihistidinas 2-10 0.84 Purificacion . de la proteina,
Imidazol o
. tanto el tag
Bajo pH
como la
elusion.
Proteina de Purificacion Resina de Purificacion
unién a la 396 40 y amilasa/ en un solo
maltosa solubilizacion maltosa paso.
Compatible
con
detergentes de
alta fuerza
Proteina 51 5.59 Purificacién Chitin lonica y no
CBD 10nicos.
Purificacién
en ausencia de
agentes
reductores.
Dimerizacion
Glutation S- Glutation de GSTyla
transferasa 211 26 Purificacién agarosa/ elusién
(GST) Glutation pueden afectar
a la proteina.
e Streptactin/
Strep-Tag Il 8 1.2 Purificacion Biotina
Deteccion Anticuerpos '\ljlrli?/ifaﬁgﬁ
FLAG DYKDDDDK 1.01 ceclon’y anti FLAG/ P '
purificacion L No afectaa la
Péeptido Flag .
proteina
3 Deteccion y Anticuerpos Mejora el
3 X FLAG x(DYKDDDDK) 3.03 ourificacion a[m _FLAG/ nivel _d,e
Péptido Flag deteccion.

10
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Permite la
. visualizacién
(proteina “in vivo” de la
verde 239 27 Deteccidn ,
proteina.
fluorescente) .
. Requiere
y variantes i
oxigeno
D ion Anticuer M n
HA YPYDVPDYA | 1.102 eteccion/ CUerpo uy buena
Purificacion anti HA deteccion.

Tabla 2. Diferentes tags presentes en vectores para expresar proteinas de fusion

Proteinas secretadas que se acumulan en el periplasma o en el medio extracelular: Utilizando
este sistema, se reduce notablemente la degradacion de la proteina por parte de proteasas
propias del organismo que se esta utilizando como célula huésped del vector de expresion en
estudio. Por otro lado, se simplifica el proceso de purificacién y el sistema contribuye a la
correcta conformacion de la proteina. La mayoria de los casos constituyen proteinas que son
exportadas al exterior de la célula y estas son recuperadas desde el medio de cultivo donde la
célula es cultivada. Es muy importante considerar en estos sistemas, que la proteina debe
poseer una secuencia sefial que la conduzca hacia el exterior de la célula, una secuencia que
indigue que la proteina que esta siendo producida debe ser secretada hacia el exterior celular.
De la misma manera, a los fines de evitar la degradacién de la proteina heteréloga producida,
se utilizan como células hospedadoras cepas que presentan mutaciones o deficiencias en la
produccion de proteasas.

Cuerpos de inclusion: En este caso, las proteinas son depositadas en los cuerpos de inclusion
de bacterias y de esta forma, se protegen del ataque por proteasas del hospedador. Este
sistema tiene la desventaja de presentar un largo proceso de purificacion de la proteina a
partir de estos cuerpos intracelulares.

Estos sistemas presentan una gran variedad de ventajas que los hacen muy atractivos para su uso
en el laboratorio de biologia molecular, pero como todo sistema, también presenta desventajas.
Las limitaciones en los sistemas de expresion para E. coli son:

- Imposibilidad de realizar modificaciones postraduccionales, las cuales son necesarias para
la correcta conformacion y/o actividad de algunas proteinas. Estas modificaciones afectan
su solubilidad, estructura, estabilidad, vida media, resistencia a proteasas, etc.

- Retencion del aminoacido metionina amino terminal en proteinas recombinantes que no
se encuentra en su forma nativa. Afecta a la estabilidad de la proteina, éstas se
caracterizan por ser inmunogeénicas.

- Ausencia de chaperonas apropiadas para algunas proteinas, lo que conduce a un
plegamiento inadecuado. Una posible solucidon es la expresion paralela de chaperonas.

- Problemas de “codon bias” (preferencia de codones). El codigo genético se caracteriza
por ser degenerado, lo que da a lugar a que varios tripletes codifiquen para un mismo
aminoacido, cada especie posee una produccion propia de tripletes en una proporcion
determinada, siendo unos mas frecuentes que otros. Cuando el “codon bias” del gen que
se quiere expresar es diferente al de E. coli, la eficiencia de traduccion y por ende el
rendimiento es bajo. Para solventar este problema, se han desarrollado cepas de E. coli
que se caracterizan por ser capaces de responder a codones menos frecuentes.

- Por ultimo, el gran problema de la produccion y purificacion de proteinas en bacterias es
la presencia de proteasas. El alto contenido de estas enzimas reduce considerablemente el
rendimiento de produccion. Para evitar este problema, se han modificado genéticamente

11
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algunas cepas de E. coli para que estas sean deficientes en proteasas. (Cepa BL21 y
derivados. Esta ultima sera la utilizada durante el desarrollo del trabajo practico.)

Normalmente, en el laboratorio de biologia molecular, se debe tener en cuenta el organismo que
va a ser el hospedador del vector en estudio, ya que las diferencias que se presentan entre las
diferentes cepas de E. coli definen su uso tanto para clonar como para expresar proteinas
heterdlogas.

La cepa de mayor uso para ensayos de clonacion es E. coli DH5a. Las caracteristicas de la misma
se presentan a continuacion: Esta cepa posee una gran eficiencia de transformacion comparada
con la cepa DH1 (progenitora). Por otro lado, esta cepa es deficiente en las enzimas del proceso
de recombinacién génica, lo que asegura que el material genético clonado en estas bacterias no
sufre modificaciones en su secuencia. Ademas, una mutacioén presente en esta bacteria (680 lacZ
AM15) permite la a-complementacion, la cual es utilizada como marcador de seleccion de
bacterias transformadas.

Por otro lado, para ensayos donde se debe expresar un gen de interés y obtener el producto
proteico codificado por el mismo, la cepa bacteriana de gran utilidad para estos ensayos es E. coli
BL21.

BL21 es una cepa que se caracteriza por presentar un alto nivel de expresion de genes clonados
en plasmidos que presentan promotor T7 perteneciente al bacteriéfago T7. EI gen que codifica
para la polimerasa T7 del bacteri6fago se encuentra en el fago ADE3, el cual se encuentra
integrado al cromosoma de la bacteria perteneciente a esta cepa. Ademas, esta, es una cepa que es
deficiente en la produccidn de proteasas intracelulares.

Como se aclaré anteriormente, los sistemas de expresion que utilizan como organismo
hospedador un procariota presenta un gran nimero de ventajas pero asi también limitaciones,
siendo una de las principales, la incapacidad de estos organismos de realizar modificaciones
postraduccionales caracteristicas de organismos eucariotas. Es por esto que en los Gltimos afios se
ha dado lugar al un gran desarrollo de sistemas de expresion que utilizan como hospedador un
organismo eucariota.

Sistemas de expresion en células eucariotas

La utilizacion de vectores mixtos o hibridos facilita la transfeccién de organismos eucariotas,
siendo el mas usado la levadura. Los vectores mixtos se pueden replicar tanto en organismos
eucariotas como asi también en organismos procariotas debido a que poseen secuencias de
autorreplicacion caracteristicas de cada organismo. El procedimiento tipico que involucra un
vector mixto implica la transformacion de bacterias (E. coli) con el producto de ligacién entre el
vector y el inserto de ADN a clonar. Luego de obtenido los clones que poseen el vector
recombinante, estos son purificados en grandes cantidades y utilizados en el proceso de
transfeccion del organismo eucariota hospedador donde se dard lugar a la produccion de la
proteina codificada por el gen de interés, el cual se encuentra bajo el control de promotores
“fuertes” (por ejemplo: SV40, tubulina, etc.) que aseguran un alto nivel de expresion. En muchas
ocasiones, la expresion necesita ser regulada, por lo que se han desarrollado vectores de
expresion que presentan secuencias promotoras reguladas por proteinas represoras o activadoras.
Entre los més conocidos se encuentra el sistema TET, en donde al adicionar Tetraciclina al medio
de cultivo, el sistema se activa y comienza el proceso de transcripcion y subsiguiente traduccion
del ARN mensajero codificado por el gen de interés.

Entre los organismos eucariotas mas utilizados como hospedadores para vectores de expresion se
encuentra la levadura Saccharomyces cerevisiae. Cepas pertenecientes a este organismo han sido
modificadas para su uso como célula hospedadora y productora de proteinas heter6logas. Debido
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a que es un organismo que cumple con todas las regulaciones de bioseguridad para aplicacion en
humanos, S. cerevisiae ha sido utilizada para la produccion de medicinas como la vacuna de la
hepatitis B. En la actualidad, este organismo esta siendo utilizado en la produccién de la vacuna
contra el Hantavirus.

Ventajas del uso de S. cerevisiae:

- Simplicidad de cultivo, crecimiento rapido y bajo costo.

- El sistema de endomembranas de las levaduras permite que algunas proteinas sintetizadas
intracelularmente sean secretadas al espacio extracelular.

- Como organismos eucariotas unicelulares, las levaduras son capaces de producir proteinas
recombinantes que han sufrido todas las modificaciones postraduccionales necesarias para
su correcto funcionamiento.

- La seguridad del sistema esta garantizada, incluyendo la ausencia de endotoxinas y
oncogenes. Ademas, las células de levadura son mas faciles de cultivar y manipular que
las células de mamiferos, y estas pueden ser cultivadas a altas densidades.

Las células de mamiferos pueden ser utilizadas como células hospedadoras y productoras de
proteinas recombinantes. Estos sistemas poseen una serie de ventajas sobre los sistemas
anteriormente descriptos debido a que organizan la sintesis, procesamiento y secrecion de las
proteinas producidas.
Un sistema de expresion que puede ser utilizado para la produccion transitoria o estable de
proteinas recombinantes involucra células COS (sistemas COS-TES) o células CHO (CHO-SES)
respectivamente. COS-TES consiste en un sistema que involucra células COS derivadas de una
linea celular de mono verde africano y plasmidos de expresion que contienen el origen de
replicacion del virus 40 de simios (SV40 ori) el gran antigeno T que es capaz de reconocer y
unirse a la secuencia ori de SV40 y conducir la replicacion del vector cuando las células son
transfectadas con el mismo. De la misma manera que se producen copias del vector, también se
da lugar a la produccion de la proteina codificada por el gen que ha sido clonado dentro del
mismo. Debido a que se da lugar a una replicacion ilimitada del vector, la célula transfectada
eventualmente moriré.
De ser necesaria una expresion constitutiva de un gen foraneo en una célula eucariota, el gen
debe de integrarse al cromosoma del la misma y es de utilidad la linea celular COS-SES que
permite la efectiva expresion de la proteina en interés. Otras lineas celulares que son comiunmente
utilizadas para la produccion de proteinas recombinantes son: células de rifidén de cria de hdmster
(BHK), células de rifiones de embriones humanos (HEK), mielomas como J558L y Sp2/0.

Por dltimo, otros sistemas de expresion en eucariotas involucran virus de insectos
(baculovirus), hongos filamentosos, etc.

Sistema de expresion a utilizar durante el trabajo practico

En el presente trabajo practico de biologia molecular, se procedera al clonado y expresion de
proteinas recombinantes en células procariotas. Como se aclard anteriormente, es muy importante
estudiar el sistema de expresion que va a ser utilizado ya que este debe cumplimentar con los
requerimientos del estudio a realizar.

En el presente préactico, utilizaremos como vector de clonado y expresion al vector pGEX-4T3.
Es muy importante estudiar el vector a utilizar y sus caracteristicas. A continuacion, se presenta
el diagrama del vector pGEX-4T3.
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pGEX-4T-3 (27-4583-)
Thrombin
[Leu Val Pro A ~haly Serl Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
i i oot

CTG GTT COG CGT GRA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC TGG AGC G ATC GTGACT GACTGA
. . . |
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~4900 bp
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Como puede observarse en la gréfica, el vector presenta un sitio de origen de autoreplicacion
denominado pBR332. Este sitio asegura que el plasmido se replicara en el interior de la célula y
el mismo no se perdera en las subsecuentes divisiones celulares.

Por otro lado se observa una porcion del vector denominada Amp', esta secuencia es la
encargada de conferir a las bacterias que poseen el plasmido resistencia al antibiético Ampicilina
(naturalmente las bacterias son sensibles a este antibidtico). Otra caracteristica de este sistemas
de expresion que debemos observar es el sitio de clonado multiple. Este sitio, como se aclard
anteriormente presenta una serie de secuencias de ADN que son reconocidas por diferentes
enzimas de restriccion. Estas enzimas deben ser utilizadas para cortar tanto el inserto de ADN a
clonar como asi también el vector, no asi el fragmento a clonar.

pGEX-4T-3 (27-4583-1)
Thrombin

[Leu val Pro An;l_vﬁlz.r Serl Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gg Ar% lle Val Thr Asp
CTG GTT COG CGT GGA TCC CCG AAT TCC GGG GTC GAC TGG AGC GG CGU ATC GTG ACT GAC TGA

BamH|  EcoR I gy Sall g Woil Stop codons
Sitio de multiple clonado. Vector pGEX-4T3

Previo a la secuencia de clonado multiple se encuentra una secuencia que codifica para un tag
denominado GST (glutathione-S-transferase). El resultado de clonar nuestro gen rio abajo de esta
secuencia (es muy importante notar que el sitio de comienzo de transcripcion/traduccion esta
codificado en esta secuencia) es un gen hibrido que codifica para una proteina quimérica que
presenta en el extremo amino terminal un péptido GST. Este péptido es de gran utilidad en el
proceso de purificacion.
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Para el proceso de purificacion del la proteina quimérica se utilizara una columna de glutation-
sefarosa que es capaz de unir el extremo GST de la proteina (union enzima-sustrato). Luego de
purificada la misma, se liberard la proteina de interés utilizando trombina, una proteina que es
capaz de escindir la secuencia de aminoacidos que unen nuestra proteina con el tag GST. Si
observamos la secuencia de multiples sitios de clonado observaremos que Se encuentra
demarcada la secuencia que luego codificara para los aminoacidos reconocidos por la trombina.

Las proteinas resultantes de la fusién a GST se obtienen de la clonacion de la secuencia de ADN
de interés en alguno de los sitios de insercion codificados en el sitio de multiple clonado. La
expresion del mismo es controlada por el promotor tac, el cual es inducido por el andlogo de
lactosa isopropil B-D tiogalactdsido (IPTG). Todos los vectores pertenecientes a la familia pGEX
han sido modificados y presentan un gen denominado laclg. El producto de este gen es una
proteina represora que se une a la secuencia promotora tac e impide la produccion del producto
del gen clonado. Entonces, s6lo en presencia del inductor de expresion (IPTG), se lograra la
produccién de la proteina de interés fusionada a GST.

pSj10ABam;

Promotor Ptac rio arriba de la secuencia que codifica para el tag GST

Es importante también tener en cuenta que organismo utilizaremos como hospedador y productor
de nuestra proteina de interés. Si observamos la secuencia del vector, notaremos que el mismo no
posee secuencias de replicacion propias de organismos eucariotas por lo que nuestra busqueda
gueda reducida a organismos procariotas, las bacterias.

Aunque una gran variedad de cepas pueden ser utilizadas para el proceso de clonado y expresién
de vectores pGEX, existen cepas especialmente modificadas que son mas adecuadas a tal proceso
y aseguran un alto nivel de expresion de las proteinas de fusion. Es de gran importancia que las
cepas a utilizar sean deficientes en genes que codifican para proteinas con accién proteolitica,
como son OmpT, Lon, DegP o HtpR. De no utilizar dichas cepas, los resultados de purificacion
de proteinas recombinantes evidenciarian degradacion por proteasas cuando estas son observadas
por la técnica de Western blotting y/o corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida
(mdltiples bandas resultado de la degradacion).

Como se aclaro anteriormente, la cepa BL21 de E. coli es de gran utilidad en estos casos ya que
presenta deficiencias en la produccion de proteasas OmpT y Lon. Esta cepa es recomendada para
su uso en sistemas de expresion de proteinas recombinantes fusionadas a GST.

Ya seleccionada la bacteria que funcionara como hospedadora del vector recombinante, debemos
analizar el mecanismo por el cual seleccionaremos las bacterias que han adquirido el vector luego
del proceso de transformaciéon. Como se explicd mas arriba, este vector presenta un “cassette”
que codifica para una enzima que confiere resistencia al antibiotico Ampicilina. La utilizacion de
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una placa de cultivo conteniendo este antibidtico permitird el reconocimiento de las bacterias
portadoras de nuestro vector de interés
Resumiendo: el vector de clonado y expresion pGEX-4T3 nos permite
- Clonar secuencias génicas en su interior (presencia de sitios de multiple clonado)
- Obtener innumerables copias del gen de interés (plasmido autorreplicable, secuencia ori
pBR322)
- Produccidn controlada de proteina recombinante fusionada a GST (sistema promotor Ptac
— represor laclg — Inductor IPTG).
- Facil purificacion de la proteina recombinantes. (Tag GST. Purificacion mediante
columnas de sefarosa. Corte con trombina.)
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MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

ACTIVIDAD PRACTICA N° 2 - PURIFICACION DE ARN

La clave de la purificacion de RNA radica en evitar su degradacion por accion de las
ribonucleasas. De manera que todos los protocolos existentes se basan en la rapida
inactivacion de dichas enzimas. En esta practica hemos elegido el método “TRIZOL o
TRI-REAGENT” (INVITROGEN) que optimiza el método de paso unico (single-step
method), desarrollado por Chomczynski & Sacchi en 1987. Dicho método purifica RNA
total: rRNAs (~80-85%), tRNAs (~10%) y mRNAs (~1-5%).

TRIZOL: Este producto es una mezcla de tiocianato de guanidinio (potente agente
caotrépico, desnaturalizante) y fenol. En su presencia, las células se lisan rapidamente,
se solubilizan sus componentes y se inactivan las ribonucleasas. La adicién posterior de
cloroformo genera una fase acuosa (con el ARN) y una fase organica (con proteinas
desnaturalizadas); el ADN se deposita en la interfase.

LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO

Todo el material utilizado para la purificacion de ARN se esteriliza dos veces.
Incubador

Micropipetas automaticas.
Microfuga.

Microfuga refrigerada.

Cubetas de electroforesis horizontal.
Fuente de alimentacion.

Bafio termostatizado.

Agitador vortex.

Transiluminador UV.

Tubos de ensayo estériles.

Tubos Eppendorf de 1,5 mL.

Hielo picado.

Guantes.

Purificacién de ARN

1. Se homogeniza la muestra en 500 pLL de TRI-REAGENT, aspirando y soltando el
liquido varias veces con ayuda de la micropipeta. Se afiaden 500 pL mas de TRI-
REAGENT Yy se vuelve a mezclar todo con ayuda de la micropipeta. Se incuba 5 min a
temperatura ambiente.

2. Se afiaden 200 pL de cloroformo (frio). Se cierra bien el tubo y se agita
vigorosamente a mano su contenido (~30 s). Se incuba 5 min a temperatura ambiente.

3. Se separan las fases por centrifugacion (15 min a 12.000 g y 4° C).

Fases: Fase superior acuosa donde se encuentra nuestro ARN
Fase intermedia (interfase) de color blanco donde se encuentra nuestro ADN
Fase inferior organica (rojo) donde se encuentran las proteinas.

4. Se retira (3 x 175 pL) con sumo cuidado (sin tocar la interfase) la fase superior
acuosa (incolora) y se dispensa en un tubo Eppendorf limpio (previamente rotulado).



5. Se afiaden al mismo tubo, 500 pL de isopropanol para precipitar el ARN y se agita
vigorosamente a mano su contenido (~30 s). Se incuba 10 min a temperatura ambiente.
Se centrifuga (15 mina 12.000 g y 4° C).

6. Se retira el sobrenadante con sumo cuidado, evitando tocar el precipitado, y se
descarta en un recipiente debidamente rotulado.

7. Se afiaden al mismo tubo, 1000 pL de alcohol etilico 70% para lavar el ARN. Se
centrifuga (10 min a 12.000 g y 4° C).

8. Se retira el sobrenadante con sumo cuidado, evitando tocar el precipitado, y se
descarta en un recipiente debidamente rotulado.

9. Se da un pulso de centrifuga, se retira cuidadosamente el sobrenadante que aun
quede y se descarta.

10. Se disuelve el precipitado con el RNA en 75 uL de agua, aspirando y soltando el
liquido varias veces con ayuda de la micropipeta. Se calienta 10 min a 55-60° C, se
enfria rapidamente y se da un pulso de centrifuga. Mantener la muestra a -20° C.

ADVERTENCIAS:

(a) Se usaran guantes durante toda la practica para evitar el contacto con productos
toxicos y la degradacion de las muestras.

(b) Cada punta de micropipeta se usara una sola vez, para evitar la contaminacion de las
muestras.

(c) Los alumnos que purifiguen ARN utilizaran un material especialmente tratado para
evitar la presencia de ri%nucleasas (DEPC, diethylpyrocarbonate).

(d) ElI TRI-REAGENT , el cloroformo y el bromuro de etidio son compuestos muy
toxicos que bajo ningln concepto se deben tocar y/o inhalar.

(e) La luz UV puede dafar los ojos. Antes de conectar la lampara de luz UV hay que
disponer de una pantalla protectora.

En caso de dudas, preguntar a los profesores.



RESULTADOS ESPERADOS

Purificacion de RNA

€ RNAr28s
€ RNAr18s

€ RNAr 5s
RNAr55s
RNAt

* Preparacion RNA degradado

ANEXO 1: LISTADO DE MEDIOS, SOLUCIONES Y MATERIAL BIOLOGICO
EMPLEADO

Medio LB: 10 g Bactotriptona, 5 g extracto de levadura, 5 g de NaCl, 1 L de
agua. Disolver y autoclavar. Ampicilina 50 mg/mL.

Solucién isotonica GTE: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10
mM pH 8,0.

Solucién de lisis: 0,2 N NaOH, 1% SDS, preparar fresca antes de cada
extraccion de DNA plamidico.

Solucién de neutralizacion: Acetato potésico 3M, pH 4,8.

Etanol absoluto 100%

Etanol 70%

TE pH 8,0 con Ribonucleasa A: Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1mM pH 8,0,
Ribonucleasa A 0,5 pg/uL.

TRIZOL

Cloroformo

Isopropanol

Agua tratada con dietilpirocarbonato.

TAE: Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM.

Tampdn de carga DNA: Glicerol 30%, Naranja G 0,35%, TAE 10x.

Tampodn de carga RNA: Sacarosa 10%, formamida desionizada 90%, azul de
bromofenol 0,05%.

Material biologico: Bacterias DH5a/pC7 y células HepG?2.



PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

El genoma bacteriano se organiza en un Unico cromosoma circular con un sélo origen
de replicacion. Las bacterias pueden contener informacién genética adicional en forma
de plasmidos. Los plasmidos son moléculas circulares de ADN extracromosémico que
se replican de forma autonoma, a partir de su propio origen de replicacion. La
informacion genética que portan los plasmidos no es generalmente vital para la
supervivencia celular. No obstante, dicha informacion puede resultar imprescindible en
determinadas circunstancias ambientales, ej. Plasmidos portadores de genes de
resistencia a antibioticos. Las bacterias pueden llegar a tener un gran nimero de copias
de un mismo plasmido (plasmidos multicopia), facilitando enormemente su
purificacion.

Hay distintos procedimientos para la purificacion de ADN plasmidico, aunque todos
incluyen los siguientes tres pasos:
1. Crecimiento de las bacterias en un medio selectivo, lo cual solo permite la
division de aquellas células que llevan el plasmido.
2. Lisis de las bacterias para la liberacidn del plasmido.
3. Purificacion del DNA plasmidico.

El principal problema de la técnica de purificacion es la separacion del ADN plasmidico
del ADN cromosomico. En esta practica hemos elegido el método de “lisis alcalina”,
por su simplicidad, bajo costo y reproducibilidad.

Lisis_alcalina: Este método se basa en las diferencias de las propiedades de
desnaturalizacion y renaturalizaciéon entre el ADN plasmidico (pequefios circulos de
DNA cerrados covalentemente) y el ADN cromosoémico (fragmentado). La
alcalinizacién con NaOH en presencia de un detergente fuertemente aniénico (SDS),
provoca la lisis celular, la desnaturalizacion del DNA cromosomico y de las proteinas; y
la liberacién de los plasmidos. Los plasmidos se ven menos afectados por su pequefio
tamafo y estructura superenrollada. La neutralizacion del medio en presencia de una
concentracion alta de sal (acetato potésico), provoca la precipitacion de las proteinas
(por el tratamiento con el detergente y la insolubilidad de la sal potésica del dodecil
sulfato) y la del DNA cromosémico (por reasociaciones aleatorias intracatenarias). Los
agregados insolubles de proteinas y DNA cromosémico se separan por centrifugacion



del DNA plasmidico que queda en el sobrenadante y conserva mayoritariamente su
estructura nativa.

PROCEDIMIENTO
Purificacion de ADN plasmidico

Recoleccion de las bacterias
1. Se toma 1,5 mL de un cultivo estacionario de una bacteria portadora de un plasmido
con un gen de resistencia a un antibiotico. Este cultivo se crecié durante toda la noche a
37° C en medio con el antibidtico (ampicilina).

2. Se dispensan en un tubo tipo Eppendorf (previamente rotulado) y se centrifuga a
temperatura ambiente, durante 3 min a 12.000 g.

3. Se retira el sobrenadante con mucho cuidado y SE DESCARTA EN UN
RECIPIENTE DEBIDAMENTE ROTULADO.

4. Se da un pulso de centrifuga, se retira cuidadosamente el sobrenadante que aln quede
y se descarta. Solo conservaremos el precipitado de las bacterias.

Lisis alcalina

5. Se resuspende (agitando vigorosamente) el sedimento de bacterias en 100 uL de una
solucién isoténica (GTE: Glucosa, Tris y EDTA) a 4° C. Se deja a temperatura
ambiente durante 5 min.

6. Se anaden al mismo tubo, 200 pL de la solucidon de lisis (NaOH, SDS) que se
encuentra a temperatura ambiente y recién preparada. Se agita suavemente con la mano
por inversion del tubo (unas 10 veces). Se incuba 5 min a 4°C.

Neutralizacion
7. Se afiaden al mismo tubo, 150 pL de la solucion de neutralizacion (acetato potasico 3
M, pH 4,8). Se agita con la mano por inversion del tubo (unas 10 veces). Se incuba 5
min a 4°C.
Aislamiento de los plasmidos
8. Los agregados macromoleculares se precipitan por centrifugacion (15 min a 12.000 g
y 4° C), formandose un sedimento blanco de aspecto lechoso. El tubo se traslada con

cuidado a la mesa de trabajo.

9. Se retira con cuidado el sobrenadante con el ADN plasmidico y se dispensa en un
tubo limpio (previamente rotulado).



10. Se aflade 1 mL de etanol absoluto (4° C) al tubo en el que hemos dispuesto la
solucion con el ADN plasmidico. Se mezcla con la mano por inversion del tubo (unas
10 veces). Se incuba 15 min a 4° C.

11. Se precipitan los plasmidos por centrifugacion (15 min a 12.000 g y 4° C), se retira
cuidadosamente el sobrenadante y se descarta.

12. Se afiaden al mismo tubo, 900 uL de etanol al 70% (4° C). Se mezcla suavemente
con la mano por inversion del tubo (unas 10 veces).

13. Se vuelven a precipitar los plasmidos por centrifugacion (10 min a 12.000 g y 4° C),
se retira cuidadosamente el sobrenadante y se descarta.

14. Se da un pulso de centrifuga, se retira cuidadosamente el sobrenadante que aun
quede Y se descarta. Solo conservaremos el precipitado de los plasmidos.

15. Se disuelve el precipitado de los plasmidos (aspirando y soltando el liquido varias
veces con ayuda de la micropipeta) en 50 uL de tampon TE (pH 8,0), con ribonucleasa
A.

16. Se incuba a temperatura ambiente 5 min. Mantener la muestra a 4° C.

RESULTADOS ESPERADOS
Purificacion de DNA plasmidico (Gel de Agarosa).

"Pacilla” de carga
4« de muestras

= Son moléculas circulares: la
movilidad no depende sélo del n®
de pb, sino de la conformacion.

= Conformacién superenrollada: mds
compacta. menor tamafio: avance
mds rdpido

= Conformacion relajada: mayor
tamafio: avance mds lento

= Un pldsmido purificado suele dar
2 bandas en la electroforesis
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA Y RT-PCR

DISCUSION N°2 Y ACTIVIDAD PRACTICA N°3 - PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa)

Introduccion:
La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por su sigla en inglés, fue
descrita por Kary Mullis en la década del "70. Esta técnica se basa en la sintesis "in vitro"
de secuencias especificas de ADN con la cual la insuficiente cantidad de ADN ya no es un
problema en los procedimientos de Biologia Molecular ni en los procedimientos de
diagnostico basados en el estudio de ADN, ya que permite obtener un gran nimero de
copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de pocas o hasta una Unica copia de
ese fragmento.
Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
hebras de ADN, y en especial en la capacidad de las polimerasas aisladas de organismos
termoresistentes (ej. Thermus aquaticus o Pyrococcus furiosus) a mantener su actividad a
altas temperaturas. Gracias a esta capacidad la técnica utiliza ciclos de alta y baja
temperatura para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de
replicacion y, a continuacién, permitir una nueva ronda de polimerizacion.
Partiendo de este principio, la reaccién en Cadena de la Polimerasa se basa en la repeticion
de un ciclo formado por tres etapas:

1. Desnaturalizacién del ADN doble cadena (aprox. 94° C)

2. Hibridacion de los primers (iniciadores o cebadores) a la zona 3" especifica de

cada una de las hebras (50-60° C)

3. Extension del cebador por accion de la DNA polimerasa (68 o 72° C)
A continuacion describiremos de forma mas detallada el tiempo y la temperatura de cada
una de las etapas de un ciclo.
1- Desnaturalizacion: Es la primera etapa y permite que el ADN molde (doble hélice) se
desnaturalice completamente logrando la separacion de las dos hebras. Para ello se realiza
una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97° C) durante 30 segundos a 1
minuto. La renaturalizacion se producira cuando la temperatura disminuya, pero si el ADN
no se desnaturaliza por completo, este tenderd a renaturalizarse rapidamente, evitando asi
una eficiente hibridacion de los primers en el paso posterior.
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e
.
°
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En la préactica se suele afiadir un periodo de desnaturalizacion antes de comenzar los ciclos
para asegurarnos que se produce a lo largo de toda la muestra de ADN. Esta etapa suele ser
de 5'a94° C.
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2- Hibridacion: En esta etapa los cebadores se unen a las zonas 3" complementarias que
flanquean el fragmento que queremos amplificar, gracias a la disminucion de la
temperatura (50-65° C). Estos cebadores actuaran como limites de la region de la molécula
que va a ser amplificada.

Lo tne T lﬁﬂﬂ?‘{{ﬁ“ﬁﬂlﬂﬂﬂ[ii]ﬁ[l

1

lriT]Ei % s

I]QI!HHHME]E_%dI! TR TUTTIEERET

La temperatura optima de hibridacion (T° annealing) depende de varios factores y es
especifica para cada primer. La temperatura de hibridacion debe ser aproximadamente 5° C
menor que la temperatura de fusion (Tm; melting temperature) calculada para los primers.
La longitud de los primers y la secuencia son los parametros que determinan la Tm de un

primer. Una férmula simple y aproximada para calcular la Tm es la siguiente:

Tm =4(G+C) + 2(A+T)  Fbérmula de Wallace

oD
(260nm)l .. a e s

Temp (° C)
Tm (Melting Temperature): Temperatura de desnaturalizacion.
Temperatura en la cual el 50% del DNA se encuentra desnaturalizado

En la practica, la temperatura de hibridacion oscila entre 50° C y 60° C, durante un tiempo
comprendido entre 30 segundos y 1 minuto. Un aumento de temperatura o del tiempo
favorece la especificidad ya que disminuye las uniones incorrectas de los iniciadores con la
hebra molde.

3- Elongacion: Es la tercera etapa donde se lleva a cabo la sintesis de una cadena sencilla
(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la direccion 5
-> 3" mediante un aumento de temperatura hasta 72° C, temperatura a la cual la enzima
ADN polimerasa actla, incorporando los desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio
siguiendo la cadena molde.

El tiempo de extension depende del tamafio de la amplificacion. Se puede estimar un
tiempo de 1 minuto por cada 1 Kb de ADN a polimerizar.

En la practica es normal que al final de todos los ciclos (25-50 ciclos) se realice una Gltima
elongacion de 5 min a 72° C para asegurar que no queden cadenas incompletas (a medio
polimerizar).
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Todos estos pasos (desnaturalizacion-hibridacion-extension) se repetiran un nimero de
veces dependiente de la cantidad de fragmentos amplificados que se requieran. Estos pasos
se pueden apreciar graficamente en la siguiente figura.

LLARIT0 DD

win
)

A
+
w2
[wy R}

) a
Wia Wa
Al LA

W Wy
Ll el
LALA) (RN
LrJM W
Taw vy
WL G
alaia L

Pasos basicos de la PCR (de Andy Vierstracte 1999)

Numero de ciclos: A la hora de optimizar una PCR adquiere gran relevancia el nimero de
ciclos que se va a utilizar. Este numero depende de la cantidad de ADN que existe en la
muestra una vez que el resto de los factores han sido optimizados (normalmente de manera
empirica).

Es importante no realizar un numero alto de ciclos ya que puede dar lugar a la
amplificacion de productos no deseados originados por hibridaciones no especificas de los
primers.

Hay que tener en cuenta que la reaccién esta producida por una enzima que sufre el efecto
meseta que describe la atenuacion en la tasa de la acumulacion del producto.

Después de un numero determinado de ciclos la amplificacion deja de producirse de
manera exponencial debido a que disminuye la concentracion de dNTPs y llega a una fase
estacionaria. Generalmente, cuando el efecto meseta se produce, la cantidad de ADN
sintetizado es suficiente para su posterior utilizacion.
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Amplificacion de productos: El primer ciclo de sintesis producira nuevas cadenas de
longitud indeterminada, las cuales, a su vez, son capaces de hibridar con los primers. Este
tipo de "productos largos™ se ira acumulando de forma geométrica (2 cadenas por ciclo),
con cada ciclo de sintesis, utilizando como moldes las moléculas de ADN parental de la
reaccion.

Durante el segundo ciclo de sintesis, estas cadenas hijas servirdn a su vez como moldes,
generéndose en este caso fragmentos cuyo tamafo serd el del fragmento que engloba los
extremos de ambos primers. Estas nuevas cadenas hijas serviran de molde a su vez para
sucesivos ciclos de sintesis. La cantidad de estos “productos cortos” se duplica con cada
ciclo, por lo que se van acumulando de forma exponencial. Al cabo de 30 ciclos, habran
aparecido 270 millones de estas moléculas, por cada una de ADN original que hubiese.

Es importante recalcar que los productos obtenidos luego de la tercera etapa son de dos
tipos: "producto corto” y "producto largo”. El producto corto tiene una longitud
perfectamente definida por los extremos 5" de los cebadores y contiene exactamente la
secuencia que se desea amplificar. Es el fragmento que se almacena de manera exponencial
durante la reaccion. El producto largo es el que incorpora las cadenas de ADN originales de
la muestra y cuyos extremos 3" no estan definidos, por lo que el producto corto sintetizado
es muy superior en comparacion con el producto largo, por lo que, para posteriores estudios
a partir del producto de la PCR, se desestima.

DETALLE DE LOS CUATRO
PRIMEROS PASOS
Gen de interés ST
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Primer ciclo Segundo ciclo Tercer ciclo Cuarto ciclo
Numero de dobles cadenas
de longitud corecta: 0 0 2 8

(AIY Vietsractd 2001 )

Detalle de los cuatro primeros pasos de la PCR (de Andy Vierstracte 2001)
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Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador. Este aparato realiza los
ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma exacta, por lo que el tiempo, la
temperatura y el niamero de ciclos son factores determinantes en los resultados de la PCR,
que pueden ser modificados para optimizar la reaccion.

Antes, las primeras reacciones se realizaban manualmente cambiando continuamente los
tubos de un Bafio Maria a otro de diferente temperatura (la T° de desnaturalizacion, la de
hibridacién y la de elongacion). El proceso resultaba demasiado tedioso y era dificil
alcanzar las temperaturas y los tiempos correctos, por lo que se desarrollé el termociclador
que lo hacia de manera automatica, ya que una vez que los reactivos son introducidos, la
reaccion se desarrolla sin ninguna intervencion manual. El desarrollo del termociclador
junto con el descubrimiento de polimerasas de organismos terméfilos simplifico el proceso
ya que se podia pasar de un ciclo a otro sin necesidad de realizar la reposicion de las
polimerasas, las cuales se desnaturalizaban al alcanzar las temperaturas necesarias para
desnaturalizar el ADN.

Existen termocicladores que presentan tapas calientes que en los diferentes ciclos evitan la
evaporacion de la mezcla. Otros, requieren la colocacion de una gota de aceite mineral
sobre la mezcla de los reactivos para evitar la evaporacion. Hay también termocicladores
que permiten realizar varios programas al mismo tiempo.

popo SR
thermociclador

Termociclador para reacciones de PCR
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Deteccion de productos de PCR por electroforesis en geles de agarosa: La deteccion del
producto de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se realiza normalmente mediante una
corrida electroforética dependiendo del tamafio de la amplificacion y la resolucion que
deseemos utilizaremos diferentes medios (agarosa, poliacrilamida) a distintas
concentraciones. La posterior visualizacion se puede realizar con bromuro de etidio y
expansion a lampara de luz UV, tincion de plata, fluorescencia o radioactividad.

Preparacion del corrido electroforético

A continuacion trataremos de profundizar en los componentes y parametros mas
importantes para obtener una amplificacion dptima.

Muestra de ADN a utilizar en una reaccion de PCR
Se deben tener en cuenta algunas consideraciones:

» Puede ser ADNss o ADNdSs.

» ADN circular y cerrado es levemente menos efectivo que el ADN lineal.

» Usualmente se utilizan varios miles de copias, ej: 1 pg de humano, 10 ng de
levadura, 1 ng de bacteriano o 1 pg de plasmidico, pero se puede amplificar a partir
de una sola molécula de ADN molde, para lo cual las condiciones deben ser
optimizadas.

Existen una serie de reglas sencillas para que el DNA molde no sea un problema en la
reaccion:

e Integridad del ADN: no debe estar degradado.

e Origen de la muestra y proceso de extraccion: la muestra no debe llevar agentes
quelantes (EDTA) que reducen la concentracion de iones de Mg en la solucion (la
polimerasa necesita de Mg?* como cofactor). Tampoco debe haber determinados
factores sanguineos, fenol, detergentes, etc., que inhiben la actividad de la
polimerasa.

e Los solventes organicos tales como DMSO (dimetil sulféxido) y formamida
rompen los puentes H entre las hebras de ADN. Estas sustancias desnaturalizantes
pueden utilizarse para optimizar una reaccion de PCR en la cual los primers tienen
fuertes estructuras secundarias.

e Cantidad de la muestra: si se dispone de suficiente cantidad para la amplificacion de
ADN genomico de copia Unica se usan cantidades de 50-100 ng.

e Calidad del ADN: cuando el ADN es de 6ptima calidad no hay problemas en la
amplificacion pero el problema aparece cuando la calidad del ADN obtenido no es
la idonea, bien porque este degradado o porque dicho ADN esté contaminado.

Iniciadores, cebadores o primers
e Se conoce su secuencia.
e Esel factor mas importante para la eficiencia y la especificidad del proceso.
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e Deben estar presentes en exceso.
e Requieren de un cuidadoso disefio.

A la hora de elegir los primers para la amplificacion de un determinado fragmento de ADN
hay una serie de reglas a seguir, aunque también existen programas de computacion que
nos facilitan esta tarea (DNAsis, Primer3, etc.).

e Longitud de los primers: debe estar comprendida entre 18 y 24 bases. Se ha
comprobado que los primers de mayor longitud (30 a 35 bases) no aumentan su
rendimiento y los primers muy cortos carecen de especificidad.

e Latemperatura de hibridacion de los cebadores debe ser similar en ambos y sera
variable en funcion de la secuencia de los mismos. Generalmente oscila entre los 50 y
60 ° C.

e Larelacion bases puricas-bases pirimidicas debe ser cercana a 1:1 (o como mucho 40-
60%). Es decir, el contenido en G + C debe ser aproximadamente del 50%. Se
recomienda que en los extremos las Ultimas bases sean G o C. El contenido de G+C
afecta la Tm ya que un alto porcentaje de G+C significa que la doble hebra es
estabilizada por 3 puentes H vs 2 para A+T.

¢ No seleccionar cebadores que en su extremo 3" tenga una importante estructura
secundaria (por ejemplo horquillas).

5-NNNNNNNNNNNGCATGC-3’ > 5-NNNNNNNNNNNGC.
5-NNNNNNNNNNNNNNNNN-3’ 3-CG

Formacion de horquillas

SIﬁ PCR
¥ —_
3 —— 5 g=

Productos de PCR no deseados

e Deben evitarse las secuencias repetidas.

5"-TATANNNNNNNNNNNNN-3 > 5"-TATANNNNNNNN-3"
5-TATANNNNNNNNNNNNN-3’ 3"-NNNNNNNNATAT-5
5" repetido

3 e—— .

’

5 no———3
33— ’
’ no hay extension

e Se debe evitar la complementariedad entre la pareja de iniciadores. Si esta existe
entre los extremos 3’existe la posibilidad de que se formen dimeros.
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5-NNNNNNNNNNNNNTATA-3’ > 5-NNNNNNNNTATA-3’
5-NNNNNNNNNNNNNTATA-3’ 3’-ATATNNNNNNNN-
5

3" repetido
5P 3 PCR
3 —

5] 3
3'_5’
Dimero de primer

Los dimeros de primer son fragmentos de doble cadena cuya longitud es muy préxima a la
suma de los primers y se producen cuando un primer es extendido a continuacién del otro.

GenBank, X56991 (sens strand)

961 ttaggggatc gaagacgatc agataccgtc gtagtcctaa ctataaacga tgtcaaccaa
1021 ggattggatg aaattcagat gtacaaagat agagaagceat tguttcetaga tctgagtata
1081 tcaatattac cttgttcaga acttasagag aaatcttgag tttatggact tcagggggag
1141 tatggtcaca aggctgaaac ttaaaggaat tgacgQgaagg gcacaccagg agtggagcoct
1201 geggeottaat ttgactcaac acgggaaaac ttaccaagac cgaacagtag aasggaatgac

séns strand

5'gaagacgatcagataccgtogtagtcocctiaactataaacgatgtcaaccaaggattggatgaaattcagat
gtacaaagatagagaagcattgtrrctagatctgagratatcaatattaccttgtrcagaacttaaagagaa
atcttgagtttatggacttcagggggagtatggrcacaaggctgaaacttaaaggaattgacggaagggcac
accaggagtggageotgeggettaatttgactcaacacgggasaacttaccaagaccgaacagtagaaggsa
tg 3

anctisens strand, but represented 5'---> 3

S$'cacr LLCLACIgLIOCggLOLLgguaagLLLrcccgrgrLgagucaaattaagecgecaggerccacree
tggtgtgcccticogtcaatticciitaagtitcagecitgtgaccatactcecoccctgaagticcataaactea
agatttcotcotttaagtictgaacaaggtaatattgatatactcagatctagaaacaatgettctctatcetee
gracatctgaatttcatccaatccottggtrgacatcgittatagtitaggactacgacggractctgatcgeeer
tec 3’

double strand ADN

3

cebadores (primers)

ADN Polimerasa
La ADN polimerasa agrega dNTPs desde 5'a 3 ', leyendo el templado desde 3'a 57, con la
consiguiente formacién de dos cadenas complementarias dando lugar a dobles cadenas de
ADN.
Existen diferentes tipos de ADN polimerasas que llevan a cabo la replicacion del ADN,
siguiendo el mismo metodo de sintesis. Se pueden clasificar en:

e Termolabiles: Temperatura dptima de 37-42° C. Se desnaturalizan con el calor.

e Termoestables: Temperatura 6ptima de 72 °C. Resiste durante 40-50 min a 96° C.

Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena complementaria de ADN en el
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sentido 5°-> 3" usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una region de
doble cadena. Para crear esta regién de doble cadena se usan los denominados
iniciadores (primers). Son una pareja de oligonucledtidos sintetizados de manera
que sean complementarios a cada uno de los extremos 3" del fragmento de ADN
que se desea amplificar.
Tanto la hibridacion como la sintesis de ADN se efectlan a temperaturas elevadas para
evitar la formacion de secuencias que no son complementarias. Actualmente la polimerasa
que se utiliza es la Taqg polimerasa (Estivil, 1991). Es una enzima termoestable aislada de
Termus aquaticus (Tag), una bacteria que soporta altas temperaturas y ha simplificado
enormemente la técnica de la PCR, ya que ha permitido su automatizacion (desarrollo del
termociclador). Esta enzima posee una actividad 5'->3' polimerasa y 5'->3' exonucleasa,
pero no tiene actividad exonucleasa 3'->5'. También posee una actividad terminal
transferasa que ajusta un sdlo nucledtido, con frecuencia una A, a las dos extremidades 3'-
OH del fragmento amplificado, la cual es a menudo utilizada en los métodos de clonaje. La
Tag | ADN polimerasa no tiene actividad exonucleasa 3'->5', es decir, no es capaz de
eliminar los nucleétidos que no estan correctamente insertados en la cadena que se forma.
La importancia de esta actividad radica en que aumenta la fidelidad de la replicacion del
ADN original. La actividad de esta enzima se ve influenciada por la concentracion de
dNTPs, de Mg?* y de algunos iones monovalentes.

Por todo ello hay que intentar conseguir las mejores condiciones para que ésta aumente.

Podemos citar:

¢ Normalmente el nimero de ciclos utilizado es de 25-30.

e Laconcentracion de los deoxinucledtidos (ANTPs) debe ser igual para los 4 y debe ser
la més baja posible para que nos permita conseguir la cantidad de ADN necesaria.

e Disminuir en lo posible el tiempo de cada etapa.

e La concentracion de Mg?* en la reaccion oscila entre 0,50 y 2,5 mM. Se trata de un ién
necesario, pero su exceso hace que disminuya la especificidad de la PCR.

La Taq ADN pol es capaz de incorporar un nucleétido no apareado con una frecuencia de
2/10.000 nucledtidos por ciclo. Esto no constituye un verdadero problema cuando se
efectia un andlisis global del producto de PCR. De otra manera, la incorporacion
equivocada de nucleétidos si es importante, especialmente si los fragmentos van a ser
utilizados para clonar el gen en un vector para su posterior expresion. Una manera de
mejorar la técnica de PCR es la de utilizar la Pfu ADN polimerasa purificada a partir de la
archea Pyrococcus furiosus que habita a 100° C en sedimentos marinos geotérmicos. Esta
enzima posee no solamente una actividad 5'->3' polimerasa, sino también actividad 3'->5'
exonucleasa. La tasa de error es 4 veces mas baja que la de la Tag ADN polimerasa
(1/20000 nucleotidos por ciclo).

Desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs)

Son cuatro: dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Como hemos sefialado anteriormente se deben
afiadir en la solucién de la reaccion en concentraciones iguales que normalmente oscila
entre los 20 y los 200 uM. Los dNTPs pueden captar Mg?*, por lo que las concentraciones
de ambos componentes deben guardar siempre la misma relacion.

No debemos variar ninguno de ello de manera independiente. Se aconseja (Bradley, 1991)
que la concentracion de Mg?* sea de 0,5 — 1,0 mM veces superior a la concentracion de
dNTPs.

Buffer de la reaccion
Por lo general estd formado por: 10 mM Tris-HCI (pH=8,4 a temperatura ambiente), 50
mM KCI, 0.1% wi/v gelatina y 1.5 mM MgCl.. El MgCly, es el componente mas influyente
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ya que actia como coenzima, la Taq polimerasa necesita los iones Mg?* liberados por este
en la reaccion para su actividad, rendimiento y especificidad.

Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales ayudarian en la préactica a
aumentar la especificidad y fidelidad de la reaccion en cadena de la polimerasa. Aunque
algunos autores han recomendado el uso del D.M.S.O. y del Glicerol, al adyuvante mas
usado es el B.S.A, a concentraciones por encima de 0.8 pg/ul el B.S.A incrementa la
eficiencia de la PCR ya que actla como una proteina captadora de iones que pueden ser
inhibidores de la taq polimerasa. El dimetilsulféxido (DMSO) afiadido al buffer de la
reaccion en un 10% contribuye a la disminucion de la estructura secundaria del ADN
(Anderson, 1990). También se pueden usar detergentes como el Tween 20, Laureth 12
(0.1%) o Tritén X10, que ayudan a estabilizar la enzima. Existen también protocolos que
incorporan polietilenglicol (PEG), glicerol, formamida, etc, aungue no son en ningun caso
imprescindibles.

Sales
Es de gran importancia la concentracion de dos cationes que son afiadidos en forma de
sales.
e Cloruro potasico (KCI). Influye en la desnaturalizacion del ADN.
» -Elevadas concentraciones del i6n K* favorece la desnaturalizacion de secuencias
cortas de ADN.
= -Bajas concentraciones de K™ ayudan a la desnaturalizacion de secuencias largas de
ADN.
e Cloruro de magnesio (MgClz). Aumenta la temperatura de hibridacion del ADN. La
concentracion de este ion resulta fundamental para la optimizacién de la reaccion.
= -Altas concentraciones de Mg** disminuyen la especificidad de lareaccion.
» -Bajas concentraciones de Mg aumentan la especificidad de lareaccion

Aplicaciones de la secuenciacion de ADN

e Huella genética: La determinacién de las "huellas dactilares™ genéticas constituye una
de las aplicaciones més interesantes de la PCR. Mediante esta técnica es posible
comparar muestras diferentes de ADN para comprobar si pertenecen al mismo
individuo o no, o si existe parentesco entre ellas. Esta técnica se aplica actualmente en
Medicina Forense e Investigaciones Policiales, con el fin de identificar individuos a
partir de muestras biologicas, como sangre, semen, piel o cabellos. Tambien se utiliza
en las pruebas de paternidad.

o Test de Paternidad.

o Diagnostico de enfermedades hereditarias: La técnica de PCR nos permite localizar
mutaciones previamente descritas. Se emplea asi en la secuenciacién de ADN como un
método de diagnostico: Una vez que se ha caracterizado la relacion con una enfermedad
de una determinada mutacion puntual (mutaciones en el gen de la galactosa 1-P
uridiltransferasa en la galactosemia, mutaciones en c-Ras y cancer, etc.) o de una
pequefia delecion (delecidn de tres bases en el gen CFTR de fibrosis quistica) puede
desarrollarse un método de deteccidn rutinario, la secuenciacion automatica puede
implementarse como método de screening para la localizacion de nuevas mutaciones.

e Clonacion de genes.

o Mutagénesis.

o Analisis de ADN f6sil: El uso del PCR ha abierto la posibilidad de aislar secuencias de
ADN a partir de unas pocas copias intactas presentes en especimenes de museo y
descubrimientos arqueoldgicos en los cuales la mayoria de las moléculas estan dafiadas
o degradadas, para proceder posteriormente a su estudio mediante secuenciacion.

o Genotipo de mutaciones especificas
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e Genoma Humano: El proyecto genoma humano fue un proyecto Internacional cuyo
objetivo final fue obtener una descripcion completa del genoma humano a traves de la
secuenciacion del ADN. El genoma que se investiga es el genoma nuclear. Desde su
inicio el proyecto ha sido justificado especialmente por los beneficios médicos que se
espera obtener del conocimiento de la estructura de cada gen humano. Esta informacion
proporciona una capacidad de diagnostico en individuos con riesgo de ser portadores
del gen de alguna enfermedad ademas de proporcionar un marco de trabajo para el
desarrollo de nuevas terapias, ademas de nuevas estrategias para la terapia genica.

Contaminacion en la PCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica muy sensible, por lo que es de gran
importancia evitar contaminaciones, ya que es posible que el ADN no deseado (aunque se
encuentre en una cantidad muy pequefia) se amplifique y obtengamos un resultado que no
es real. Vemos que una de sus mayores ventajas, se convierte a la vez en el principal
inconveniente (Kwok y Higuchi, 1989).

Existen una serie de normas que ayudan a evitar las contaminaciones. En el caso de trabajar
con muestras de ARN las precauciones se deben extremar al maximo:

e Lugar fisico exclusivo para realizar la PCR.

Uso de instrumental exclusivo para la PCR.

Utilizacion de reactivos y tubos estériles.

Uso de guantes por el manipulador.

Realizacion de controles de blanco (se afiade agua en lugar de ADN, no debe existir
amplificacion).

VARIANTES DE LA PCR:

PCR anidada o Nested PCR:

Es una Técnica muy sensible de PCR en la que el producto de una amplificacion es
utilizado como molde para realizar una segunda amplificacion. Su objetivo es disminuir la
contaminacion de los productos por amplificacion producida por union de los primers de
manera inespecifica. Comprende dos rondas de amplificacion con distintos pares de
iniciadores o primers en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad de deteccion.
Primero se realiza una reaccién con los iniciadores externos para amplificar una region de
ADN mas extensa, que contiene el segmento diana (esta primera reaccion, a veces, no da
un producto unico a partir de un templado complejo, apareciendo mas de una banda).
Después, con este producto de amplificacién, se ejecuta una segunda PCR con los
iniciadores internos para amplificar la region especifica.

Esta técnica nos permite obtener un producto Unico porque solo el fragmento correcto de
ADN posee los sitios correctos de hibridizacion para el segundo par de primers.
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PCR con cebadores internos

@© jp herveg, septiembre 2005

PCR multiplex:

Es una variante de la PCR que permite la amplificacion simultanea de varias secuencias de
interés en una misma reaccion, mediante el uso de mas de un par de primers (hasta 8). Las
secuencias a detectar han de estar lo suficientemente lejos unas de otras para que las
amplificaciones no interfieran entre si. Las mismas pueden verse como multiples bandas en
un gel de agarosa. Este método se ha aplicado en muchas areas de estudio del ADN,
incluyendo analisis de deleciones, mutaciones y polimorfismos, o ensayos cuantitativos y
RT-PCR. Se usa tipicamente para genotipificar cuando se requieren analisis simultaneos de
multiples marcadores, deteccién de patdgenos o organismos modificados genéticamente
(GMOs). La realizacion de multiples ensayos puede resultar tediosa y consumir demasiado
tiempo, requiriendo una optimizacion prolongada de los procedimientos. También es muy
utilizada para identificar una mutacion particular en un gen que produce enfermedades
autosdmicas como la fibrosis quistica.

RT-PCR:

La RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction; Transcripcion Reversa -

Reaccion en Cadena de la Polimerasa), permite la amplificacion de una cantidad pequefia

de moléculas diana de ARN (mMRNA o ARN total) con gran especificidad, mediante la

transcripcion reversa del ARN a cDNA, que es posteriormente amplificado. La presencia

de ARN o ADN contaminante, tanto en las muestras, como en el laboratorio y reactivos,

debe ser evitada con el fin de impedir la aparicion de productos inespecificos.

e Esespecialmente util cuando solo se dispone de pequefias cantidades de ARN.

e Frecuentemente usada para amplificar genes especificos (como cDNAS) si su
secuencia es conocida.

e Puede ser usada para construir bibliotecas de cDNA.

Hay dos partes diferenciadas en cualquier RT-PCR: la transcripcién reversa y la
amplificacion (por medio de PCR).

Transcripcion reversa (RT)

La transcripcion reversa, tanto utilizando ARN total como ARNm, es la etapa clave en una
RT-PCR. Existen varios factores que influencian la eficiencia del proceso, tales como la
procesividad del enzima, la presencia de estructuras secundarias en el ARN, etc. Las retro-
transcriptasas virales, tales como M-MLV y AMV, han sido las enzimas de eleccion
durante muchos afios. Estas enzimas, sin embargo, son termolabiles, y no pueden llevar a
cabo la transcripcion reversa cuando existen estructuras secundarias en el ARN.


http://www.biotools.net/esp/tecnica/t3.htm
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En este caso, se suelen utilizar transcriptasas reversas termoestables, que pueden llevar a
cabo la reaccion a 55-70° C, permitiendo la desnaturalizacion de las estructuras
secundarias, y aumentando la eficiencia global de la reaccion.

ACGGCUATACCGCTAGCCUAAGCALADARD

TTTTITT primerﬁ

ACCCCUATACCCCUACCCIALCC

daTP, dCTP,
dGTP, dCTF

TTTTITTT
AARABDD

TEverse
franscnptaze

TECCCATATGGCCGATCCCATTCCTTTTTTT
ACGGCUATACCGCUAGCCUIAAGCAARLARD

Primers

La eleccion de los primers ha de ser cuidadosamente realizada. Habitualmente, los primers
utilizados en RT-PCR son complementarios a regiones intronicas. De esta forma, los
productos originarios de un proceso de RT-PCR a partir de mMRNA seran menores que los
productos obtenidos a partir de PCR de ADN gendmico contaminante. Este principio no es
aplicable a organismos procariotas.

La seleccion del primer depende del tamafio del ARN molde. En la mayoria de los casos, se
utilizan primers especificos de secuencia. Para analisis de mRNAs, pueden utilizarse
primers oligo (dT), que se unen a las colas de poli(A) presentes en los mMRNAS
eucarioticos.

La concentracion de los primers suele estar alrededor de 50 pmol / 50 pl volumen final
reaccion, aunque esta concentracion puede variar y debe ser optimizada.

RNA molde

El ARN molde debe estar puro e integro. Debe comprobarse la ausencia de actividades
DNasa y RNasa, asi como de contaminaciones de ADN y/o ARN exdgenos. Deben
observarse claramente las bandas correspondientes a rRNA (18-16S y 28-23S), con una
mancha difusa entre ellas, que corresponde al MRNA. Si aparecen manchas por debajo de
la banda 18-16S, significa que parte del mMRNA esté degradado, y por tanto podria ser indtil
para el analisis posterior. Ademas, es necesario comprobar que no quedan restos del
proceso de purificacion (fenol, NaCl, tiocianato de guanidina, etc.), que inhiben
fuertemente la actividad enzimética. En este caso, se recomienda realizar varios lavados
con etanol al 70 %.

Deben calcularse, asimismo, las cantidades de ARN molde afiadidas a la reaccion, ya que
un exceso puede provocar inespecificidad e incluso inhibicion de la reaccion. En general,
es suficiente con 10 pg a1 pg.

En general, la transcripcion reversa se logra en unos 30 minutos a 60° C. Sin embargo, en
algunos experimentos, este tiempo puede ser alargado hasta 1 hora, y la temperatura
disminuida a 42° C, o bien aumentada hasta 70° C, con el fin de lograr un rendimiento
Optimo de la reaccion.

PCR RT-PCR

Consiste en un solo paso Consiste en dos pasos: una RT primero, y
luego una PCR.

Se utiliza una sola enzima: DNA | Se utilizan dos enzimas: para la RT una

polimerasa DNA polimerasa dependiente de RNA y para
la PCR la DNA polimerasa.

Se parte de DNAss o DNAdSs Se parte de RNA

El DNA puede extraerse de cualquier El RNA se debe extraer de un sitio particular

célula u 6rgano. donde se expresa ese gen o proteina.
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ACTIVIDAD PRACTICA:

El presente TP tiene como objetivo realizar una RT-PCR con el fin de amplificar el gen que
codifica para la o-amilasa pancreatica (1528 pb), utilizando como templado el ARN
extraido previamente. El producto de PCR seré purificado del gel de agarosa para luego ser
clonado en el vector pGEX-4T3.

MATERIALES Y EQUIPOS

e Micropipeta de 10, 100 y 1.000 pl.
Tips para micropipetas.
Termociclador.
Tubos Eppendorf.
Agua miliQ.

Secuencia de los primers a utilizar:

Nombre Secuencia Enzima
ratAMY 2-
F CgcGGATCC ATGAAG TTCGTTCTGCTG CTT TCC BamHlI
ratAMY2- |ataagaatGCGGCCGC TTA CAACTT TGA GTC GGC ATG
R GATT Notl

PROCEDIMIENTO:
Transcripciéon Reversa:

NOTA: antes de comenzar a trabajar con ARN, se deben tener algunos cuidados.

e Limpiar la mesada y material de trabajo (como pipetas, caja de tips, botella de agua,
etc) con solucion que degrada RNasa, las cuales pueden degradar nuestro ARN.

e Usar GUANTES!! Esto evita la degradaciéon del ARN por las RNasas presentes en la
piel y la contaminacion de la reaccion con material genético foraneo.

En un tubo Eppendorf colocar:

o Transcriptasa REVErsa........ccccceeveeiiivevieiiieesie e 0,5 uL
e Primer Poly-T o antisentido (reverso)............ 1,5uL
o Aguadestilada-DEPC ...........ccccooiiiieiieciie e, 4,0 uL
o BUFEr 5X ..o 2,5 uL
o ANTPS 250 UM. ..ot 0,5 puL
®  ARN. .. o 1,0 uL
10 pL

Colocar el tubo en el termociclador en las condiciones especificadas a continuacion:



Condiciones de ciclado de la RT:

50°C ..., 30 minutos
4°C . for ever
End
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Se realiza un control negativo, para descartar cualquier tipo de contaminacion que pueda
ocurrir, ya que la minima presencia de ADN puede dar falsos positivos. Este control se
prepara colocando todos los reactivos de la mezcla de reaccion utilizada para la RT menos
la Transcriptasa reversa. Posteriormente, se guarda el tubo en heladera y se realiza una
PCR. Sin embargo por proceder el ARN de un organismo eucariota, la presencia
contaminante de ADN se observara claramente por diferencias en el tamafio de los

productos de amplificacién a partir de ARN o ADN.

Use controls with and without reverse iranscriptase.
Presence of a product in the absence of RT indicates

Agarose gels of PCR pr

DNA contamination.

roducts

+DNass
=RT L
+ Tag +Tag

-_— -
DNA confamination No contamination [DNase freatment]
Use inron-spanning primers.
‘Agarase gol of RT-PCR products
1 £ B el ol
xcn xon  Prmer: 152 152 133 1s
DNA
o -— -
-
-
1
mRNA *
-+ -+
2 3
Design priners bo.ennedl oo splioe function ko aveid any signal bissed en DNA comosiinafion.
Primer 1
DNA L nn
E Inro Exen Primer 2
_—

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Materiales:

Buffer 10X

MgCl,

dNTPs 25 uM

Taq polimerasa

Primer sense (Forward)
Primer antisense (Reverse)
Agua miliQ

cDNA ( también Ilamado DNA blanco o templado)

Taq polimerasa + DNA + Iniciadores + nucledtidos

] = = C.A
® [y = Tt
e ® ; §\j = ks,

GTa

=
=_—=_ DNA "blanco”
= =




Procedimiento:
Se prepara la Master Mix en las siguientes proporciones:

Buffer 2.5 ul
Primer (1.5 c/u) 3.0 ul
dNTP 0.5 ul
MgCl2 0.8 ul
Polimerasa 0.2l
H20 155w
Total 22.5 ul

Al ADN problema a amplificar se le agrega la master mix

Master Mix 22.5ul
ADN problema 2.5ul+
Total 25 ul

Colocar la muestra en el termociclador y cargar el programa de PCR.

CICLOS TEMPERATURA(°C) TIEMPO
1 94 2 min
94 20 seg
35 95 30 seg
72 2 min
1 72 5 min
Reaction buffer \/d\

DNA template
PCR primers

TagD NA pol

1 ~ ~
J ¥ 1
)
9
Anneal Primers DNA Synthesis
. v e
+ + * B
ﬁ‘*"" Sep— o V,——- —————
|
LA'Werr 3 cycl es |
Linear S A e IS S L S S -
increase |‘7 SRS - T =y o
Exponential oy oy RSy D I -
increase o -_— -_— —
[ After 25 cycles |
|
v
()

Vo /1,000,000
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Electroforesis:

Se realiza una corrida electroforética en gel de agarosa 1% para purificar del mismo la
banda correspondiente al gen que codifica para la a-amilasa pancreatica. Para ello, se
siembran 5 uL del producto purificado y se corre a 120 mV durante 20 minutos.

- electrode

Power supply

Purificacion de ADN del gel de agarosa :

Fundamento:

Los productos de PCR son comunmente purificados con el fin de remover el exceso de
nucleotido y primers ademas de permitir seleccionar y purificar la banda correspondiente al
fragmento de interés de una mezcla de fragmentos.

Materiales:

Membrane Binding Solution.
Membrane Wash Solution.
Columnas de Purificacion.
Tubo colector.

Eppendorf de 1,5 mL.

Agua miliQ estéril.
Centrifuga.

Protocolo de purificacién:
1. Visualizar la banda del peso molecular correspondiente al gen de la alfa-amilasa

pancreatica utilizando el transiluminador UV.
2. Cortar la banda del gel de agarosa y colocarla en un eppendorf. Anteriormente pesar un
eppendorf vacio para restar el peso del mismo a la masa total del producto cortado.



9.

10.
11.
12.
13.
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Agregar Membrane Binding Solution (isotiocianato de guanidina) en una razon de
10uL de solucién por cada 10 mg de banda de gel de agarosa. Vorterear la mezcla e
incubarla durante 10 minutos a 50-65°C ( cada 2 minutos hacer un vortex a la mix para
que actue la solucion disolviendo el gel)

Centrifugar el eppendorf (spin) para asegurarnos que toda la mezcla este en el fondo del
tubo.

Colocar la mezcla en una minicolumna (que debe colocarse dentro del tubo colector) e
incubar 1 minuto a T° ambiente.

Centrifugar a 16.000 rpm durante 1 minuto. Descartar el liquido del tubo colector y
colocar nuevamente la columna dentro del mismo.

Lavar la columna con 700 puL de Membrane Wash Solution.

Centrifugar 1 minuto a 16.000 rpm. Descartar el liquido del tubo colector y repetir un
lavado agregando 500 pL de Membrane Wash Solution, centrifugando 5 minutos a
16000 rpm.

Transferir cuidadosamente la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Agregar 50 pL de agua miliQ ESTERIL.

Incubar a T° ambiente 1 minuto.

Centrifugar 1 minuto a 16000 rpm.

Descartar la columna y guardar el Eppendorf a 4° C o -20° C.

BIBLIOGRAFIA:

MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL, Russell, David and
Sambrook, Joseph, CSHL PRESS Edit. 3? edicion. Volumen I, 11, 111

Universidad catolica de Louvain, Facultad de Medicinabiologia molecular,
Cochabamba, Bolivia.

NCBI ( www.pubmed.com).

www.promega.com. Technical Bulletin: wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.
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Un pldsmido purificado suele dar
2 bandas en la electroforesis

19



1

TRABAJO PRACTICO N°4 - DIGESTION DEL GEN DE LA AMILASA

Y VECTOR pGEX 4T3

OBJETIVOS:

e Realizaremos la purificacion del producto de la reaccion de PCR a partir de una corrida
electroforética en geles de agarosa.

e Realizaremos la digestion con enzimas de restriccion del gen amplificado de la a-amilasa
pancreatica de rata y del plasmido PGEX 4T3 utilizado como vector.

FUNDAMENTO: Purificacién de ADN a partir del gel de agarosa

Los productos de PCR son comunmente purificados con el fin de remover el exceso de
nucledtidos y primers ademas de permitir seleccionar y purificar la banda correspondiente al
fragmento de interés de una mezcla de fragmentos.

Materiales:

Membrane Binding solution
Membrane Wash solution
Columnas de purificacion
Tubo colector

Eppendorf de 1,5 mL

Agua miliQ estéril
Centrifuga

Protocolo de purificacién:

1

foe)

Sembrar en el gel de agarosa 1% (suministrado por el JTP) las muestras
correspondientes a los productos de PCR y el marcador de tamafio molecular
correspondiente (1 Kb), encender la fuente y correr a 100 V durante 45 min.

Visualizar la banda del peso molecular correspondiente al gen de la o-amilasa
pancreética utilizando el transiluminador UV.

Cortar la banda del gel de agarosa y colocarla en un tubo Eppendorf. Anteriormente
pesar un tubo Eppendorf vacio para restar el peso del mismo a la masa total del
producto cortado.

Agregar Membrane Binding Solution (isotiocianato de guanidina) en una proporcion
de 10 pL de solucion por cada 10 mg de banda de gel de agarosa. Agitar la mezcla e
incubarla durante 10 min a 50-65° C (cada 2 minutos hacer un vortex a la mix para
que actle la solucién disolviendo el gel).

Centrifugar el tubo Eppendorf (spin) para asegurarnos que toda la mezcla este en el
fondo del tubo.

Colocar la mezcla en una minicolumna (que debe colocarse dentro del tubo colector) e
incubar 1 min a temperatura ambiente.

Centrifugar a 16.000 rpm durante 1 min. Descartar el liquido del tubo colector y
colocar nuevamente la columna dentro del mismo.

Lavar la columna con 700 uL de Membrane Wash Solution.

Centrifugar 1 min a 16.000 rpm. Descartar el liquido del tubo colector y repetir un
lavado agregando 500 puL de Membrane Wash Solution, centrifugando 5 minutos a
16.000 rpm.

10. Transferir cuidadosamente la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.



11. Agregar 50 pL de agua miliQ ESTERIL (agua destilada y filtrada).
12. Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

13 Centrifugar 1 min a 16.000 rpm.

14. Descartar la columna y guardar el tubo Eppendorf a 4° C o0 -20° C.

FUNDAMENTO: Corte con enzimas de restriccion:

Como se aclaré anteriormente, las enzimas de restriccién son endonucleasas que reconocen
secuencias especificas del ADN y realizan cortes entre las dos hebras de la molécula de acido
nucleico. Estudios funcionales y el aislamiento de estos catalizadores bioldgicos junto con la
enzima denominada ligasa ha permitido la manipulacion del ADN generando moléculas
recombinantes que son de gran utilidad en el campo de la biologia molecular y la ingenieria
genética.

A la hora de disefar primers para amplificar la secuencia de interés para ser clonada y/o
expresada utilizando un vector apropiado, el investigador debe tener presente que el proceso
de seleccion de las enzimas de restriccion a utilizar debe ser cuidadoso. En una primera
instancia, las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion para realizar los cortes en
los fragmentos a clonar y en el vector deben estar presentes solo una vez en cada una de las
moléculas de ADN. De esta manera, se asegura que el corte se dara lugar solo en la secuencia
requerida. Como se recordara, en el disefio de los primers para realizar la reaccion de RT-
PCR, fueron afiadidos en ambos extremos las secuencias que son reconocidas por las enzimas
de restriccion, las cuales también son utilizadas en el corte del vector a usar. De esta manera,
se asegura que luego del proceso de ligacion, la secuencia se insertara en el vector de manera
direccional.

MOLECULE A MOLECULE B
5% §-6-A-T-C-C =3’ SIS R
3*—— C-C-T-A-6-6—— 5’ 3*—— C-C-T-R-6-6 ——5"

Digest each with same restriction
endonuclease, BamHI

—8 Sticky end$ —————p. G-A-T-L-C ——
> a Y :
—C-C-T-R-6 6 ——

Mix
e . Il B [ 1 —

§ i T o5 ona Sealwith DNA ligase ( )

OO “: ": ": Recombinant DNA

La reaccién de digestion involucra la participacién de la enzima propiamente dicha, la cual
actuara en presencia de un buffer, el cual provee el ambiente quimico éptimo para la actividad
de este catalizador. A su vez, la adicion de BSA (Bovine Serum Albumin) aumenta
notablemente la accion de la enzima de restriccion.

Las enzimas a utilizar en el presente practico son: Bam HI, la cual es producida por Bacillus
amyloliquefaciens H, y Not I, producida por Nocardia otitidis-caviarum. Ambas enzimas
poseen actividad maxima a 37° C vy utilizan el mismo buffer de reaccidon. Los sitios
reconocidos por las enzimas a utilizar son los que se presentan a continuacion:


http://www.thelabrat.com/restriction/sources/Nocardiaotitidiscaviarum.shtml

5. /GBATCE. .. & [P c {oxc i c Lod o1 c [ o<
3...CCTAGG...5 3...CGCCGGCG...5
Bam HI Not I

PROCEDIMIENTO: Reaccién de digestion

A continuacion, se presenta el protocolo para la realizacién de una reaccion de restriccion con
volumen final de 20 pL:

1) Cada grupo grupo tomara dos tubos Eppendorf de 0,5 mL esteriles y los colocara en
hielo molido para trabajar durante todo el procedimiento a una temperatura de
aproximadamente 4° C.

2) Eneltubo 1 se realizara la digestion del gen de la amilasa pancreética y en el tubo 2 el
del plasmido utilizado como vector (pGEX-4T3) que sera entregado por el Jefe de
Trabajos Practicos. Agregar cada uno de los componentes como lo indica la tabla,
comenzando por el agua y finalizando con las enzimas. jjjCambiar de tip cada vez
gue se tome un componente diferente de la mezcla!!!

Tubo 1:
Componente Cantidad
Buffer 10 X 2,0 uL
Not I (10 U/uL) 0,5 puL
BamHI (10U/pL) 0,5 uL
ADN (gen amilasa) 10 pL (aprox. 1 pug)
BSA (10 pg/uL) 0,2 uL
H20 csp 20 pL 6,8 uL
Tubo 2:
Componente Cantidad
Buffer 10 X 2,0 uL
Not I (10 U/uL) 0,5 puL
BamHI (10 U/uL) 0,5 uL
Plasmido (PGEX 4T3) 10 pL (aprox. 1 pg)
BSA (10 pg/uL) 0,2 uL
H>0 csp 20 pL 6,8 puL

Composicion del buffer 10X: 60 mM Tris-HCI (pH 7,9), 1,5 M CINa, 60 mM Cl,Mg, 10
mM DTT a 37° C.

3) Incubar la mezcla por 1 hora a 37° C y luego 15 min a 70° C para realizar la
inactivacion de las enzimas.
4) Rotular y guardar los tubos a -20° C para ser utilizados en el practico N°6.



LIGACION

Realizaremos la purificacion del producto de la reaccion de digestion enzimética realizado
en el trabajo préctico anterior a partir de una corrida electroforética en geles de agarosa.

Una vez purificado dichos productos se procederd a la ligacion de los mismos para
obtener la molécula de ADN recombinante a usar en la transformacion de bacterias
competentes.

FUNDAMENTO: Purificacion de ADN digerido

Los productos de digestion enzimética son purificados con el fin de remover el buffer de
reaccion y las enzimas inactivadas, ademas nos permite seleccionar y purificar la banda
correspondiente al fragmento de interés de una mezcla de fragmentos.

Materiales:

¢ Membrane Binding solution
Membrane Wash solution
Columnas de purificacion
Tubo colector

Eppendorf de 1,5 mL

Agua miliQ estéril
Centrifuga

Protocolo de purificacion:

1

Sembrar en el gel de agarosa 1% (suministrado por el JTP) las muestras correspondientes
a los productos de digestién, tanto del gen de la amilasa pancreéatica como del vector
pGEX-4T3 y el marcador de tamafio molecular correspondiente (1 Kb). Encender la
fuente y correr a 100 V durante 45 min.

Visualizar las bandas de los pesos moleculares correspondientes al gen de la a-amilasa
pancredtica y al plasmido abierto utilizando el transiluminador UV. Recordar que el
plasmido no digerido puede interferir en los experimentos futuros generando resultados
falsos positivos.

Cortar las bandas del gel de agarosa y colocarlas en dos tubos Eppendorf. Anteriormente
pesar un Eppendorf vacio para restar el peso del mismo a la masa total del producto
cortado.

Agregar Membrane Binding Solution (isotiocianato de guanidina) en una razon de 10 pL
de solucién por cada 10 mg de banda de gel de agarosa. Agitar la mezcla e incubarla
durante 10 min a 50-65° C (cada 2 minutos hacer un vortex a la mix para que actie la
solucion disolviendo el gel)

Centrifugar los tubos Eppendorf (spin) para asegurarnos que toda la mezcla este en el
fondo del tubo.

Colocar la mezcla en una mini columna (que debe colocarse dentro del tubo colector) e
incubar 1 min a temperatura ambiente.

Centrifugar a 16.000 rpm durante 1 min. Descartar el liquido del tubo colector y colocar
nuevamente la columna dentro del mismo.

Lavar la columna con 700 uL de Membrane Wash Solution.
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9. Centrifugar 1 min a 16.000 rpm. Descartar el liquido del tubo colector y repetir un lavado
agregando 500 puL de Membrane Wash Solution, centrifugando 5 min a 16.000 rpm.

10. Transferir cuidadosamente la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

11. Agregar 50 pL de agua miliQ ESTERIL.

12. Incubar a temperatura ambiente 1 min.

13. Centrifugar 1 min a 16.000 rpm.

14. Descartar la columna y guardar el tubo Eppendorf con el producto digerido a 4°C o -20°C.

FUNDAMENTO: Reaccion de Ligacion

Dos procedimientos cruciales en el proceso de clonacién son la ligacion de los segmentos de
ADN vy la transformacion de las bacterias con la molécula de ADN recombinante obtenida. El
proceso de ligacién se logra utilizando la enzima ligasa de ADN (usualmente obtenida a partir
del bacteriéfago T4). Esta reaccion requiere de ATP y iones magnesio, dando lugar a la
formacion de un enlace fosfodiéster entre el grupo fosfato presente en el extremo 5’ y el
extremo 3’°, donde se encuentra expuesto un grupo hidroxilo.
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Los fragmentos de ADN pueden presentar extremos cohesivos u extremos romos dependiendo
del corte realizado por la enzima de restriccion. La ligacion entre extremos cohesivos es de
mayor eficiencia que aquella que se da lugar entre extremos romos. Debido a esto, cuando es
necesario ligar dos extremos romos, la concentracion de enzima utilizada y el tiempo de
incubacion aumentan en comparacion a la primera reacciéon (en nuestro caso, los extremos
generados luego de la actividad de las enzimas de restriccion son cohesivos).
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Muchas impurezas inhiben notablemente la reaccion de ligacion. Una de ellas es la presencia
de ADP, el cual es producto de la hidrdlisis de ATP, que normalmente se encuentra en el
buffer de reaccion de la enzima ligasa. Por otro lado, impurezas obtenidas en el proceso de
purificacion a partir de geles de agarosa pueden disminuir notablemente la eficiencia de
ligacion. Es por eso de gran importancia tener sumo cuidado con los fragmentos de acidos
nucleicos a utilizar en la presente reaccion. Por ultimo, la relacion entre vector e inserto
presente en la mezcla de reaccion dependera de cada inserto y de la eficiencia de la enzima a
utilizar. Generalmente la relacion vector: inserto es de 1:3. Luego de llevada a cabo esta
reaccion, se obtendrdn moléculas recombinantes formadas por nuestro vector (PGEX 4T3) y
nuestro gen (alfa amilasa). Estas moléculas recombinantes serdn luego utilizadas para
transformar bacterias competentes.

PROTOCOLO: Reaccién de Ligacion

1) Tomar un tubo eppendorf de 0,5 mL esteéril, colocar en hielo molido para trabajar
durante todo el procedimiento a una temperatura de aprox. 4° C.

2) Agregar cada uno de los componentes indicados en la tabla comenzando por el agua y
buffer, dejando para el final la enzima ligasa T4. jjjCambiar de tip cada vez que se
tome un componente diferente de la mezcla!!!

Componente Cantidad
Ligasa Buffer 10X 1,0 uL
ADN vector 1,0 uL
ADN inserto 3,0 uL
T4 ligasa (3 U/uL) 0,3 uL
H-O csp 4,7 uL

Composicion del buffer 10X: 300 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM ATP, 100 mM Cl>Mg,
100 mM DTT. Nota: La eficiencia de este buffer disminuye notablemente con la
degradacion de ATP a ADP.

3) Incubar la mezclaa 16° C durante 16 horas.

4) Incubar la mezcla a 70° C durante 15 min para producir la inactivacion de la enzima.
5 Guardar el tubo a -20° C hasta su utilizacion.

En esta etapa obtendremos ya nuestro gen inserto y ligado en el vector, el paso siguiente
consiste en realizar la transformacion de bacterias, la cual tiene como objetivo la introduccion
de dicha molécula recombinante en bacterias competentes.



DISCUSION N° 3 Y TRABAJO PRACTICO N° 5

TRANSFORMACION-TRANSFECCION

INTRODUCCION

Una vez obtenida la molécula recombinante in vitro, ésta debe ser introducida en la
celula huésped. La introduccion de ADN en células procariotas y levaduras se denomina
transformacion. La transformacion de células eucariotas superiores se refiere a cambios
en las caracteristicas del cultivo celular, por ello se utiliza el término transfeccion para
denominar la entrada de ADN foréneo a la celula.

Las células son capaces de tomar ADN desnudo del ambiente exterior y expresarlo
como proteinas funcionales. Sin embargo, dado el tamafio y la carga de las moléculas de
ADN, y las mdltiples barreras enzimaticas y de membrana existentes, la entrada
espontanea de material genético a las células y su subsecuente expresion es un proceso
muy poco eficiente, por lo tanto, se han desarrollado un gran nimero de métodos para
facilitarlo.

Las técnicas de transfeccion se han desarrollado fundamentalmente para permitir la
introduccidn de acidos nucléicos en el interior de las células, permitiendo en gran medida
ampliar los conocimientos acerca de la regulacion génica y de la funcién de las proteinas
en los sistemas celulares. Actualmente se emplean en un gran numero de aproximaciones
experimentales:

« Expresion de proteinas para su purificacion.

« Expresion de proteinas para estudiar su efecto sobre el fenotipo celular.

» Estudio de promotores y elementos regulatorios.

« Estudio de mecanismos involucrados en el procesamiento del ARN,

modificaciones postraduccionales, etc.

« Interaccion de proteinas.

» Clonado.

« Terapia geénica.

La introduccién de una construccién de ADN recombinante en la que se ha situado la
secuencia codificante (CDS) de un gen reportero (luciferasa, green fluorescent protein
GFP, beta-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa -CAT-, etc.) bajo una secuencia
de regulacion que se desea estudiar, permite medir con facilidad tasas de expresion
génica en diferentes situaciones experimentales. Por el contrario, la introduccion de un
plasmido que contiene la CDS de una proteina de interés bajo el control de un promotor
(constitutivo, regulado, etc.) permite la produccion de la proteina deseada que puede estar
0 no etiquetada (tagged). En este caso se emplea la célula como una factoria de proteinas
a la que se le introduce en forma de plasmido la informacion de la proteina que se desea
sintetizar.
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Podemos diferenciar dos tipos de transfeccién, de acuerdo a la integraciéon en el
genoma de la célula huésped o no. En la transfeccion transiente, el ADN recombinante
es introducido en una linea celular receptora con el propésito de obtener un nivel alto de
expresion del gen blanco, pero de manera temporal. EI ADN transfectado, no
necesariamente es integrado en el cromosoma huésped. Este tipo de transfeccion es
elegido cuando se necesita analizar gran cantidad de muestras en un corto periodo de
tiempo. Tipicamente, las muestras son cosechadas de 1 a 4 dias después de la
transfeccion, y los lisados resultantes son analizados para la expresion del gen blanco.
Por otra parte, la transfeccion estable es utilizada para establecer clones de lineas
celulares en el cual el gen blanco transfectado es integrado al ADN cromosémico, desde
donde dirige la sintesis de la proteina blanco en cantidades moderadas.
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METODOS DE TRANSFORMACION-TRANSFECCION

En cuanto a las células eucariotas, podemos considerar tres grandes grupos de técnicas
de transformacion-transfeccion: los llamados métodos fisicos (se basan en el uso de
sistemas mecanicos, no biologicos, para lograr la insercion de material genético en las
células), los métodos quimicos y los vectores virales. Las diferencias entre estos métodos
se encuentran a nivel metodologico, ya que el conjunto de métodos fisicos no se basa en
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ningun sistema biologico, sino que pretende una insercion a “la fuerza”, de ese material
genetico. También hay que decir que este conjunto de técnicas solo es funcional in vitro,
ya que es necesaria la exposicion de las células a medios extremos.
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METODOS QUIMICOS

El ADN desnudo es incapaz de entrar en una célula y aun consiguiendo entrar en ellas
es rapidamente degradado. Los problemas que encontramos son que el ADN por ser una
molécula polar (rica en cargas negativas) tiene muchas dificultades para cruzar la



membrana plasmatica. La linea de investigacién busca incorporar esas secuencias de
ADN a un transportador, que lo encierre y lo lleve hasta la célula blanco en donde a
través de interacciones de membrana se asocie con ella para entregar el material al
interior.

Los métodos quimicos se basan en la formacion de complejos que las células sean
capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente mediante la ruta endocitica
(fosfato célcico, DEAE dextrano) o a las membranas (lipofeccion).

v TRANSFECCION MEDIADA POR AGREGADOS INORGANICOS
(FOSFATO DE CALCIO)

Los coprecipitados de fosfato de calcio (hidroxiapatita) y de ADN purificado se han
empleado por mas de 20 afios para la transferencia y expresion de informacion genética
en células de mamiferos en cultivo. Esta técnica ha devenido como una de las mas
populares para la transfeccion estable o transiente de células de mamiferos.

La precipitacion por fosfato de calcio se ha empleado para el anlisis de la replicacion
del ADN vy la funcionabilidad de los promotores en experimentos transientes en los
cuales las células son procesadas 48 a 60 h después de la transfeccidn. Su superioridad en
ese sentido con respecto a la transfeccion mediada por DEAE-dextrano es reconocida. Se
cree que una célula transfectada por fosfato de calcio captura mas ADN que una
transfectada por DEAE-dextrano.

El principio de precipitacion del ADN por el fosfato de calcio es simple, pero la
formacion de un coprecipitado éptimo de ADN y fosfato de calcio es dificil de repetir
debido fundamentalmente a una serie de pardmetros que afectan la solubilidad del calcio
y del fosfato.
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Factores que afectan la formacion del precipitado calcio-fosfato-ADN

Hay tres aspectos esenciales que afectan la formacion del precipitado, a saber, la
concentracion de ADN, la temperatura y el tiempo de la reaccion de precipitacion.

Un exceso de ADN soluble en la solucion sobresaturada de calcio y fosfato puede
prolongar el periodo durante el cual se forma el precipitado. Se ha demostrado que a altas



concentraciones, el ADN puede incluso evitar la formacion de dicho precipitado. Es por
esto que reviste especial importancia la preparacion del ADN a transfectarse, ya que
errores en la determinacion de la concentracion de los plasmidos o contaminantes
presentes en la preparacion, que absorban a 260 nm, van a influir sustancialmente en la
naturaleza del precipitado. Es de vital importancia por ende el disponer de una
preparacion de ADN de alta pureza y con concentracion minuciosamente corroborada
para las transfecciones.

La solubilidad de la hidroxiapatita es mayor a bajas temperaturas y este parametro
influye decisivamente en la eficiencia de la transfeccion de células. A pesar de que la
hidroxiapatita es considerada insoluble en agua, se ha notado la ausencia de precipitado
en soluciones a temperaturas cercanas a los cero grados. La mayoria de los protocolos
sugieren trabajar a temperatura ambiente, pero la practica ha demostrado que es
imprescindible un estricto control sobre la temperatura de la reaccion.

La formacion del precipitado es un proceso dinamico, por ende, el tiempo durante el
cual se permite la formacion del precipitado es un pardmetro clave y depende del tipo
celular con el que se trabaje. Estudios recientes, demostraron que la asociacion éptima del
ADN con el fosfato y el calcio ocurria en una ventana de tiempo extremadamente
estrecha entre 0,5 y 1 min. El fundamento para disminuir los tiempos de reaccion se basa
en el hecho de que, con el tiempo, los precipitados tienden a crecer. El precipitado
formado en un minuto tiene la apariencia de un polvillo compuesto por multiples
particulas pequefias, muy fino y cubre homogéneamente las células, a los cinco minutos
se observan menos particulas, pero mas grandes y a los 40 min el precipitado es grosero y
mayor incluso que la propia célula.

Factores que afectan la eficiencia de la transfeccion en las células

Asumiendo la formacién de un precipitado 6ptimo, alin quedan otros parametros de
vital importancia para una eficiente transfeccion, aquellos relacionados con el
comportamiento de las células y las condiciones de incubacién de estas con el
precipitado. La causa mas comun de fallos en las transfecciones se cree estd en la
estabilidad del pH de la solucién de sales. El rango de pH 6ptimo para la transfeccién es
de entre 7,02-7,1. El ajuste del pH en rangos tan estrechos cae practicamente dentro de
los limites de error de la mayoria de los equipos de determinacion de pH disponibles
comercialmente.

Un segundo problema comunmente encontrado es que el medio celular se torna en
extremo &cido inmediatamente que se afiade el coctel de la transfeccion, esto pudiera
conllevar a la formacién de un precipitado muy grosero y a la muerte celular. Es este el
caso para las transfecciones realizadas en medio RPMI-1640, se ha encontrado que es
imprescindible cambiar las células a medios menos &cidos como el DMEM-alpha antes
de la transfeccidn, lo cual garantiza la sobrevida de las mismas.

El tiempo que las células son incubadas con el precipitado varia de acuerdo con la
linea celular, asi por ejemplo, células HelLa, NIH 3T3, CHO son transfectadas
rutinariamente dejando el precipitado actuar por 16 h; otras células como COS-7 no
pueden sobrevivir tan largos tiempos de exposicion.



v TRANSFECCION MEDIADA POR POLIMETROS CATIONICOS
Transfeccion por DEAE-dextrano

El diethyl aminoethyl dextrano (DEAE-dextrano) fue empleado originalmente para
facilitar la entrada de ARN de poliovirus a células y posteriormente para introducir ADN
de virus SV40 y poliovirus. EI método, sujeto a modificaciones menores, se emplea aun
en la actualidad para la transfeccion de genomas virales y plasmidos a células eucariotas.

De forma general esta técnica difiere de la de fosfato de calcio en tres aspectos: 1) se
emplea solo para la transfeccidn transiente de células, 2) trabaja de forma eficiente para
algunas lineas celulares tales como BSC-1, CV-1 y COS-7, pero no para otras, debido a
su toxicidad y 3) se emplean menores cantidades de ADN.
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El mecanismo por el cual el DEAE-dextrano permite la entrada del ADN a la célula'y
su transporte hasta el nucleo es poco conocido. Convencionalmente se asume que grandes
complejos que contienen tanto ADN como DEAE-dextrano se adhieren a la superficie de
la célula y de alguna forma entran mediante endocitosis. A pesar del poco conocimiento
existente sobre este mecanismo, estd probado que las transfecciones por este método son
mas reproducibles que aquellas con fosfato de calcio y que son ademas un instrumento
eficaz en el estudio de la expresion génica de varios tipos de células.

La gran desventaja de esta metodologia comparada con las de fosfato de calcio y
como se verd mas adelante también con el resto de los métodos, radica en que con
DEAE-dextrano solo se logran transfecciones transientes del ADN en la célula huésped.
No esta claro por qué esa diferencia en el destino final del ADN introducido a las células
por métodos distintos.

Por otra parte, se determind que una vez dentro de la célula, el ADN afiadido por
DEAE-dextrano se ensamblaba rapidamente en los nucleosomas y que practicamente
todo el ADN exo6geno quedaba atrapado en esas estructuras a diferencia del mismo ADN
introducido por el método de fosfato de calcio, donde se encontraba que al menos parte
del ADN estaba en forma de agregados o precipitados.

Otros policationes se han empleado para la transfeccion de células eucariotas, entre
ellos el mas popular es el polibreno. Este polication se ha empleado para facilitar la
transfeccion en células con demostrada resistencia a la transformacion por métodos
convencionales, fundamentalmente por fosfato de calcio. Por ejemplo, en células CHO,
se logra hasta 15 veces mayor eficiencia en transfecciones estables utilizando polibreno
que con fosfato de calcio.



El advenimiento de la terapia génica basada en vectores no virales ha despertado el
interés por la busqueda de nuevos vectores sintéticos u organicos. Entre estos destacan el
disefio de estructuras catidnicas de carga neta altamente positiva para que interactden con
el esqueleto fosforado de la molécula de ADN. De los polimeros cationicos empleados en
la actualidad, los que mejores resultados ofrecen en términos de transfecciones eficientes
y estables son: los polimeros de la cascada de las poliamidoaminas y las lipopoliaminas.
Estas familias de polimeros, aunque muy distintas en su estructura quimica, conservan
una similitud adicional a su alta eficiencia de transferencia de ADN a las células: ambas
contienen residuos protonables aun a pH fisioldgico. Esta propiedad es clave pues
permite el control de pH en el endosoma y en teoria puede proteger al ADN de la accion
de degradacion del sistema lisosoma.

v" METODO DE LIPOFECCION

La lipofeccion o transfeccion con liposomas es una técnica que se utiliza para
introducir material genético en una célula mediante el uso de liposomas. Los liposomas
estan formados por el auto-ensamblaje de moléculas lipidicas disueltas en un solvente
acuoso, dichos lipidos adoptan estructuras estables que resultan en una disposicién
termodinamicamente favorable. Por lo general, se emplean lipidos cargados
positivamente para formar complejos con el ADN de carga negativa (lipoplex). El
complejo tiene afinidad por la membrana y permite la entrada del ADN en el citosol. Los
lipidos cationicos obtienen su carga positiva a partir de la presencia de uno 0 mas grupos
amina presentes en la cabeza polar. Estos grupos gobiernan la interaccion con el
esqueleto fosfatado de los acidos nucleicos y ademas facilitan la asociacion con la
membrana celular, permitiendo el ingreso del ADN. Existen un gran ndmero de lipidos
que se emplean en lipofeccion (por ej.. DOTMA (N[1-(2-3- dioleiloxi)propil]-N, N, N-
trimetilamonio y DOPE (L-dioleoil phosphatidilethanolamina), aunque muchas variantes
se han desarrollado a partir de una estructura consenso de un lipido catiénico sintético.

LIPOSOMA

La interaccion inicial lipoplex-membrana plasmatica es de tipo electrostatica, luego,
la entrada del complejo se completa por endocitosis. Una vez adentro de la célula, el
complejo debe escapar la via endocitica, difundir a través del citoplasma e ingresar al
nicleo para dar comienzo a la expresion génica. Estos atributos contribuyen a una
transfeccion sencilla, repetible y eficiente en una amplia variedad de células y para un
amplio rango de moléculas tales como ADN, ARN, ARN de doble cadena y
oligonucledtidos.



Figure 1—General lipid design and proposed mechanism for DNA entry into cells
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Algunos de los problemas asociados a los métodos de transfeccion tradicionales,
como electroporacion, fosfato de calcio, DEAE-dextrano, incluyen baja reproducibilidad,
toxicidad celular y baja eficiencia de entrega del ADN. Sin embargo, la lipofeccion es
técnicamente simple, genera baja toxicidad y alta reproducibilidad, alcanza altas
eficiencias (70 — 90%) en una amplia variedad de células eucariotas, y es adecuada para
transfeccién de manera transiente o estable. Las desventajas del método son el elevado
precio de los lipidos, el hecho de que no todos los lipidos funcionan en todos los tipos
celulares, y que hay que optimizar el ensayo para cada tipo celular. Los pardmetros a
optimizar son la relacién entre lipido y ADN (relacion de cargas), la cantidad de ADN
empleado, el tiempo que se exponen las células al complejo y la presencia o ausencia de
suero.

METODOS FISICOS

Basados en la introduccién mecanica de las moléculas en el interior de la célula.
v' ELECTROPORACION

La electroporacion es una técnica de introduccion de ADN a células en cultivo y se
lleva a cabo mediante la aplicacion de pulsos eléctricos a las células, lo que provoca la
apertura de poros en la membrana de estas con la consiguiente penetracion del ADN
presente en el medio de electroporacion.
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La electroporacion se ha empleado para introducir ADN en una amplia variedad de
células animales, de plantas y también en bacterias y levaduras. La electroporacion puede
ser usada indistintamente para expresion transiente o estable. La eficiencia de la
transfeccion por electroporacion esta influida por una serie de factores, entre los cuales
destacan:

1 Magnitud del campo eléctrico aplicado. A bajos voltajes, la membrana
plasmatica de las células en cultivo no es afectada lo suficiente, como para permitir el
paso de moléculas de ADN al interior de las células. A altos voltajes las células pueden
ser irreversiblemente dafiadas. Para la mayoria de las células los mayores niveles de
expresion transiente se alcanzan con voltajes entre 250 y 750 V/cm.

2 Duracion del pulso eléctrico. Por lo general, el tiempo 6ptimo de electroporacion
es entre 0,2-10 ms. Normalmente se deja pasar un pulso Unico a través de la suspensién
celular. En el caso de los pulsos cuadrados, se ha hallado que la descarga de varias
réplicas de estos aumenta la eficiencia de transfeccion para algunas lineas celulares.

3 Temperatura. Algunos autores reportan que los niveles maximos de transfeccion
se logran cuando las células son mantenidas a temperatura ambiente durante la
electroporacién; otros indican que es mejor mantener las células a cero grados. Esas
discrepancias pueden resultar de las diferencias en la respuesta de distintas lineas
celulares al paso de la corriente, o en la cantidad de calor generado durante la
electroporacion.

4. Concentracion y tipo de ADN. Si bien se puede transfectar mediante
electroporacién tanto ADN circular como lineal, los mayores niveles de expresion tanto
transientes como estables, se obtienen cuando se usa ADN lineal. La concentracion
Optima de ADN para las transfecciones se encuentra en el rango de 1 a 40 ug/mL.

5 Composicion ionica del medio. La constante de tiempo de pulso (¢) es afectada
draméaticamente por la composicion del medio de electroporacion, asi las células
resuspendidas en soluciones salinas tamponadas tales como: PBS, Buffer-Hepes salino, o
medios de cultivo celulares permiten una menor duracion del pulso eléctrico. EI empleo
de sustancias no i6nicas (manitol, sacarosa, etc.) en soluciones tamponadas aumenta la
constante de tiempo de pulso.

La optimizacion de estos parametros es un requisito necesario para cada linea celular
y hace de la electroporacién una técnica de gran versatilidad para la mayoria de las lineas
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celulares con una ventaja obvia sobre el resto de los procedimientos: permite la
transfeccion de lineas celulares recalcitrantes a otros métodos.

A diferencia de la transfeccién por fosfato de calcio o de la fusion de protoplastos, la
electroporacién por lo general conlleva a la formacion de lineas celulares establemente
transformadas con la integracion de una sola copia del ADN foraneo.

En términos generales la mayor desventaja de la electroporacion es su costo, ya que la
mayoria de los equipos comercialmente disponibles son caros, en el orden de los miles de
dolares, ademas de los accesorios como cubetas y adaptadores que también lo son.

ELECTROPORADOR

CUBETAS DE ELECTROPORACION

v MICROINYECCION DIRECTA DE ADN EN EL NUCLEO DE CELULAS

Este método consiste en introducir el ADN mediante una inyeccion en el nicleo de
las células. Al introducirlo directamente alli, evitamos la degradacion citoplasmatica y
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lisosomal. Se realiza mediante un micromanipulador, microscopio invertido que permite
la visualizacion.

Las células que sobreviven y han insertado el material genético presentan una alta
eficacia de expresion del mismo. La técnica es muy laboriosa, de alta complejidad y
necesita células aisladas para su realizacion. Este sistema se suele utilizar "ex vivo". En el
caso de inyeccion en embriones se denomina terapia génica germinal siendo un método
"in vivo". Las tecnologias desarrolladas por Capecchi para células fueron adaptadas
exitosamente a embriones de una gran cantidad de especies, para abrir paso a la
modificacion genética de animales o transgnésis.

v BIOBALISTICA

Pequefias particulas de tungsteno u oro son utilizadas para unir ADN, preparandolas
para dirigirlas al interior de las células, tejidos u organelas por medio de un sistema
acelerador de particulas. Este método ha sido llamado de varias maneras, por ejemplo:
método de bombardeo por microproyectiles, método de pistola génica o método de
aceleracién de particulas. La biolistica es utilizada para aquellos tipos de células que son
imposibles o dificultosas transformar por medio de otros métodos, tales como las células
vegetales, tejidos, 6rganos y lineas celulares primarias.

La eficiencia con la que el ADN extrafio es introducido al interior de las células por
esta metodologia depende de distintas variables, entre ellas, el tipo de celular (bacteria,
planta o tejido), la densidad del cultivo, medio de cultivo, los paramentos de la pistola
génica y el tipo de municiéon (el tamafio 6ptimo de particulas para cada aplicacion
depende del tipo celular).

Las particulas de tungsteno son de tamafio irregular pero algunas células son sensibles
a los efectos toxicos de este metal de transicion. Este metal es ademas susceptible a la
oxidacion, lo cual promueve la degradacion del ADN. El oro es menos toxico y mas
maleable. Sin embargo, el oro une ADN con menor eficiencia y es mas caro que el
tungsteno.

VECTORES VIRALES

Esta metodologia comienza en 1968 cuando se demuestra que los virus son capaces de
infectar células de mamifero. El desarrollo en 1989 de las células empaquetadoras
(aportan la composicion proteica que necesitan los virus para su funcionalidad ya que ésta
ha sido eliminada del genoma viral) supuso un avance importante en esta metodologia al
aumentar la titulacion en virus no patogenos. En todos los casos vamos a eliminar el
mayor namero de genes y secuencias al virus para que pueda captar el DNA exdgeno.
Los vectores virales pueden ser utilizados tanto "in vivo™ como "ex vivo". Hasta el
momento los virus mas utilizados en terapia génica son los siguientes:

Retrovirus

Son virus ARN que tienen capacidad para integrar genes terapéuticos relativamente
grandes (un méaximo de 8 Kb). Necesitan de células empaquetadoras para su obtencion.
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Se transfiere el ADN del virus mediante la técnica del fosfato de calcio a las células
empaquetadoras. Posteriormente se realiza una segunda transduccion en la cual
introducimos la construccion génica de interés.

Los virus inyectados en el huésped integran su ADN en el genoma del huésped
expresando asi el gen que le hemos afiadido. Como las proteinas del virus no son
expresadas por el huésped, no tenemos una respuesta inmunitaria. Tienen una alta
eficacia de transduccion y también de expresién, siendo un sistema bien estudiado. Sin
embargo, Unicamente sirven para infectar células del huésped que se encuentran en
division. Ademas, los titulos de virus obtenidos hasta ahora son bajos y la integracion en
el genoma es al azar.

Adenovirus

Son una familia de virus ADN que causan infecciones en el tracto respiratorio

humano. Se pueden llegar a insertar en ellos hasta 7,5 Kb de ADN exdgeno.
En este caso no se necesita la integracion del material hereditario del virus en el del
huésped para su replicacion, por lo tanto, tampoco el transgén seréd introducido en el
genoma de la célula. Y por tanto tampoco necesitan que las células infectadas estén
dividiéndose para su replicacion.

La gran ventaja de usar un adenovirus como vector es la alta eficacia de
transduccion, al igual que la expresion de la construccion génica introducida, sin
embargo, ésta es transitoria (pocas semanas). Esto Ultimo obligaria a tratamientos
periodicos lo cual es un inconveniente ya que los adenovirus producen respuesta inmune
celular e inflamatoria.

Virus adenoasociados (VAA)

Son parvovirus, contienen ADN como material genético, y requieren la coinfeccion
con un adenovirus para multiplicarse. Son vectores que combinan las ventajas de los
retrovirales y los adenovirales. Su capacidad de integrar ADN exdgeno es pequefia, sélo
de 5 Kb.

Las principales ventajas son que los virus adenoasociados integran su ADN en la
célula durante la replicacion, por lo que la transduccion (la cual es altamente eficaz) es
estable en la célula diana. Ademas, pueden infectar tanto a células en divisién como a las
que no lo estan (de gran importancia para la terapia génica "in vivo™). Los vectores AAV
no estan implicados en ningun tipo de enfermedad humana. Ademas, el riesgo de una
respuesta inmune esta minimizado ya que no produce proteinas viricas.

Sin embargo, existen también una serie de inconvenientes como que este tipo de vectores
todavia no ha sido tan bien estudiado como los retrovirus y los adenovirus.

Herpesvirus

Son virus ADN cuyas células diana son las neuronas. Su complejidad y lo poco que
todavia conocemos de esta familia de virus dificulta su utilizacion. La gran ventaja es el
gran tamafio de su ADN, que les permite aceptar varios genes terapéuticos, incluso
podrian ir con sus propias regiones reguladoras. Uno de los inconvenientes es que habria
que eliminar las secuencias que codifican para las proteinas liticas del virus que causan la
muerte de las células a las que infectan.
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CONCLUSION

La eleccion de un método de transfeccion en particular, depende del objetivo del
experimento (por ejemplo, el tipo de ensayo a ser utilizado para el rastreo, la habilidad de
la linea celular para sobrevivir el estrés de la transfeccion y la eficiencia requerida por el
sistema).

La siguiente tabla nos ayudara a elegir el método apropiado para nuestro
experimento.

Expresion
Método Eficiencia Tipo celular
Transiente Estable
Liposomas Si Si Alta Células adherentes, lineas
celulares primarias, cultivos
en suspension
Fosfato de calcio Si Si Baja Células adherentes (CHO,
293), cultivos en suspensién
DEAE-dextrano Si No Alta BSC-1, CV-1y COS
Electroporacion Si Si Alta Muchas
Biobalistica Si Si Alta Lineas primarias celulares,
tejidos y células vegetales
Microinyeccion Si Si Alta Células embrionarias
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OBJETIVO

El objetivo de este Trabajo Practico de Biologia Molecular consiste en incorporar el
gen de la a-amilasa pancreética de rata a bacterias competentes.

Las bacterias son capaces de tomar ADN desnudo del ambiente exterior y expresarlo
como proteinas funcionales. Este es un proceso que ocurre naturalmente y es uno de los
medios por el cual las bacterias incorporan genotipos ventajosos, como la resistencia a
antibidticos. Sin embargo, dado el tamafio y la carga de las moléculas de ADN, y las
multiples barreras enzimaticas y de membrana existentes, la entrada espontanea de
material genético a las células y su subsecuente expresion es un proceso muy poco
eficiente, por lo tanto, se han desarrollado un gran nimero de métodos para facilitarlo.

Es posible inducir quimicamente a bacterias a incorporar mas eficientemente esta
nueva informacién que de manera natural. Estas bacterias se denominan competentes y
las copias replicadas de un plasmido arreglado genéticamente se denominan
rutinariamente clones. Las técnicas que inducen el estado de competencia de las bacterias
se basan en diversos tratamientos quimicos o fisicos que producen poros en la pared, lo
que permite una transformacion bastante eficiente

Dos formas distintas de competencia deben ser distinguidas: natural y artificial.
Algunas bacterias son capaces de incorporar de manera natural ADN bajo condiciones de
laboratorio y muchas méas pueden ser capaces de hacerlo en sus ambientes naturales.
Estas especies traen un conjunto de maquinaria genética especifica para llevar el ADN a
través de la membrana al interior celular. Por otra parte, la competencia artificial no esta
codificada en el genoma procariota, sino que es inducida por procedimientos en el
laboratorio, en donde las células son convertidas en permeables a través de condiciones
que normalmente no ocurren en la naturaleza.

Un método de generacién de bacterias competentes es el tratamiento con CaCl.. El
fundamento de la técnica es que la membrana bacteriana resulta permeable a los iones
cloruro, pero no lo es a los iones calcio. A medida que los iones cloruro entran al interior
celular, estos son acompafados de agua. El influjo de agua hace que la bacteria se hinche
y es necesario para el posterior ingreso del ADN. Ademas, las cargas positivas del calcio
neutralizan las cargas negativas del ADN y de la pared celular disminuyendo su repulsion
electrostatica. Las bacterias hinchadas son denominadas competentes. A continuacion, el
ADN de interés es mezclado con las células y al ser expuestas a un aumento brusco de
temperatura, o choque térmico, se genera una diferencia de presion entre el medio extra e
intracelular lo cual induce la formacion de poros a través de los cuales pueden ingresar
las moléculas del plasmido. Al retornar las células a una temperatura normal la pared
celular se vuelve a cerrar.

Existe ademas otra metodologia que se puede aplicar para la transformacion
bacteriana. La electroporacion consistente en inducir la competencia mediante la
aplicacién de un pulso eléctrico muy breve e intenso. Los fundamentos, ventajas y
desventajas de la técnica fueron discutidos previamente.

Durante una transformacion, solamente un pequefio porcentaje de las bacterias es
transformado y la presencia del reporter de antibidtico en el plasmido permite un rapido
chequeo de las transformantes exitosas. Solamente las bacterias transformadas, que
poseen el gen de resistencia a antibidtico, pueden sobrevivir y crecer en presencia de un
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medio de cultivo conteniendo el antibiotico. Existen diversos antibioticos que pueden ser
utilizados, uno de los mas comunes es la ampicilina. Otros plasmidos poseen un segundo
nivel de seleccion, por ejemplo la alfa-complementacion, que permite seleccionar las
bacterias que poseen el plasmido con el fragmento de interés de las que tienen solo el
plasmido.

O
v s
; NH CH;
NH, N CH,
AMPICILINA O “COOH

Mecanismo de accion de ampicilina: los antibiéticos beta-lactamicos como la ampicilina son
bactericidas. Actlan inhibiendo la Gltima étapa de la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose a
unas proteinas especificas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins) localizadas en la pared celular. Al
impedir que la pared celular se construya correctamente, la ampicilina ocasiona, en dltimo término, la lisis
de la bacteria y su muerte.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de bacterias competentes por CaCl: (lo haran los docentes previamente
al préctico):

1- Crecer la cepa bacteriana adecuada (cepa E. coli DH5a) en una placa de LB/agar a 37°
C 16-20 h.

2- Transferir una colonia a 100 ml de LB liquido e incubar aproximadamente 3 ha 37° C
en agitacion (300 rpm). No exceder DO: 0,4. (densidad Optica)

3- Transferir a tubos de 50 ml y enfriar a 0° C durante 15 min.

4- Centrifugar a 4000 rpm, 10 min a 4°C. Eliminar completamente el sobrenadante

5- Resuspender el pellet celular en 10 ml de CaCl. 0,1 M enfriado y colocar en hielo
durante 15 min. Centrifugar a 4000 rpm 10 min a 4°C. Eliminar completamente el
sobrenadante.

6- Resuspender el pellet en 2 ml de CaCl, 0,1 M frio cada 50 ml originales. Guardar
hasta 8h a 4°C o alicuotar en eppendorfs y agregar glicerol (15% en volumen final) y
congelar a -70° C el tiempo que se desee.

Transformacion de bacterias (los alumnos se separaran en 2 grupos):
a) Cultivo de E. coli en LB-agar:

1- Previo a encender el mechero, desinfectar la zona utilizando alcohol al 70%.
2- Calentar el ansa hasta que se ponga roja. Enfriar el ansa en el medio con agar.
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3- Tomar un inoculo de bacteria y sembrar en la placa por agotamiento de la siguiente
manera:

— |
@

4- Colocar en estufa a 37°C con la tapa hacia abajo.
5- Repetir desde el punto 2 para cultivo en LB-agar-ampicilina.

Procedimiento:

1- Colocar 50 pl de bacterias competentes en tubo eppendorf de 1,5 ml estéril y agregar
20 ng de ADN plasmidico o H20 segln el caso. Mezclar suavemente e incubar en hielo
10 min.

Grupo A (problema): Plasmido con fragmento
(Control 1): H20

Grupo B (Control 2): Plasmido digerido
(Control 3): Plasmido ligado sin fragmento con concentracién conocida
para calcular la eficiencia de transformacion

2- Transferir a bafio a 42° C durante 2 min.

3- Répidamente transferir a hielo 5min.

4- Agregar 400 pl de LB estéril e incubar 30 min a 37° en agitacion para expresar
resistencia a ampicilina.

5- Centrifugar las bacterias transformadas y resuspender en 100 pl. Sembrar en placa
con LB/agar/amp. Dispersar con espatula y dejar a T° ambiente para absorber liquido.
6- Incubar la placa a 37°C invertida hasta aparicion de colonias 12-16 h.
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Ejercicios:

1) <A partir de los siguientes esquemas interpretar los posibles resultados de la
transformacion de las bacterias:

O <

2) EIl chequeo de las colonias obtenidas es un habito de rutina para diferenciar las
colonias que contienen el plasmido sin fragmento de las que tienen el plasmido con el
fragmento. Si bien un vector como el pBluescript 11 KS- posee el sistema de seleccion de
colonias positivas por a-complementacion, la efectividad del método no siempre es del
100 %, y el chequeo de colonias es necesario para confirmar la positividad de las
colonias. ¢Qué técnicas utilizaria para chequear las colonias positivas?

3) Interpretar el siguiente gel. Este corresponde a PCR de bacterias que fueron clonadas
con un plasmido pBluescript conteniendo el fragmento a-amilasa (1522 pares de bases).
La PCR se realizd con los primers T3y T7 (ver esquema del plasmido en la guia de TP
7). ¢Cudles bacterias poseen el inserto?

M12345678910
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TRABAJO PRACTICO N°6
CHEQUEO POR PCR DE BACTERIAS TRANSFORMADAS

En el practico anterior se realizé una transformacion de bacterias competentes, es decir la
insercion de una molécula recombinante (plasmido con inserto del gen de a-amilasa) en una
célula procariota.

Cloning "_‘ ALY Buokarjolie
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(l) Oming vecter ﬁ) DNA fragmest of internst
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predaces many codies
of recombinznt DNA

En el trabajo practico de hoy realizaremos la técnica de Colony PCR, ésta es una de las
variantes de la PCR convencional (se recomienda repasar conceptos basicos de PCR en el
practico N°3). Consiste en una reaccién de PCR de cada colonia bacteriana analizada, con
el fin de rastrear las colonias que contienen la secuencia nucleotidica deseada. El DNA de
las colonias no ha tenido que ser aislado previamente, sino que se usan las bacterias
directamente ya que muchas de ellas se lisaran durante el primer paso de desnaturalizacion,
haciendo su DNA accesible al cebado de la PCR.



Mediante esta metodologia, de un conjunto de colonias puede determinarse, usando los
cebadores del fragmento de DNA deseado, las que contienen o no el inserto de interés. De
esta forma solamente las colonias positivas que se obtengan se cultivaran y se aislara
suficiente DNA para su analisis posterior.

Add to SapphireAmp
Fast PCR Master Mix

+ primers & dH20
= Fm PCR
;?? E; Load 5 pl
directly on gel

Pick Colony Replica Plate

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR

Materiales:
- Buffer 10X
- MgCl;
- dNTPs 25uM
- Taqg polimerasa
- Primer sense (Forward)
- Primer antisense (Reverse)
- AguamiliQ



Procedimiento:

Se prepara la Master Mix en las siguientes proporciones:

Buffer 2,5 ul
Primer (1,5 c/u) 3,0 ul
dNTP 0,5ul
MgCl, 0,8 ul
Polimerasa 0,2 ul
H-0 18 ul
Total 25 ul

Se selecciona la colonia que se desea chequear si posee el inserto y con un tip estéril se la
toca para retirar suficiente material para la reaccion, pero teniendo la precaucion de dejar
suficiente material para que siga creciendo la colonia. La misma debera ser debidamente
identificada. Luego se sumerge el tip en el tubo con la mezcla de reaccion, se lleva al

termociclador y se corre el siguiente programa de PCR.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 min
94 20seg
35 55 30seg
72 2min
1 72 5min




TRABAJO PRACTICO N°7

INDUCCION Y ANALISIS DE PROTEINAS RECOMBINANTES

OBJETIVOS

El presente trabajo préctico tiene como objetivo culminar con el experimento de clonacion
y expresion de genes heterélogos para su futuro analisis funcional. Durante el mismo se
procederd a la induccion de la expresion de moléculas recombinantes de la enzima alfa
amilasa pancreatica en bacterias para su posterior analisis. El practico se constituye de tres
partes: primera parte, induccion de expresion y preparacion de muestras; segunda parte,
electroforesis de proteinas totales y tincion para visualizacion de proteinas inducidas y
tercera parte (por cuestiones de tiempo se realizara en el trabajo practico N°8), purificacion
y analisis funcional de proteinas recombinantes.

INTRODUCCION

La expresion de proteinas heterdlogas se ha constituido como una herramienta de mucho
uso en el laboratorio de investigacion en biologia molecular, como asi también para las
industrias alimenticias, farmacéuticas y biotecnoldgicas. La incorporacion de la tecnologia
del ADN recombinante se ha constituido como una estrategia reproducible para sintetizar
grandes cantidades de proteinas que presentan una utilidad en medicina o de otro tipo,
siendo un ejemplo tipico la produccion de la insulina humana recombinante.
La secuencia codificante de ADN para la proteina en cuestion se incorpora mediante un
vector apropiadamente seleccionado en células procariontes y/o eucariontes, donde se
transcribe y traduce el gen de interés utilizando la maquinaria biosintética de la célula
huésped. El investigador debe tener en cuenta los siguientes puntos criticos a los fines de
poder asegurar la efectividad y reproducibilidad de los resultados:

1. Seleccionar adecuadamente el vector a utilizar para incorporar la secuencia del ADN a
la célula huésped.

2. Elegir el tipo de célula huésped a utilizar.

3. Seleccionar los clones que contenga la secuencia del ADN, amplificarlos y
conservarlos para su posterior uso en la produccién de proteinas recombinantes de interés.

Una vez seleccionado el vector, y la célula huésped de interés, los pasos a seguir en el
laboratorio se basan en el disefio y construccion del vector recombinante para la posterior
internalizacion del mismo en la célula huésped (previa seleccion del método 6ptimo para el
proceso de transformacion o transfeccion).

Como se discutié con anterioridad, ciertos vectores de expresion presentan componentes
que aseguran la expresion de manera continua de los productos génicos en ellos clonados,
los mismos se basan en la presencia de promotores “fuertes” localizados rio arriba de la
secuencia codificante clonada. Estos vectores, denominados vectores de expresion
constitutiva, son de gran utilidad para la expresiéon a gran escala y de manera rapida de
proteinas recombinantes. Sin embargo, la expresion del las proteinas recombinantes puede
ser regulada mediante la exposicion a diversos estimulos controlados por el investigador en



el laboratorio. Comunmente, se efectia la adicion de ciertos compuestos quimicos,
denominados inductores, los cuales desencadenan el mecanismo de expresion de los genes
clonados en estos vectores de expresion regulada. La induccion de la expresion permite la
obtencion controlada de las proteinas recombinantes.

Por ejemplo, el vector utilizado para expresion heteréloga en eucariotas (pcDNA 3.1)
asegura la expresion constitutiva de los productos proteicos clonados, por lo que, luego de
que se lleva a cabo el proceso de transformacion y seleccion por antibidticos, las células ya
expresaran la proteina de interés, por lo que seran cosechadas y utilizadas en estudios
bioquimicos para la determinacion de actividad bioldgica y funcionalidad.

Cormmeents for poDNAT AN His-TOPD
353 nucleatides:

ChY promolan bases 200-863
TT promcterpriming sile: bases BE1-882
Mulliple cloning site: bases 902-1018

E TOPO# Cloning sie: §53-854
pchA3' 1'|Ir W3 epitope: bases 1020-1061
vS_H IS'TDF D Palyhisfding tag: bases 1071-1083

BEH revansea priming sie! bases 1111-1123
BEH polyadenylation signal: bases 1110-1324
11 erigin of replcation: bases 1387-1800

S\M 0 pramaber and ongin: bases 1865-2 190
Meamycin resistance gens: bases 2 728-3020
540 polyadarmdation signal: bases 30G5-3277
PUC arigin: bases 3708-4382

Ampicilin resistance gene: bases 4527-8307

Sin embargo, el vector utilizado en el proceso de transfeccion y generacién de bacterias
recombinantes se corresponde con un vector de expresion regulada. EI mismo, pGEX 4T3,
se caracteriza por asegurar una expresion regulada del producto génico clonado, gracias a
que el gen de interés se encuentra bajo un tipo de regulaciéon negativa, donde los genes
pueden transcribirse siempre, salvo cuando la proteina represora Lac | (codificada por el
propio vector, lacl) se encuentra unida a la regién promotora (Ptac), por la cual presenta
una elevada afinidad. En este caso, el promotor del gen Lac | es constitutivo, por lo que la
proteina Lac | se expresa permanentemente y permanece unida en forma de tetrdmero a la
zona del promotor, impidiendo que la ARN polimerasa transcriba ese gen. La expresion de
la proteina recombinante permanece “apagada” hasta el momento de la induccion por
adicion de isopropil tiogalactosido (IPTG, inductor). EI compuesto IPTG es capaz de unirse
a la proteina represora Lac | y generar un cambio conformacional que disminuye su
afinidad por la region promotora. De esta forma, se desplaza el represor, el promotor queda
libre y la ARN polimerasa puede transcribir libremente el gen.

pGEX-4T-3 (27-4583-01)
Thrombin
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IPTG: isopropil tiogalactosido

Primera parte: Induccion de expresion mediante IPTG y preparacion de muestras

Debido a que se necesita un cultivo bacteriano en gran escala (500 a 1000 mL), que el
proceso de induccion se realiza durante 4 horas aproximadamente y que el limite de tiempo
en el laboratorio se reduce a dos horas, los JTP comenzaran el proceso de induccion y le
suministraran a los alumnos las muestras celulares para que los mismos lleven a cabo la
preparacion de las muestras para la caracterizacion biologica de las proteinas
recombinantes.

Materiales necesarios

. Medio de cultivo LB con adicion de ampicilina (5 ug/mL)
. Solucién de IPTG 1 M (IPTG PM: 238,3 g/mol)

. Tubos eppendorfs

Protocolo

1. Cultivar overnight en LB-amp un indculo de bacterias transformadas a 37°C en
agitacion continua (200 rpm).



2. Inocular 1 mL de bacterias en 200 mL de medio LB-amp fresco e incubar durante 1 a 2
horas hasta alcanzar una DO (600 nm) de un valor de entre 0.1 y 0.3, lo cual representa un
cultivo en fase exponencial de crecimiento.

3. Previo a la adicion del inductor, se toma una muestra de bacterias, las cuales constituyen
el control previo a la induccién por IPTG (muestra T0).

4. Adicionar 200 uL de una solucién de IPTG 1 M. Incubar en agitacion durante 3-4 horas.
5. Tomar muestras a distintos tiempos luego de la induccion (T1: 1 hora post induccién,
T2: 2 horas post induccion y T3: 3 horas post induccion).

6. Todas las muestras son centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos y se conserva el
pellet a -70 °C hasta el momento de utilizarse.

Procesamiento y preparacion de muestras para analisis y caracterizacion

Debido a que los vectores utilizados en el presente practico no promueven la liberacion de
las proteinas recombinantes fuera de la célula, una disrupcién mecénica de las mismas es
un requisito necesario para la liberacion de estas y su posterior estudio.

Mediante sonicacion, se puede lograr la homogenizacién de muestras para ser utilizadas en
estudios bioquimicos de cualquier tipo, entre ellos los funcionales que llevaremos a cabo en
el presente trabajo practico. Siguiendo el presente esquema, los alumnos llevaran a cabo la
preparacion de las muestras a analizar.

Célula transfectada/transformada

v

Disrupcién de las mismas mediante lisis

Muestra para electroforesis en
Gel de poliacrilamida. Tincién con Muestra para evaluacion de
Blue coomasie. Visualizacién de proteinas. actividad bioldgica.

A
v

Identificacion de proteinas inducidas.

Muestras de bacterias:  TO: bacterias previas a la induccion
T1: bacterias 1 hora post induccion
T2: bacterias 2 horas post induccion
T3: bacterias 3 horas post induccion

Los distintos pellets se deben de resuspender en 100 uL de buffer de lisis conteniendo
inhibidores de proteasas. Este buffer consiste en una preparacion con alto porcentaje de
detergentes que sirven para romper las células y homogeneizar su contenido. Nota: todo el
procedimiento debe de ser realizado en hielo para evitar la degradacién de las
proteinas.

Luego de realizado el proceso de homogenizacién de la muestra, la misma debe ser
fraccionada en dos partes, una de ellas se constituird en la muestra a utilizar para la
separacion electroforética de proteinas en geles de poliacrilamida y la fraccion restante se



utilizara para la purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia de
afinidad (conservar dicha muestra a -70°C hasta el momento de uso).

Sequnda parte: electroforesis de proteinas totales y tincién para visualizacion de
proteinas inducidas

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis es una técnica que permite la separacion de una muestra de componentes
en funcién de su tamario, forma y carga cuando la misma es sometida a la accion de un
campo eléctrico.

La electroforesis de proteinas realizada sobre un soporte de poliacrilamida (PAGE) permite
la separacién de los componentes de una mezcla de proteinas en funcion de su tamafio, peso
y conformacion, existiendo variantes como la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE),
la cual permite la separacién en funcién sélo del tamafio, ya que todas las proteinas de una
muestra se cargan negativamente debido a la presencia de un detergente anidnico.

Preparacion del soporte.

El soporte se prepara a partir de mondémeros de acrilamida, los cuales forman largas
cadenas lineales, con abundantes grupos polares que las hace solubles en medios acuosos.
Para proveer el entrecruzamiento entre cadenas de poliacrilamida, se utiliza otro
monomero, la N,N’-metilen-bisacrilamida que forma parte de dos cadenas que quedan asi
unidas covalentemente.

La concentracion de acrilamida determina el tamafio del poro, mientras que la cantidad de
bisacrilamida condiciona el grado de entrecruzamiento de las cadenas. Ambos componentes
determinan, en conjunto, las caracteristicas fisicas del gel resultante: su resistencia
mecanica, fragilidad, elasticidad, grado de reticulacion (tamafio de poro), etc.

Los mondmeros (ya sea en polvo o en disolucion) son neurotdxicos por absorcion a través
de la piel o por inhalacion. Por ello, deben manejarse en una campana extractora con
guantes y mascarilla. Una vez realizada la polimerizacion, la toxicidad se reduce al minimo,
pero es recomendable continuar manipulando el gel con guantes, debido a la posible
presencia de radicales libres.

Acrilamida Bisacrilamida Poliacrilamida
H,C=GH H,0=CH jLoH;(‘:H]%CH;c‘:HJFCH;c‘:Hj}
¢=0 c=0 c=0 =0  ¢=0
\
NH, NH NH NH,
: j NH, ‘ >
. .
NH NH
6=0 6=0
H,0=CH —foH—GH;CH—CH— CH—GH 1
6=0 c=0
NH, NH,

Estructura quimica de monémeros de acrilamida- bis acrilamida.



Gel de poliacrilamida

Preparacién del soporte para electroforesis
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Como se aclaro mas arriba, la adicién de SDS (detergente anidnico) a los geles y buffers
donde se llevara a cabo la electroforesis permite que la separacion de las proteinas se
realice en funcion del tamafio y no de la carga, permitiendo el calculo de parametros
moleculares. El SDS interacciona con las proteinas formando complejos de caracteristicas
comunes independientemente de las de cada proteina. Las proteinas unen una molécula de
SDS por cada dos aminoacidos, lo que implica que las cargas propias de las proteinas
guedan enmascaradas; asimismo, la molécula de SDS proporciona una carga negativa, por
lo que los complejos SDS-proteina estdn cargados negativamente de forma uniforme (la
carga por unidad de masa es practicamente constante para todos los complejos). Como ya
se ha comentado, la movilidad electroforética en una PAGE es funcién del tamafio, por
ende, cuanto menor sea la masa molecular de la proteina, mayor serd la movilidad de la
misma y viceversa.
En resumen, la SDS-PAGE es la electroforesis mas utilizada para el analisis de proteinas
debido a:
- Lagran mayoria de las proteinas son solubles en SDS.
- Todos los complejos SDS-proteina tienen carga negativa y migran, por lo tanto, en el
mismo sentido.
- Su densidad de carga es muy elevada, por lo que su velocidad de migracion también
lo es y las electroforesis son muy rapidas.
- La separacién depende de un parametro fisico-quimico, como es la masa molecular, la
cual puede ser calculada.
- Los complejos SDS-proteina se tifien facilmente.
La SDS-PAGE puede realizarse en condiciones reductoras o no reductoras; la ausencia de
reductores se traduce en que si las proteinas poseen puentes disulfuro, el SDS solo
producira una desorganizacion parcial de la estructura. Es por esto que la adicion de
agentes reductores (Pmercaptoetanol, DTT-ditioteritol) al buffer de carga promueve la
desnaturalizacion y péerdida de estructuras en las proteinas presentes en la muestra.
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Efecto de la presencia de agentes reductores en electroforesis reductoras de proteinas con estructuras
terciarias.

Preparacion de muestras para electroforesis de proteinas totales extraidas de bacterias
inducidas

Nota: debido a que debemos evitar la degradacion de las proteinas presentes en la muestras
las mismas seran manipuladas utilizando guantes y en hielo.

1. Trabajar en hielo, y separar 30 uL de cada una de las muestras obtenidas en el proceso
de homogenizacion.

2. Traspasar este volumen a un nuevo eppendorf y afiadir 30 uL de buffer de carga 2X

3. Hervir la muestra durante 5-10 minutos

4. Poner la muestra nuevamente en hielo y sembrar en un gel SDS-PAGE. Afiadir en una
de las calles del gel una muestra de patron de peso molecular.

5. Encender la fuente de poder. Correr a 100 voltios constantes durante 15 minutos.

6. Subir la potencia a 200 voltios constantes y dejar correr durante aproximadamente 1
hora.

7. Desmontar el soporte y someter la muestra a tincion con colorante azul Coomasie para la
deteccion de las proteinas inducidas.

reciplents
de plastico

-(3) anodo

]

Tincion de proteinas con Solucién de Azul de Coomassie

Esta técnica nos permite la visualizacidn de proteinas que han sido previamente separadas
en un soporte gelatinoso. El colorante Azul de Coomassie se une de manera no especifica a
todas las proteinas presentes en el soporte que se encuentra en contacto con él. La
intensidad del azul resultante es proporcional a la cantidad de proteina presente.



TRABAJO PRACTICO N°8

PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES Y ANALISIS
FUNCIONAL DE LAS MISMAS

Una vez que la proteina recombinante ha sido expresada por nuestro sistema y su presencia
se ha corroborado por SDS-PAGE, para su uso, la misma debera ser aislada de una mezcla
compleja de diferentes proteinas bacterianas, dicho proceso es denominado purificacion. En
una primera instancia, para lograr obtener una proteina pura, ésta deberd contar con una
caracteristica unica que la distinga del resto, como por ejemplo, su tamafo, capacidad de
unir un ligando, interaccion con un sustrato, etc. Una técnica ampliamente utilizada para
este propdsito es la cromatografia de afinidad.

La cromatografia de afinidad es un método muy difundido para la purificacién de una
molécula especifica de un grupo de moléculas de una mezcla compleja. Se basa en la
interaccion bioldgica especifica entre dos moléculas, estas interacciones son tipicamente
reversibles y se les saca provecho al ubicar una de las moléculas interactuantes sobre una
matriz sélida creando una fase estacionaria, mientras que la molécula blanco se encuentra
en la fase mavil. Es decir, que un soporte presenta un sustrato de union o un anticuerpo que
reconozca parte de la proteina recombinante y de esta manera, la misma queda secuestrada
y retenida en ese soporte mientras que el resto de las proteinas pasan por la columna sin ser
retenidas.

Existen diversos sistemas de purificacion disponibles comercialmente. El vector utilizado
durante el presente trabajo practico permite la generacion de proteinas de fusion a tags o
“etiquetas”. La proteina recombinante producida en bacterias mediante la utilizacion del
vector pGEX4T3 es una proteina de fusion a un tag de Glutation S-Transferasa (GST),
mientras que la proteina recombinante producida en células CHO mediante el uso del
vector pcDNA 3.1 presenta un tag de 6xHis (6 residuos de histidinas). Ambas proteinas
recombinantes pueden ser purificadas de una mezcla de proteinas totales mediante la
utilizacion de columnas de cromatografia de afinidad. En el primer caso, la fase
estacionaria posee el sustrato de GST, glutation, unido covalentemente.

Purificacién de proteinas de fusion a GST (expresion en bacterias)

Para la purificacion de proteinas de fusion a GST, generadas por induccion de bacterias
transformadas con el vector pGEXA4T3, se realizara utilizando columnas de cromatografia
de afinidad con una resina unida a glutation (sustrato de union a GST).
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Protocolo de purificacién

Las bacterias previamente cosechadas y homogenizadas mediante el uso de buffer de lisis
son sometidas ahora al paso por una columna de afinidad que presenta glutation como
agente que “secuestra” proteinas de fusion a GST. El protocolo a seguir es el siguiente:

1. Armar un dispositivo de purificacion por cada una de las muestras a analizar. Cada
dispositivo consta de una columna que presenta la resina junto con el glutation y un
eppendorf donde ser recogera el eluido del proceso.

Depositar en la columna el volumen de lisado a purificar y dejar asentar 1 minuto

3. Centrifugar casa dispositivo durante 5 minutos a 2500 rpm (es aqui cuando los tags
de GST se unen a la resina con glutation)

4. Lavar 2 veces la columna con buffer de lavado. Agregar un volumen de buffer de
lavado y centrifugar a 2500 rpm durante 5 min.

5. Agregar un volumen de buffer de elusién (conteniendo trombina). Dejar actuar 2
minutos y centrifugar 5 min a 2500 rpm. Los eluidos obtenidos contienen la
proteina ya purificada. Si se necesita una purificacién fraccionada se agregan varios
volumenes de buffer de elusion y se obtienen diferentes fracciones con distintas
concentraciones de proteina recombinante.

6. Conservar las muestras a -70°C hasta el momento de su uso.

N

Materiales necesarios:

- Columnas de glutatién sefarosa 4B
- Buffer de lavado: 250 mM Tris-HCI pH 8.5, 500 mM NaCl, 5 mM EDTA.
- Buffer de elusién: buffer de lavado con el agregado de trombina

Purificacién de proteinas de fusion a 6xHis (expresion en células CHO)

La cromatografia de afinidad por unién a metales para la purificacion de proteinas fue
utilizada por primera vez en 1975. En la actualidad, se utilizan resinas que unen metales
como niquel (Ni) para la purificacion de proteinas recombinantes que contengan una
secuencia especifica de seis residuos histidinas (6xHis tag). De esta manera, las proteinas
que se encuentren fusionadas a 6xHis se uniran fuertemente a los iones de Ni inmovilizados
permitiendo asi la purificacion de la proteina.
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A) Interaccion de la resina (NTA) con iones niquel. B) Interaccion entre los residuos de histidinay la
matriz Ni-resina.
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Procedimiento de purificacién utilizando columnas de Ni-NTA.

Protocolo de purificaciéon

1. Agregar el sobrenadante obtenido del procesamiento de las células transfectadas a
las columnas conteniendo resina Ni-NTA e incubar por 3 minutos.



Centrifugar 5 minutos a 2500 rpm. En este paso la enzima recombinante quedara

adherida a la resina.

. Remover contaminantes mediante el agregado de 500 ul de solucién de lavado
conteniendo 8 M de urea, 0.1 M NaH,PO,4, 0.01 M de Trizma-HCI, pH 6.3 y

centrifugar nuevamente 5 minutos a 2500 rpm.

Recuperar la proteina en tubos nuevos que contienen buffer PBS pH 7 mediante un

proceso de elusion usando 100 ul de una solucién conteniendo 8 M de urea, 0.1 M

NaH,PQO4, 0.01 M de Trizma-HCI, pH 4.5, ImM de Imidazol (el imidazol compite

por los residuos de Ni y promueven la elusion de la proteina recombinante).

Conservar las proteinas a -70°c hasta el momento de su utilizacion



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA a- AMILASA
RECOMBINANTE PURIFICADA

Fundamento del método:

La actividad de una enzima se mide determinando la velocidad de desaparicion de un
sustrato o la velocidad de formacion de un producto. Se puede medir la concentracion de
producto o sustrato después de haber sido detenida la reaccion por inactivacion de la
enzima o medir el cambio de concentracion de producto o sustrato mientras esta
transcurriendo la reaccion. En este caso podremos reconocer la accion de la amilasa salival
sobre el almidon estudiando el substrato que no ha sido hidrolizado, lo cual se hace
evidente por la disminuciéon de la formacion del complejo almidén-yodo.

Materiales necesarios:

Sustrato de la enzima: Solucién de Almidon
Enzima: Amilasa salival

Tubos de ensayo

Gradillas

Pipetas

Bario termostatizado

Espectrofotometro

Papel indicador de pH

Solucion de Yodo.

Protocolo:

1. Tomar 4 tubos de ensayo y rotularlos (control -; control +; Bacteria, CHO) y colocar en
cada uno de ellos 200 uL de solucidon de almidon.
2. Poner los tubos a 37° C y esperar unos minutos a que tomen temperatura.
3. Agregar en cada uno de ellos lo siguiente, mezclar y llevar nuevamente al bafio
termostatizado:
control —: 10 uL de agua destilada
control +: 10 uL de saliva
Bacteria: 10 uL de a-amilasa recombinante purificada de bacterias
CHO: 10 uL de a-amilasa recombinante purificada de células CHO
Dejar transcurrir la reaccion durante 5 minutos.
Interrumpir la reaccién agregando a cada tubo 200 ul de la solucién de yodo.
Agregar a cada tubo 2 ml de agua destilada.
Interpretar los resultados observando los cambios de color o midiendo la absorbancia de
los tubos en un espectrofotometro.

No gk

DISCUSION FINAL
Discuta los resultados obtenidos en el transcurso del practico y si ellos corresponden a los
esperados. De no ser asi proponga las posibles causas.



TRABAJO PRACTICO N°9 - SISTEMA INMUNITARIO

El organismo humano estd expuesto a la invasion de una amplia variedad de agentes
potencialmente patégenos (bacterias, virus, parésitos, hongos) que pueden ocasionar
diferentes enfermedades. Los individuos normales disponen de sistemas de defensa capaces
de protegernos, llamado en su conjunto sistema inmunitario (SI). Este es capaz de reconocer
componentes del agente patdgeno e iniciar una serie de respuestas encaminadas a eliminarlo
cuyas caracteristicas fundamentales son la especificidad y la memoria. Es decir, puede
discriminar entre los componentes propios y ajenos del organismo, y ademas registra el
primer contacto con el agente extrafio y en encuentros posteriores con ese mismo agente el S
lo reconocera produciendo una respuesta mas rapida, intensa y eficaz.

Otros sistemas son inespecificos: a) piel y mucosas, cuya integridad opone una barrera; b)
enzimas de accién antimicrobiana (lisozima, peroxidasa); c) células y mediadores quimicos
que participan en los procesos de inflamacion y promueven la destruccion de agentes nocivos.
Desde una concepcion clasica se ha hablado de inmunidad humoral cuando la respuesta
inmunitaria estd mediada por anticuerpos y de inmunidad celular cuando estd mediada por
ceélulas.

Las principales células que participan en las respuestas inmunitarias son los leucocitos, los
gldébulos blancos de la sangre, de los que se distinguen varios tipos como los linfocitos By T,
los monocitos, etc., que mediante su presencia y la secrecidn de diferentes sustancias solubles
gue son capaces de producir, median en la respuesta del SI ante una agresion.
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Antigeno

Las moléculas capaces de inducir una respuesta del sistema inmune se las denomina
Antigenos (Ag). A veces el sistema inmune no reconoce a toda la molécula como extrafia,
sino a algunas partes pequefias de la misma, denominadas epitopes o determinantes
antigénicos. Los antigenos suelen ser proteinas, glicoproteinas o glicolipidos. Los hidratos de
carbono, acidos nucleicos y lipidos son poco antigénicos.

Macromoléculas como proteinas y heteropolisacaridos son antigenicas en la medida en que
presenten diferencias estructurales con las constituyentes del propio organismo. Penetran al
organismo por cualquier via: formando parte de microorganismos, de compuestos quimicos
(medicamentos, alimentos), de tejidos transplantados, etc.

L Antigen-
binding
sites
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(antigenic

Antibody A- determinants)

Antibody 8 Antibody C

Anticuerpos o Inmunoglobulinas

Los anticuerpos (Ac), también conocidos como inmunoglobulinas, son un grupo de moléculas
séricas que producen los linfocitos B (en realidad las células plasmaticas que derivan de
estos). Si bien existen varias clases de inmunoglobulinas la estructura basica de todas ellas es
semejante, constituida por cuatro cadenas polipeptidicas dispuestas en forma asimétrica, el
conjunto semeja una letra Y. Ademas de las cadenas polipeptidicas bésicas muchas
inmunoglobulinas poseen un componente glucidico.
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Dos de estas cadenas tienen mayor masa por la cual se las denomina “pesadas” y otras dos
cadenas mas pequefias llamadas “livianas”. Las cuatro cadenas se mantienen unidas mediante
puentes disulfuro intercatenarios e interacciones no covalentes. En estas cadenas pesadas, y a



nivel de los puentes disulfuro intercatenarios, hay una zona de unos 15 aminoacidos de gran
flexibilidad debido a su estructura y constituye lo que se denomina zona bisagra por donde se
deforma la molécula de inmunoglobulina cuando se produce la union con el antigeno,
facilitandose asi su acoplamiento con éste.

El sitio por el cual se unen al Ag es especifico de cada uno, la parte de la molécula que se une
al Ag se denomina region Fab (fragment antigen binding) mientras que la zona que interactda
con otros elementos del SI se denomina regién Fc (algunas células del Sl tienen sobre su
superficie receptores de Fc por lo que si un Ac se une a un patdgeno esas células también
pueden unirse a él).

Tanto en las cadenas livianas como en las pesadas existen zonas o dominios denominados
como zona variable y zona constante. Las zonas variables ubicadas hacia el extremo aminico
de la proteina y las zonas constantes hacia el extremo carboxilico. Las zonas variables, tanto
de la cadena L como H, poseen a su vez unas regiones en donde se concentra fundamentalmente
la variabilidad. Son pequefios segmentos que constituyen las denominadas regiones o
segmentos hipervariables, pues determinan la forma del centro activo que permite el
reconocimiento y unién al antigeno. Cambios en muy pocos aminoacidos de estas zonas
suponen una enorme diversidad de posibilidades de union al antigeno sin variar el resto de la
molécula.
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La region constante es diferente segin la clase de inmunoglobulina que consideremos,
determinando la existencia de cinco tipos de cadenas pesadas: G, A, M, D y E que definen a
su vez las cinco clases de inmunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE respectivamente.
Debido a esta distinta estructura, las cadenas pesadas van a presentar distintas propiedades
biologicas, tales como la capacidad de unirse entre si, fijar complemento, fijar la pieza de
secrecién y unirse a macrofagos, neutrofilos y células NK (natural killers).

Las inmunoglobulinas se encuentran distribuidas en todos los fluidos organicos de la
economia de los vertebrados y en las membranas de los linfocitos B y células plasmaticas. Las
cantidades relativas de cada una de las clases de inmunoglobulinas en los diferentes
compartimentos del organismo son muy diferentes. En el torrente sanguineo predomina la IgG
mientras que en las secreciones (saliva, lagrimas, secrecion bronquial, asi como en el liquido
cefalorraquideo y mucosas) la IgA es la predominante. Los niveles de inmunoglobulinas
séricas fluctian ampliamente en funcién de diversos aspectos, tales como el estado
nutricional, la edad, etc. La funcion esencial de las inmunoglobulinas es la de unirse al
antigeno, actuando como receptoras de sefiales antigénicas, o bien colaborando en la
destruccion antigénica. La primera funcién se presenta cuando las inmunoglobulinas se
encuentran insertas en la membrana de los linfocitos B (inmunoglobulinas de membrana), y



para la segunda requieren la colaboracion del complemento, macréfagos, neutrofilos y células
NK, que tienen la propiedad de unir las inmunoglobulinas por su extremo Fc.

Antibody at Work
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Las inmunoglobulinas G, D y E estdn constituidas por una sola unidad estructural
determinando asi dos sitios de union con el antigeno. Las IgM son generalmente pentdmeros
unidos a través de puentes disulfuro, presentando 10 sitios posibles de unién con el antigeno.
Las IgA se encuentran en el plasma como mondmero, pero en las secreciones (saliva,
lagrimas, leche materna) y en las mucosas de los tractos genitourinario y gastrointestinal
donde son mas abundantes se presentan como dimeros.

Las Igs no monoméricas poseen una cadena adicional llamada J o segmento de unién, el cual
permite un buen ensamble entre las subunidades, ademas facilita el transporte de la IgA y la
protege de posibles ataques de proteasas.
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Cinética de la respuesta inmune

Cuando el sistema inmunitario contacta por primera vez con el antigeno se produce la
respuesta primaria, que se manifiesta con la aparicion en el plasma (quinto dia) de
anticuerpos tipo IgM especificos para ese antigeno. Dias después aparecen anticuerpos tipo
IgG de igual especificidad. La concentracion de IgM descenderd rapidamente y la de 1gG se
mantendra hasta 20 dias después del ingreso del antigeno. Luego de este lapso la
concentracion disminuird lentamente hasta alcanzar los valores normales.
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Si tiempo después (meses, afios) se vuelve a producir el ingreso del mismo antigeno, se lleva
a cabo la respuesta secundaria. Esta respuesta se caracteriza por la aparicibn mucho mas
rpida en plasma de Igs y en concentraciones mucho mas elevadas que en la respuesta
primaria. La inmunoglobulina predominante desde el comienzo es la IgG, con una afinidad
por el antigeno mayor que en la respuesta primaria.
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Ademas de las inmunoglobulinas, muchos factores intervienen en la respuesta inmune tales
como el sistema de complemento, los linfocitos T y las citoquinas.
El sistema de complemento esta constituido por un conjunto de proteinas del plasma
sanguineo que participan en acciones de defensa. Muchas de ellas son zimdgenos y su
activacion en cascada pone en funcionamiento el sistema. Este sistema promueve la lisis 0
fagocitosis de celulas extrafias, bacterias y virus, y puede ser activado por dos vias, una
Ilamada clasica y otra alternativa. Esta accién solo se ejerce en membranas adyacentes al sitio
de la activacion y no dafian las células del propio individuo. Otro importante papel del
complemento es eliminar los complejos antigeno-anticuerpo y asi prevenir su acumulacion.
Otras acciones son mediadas por productos intermedios de estas vias de activacion, ciertos
fragmentos por ejemplo, tienen capacidad de recubrir particulas o células (fendmeno llamado
opsonizacion) y de esa forma facilitar la accion de los fagocitos. Otros se unen a receptores
especificos de células cebadas, baséfilos, plaquetas y células del musculo liso, provocando la
liberacion de histamina, leucotrienos y otros mediadores quimicos que producen
vasodilatacion local, aumento de la permeabilidad vascular y liberacion de enzimas
lisosomales.



Los linfocitos T son los efectores de la inmunidad mediada por células y solo reconoceran al
antigeno cuando este les es presentado por otra célula accesoria. Se distinguen dos tipos de
linfocitos con funciones diferentes:

e Células auxiliares (TH o Helper T cells): Cuando son estimuladas secretan al medio
factores que activan la proliferacion y diferenciacion de otras células. Un grupo de esta
clase de linfocitos interactda con las células B que han fijado el antigeno, induciendo su
multiplicacién y diferenciacion, y la sintesis y secrecion de anticuerpos.

e Células T citotdxicas (Tc o Killer T cells): Son las responsables de la destruccion de
células infectadas por virus u otros agentes patdgenos.

e Celulas citotdxicas naturales (NK o Natural Killer cells): son linfocitos que no pertenecen
al tipo B o T. Tienen propiedades citotdxicas no especificas, pueden reconocer destruir
células tumorales o infectadas por virus.

e Las citoquinas son sustancias capaces de influir en el sistema inmunitario. Son producidas
por linfocitos, monocitos y otras células no linfoideas. Son mediadores quimicos con
multiples acciones biologicas, actian como factores de crecimiento y maduracion,
intervienen en la respuesta inflamatoria y alguna de ellas tiene intensa actividad citotoxica
sobre algunos tumores malignos.

Tipos de inmunidad:

Natural activa: aquella en que la persona es expuesta al patdégeno de forma casual y se
enferma, generando una respuesta inmune primaria. Su efecto es duradero, por la produccion
de células de memoria.

Natural pasiva: la que presentan los nifios al nacer y que proviene de Ac producidos por la
madre que llegan a través de la placenta. Solamente las IgG tienen la capacidad de atravesar
la placenta.Dura unos meses luego de nacer. También lo reciben los nifios lactantes, mientras
se alimenten del pecho materno.

Artificial activa: La que se adquiere por vacunacion al exponer intencionalmente el cuerpo al
Ag de un agente infeccioso o al agente mismo, atenuado o muerto. Es duradera ya que
estimula la produccién de células de memoria.

Artificial pasiva: La que se adquiere al recibir una inyeccion de inmunoglobulinas
producidas por otra persona o animal. Dura s6lo unos meses. Ej: antitetanica.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES Y MONOCLONALES

Hasta ahora nos referimos a los anticuerpos humanos, los que se forman como consecuencia
de una infeccion natural o por vacunacién. Pero para la mayoria de las reacciones en las que
se utilizan los anticuerpos en el laboratorio se utilizan inmunosueros preparados en animales:
ratones, conejos, cabras y otros.

El proceso de inmunizacion es aquel en el cual se inyecta al animal un antigeno en
condiciones adecuadas de cantidad, sustancias acompafiantes, y nimero de veces que sean
necesarias para alcanzar una buena respuesta inmune.

Cuando inmunizamos un animal con un antigeno determinado y se provoca una respuesta
inmune, aumenta notablemente en el suero del animal la cantidad de Igs especificas contra el
antigeno inyectado. Como hemos visto, un antigeno puede presentar diferentes epitopes y
cada uno de ellos puede ser reconocido por un clon de linfocitos B que producira anticuerpos
dirigidos contra cada uno de esos determinantes antigénicos. Por ello en el suero del animal
inmunizado se acumula un numero elevado de diferentes moléculas de inmunoglobulinas
especificas contra nuestro antigeno, sintetizadas por numerosos clones de linfocitos B y por
ello se lo ha denominado: suero policlonal

Vamos a imaginar que queremos preparar anticuerpos contra glébulos rojos (GR) humanos,
tendremos que disponer de una solucion pura de glébulos rojos o eritrocitos extraidos de un



humano e inyectarlos en un raton. Después de varios dias el animal habra fabricado
anticuerpos contra los GR humanos. Para obtener los anticuerpos sangraremos al raton a
blanco (esto quiere decir que obtendremos la mayor cantidad de sangre posible bajo anestesia
general) y luego separaremos en una centrifuga los globulos rojos que sedimentaran dejando
en el tubo usado un suero limpido que recogeremos con una pipeta. Es de esperar que este
suero contenga las Ig contra los GR humanos y que al poner en contacto en un tubo de ensayo
0 en una placa el suero con los GR se producira una reaccion antigeno-anticuerpo (similar a la
que ocurriria dentro del organismo), reaccion que es posible visualizarla de modo directo.
Procedimientos similares para obtener sueros inmunes se pueden realizar utilizando otro tipo
de antigenos. Cuanto mas puro es el antigeno mas especificos seran los anticuerpos porque en
una mezcla con impurezas se van a forman anticuerpos contra todas las sustancias antigenicas
presentes. Hay algo muy importante que mencionar: los anticuerpos, al ser proteinas, también
se pueden emplear como antigenos en una reaccion, es decir que se pueden generar
anticuerpos contra ellos. Asi, si un conejo se inocula con Ig de raton formard anticuerpos
contra la Ig de raton. Este hecho es fundamental para la aplicacion de los inmunoensayos.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

En 1975 George Kohler y el investigador argentino César Milstein fusionaron por primera vez
linfocitos con células de un mieloma y obtuvieron un hibridoma: una linea celular inmortal
capaz de producir anticuerpos especificos (monoclonales). Por este trabajo, que no patentaron,
recibieron el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1984. La importancia de la
produccidn de anticuerpos monoclonales no se evidenci6 hasta 1987 cuando estos anticuerpos
se produjeron en forma regular en ratones y fueron utilizados en el diagndstico ya que son
anticuerpos de pureza excepcional capaces de reconocer y unirse a un antigeno especifico.
¢Cdémo surgid la idea de obtener anticuerpos monoclonales?

Qué mejor respuesta que recurrir a las palabras del Dr. Milstein:

“Imaginemos una gran mezcla de sustancias quimicas entre las cuales nos interesa solo una
de ellas. Una sustancia entre millones y millones. Es como una aguja en un pajar. Si tenemos
un anticuerpo especifico contra una sustancia, ese anticuerpo puede funcionar como un iman
capaz de ignorar la existencia del pajar y reconocer exclusivamente la aguja. A los ojos de
un anticuerpo, el pajar no existe. Este simple concepto dio lugar a lo que se dio en llamar
inmunoensayos que permitieron la medicion precisa de hormonas y otras muchas sustancias
no sélo en medicina sino en quimica analitica en general. Los inmunoensayos introdujeron
los anticuerpos para su uso como herramienta analitica de importancia fundamental en areas
gue nada tenian que ver con la inmunologia. ElI problema era que para preparar un
anticuerpo especifico era necesario utilizar agujas puras’.

Los anticuerpos monoclonales se producen “in vitro” y son la consecuencia de la sintesis de
un nico clon celular de linfocitos B.

El proceso de obtencidn de Ac monoclonales es complejo. Se disgrega el bazo de un raton que
ha sido previamente inmunizado con un antigeno, donde se acumulan los linfocitos B, los
cuales se caracterizan por tener una escasa viabilidad en cultivo. Estos se fusionan con celulas
de mieloma, las cuales, por el contrario, pueden mantenerse mucho tiempo en cultivo. Estas
células ademas son deficientes en enzimas implicadas en la sintesis de “de novo” del ADN
como la timidina kinasa o la hipoxantina guanina fosforibosil transferasa. Los productos de la
fusion celular se llaman hibridomas.

Los productos de la fusion celular se cultivaran en un medio selectivo que contenga los
sustratos necesarios para la sintesis de ADN (hipoxantina, aminopterina y timidina). En este
medio s6lo podran crecer las células hibridas, ya que los linfocitos no son viables en cultivo y
las células de mieloma carecen de las enzimas necesarias para metabolizar esos sustratos, por



ende moriran. Como resultado luego de varios dias de cultivo obtendremos una linea celular
capaz de crecer indefinidamente en cultivo y de producir anticuerpos altamente especificos,
Ilamados anticuerpos monoclonales (mAbs)
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Aplicaciones generales de los Anticuerpos monoclonales

La propiedad de los anticuerpos monoclonales de unirse con alta especificidad y afinidad a
una molécula blanco permite su utilizacion como herramientas escenciales en la investigacion
biomédica y clinica, las cuales han probado ser invaluables para:

o Detectar y cuantificar niveles de expresion de genes.

e Determinar la localizacién de la expresion de genes a nivel celular, subcelular y en los
tejidos.

e Inmunodiagnéstico: en el diagnostico de numerosas enfermedades infecciosas y
sistémicas al permitir la deteccion de antigenos y anticuerpos especificos en circulacion y
en tejidos, usando estos mAbs en inmunoensayos.

e Diagnostico y tratamiento de tumores especificos.

¢ Analisis funcionales de moléculas de la superficie celular o proteinas secretorias.

e Estudios de investigacion inmunologica, uniendo mAbs a moléculas de la superficie
celular y asi poder evaluar estimulacion o inhibicion de funciones particulares de la célula.

e Seleccidn de posibles blancos terapéuticos y para fabricacion de vacunas.

GUIA DE TECNICAS INMUNOL OGICAS

Inmunoelectroforesis (IEF).

La inmunoelectroforesis es una técnica cualitativa que permite la identificacion de diferentes
componentes proteicos presentes en distintas muestras biologicas (suero, orina, etc) a través
de arcos de precipitacion. La técnica se realiza preferentemente en geles de agarosa y se
distinguen dos etapas: 1) las muestras se someten a una separacion electroforética y 2)
terminada la electroforesis, las proteinas son precipitadas con los Acs especificos aplicados en



el agar en un canal paralelo al eje de migracion. Luego de un periodo de difusion de los Acs,
se observan arcos de precipitacion cuya forma y posicion dependen de las caracteristicas
inmunoquimicas y de la concentracion relativa de cada proteina.

Los sueros son sembrados en el Los componentes séricos se
orificio del gel separan por electroforesis.

Suero de paciente
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Reacciones de aglutinacion

Las reacciones de aglutinacion involucran una interaccion secundaria entre Ag-Ac que llevara
a la aparicion de un aglutinado que se visualiza como grumos. Los principios fisicoquimicos
que gobiernan la formacion de estos aglutinados son los mismos que gobiernan la formacion
de un precipitado. La gran diferencia entre las reacciones son las caracteristicas del antigeno:
mientras que en las reacciones de precipitacion se emplean antigenos solubles, en las
reacciones de aglutinacion el Ag es particulado.

Con un Ag soluble, también es posible disefiar una reaccion de aglutinacion gracias a que es
posible utilizar distintas particulas (particulas inertes 6 glébulos rojos) y realizar un pegado
quimico o fisicoquimico del Ag soluble a dichas particulas, generando de esa manera un “Ag
particulado” util para fines diagnosticos.

Las ventajas de las reacciones de aglutinacion desde el punto de vista de su utilidad en el
laboratorio es que son muy sencillas de realizar, no requieren de ningin equipamiento para su
lectura, son rapidas y faciles de implementar. Ademas, presentan una mayor sensibilidad que
las reacciones de precipitacion por lo que las han sustituido en muchos casos. Sin embargo,
cabe mencionar, que las reacciones de aglutinacion presentan una menor sensibilidad que las
reacciones de interaccion primaria tales como ELISA e inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Esto hace que en determinados casos se prefiera el empleo de una de estas 2 técnicas para la
deteccion de Ac contra un determinado agente patdgeno. Las ventajas enumeradas hacen de
las reacciones de aglutinacién una valiosa herramienta para diversos estudios seroldgicos
(busqueda de Acs especificos contra agentes patdgenos) y para la deteccion de antigenos en
fluidos biol6gicos.

Tipos de reacciones de aglutinacion _sequn_las caracteristicas _de las particulas
aglutinantes:

De acuerdo a las caracteristicas de las particulas aglutinantes, las reacciones de aglutinacion
pueden clasificarse en:

- reacciones de aglutinacion activa.

- reacciones de aglutinacion pasiva.
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Las reacciones de aglutinacion activa se basan en el empleo de la particula aglutinante como
antigeno. Como ejemplos podemos mencionar:

Particula aglutinante |Reaccién Utilidad diagnéstica

Globulos rojos Determinacion de grupo sanguineo y factor
Rh

Globulos rojos Coombs indirecta Determinacion de  sensibilizacion por

incompatibilidad Rh

Globulos rojos Coombs directa Determinacion de eritroblastosis fetal

Bacterias (Brucella) Huddleson Busqueda de Ac anti-Brucella en sueros
humanos (banco de sangre)

Parasitos (Trypanosoma | AD-Chagas Busqueda de Ac anti-T. cruzi en sueros

Las reacciones de aglutinacion pasiva se basan en el empleo de una particula aglutinante
inerte a la cual se la ha unido un antigeno. Como ejemplos podemos mencionar:

Particula aglutinante Reaccion Utilidad diagnéstica

Glébulos rojos + lisado | HAI-Chagas Busqueda de Ac anti-T. Cruzi en
de T. cruzi sueros humanos (banco de sangre)
Glébulos rojos + lisado | HAI-Toxo Busqueda de Ac anti-T. Gondii en
de T. gondii sueros humanos (banco de sangre)
Latex + gp120 Busqueda de Ac anti-VIH en sueros

humanos (banco de sangre)

Latex + sHBY Busqueda de Ac anti-HBW en sueros

humanos (banco de sangre)

Latex + estreptolisina O |ASTO BuUsqueda de Ac anti-estreptolisina O
en sueros humanos (infeccidon por

estreptococo p-hemolitico)

Como se desprende de la tabla anterior, los soportes particulados para las reacciones de
aglutinacion pasiva pueden ser globulos rojos (en este caso se habla en general de
“hemaglutinacion™) o particulas de latex. El empleo de este tipo de particulas inertes ha
permitido extender el rango de utilidad de la técnica de aglutinacién a la determinacion de Ac
contra agentes infecciosos tales como el VIH o el HBV, e inclusive para la determinacién de
Ac contra moléculas solubles estreptolisina O, proteina C reactiva, etc.). Como paso
indispensable para la preparacion de este tipo de reactivos, es necesaria una etapa de
incubacion entre la particula inerte y el antigeno soluble sensibilizante en general. Los Ag
sensibilizantes son proteinas, (aunque es posible inmovilizar hidratos de carbono), que
permitira el “pegado” del mismo a la particula. Este procedimiento puede realizarse por
simple adsorcion (union no covalente del Ag a la particula) o por union covalente. En la
mayoria de los casos se requiere un acondicionamiento previo de la superficie de la particula.
Para el caso de los glébulos rojos, esto se logra por incubacién con &cido tanico (proceso
denominado “tanado”) o con CrCl,. Una vez realizado el “pegado” del Ag a la superficie del

gldbulo rojo, las particulas pueden ser fijadas con agentes quimicos como el glutaraldehido
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con el objeto de darles mayor estabilidad en el tiempo y a los cambios de temperatura, lo que
aumenta la vida Util del reactivo diagnostico.

Tipos de reacciones de aglutinacion pasiva seguin la identidad de la especie “pegada” a
las particulas aglutinantes:

Considerando que es posible inmovilizar muchos tipos diferentes de proteinas a distintos tipos
de particulas inertes, es posible clasificar las reacciones de aglutinacion pasiva en:

- reacciones de aglutinacion pasiva directa; o

- reacciones de aglutinacion pasiva indirecta.

Las reacciones de aglutinacion directa se basan en la sensibilizacion de la particula inerte con
el Ag, por lo que resultan utiles para la deteccion y titulacion de Ac en distintos fluidos
bioldgicos. Como ejemplos, basta repasar la informacién brindada en la tabla anterior.

Por el contrario, las reacciones de aglutinacion indirecta se basan en la inmovilizacion del Ac
(en general, se inmoviliza un anticuerpo monoclonal) en la superficie de la particula inerte,
siendo este tipo de reacciones particularmente Utiles para la deteccién de Ag en distintas
muestras biologicas.

Aglutinacion pasiva

Particula inerte
Ag soluble

Ac especifico

DIRECTA REVERSA

INTERACCION PRIMARIA Ag-Ac

Si bien la interaccién primaria Ag-Ac no es visible, existen distintos métodos que hacen
posible visualizarla. La estrategia consiste en "marcar" al Ac 6 al Ag mediante la unién
covalente (conjugacion) de determinadas moléculas, tales como FLUOROCROMOS,
ISOTOPOS RADIOACTIVOS o ENZIMAS, para poder hacer visible esa primera
interacciéon. Tal como se observa en la Tabla, dependiendo del marcador que se utilice, la
técnica inmunoldgica recibe un determinado nombre y utiliza un sistema de deteccion
diferente. Las técnicas que veremos a continuacion no son tan sencillas y econémicas como
las que vimos anteriormente, sin embargo son mucho mas sensibles, es decir, son capaces de
detectar menores concentraciones de Ag o Ac.
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Técnica Inmunolégica MARCADOR Sistema de deteccidn
Inmunomarcacion Enzima Microscopio optico
Fluorocromo Microscopio de fluorescencia

Citometro de Flujo

Radioinmunoanalisis (RIA) Isotopo
Técnicas radioinmunométricas Radioactivo Contador de Radiacion
(PRIST, RAST)
ELISA Enzima Espectrofotémetro

INMUNOMARCACION

Las técnicas de inmunomarcacion utilizan Ac conjugados que permiten detectar la presencia
de Ags en tejidos (inmunohistoquimica) o células (inmunocitoquimica). La inmunomarcacion
de tejidos se realiza sobre cortes de tejido fijado y montado sobre un portaobjetos. A través de
estas técnicas es posible detectar tanto Ags celulares (de membrana, citoplasmaticos ¢
nucleares) como extracelulares (matriz extracelular, membrana basal, etc). La
inmunomarcacion de células puede efectuarse sobre células vivas o fijadas, las cuales pueden
hallarse en suspension o adheridas a un soporte solido (portaobjetos). Esta técnica permite
detectar Ags localizados en la membrana plasmatica, citoplasma o nucleo.

La inmunomarcacion DIRECTA es la forma més simple de localizar un Ag y consiste en
utilizar un Ac "marcado" especifico para dicho Ag (Ac primario). Para realizar esta técnica, se
incuba la muestra con el Ac primario "marcado” durante un determinado tiempo, a la
temperatura indicada, luego del cual se retira el exceso de Ac mediante lavados y se procede a
la deteccion de la marca.

INMUNOMARCACION DIRECTA

Ac marcado——»

La inmunomarcacion INDIRECTA utiliza un Ac primario sin marcar que reconoce al Ag de
interés y luego, para evidenciar la presencia del Ag, emplea un segundo Ac marcado (Ac
secundario) capaz de reconocer el Ac primario. Por ejemplo, si el Ac primario es una IgG de
raton, el Ac secundario podra ser anti-lgG de ratén hecho en conejo.
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INMUNOMARCACION INDIRECTA
/ Ac secundario marcad
% Ac primaris{\‘.\%
3 o 'y
P /\/ Célula

portacbjetos

Para realizar esta técnica, se incuba la muestra con el Ac primario, tal como vimos
anteriormente, se realizan lavados para retirar el exeso de Ac y luego se incuba con el
segundo Ac marcado. Posteriormente se realizan lavados y se procede a la deteccidn de la
marca.

Inmunomarcacién VENTAJAS DESVENTAJAS

Directa Rapida y sencilla. Se necesita un Ac primario marcado

para cada Ag a detectar (los Ac
marcados son mas cares que los Ac
no marcados .

Menos sensible.

Indirecta Mas sensible. Lleva mas tiempo.
Un mismo Ac secundario
puede reconocer distintos Ac
primarios (generados en la

misma especie)

Inmunomarcacion con Acs conjugados a ENZIMAS

Esta técnica suele utilizarse para inmunohistoquimica y para detectar Ag sobre células
adheridas a portaobjetos. Una vez realizada la inmunomarcacion (directa o indirecta) la
presencia del Ac conjugado con la enzima se evidencia por el agregado de un sustrato
incoloro. La accion de la enzima sobre el sustrato genera un producto coloreado que precipita
en el lugar donde ocurrid la reaccion y es visualizado directamente o al microscopio 6ptico.
Los sustratos incoloros que viran a un producto coloreado se los conoce con el nombre de
cromadgenos. El hecho de gque existan distintos cromdgenos capaces de generar productos de
distinto color, permite que puedan detectarse Ag diferentes en un mismo corte de tejido o
célula.

Inmunomarcacion con Acs conjugados a FLUOROCROMOS:

Técnicas de inmunofluorescencia

La fluorescencia es una propiedad de ciertas moléculas, que al ser irradiadas con energia
electromagnética de longitud de onda adecuada, emiten radiacion de longitud de onda
caracteristica permitiendo su cuantificacion.

Las moléculas de un colorante fluorescente absorben luz en una longitud de onda y convierten
la luz absorbida de alta energia (longitud de onda mas corta) en luz de menor energia
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(longitud de onda mas larga). Cada fluorocromo tiene un espectro de emisién y excitacion
caracteristicos, si se utilizan dos con el mismo espectro de excitacion pero distinto espectro
de emision, se pueden medir dos caracteristicas al mismo tiempo (fluorescencia de dos
colores).

La inmunofluorescencia se utiliza esencialmente en la deteccion de autoanticuerpos y
anticuerpos contra antigenos de superficie o intracelulares de células y tejidos. Para ello se
emplean anticuerpos preparados frente a la proteina que se desea detectar marcados con
moléculas fluorescentes. Se aprecia si hubo union del anticuerpo con el antigeno por la
fluorescencia emitida, que se observa bajo microscopio de luz ultravioleta. Este
procedimiento (Inmunofluorescencia directa) tiene la limitacion del marcaje con un
fluorocromo de cada uno de los anticuerpos necesarios para cada una de las sustancias a
investigar. La otra alternativa es la Inmunofluorescencia indirecta que posee las mismas
caracteristicas de las reacciones indirectas nombradas.

Fluoresc=inm

i

=

—_—

=]

Inmunoflucre seencia drecta (izguisrda)
e indirecta (derecha)

RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

La técnica de radioinmnunoanalisis (RIA) permite cuantificar la presencia de pequefias
cantidades de un determinado Ag o Ac en una muestra biol6gica. Si bien es una técnica
sumamente sensible, en la actualidad no es tan utilizada como lo era antes y ha sido
reemplazada por otras técnicas que no utilizan radioisétopos. La técnica se basa en la
inhibicion competitiva de la union de un Ag marcado radiactivamente con su Ac especifico,
por parte de Ags idénticos no marcados presentes en la muestra a analizar. Para realizar la
técnica debe contarse de antemano con: (1) Acs especificos contra la molécula a cuantificar
(esa molécula puede ser un Ag o una inmunoglobulina), (2) la molécula a cuantificar marcada
radioactivamente y (3) la muestra a analizar (donde se encuentra la molécula a cuantificar).
Tal como puede verse en el esquema, los complejos inmunes formados por la molécula
marcada (Ag caliente) y el anticuerpo especifico se enfrentan a la muestra que posee la
molécula sin marcar (Ag frio). Si la concentracion de Ag frio es mayor, se producira el
desplazamiento del Ag caliente y por lo tanto, la radioactividad de los complejos Ag-Ac ira
disminuyendo, mientras que la radioactividad de la fraccion de Ag libre aumentara.
Realizando una curva patron con concentraciones conocidas de Ag libre puede calcularse,
luego, la concentracién de Ag en la muestra bioldgica.
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Radioinmunoanalisis (RIA)

Ag Ag
Ag-Ac Ag Ag Ag Ag-Ac Ag Ag Ag
Ag-Ac Ag Ag Ag-Ac Ag Ag
Ag-Ac + ¢ Ag-Ac
Ag Ag Ag Ag Ag Ag
Ag-Ac Ag Ag-Ac Ag

Ag: antigeno caliente. Ac: anticuerpo especifico. Ag: antigeno frio.

ELISA (Enzime Linked Immunoad Sorbent Assay)

La técnica de ELISA utiliza Acs marcados con una enzima (generalmente la peroxidasa) para
poder visualizar la reaccién Ag-Ac. La técnica se utiliza tanto para la determinacion de Ags
como de Acs.

Determinacion de Ag por ELISA

La modalidad mas frecuente del método ELISA para la determinacién de Ags es el modelo
ELISA "Sandwich™ directo. En este modelo, el Ac especifico para el Ag de interés, se
encuentra adsorbido en un soporte sélido (placa de petri), sobre el que se afiadira la muestra
bioldgica. En el caso de que en dicha muestra se encuentre el Ag, quedara capturado en la
placa y serd puesto en evidencia tras la adicién de otro Ac especifico conjugado con la
enzima. Por altimo, se afiade el substrato sustrato incoloro que, por accion de la enzima, dara
un producto coloreado que producira un color observable a simple vista y cuantificable
mediante un espectrofotometro.

ELISA “SANDWICH"
DIRECTO

Sustrato
Conjugado color
Antlcuerpo Muestra {Ac) (Suero +)

INCUBAR Y LAVAR

Determinacion de Acs por ELISA

Para la determinacion de Acs especificos para un determinado Ag se utiliza normalmente la
modalidad de ELISA indirecto en donde el Ag de interés se encuentra adsorbido en la placa
de ELISA. Se pueden utilizar como antigenos, proteinas virales o bacterianas e incluso virus
completos, pero cada dia es mas frecuente adsorber exclusivamente las proteinas de interés
inmunoldgico. Esta es una de las técnicas de eleccidn para buscar Acs contra proteinas del
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virus HIV en sueros de pacientes. Los pasos de la técnica se encuentran esquematizados en la
figura.

ELISA
INDIRECTO

Sustrato

Suerc Conjugado color
Antigano problema (Ac) {Suero +)

WESTERN BLOT

Es una técnica muy sensible que permite identificar Ag y Ac. Tal como puede observarse en
la figura, la técnica de Western Blot se basa en la separacion electroforética de proteinas en
geles de poliacrilamida, la transferencia (blotting) de dichas proteinas a un soporte solido
(membrana de nitrocelulosa o nylon) y la posterior deteccion de una 6 mas bandas
identificadas por Acs especificos. La migracion de las proteinas se realiza en presencia de
detergentes (Dodecil Sulfato de Sodio, SDS) a fin de que su migracion dependa
fundamentalmente de peso molecular (PM) de los péptidos, ya que este compuesto le otorga
carga negativa a las proteinas.



17

*
Proteinas 2 & 2, 2
con SDS L Qs o
> >
’
| \ | Direccion de
Gol d la migracion
el de : -
poliacrilamida | Q% S :S
2.2 Y
oL _* @
! *xe
v

La membrana
Las proteinas una vez

posteriormente se marca
" con los Acs especificos
separadas por PM son

transferidas a una e————]> > -
membrana

Gel de WM'M

Lavado y
Agregado del
€ agregado del
primer Ac e Ac conjugado ~3hx sustrato -2
A a una enzima
—p — ——

Membrana con las proteinas
transferidas

Asi descripta, la técnica permite investigar la presencia de un antigeno dado en una mezcla de
proteinas presentes en una determinada muestra y para ello se debe disponer del Ac especifico
para dicho antigeno. Sin embargo, la técnica de Western Blotting es también muy util para la
deteccion de Acs especificos en sueros. Si se desea detectar Acs especificos, debe contarse
con el Ag de interés separado por electroforesis y transferido a una membrana, la cual se
incubard con el suero a analizar. Posteriormente esa membrana deberd incubarse con el
segundo anticuerpo marcado con la enzima para poder detectar las bandas especificas. La
técnica de Western Blotting para determinar la especificidad de los Acs contra Ag del virus de
HIV es la prueba confirmatoria de eleccion para los casos en que los sueros de los pacientes
dieron un ELISA positivo.
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ACTIVIDAD DE LABORATORIO:
DETERMINACION DE FACTOR Y GRUPO SANGUINEO

Introduccion:

El laboratorio de bioquimica actualmente utiliza gran cantidad de técnicas que aprovechan la
union especifica entre anticuerpo y antigeno para el diagnostico de numerosas enfermedades.
Por ejemplo reacciones de aglutinacion para determinacion de Artritis reumatoidea, Sifilis,
Brucelosis, Proteina C reactiva, dosaje de niveles de hCG-beta (como el test de embarazo),
reacciones de ELISA y Radioinmunoensayo (RIA) para dosar el nivel de hormonas
circulantes, e Inmunomarcacion para diagndstico de Toxoplasmosis y Chagas.

La aglutinacion es muy usada en el laboratorio para la determinacién del factor Rh y de los
grupos sanguineos. Las membranas de los glébulos rojos poseen glicoproteinas y glicolipidos
gue actlan como antigenos, a los cuales se los llama comunmente ‘aglutinégenos’. El
determinante antigénico de estas moléculas reside en la porcion glucidica. El antigeno 0 es un
oligosacarido formado por N-Acetil-Galactosamina, Galactosa y Fucosa unidos a una
ceramida si es un glicolipido y a un resto aminoacidico si es una glicoproteina. Todos las
personas pueden sintetizar el grupo 0, pero para completar la cadena se necesitan enzimas
especificas. Los individuos de tipo A tienen una enzima (glucosiltransferasa) que incorporara
N-Acetil-Galactosamina en el esqueleto de la glicoproteina, en tanto los individuos de tipo B
incorporan galactosa a través de una transferasa. El grupo AB posee ambas enzimas. Los
anticuerpos especificos para los aglutindgenos se llaman aglutininas y existen naturalmente en
los individuos.

The ABO Blood System
Blood Type Type A Type B Type AB Type 0
(genotype) (AA, AD) (BE, BO) (AB) (00)
Red Blood
Cell Surface|
Proteins
(phenotype) b agglutinogens only | B agghtinogens only | A and B aggutinogsns | No agglutinogens
[
e = *‘
Plasma ) &' /T/ - o
Antibodies o= el 0 2
(phenotype) f& t 4/5
&
b agahutinin anky a agahutinin only Mo agglutinin aand b agglutinin

Asi una persona del grupo A poseerd aglutininas circulantes del tipo B, una del grupo B
poseerd las aglutininas A, las del grupo O tendran ambas y las personas del grupo AB no
poseeran ninguna. De esta forma el organismo se defendera ante la entrada de algo que no
reconoce como propio. A las personas del tipo AB se les llama "receptores universales™
porque no tiene aglutininas circulantes y se les puede dar sangre de cualquier tipo. Asi las
personas de tipo O son "dadores universales” ya que al no tener aglutinbgenos en su
membrana no desarrollaran una reaccion de incompatibilidad. Es por eso que en las
transfusiones los individuos deben ser cuidadosamente tipificados, ya que la administracion
de sangre del tipo incompatible provoca reacciones muy severas como la hemdlisis.

Factor Rh
Ademas de los antigenos del sistema ABO, los del sistema Rh son de gran importancia clinica
(si bien existen muchos mas). El factor Rh, llamado asi porque fue estudiado por primera vez
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en los monos del genero rhesus, es en realidad un sistema compuesto por muchos antigenos.
El D es el més antigénico de ellos, y el termino Rh positivo significa que el individuo tiene
aglutinogeno D. El individuo Rh Negativo no tiene antigeno D y forma aglutininas anti-D
cuando de alguna manera toma contacto con células D-Positivas.

Factor Rh
Blood Type ¥
(genotype) Rhi*) R
Red Blood ’
Cell Surface! (RhY
Proteins
(phenotype)

Rh agglutinogens No agglutinogens
1

|2

:lat::::dies /1/0/1/5 R:h

(phenotype) Rh

Una de las complicaciones debida a la incompatibilidad Rh surge cuando una madre Rh
negativa lleva un feto Rh positivo. En el momento del parto pequefias cantidades de sangre
fetal toman contacto con la circulacion materna. Esto provocara que la madre desarrolle
cantidades significativas de aglutininas anti Rh durante el postparto. Durante el siguiente
embarazo los anticuerpos anti Rh que la madre desarrolld, cruzan la placenta y llegan al feto,
pudiendo provocar hemolisis (ruptura de los globulos rojos), anemia, ictericia y puede llevar a
la muerte del feto. Este cuadro se lo conoce con el nombre de Eritroblastosis Fetal.

Célula
sanguinea"_'_-_—O
Rh negativa

Célula €3
sanguinea =5

Rh positiva @ @ 2

FUNDAMENTO DEL METODO

El método esta basado en el principio de aglutinacion. Cuando los glébulos rojos de la
muestra de sangre del paciente se ponen en contacto con los Reactivos Anti A o Anti B, se
producira un aglutinacion visible microscopicamente si en la superficie de los eritrocitos
existen los respectivos antigenos en estudio.

REACTIVOS

Reactivos Anti A, Anti B y anti-D (anti-Rho): solucion de anticuerpos monoclonales IgM
obtenidos a partir de hibridomas de raton.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Reacciones de aglutinaciones débiles pueden presentarse en prematuros o recién nacidos,
debido a la baja expresion de antigenos eritrocitarios. En las patologias que cursan con
desdrdenes sanguineos, o0 en los casos de utilizacion de drogas terapéuticas, pueden
presentarse errores en la interpretacion de los resultados. Por esta razon siempre es importante
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conocer al paciente y sus antecedentes. Pueden existir sustancias que interfieren en la
reaccion, provenientes del material utilizado en la recoleccion de las muestras, lavado de
G.R., etc. Por ello, debe observarse el correcto estado de los elementos del laboratorio.

PROCEDIMIENTO:
1. Desinfectar con alcohol la yema del dedo de un voluntario.

2. Luego punzar con una aguja estéril descartable.

3. Colocar 3 gotas de sangre en cada uno de los espacios de la placa de plastico

4. En uno de los espacios agregar una gota del reactivo Anti - A y mezclar con una varilla
pléstica.

5. En el segundo agregar una gota de reactivo Anti - B y mezclar con la gota de sangre.

6. Y en el tercero agregamos una gota de reactivo Anti - D y mezclamos.

7. Movemos la placa suavemente para observar la presencia o no de una aglutinacién visible.

8. Con ayuda de su docente evaluamos los resultados obtenidos y determinamos el grupo y

factor del compafriero voluntario.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Reaccion con antisuero Resultado
Anti A Anti B Anti D Grupo Factor RH
Sanguineo
_ _ + O +
_ _ _ O _
+ 3 + A +
+ 3 B A _
3 + + B +
_ + _ B _
+ + + AB +
+ + _ AB _




TRABAJO PRACTICO N°10 - INTEGRACIC)N Y REGULACION
METABOLICA

Durante el transcurso del corriente afio hemos aprendido la estructura, la forma en que se
sintetizan y degradan las diferentes macromoléculas que componen nuestro organismo.
Denominamos metabolismo al conjunto de reacciones quimicas, catalizadas por enzimas
y ordenadas en una secuencia definida que se llevan a cabo en los tejidos de nuestro
cuerpo. Hemos estudiado los anabolismos (procesos de sintesis) y catabolismos (procesos
degradativos) de carbohidratos, lipidos, aminoacidos, bases puricas y pirimidicas y del
grupo hemo. Estos, al ser estudiados por separado parecen algo estatico y sin vinculacién
entre si. Por eso es importante destacar que gran parte de estos compuestos estan
intimamente relacionados y presentan frecuentes interconexiones. Pudimos observar que
compuestos de diversa naturaleza pueden generar un mismo producto y que un mismo
compuesto tiene la posibilidad de formar parte de diferentes vias metabdlicas. EXisten
algunos metabolitos a los que llamamos encrucijadas ya que a ellos convergen y de ellos
parten numerosas Vvias metabdlicas. Citamos a continuacion algunos ejemplos de
encrucijadas metabolicas y las vias posibles para ellos:

-Glucosa-6-fosfato: Glucdlisis, incorporacion a glucdgeno, via de las pentosas, hidrdlisis
a glucosa libre.

-Piruvato: decarboxilacidn a Acetil-CoA y de alli a todas las posibilidades metabodlicas
de éste, formacion de glucosa o glucdgeno por via gluconeogénica, transaminacion para
dar alanina, reduccion a lactato.

-Acetil-CoA: intervencion en ciclo de Krebs con produccién de energia utilizable,
sintesis de é&cidos grasos, sintesis de colesterol, sintesis de cuerpos cetonicos,
incorporacion a moléculas mas complejas mediante acetilaciones.

-Tirosina: sintesis de proteinas, sintesis de hormonas tiroideas, sintesis de catecolaminas
(dopamina, adrenalina, noradrenalina), sintesis de melanina, oxidacion total a CO2 y
H20 con produccion de energia, formacion de glucosa por gluconeogenesis, formacion
de cuerpos cetonicos.

-Glicina: sintesis de proteinas, sintesis de creatina, sintesis de glutation, sintesis del
grupo hemo, sintesis de purinas, conjugacion con acidos biliares, reacciones de
desintoxicacion, conversidn a serina, formacion de piruvato, transaminacion.
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En Gltima instancia, todos los compuestos que convergen a ciclo de Krebs son oxidados a
CO2 y H20, y cadena respiratoria es la via final comin donde canalizan todos los
equivalentes de reduccion cedidos por numerosos sustratos para la formacion de ATP.

El ATP es la unidad bioldgica de energia, el elevado potencial de transferencia de grupos
fosforilos capacita al ATP para ser utilizado como fuente de energia en la contraccion
muscular, transporte activo, amplificacion de sefiales y biosintesis de sustancias.

Ademas de estar integrados entre si, estos metabolismos deben estar finamente regulados
para asegurarnos la cantidad necesaria de cada uno de los componentes vy el correcto
funcionamiento de las vias metabdlicas segun el requerimiento de cada tejido.

Siendo nuestro organismo un sistema pluricelular con altos niveles de organizacion y
complejidad es necesario que posea un complejo sistema de regulacion. Ademas de la
regulacién a nivel molecular, por ejemplo modificando la actividad de alguna enzima o el
desarrollo de 6rganos y tejidos altamente diferenciados, nuestro cuerpo requiere de un
sistema de comunicacion a fin de adaptar la actividad de cada célula a las necesidades del
organismo y promover su funcionamiento como una unidad integrada.

Esa misidn esta a cargo de los sistemas nervioso y endocrino.

El sistema nervioso cumple la funcion de red de comunicaciones rapidas que conecta e
interrelaciona los diversos componentes del organismo. El sistema endocrino en cambio
estd conformado por un sistema de células agrupadas en glandulas que elaboran o
secretan productos activos llamados hormonas, las cuales son vertidas a la circulacion en
respuesta a estimulos especificos provocando un efecto en determinada célula o tejido.

Mecanismos frecuentes en la regulacion metabdlica
La compleja red de reacciones en la célula esta regulada y coordinada con precision. El
metabolismo puede controlarse de diversas maneras:
e Interacciones alostéricas: el flujo de moléculas en la mayoria de las vias
metabolicas viene determinado fundamentalmente por las cantidades y
actividades de ciertas enzimas, los puntos de control de esas vias son




generalmente irreversibles. La primera reaccion irreversible de una via se llama
limitante y es normalmente el elemento mas importante en el control. Las enzimas
que catalizan etapas limitantes estan reguladas alostéricamente.

e Modificacion covalente: Muchas enzimas reguladoras estan controladas por
modificacion covalente (por ej. Adicion de fosfatos catalizada por quinasas)

e Niveles enzimaticos: las cantidades de enzimas, al igual que sus actividades estan
controladas. Las velocidades de sintesis y de degradacion de algunas enzimas
reguladoras estan sometidas a control hormonal.

e Modificacion de la actividad de enzimas preexistentes: relacionado con la
cantidad de sustrato presente en el medio, si este es cercano o inferior a la Km de
la enzima, la velocidad de la reaccidn esta directamente relacionada con la
concentracion del sustrato.

e Compartimentalizacion y existencia de isoenzimas: la presencia de isoenzimas
con localizaciones subcelulares diferentes, catalizan la misma reaccion en vias
metabolicas diferentes lo cual permite una regulacion independiente.

e Especializaciones metabdlicas de los 6rganos: la regulacion en organismos
superiores estd profundamente afectada y favorecida por la existencia de 6rganos
con funciones metabolicas distintas.

Perfiles metabolicos de los 6rganos méas importantes

Las pautas metabdlicas de cerebro, masculo, tejido adiposo e higado son profundamente
distintas. Consideremos en que se diferencian estos 6rganos con respecto a la utilizacion
de combustibles para satisfacer sus necesidades energéticas.

Cerebro

La glucosa es practicamente el Gnico combustible utilizado por el cerebro humano,
excepto durante el ayuno prolongado. El cerebro carece de almacenamiento de
combustible y, por consiguiente, requiere un suministro continuo de glucosa, que entra
con facilidad en todo momento. En estado de reposo el cerebro utiliza el 60% de la
glucosa total consumida por el organismo entero. Durante el ayuno prolongado, los
cuerpos cetdnicos, sintetizados en el higado, reemplazan en parte a la glucosa como
combustibles cerebrales. El acetoacetato se activa mediante la transferencia de CoA
procedente de succinil-CoA vy asi se convierte en acetoacetil-CoA, que entra en el ciclo
del &cido citrico. Recordemos que habitualmente el cerebro no posee la enzima capaz de
catalizar esta reaccion, la tioforasa, pero en estas situaciones experimenta adaptaciones
que permiten expresarla y de esta forma poder utilizar los cuerpos cetonicos. Los acidos
grasos no sirven como combustible cerebral porque estdn unidos a la albumina en el
plasma, y en consecuencia, no pueden atravesar la barrera hematoencefalica. En el fondo,
los cuerpos cetonicos son equivalentes a &cidos grasos transportables.

Musculo

Los principales combustibles del musculo son: glucosa, acidos grasos y cuerpos
ceténicos. EI musculo difiere del cerebro en que posee un gran almacenamiento de
glucégeno. De hecho las % partes del glucogeno corporal estdn almacenadas en el
musculo. Este glucogeno se convierte facilmente en glucosa-6-fosfato para su utilizacion
por las células musculares. EI masculo, como el cerebro carece de glucosa-6-fosfatasa, y



de este modo no puede liberar glucosa (por ende no es un 6rgano indispensable para el
mantenimiento de la glucemia). Mas bien, el musculo retiene la glucosa, el mejor
combustible para su proceso de actividad. En el musculo esquelético en contraccién
activa, la velocidad de la glucolisis excede, a la del ciclo del &cido citrico. La mayor parte
del piruvato formado en estas condiciones se reduce a lactato, que fluye hacia el higado,
donde se convierte en glucosa. Estos intercambios, conocidos como ciclo de Cori,
trasladan parte de la carga metabolica del musculo al higado. Ademas en el masculo
activo, se forma gran cantidad de alanina por transaminacion de piruvato (piruvato +
glutamato + alanina + a-cetoglutarato). En el higado, tanto la alanina como el lactato,
puede reconvertirse en glucosa.

La conducta metabolica del musculo en reposo es completamente distinta. En el mdsculo
en reposo, el combustible principal son los acidos grasos. Los cuerpos cetonicos sirven
también de combustible para el musculo cardiaco. De hecho, el muasculo del corazén
consume con preferencia acetato en vez de glucosa.

Tejido adiposo

Los triacilgliceroles almacenados en el tejido adiposo constituyen la mayor reserva
energética del organismo. El tejido adiposo esté especializado en la esterificacion de los
acidos grasos y en su liberacion de los TAG. En el hombre, el higado es el principal
centro de sintesis de acidos grasos, mientras que el principal trabajo biosintético del
tejido adiposo consiste en activar estos &cidos grasos y transferir los acetil-CoA
resultantes al glicerol. El glicerol-3-fosfato, un intermediario clave en esta biosintesis,
procede de la reduccion de la dihidroxiacetona fosfato, formada a partir de glucosa en la
via glucolitica. Las células adiposas son incapaces de fosforilar el glicerol enddgeno,
porque carecen de quinasa. Asi pues, las células adiposas necesitan glucosa para
sintetizar triacilgliceroles. Las lipasas hidrolizan los TAG a &cidos grasos y glicerol. La
liberacion del primer &cido graso de un TAG, es la etapa limitante de velocidad
catalizada por una lipasa sensible a hormonas, que se fosforila reversiblemente (enzima
activada por adrenalina, noradrenalina, glucagon, etc. e inhibida por la insulina). EIl AMP
ciclico actia como mensajero celular activando la lipolisis. Los TAG de las células
adiposas estan continuamente hidrolizandose y resintetizandose. El glicerol liberado en la
hidrolisis fluye hacia el higado. La mayoria de los &cidos grasos formados en la
hidrdlisis, si el glicerol-3-fosfato abunda, se reesterifican. Por el contrario, si el glicerol-
3-fosfato escasea por falta de glucosa, los acidos grasos se liberan al plasma. De este
modo, el nivel de glucosa en las células adiposas es el principal factor determinante de la
liberacion de acidos grasos a la sangre.

Higado

La actividad metabdlica del higado es esencial para suministrar combustible al cerebro,
musculo y otros organos periféricos. La mayoria de los compuestos absorbidos por el
intestino pasan a través de higado, lo que permite regular el nivel de muchos metabolitos
de la sangre. El higado puede retener grandes cantidades de glucosa y convertirla en
glucégeno. El higado puede liberar glucosa en sangre, por degradacion de glucogeno
almacenado y por realizacion de gluconeogénesis. Los precursores principales de la



glucosa son: lactato y alanina del mdsculo, el glicerol del tejido adiposo y los
aminoacidos glucogénicos de la dieta.

El higado juega tambien un papel central en la regulacion del metabolismo lipidico.
Cuando los combustibles son abundantes, el higado esterifica los acidos grasos, y luego
los secreta a la sangre en forma de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL). Esta
lipoproteina es la fuente principal de triacilglicéridos de origen endogeno. Sin embargo,
en estado de ayuno, el higado convierte los acidos grasos en cuerpos cetonicos. ;Como
escoge la célula hepatica entre estas 2 vias antagonicas? La seleccion depende de que los
acidos grasos entren 0 no en la matriz mitocondrial. Recordemos que los &cidos grasos de
cadena larga atraviesan la membrana mitocondrial interna solamente si estan unidos a
carnitina. La carnitina aciltransferasa | es inhibida por el malonil-CoA, el intermediario
limitante en la sintesis de acidos grasos. Asi, cuando abunda el malonil-CoA, se evita que
los &cidos grasos de cadena larga puedan entrar en la matriz mitocondrial, impidiéndo la
[] -oxidacién y formacion de cuerpos cetonicos. En cambio, los acidos grasos son
exportados al tejido adiposo para que se incorporen a los TAG. Por el contrario, cuando
el combustible escasea, el nivel de malonil-CoA desciende. En estas condiciones, los
acidos grasos liberados en el tejido adiposo entran en la matriz mitocondrial para
convertirse en cuerpos acetil-CoA a través de p-oxidacion.

El higado es el 6rgano de formacion de la urea. Ademas, es por excelencia quien se
encarga de biotransformar cualquier sustancia extrafia que ingresa a nuestro organismo y
también de metabolizar el etanol. El higado es el principal productor de cuerpos
cetdnicos, pero no puede utilizarlos como fuente energética ya que carece de las enzimas
necesarias para ello.



