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RESUMEN

A pesar de las propiedades intrinsecas de regeneracion de tejido y funcion del hueso
humano, existen desafios clinicos principalmente relacionados a la edad que precisan de
terapia costosa y de largo plazo. Novedosos tratamientos basados en biomateriales han
sido ampliamente estudiados porque su uso favorece la adhesion, proliferacion y
diferenciacion de células en osteoblastos. El objetivo de este trabajo fue producir de
manera recombinante una proteina de fusion entre el dominio de union a celulosa de la
proteina de andamiaje cipA (CBDcipA) y la proteina morfogénica ésea humana 2 (BMP2)
en Escherichia coli, modelando mateméticamente su expresion. La adherencia de la
proteina quimera a celulosa bacteriana (BC) fue una caracteristica del dominio CBDcIipA,
ubicado en el extremo N-terminal, dejando libre en el extremo C-terminal a la proteina
BMP2. Para estimar la cinética de produccién de la quimera, se fusion6 a CBDcipA con
la proteina verde fluorescente “superfolder” (sfGFP). ElI modelo matematico
deterministico utilizando ecuaciones diferenciales ordinarias de primer grado permitio
predecir el rango de concentraciones de IPTG saturante de la expresion de las proteinas
CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-sfGFP, y sus concentraciones. Las cinéticas experimentales
de expresion de la proteina CBDcipA-sfGFP fueron concordantes con las cinéticas
predichas por el modelo matematico hasta 0.1 uM ya que concentraciones de inductor
mayores o iguales a 20 uM redujeron significativamente la méaxima concentracion de
proteina al ser téxicas para las células. Los lavados de la proteina CBDcipA-sfGFP
acoplada a membranas de BC evidenciaron que el dominio CBDcipA confirié fuerza de

enlace a las proteinas quimeras.

PALABRAS CLAVE:
= BIOMATERIALES
= PROTEINAS DE FUSION
» CELULOSA BACTERIANA
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ABSTRACT

Despite the intrinsic capabilities of human bone to restore tissue and function, there are
clinical challenges mainly age-related where expensive and long-term therapy is needed.
Innovative treatments based on biomaterials have been widely studied because its use
allows the adhesion, proliferation, and differentiation of cells into osteoblasts. The aim of
this work was the recombinant production of a fusion protein between the cellulose binding
domain of the scaffolding protein CipA (CBDcipA) and the bone morphogenetic protein 2
(BMP2) in Escherichia coli, modeling mathematically its expression. The adherence of the
chimeric protein to bacterial cellulose (BC) was a property of the CipA domain, located in
the N-terminus region, letting the BMP2 free in the C-terminus region. In order to estimate
the kinetics of the chimeric protein, the CBDcipA domain was fused to the superfolder
green fluorescent protein (SfGFP).The deterministic mathematical modeling using first-
order ordinary differential equations allows to predict the range of saturating IPTG
concentrations of the CBDcipA-BMP2 and CBDcipA-sfGFP, as well as their
concentrations. The experimental kinetics of the CBDcipA-sfGFP protein expression were
in accordance with the kinetics predicted by the mathematic model until 0.1 uM because
inducer concentrations equal or greater than 20 uM significantly reduced the highest
protein concentration as a result of its toxicity. The washes of the CBDcipA-sfGFP protein
coupled to BC membranes showed the CBDcipA domain confers binding strength to the

chimeric proteins.
KEYWORDS:

= BIOMATERIALS
= FUSION PROTEINS
= BACTERIAL CELLULOSE



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

Como curacion de hueso se define al proceso fisiolégico mediante el cual su
ruptura es reparada de forma natural o inducida. Considerado como un fenémeno
complejo y delicado es altamente influenciado por la vascularidad local (Keramaris,

Calori, Nikolaou , Schemits, & Giannoudis, 2008).

Patologias como la osteoporosis, enfermedad relacionada a la edad y altamente
frecuente, hacen que el riesgo de fractura ésea incremente. Se estima que actualmente
mas de 200 millones de personas sufren de osteoporosis con una relacion mujer:hombre
de 3.5:1 debido a que las mujeres pierden una mayor cantidad de masa 6sea (Sozen,

Ozisik, & Basaran, 2016).

Una tasa de curacion de hueso ralentizada por la edad del individuo hace que el
panorama se vuelva mas complicado. Ante tal situacion, numerosas investigaciones
basadas en el uso de proteinas morfogénicas 6seas (BMPs) han sido desarrolladas para
promover la curacién de hueso. Sin embargo, la completa recuperacién del paciente
todavia constituye un desafio clinico en ciertas afecciones como la pseudoartrosis,
osteitis y osteomielitis cuyas consecuencias pueden derivar en la sustitucion completa de

estructuras 0seas por protesis.



1.2 Justificacion

Un hueso roto representa una complicaciéon a cualquier edad para cualquier
persona pero para aquellas de edad avanzada puede ser mortal. Las estadisticas
muestran que una de cada tres personas sobre los 50 afilos muere como consecuencia
de complicaciones derivadas de alguna fractura 6sea (Sequin, 2018). Las fracturas de
cadera son el tipo de fractura con mayor mortalidad, su incidencia bordea 1.7 millones y
para 2050 se estima que el numero de fracturas en Sudamérica, Norteamérica, Europay
Asia serd de 655, 763, 725 y 3252 millones, respectivamente (Cooper, Campion, &
Melton, 1992). Desde el punto de vista econémico, el costo promedio que representa
curar una fractura de cadera en Estados Unidos es de $80 000 (Sequin, 2018). Lograr
disminuir los tiempos de recuperacién después de una fractura tiene especial interés
dentro del ambito de los deportes profesionales donde los tiempos de para representan
significativas pérdidas econémicas. En otra perspectiva, existen patologias como la

pseudoartrosis, osteitis y osteomielitis que entorpecen la curacién 6sea a cualquier edad.

Uno de los paradigmas de la ingenieria de tejidos es usar los biomateriales para
evitar los trasplantes de 6rganos. Un analisis de datos recolectados por “Newsletter
Transplant” en el afio 2015, sobre 112 paises, indica que existe un aumento constante
de trasplantes en el mundo. En los ultimos 5 afios el numero total de trasplantes
registrados se han incrementado en un 15%; sin embargo, pese a este aumento, tanto la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la Organizacion Nacional de Trasplantes
(ONT) estiman que estas cifras representan solamente el 10% de la necesidad mundial.

Este procedimiento presenta un problema de gran importancia: la compatibilidad entre el



donante y el receptor. Con el avance de la tecnologia enfocado a la medicina regenerativa
y el desarrollo de la ingenieria de tejidos, se ha logrado obtener biomateriales que
permiten tanto el restablecimiento estructural como la regeneracion funcional de tejidos
para evitar reemplazar 6rganos. Por tanto, la ingenieria de tejidos juega un papel central
al imitar la porosidad, tamafio de poro e interconectividad de los tejidos para proporcionar
un ambiente adecuado para adhesion, proliferacion, diferenciacion celular y sobretodo,

mimetizar la funciéon de los tejidos humanos nativos (Picheth et al., 2014).

Una limitante de la medicina regenerativa es la escasez de materiales
biocompatibles funcionalizables, por lo que funcionalizar e investigar biomateriales es
esencial para el desarrollo de la biomedicina. Una de las estrategias empleadas es la
produccion de biomateriales por medio de tecnologia recombinante, con la cual se
generan diversas proteinas fibrilares de la matriz extracelular como el colageno,
queratina, elastina y fibrina (Paredes-Puerto, Camacho-Villegas, Vallejo-Cardona, &

Esquivel-Solis, 2017).

Un material muy prometedor de la medicina regenerativa es la celulosa bacteriana
(BC), que ha sido utilizada como material de vendaje para heridas cronicas y quemaduras
gracias a su alto grado de porosidad. Sin embargo, al ser un material inerte resulta dificil
hacerla funcional para aplicaciones mas complejas. Afortunadamente, los dominios de
union a celulosa (CBDs) han emergido como complementos para potenciar el uso de la

BC porque permiten anclar proteinas bioactivas (Picheth et al., 2014).
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Cuantiosas cifras han sido destinadas a la investigacion y desarrollo de productos
destinados a regenerar hueso. Por ejemplo, Novosteo Inc. recibié $1.7 millones para
poner en marcha la fase | y Il de su proyecto que mediante el uso de una solucién
inyectable busca acelerar la curacion de huesos rotos mejorando la calidad de vida de

personas que han sufrido este tipo de complicaciones (Sequin, 2018).

El presente trabajo de investigacion fue enfocado en el uso de celulosa bacteriana
como un sistema de andamiaje para el despliegue localizado de la proteina de fusion

CBDcipA-BMP2 para la obtencién de un biomaterial funcional.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Producir la proteina de fusion CBD-BMP2 en Escherichia coli y acoplarla a celulosa

bacteriana para la obtencion de un biomaterial funcional.

1.3.2 Objetivos Especificos

» Clonar la proteina de fusion CBD-BMP2 en Escherichia coli.

= Construir un modelo matematico de la expresién de la proteina de fusion CBD-BMP2
inducida por IPTG.

= Cuantificar la expresion de la proteina de fusion CBD-BMP2 inducida por IPTG.

= Caracterizar la fuerza de enlace del CBDcIipA a celulosa bacteriana seca.

1.4 Hipbtesis
Existe una concentracion saturante de IPTG que induce el maximo nivel de expresion de
la proteina de fusion CBD-BMP2 que a su vez puede ser acoplada en matrices de

celulosa bacteriana.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Ingenieria Genética

Esta seccion inicia con los fundamentos de ingenieria genética desde una
perspectiva historica con los hitos que marcaron su desarrollo y despliegue de productos
en el mercado. Las secciones siguientes hacen especial énfasis en los antecedentes y
aplicaciones de las proteinas de fusion fluorescentes y terapéuticas; asi como en el
ensamblaje de fusion que facilita la construccion de este tipo de proteinas. Finalmente,
se describe el funcionamiento del sistema inducible por IPTG que ha sido ampliamente

utilizado en Ingenieria Genética para la expresion de proteinas de interés.

2.1.1 Fundamentos

La ingenieria genética consiste en la manipulacion de dos o méas secuencias de
ADN de diferentes especies bioldgicas con funcién especifica para la produccion in vitro
de moléculas quiméricas de ADN que luego son insertadas en un organismo hospedero
procariota o eucariota en un ambiente controlado (Rosenberg, 2017; Van Pham, 2018).
Utiliza un conjunto de estrategias y métodos de varias ramas de la ciencia, especialmente
biologia molecular y bioinformética, impulsando el desarrollo de la biotecnologia

moderna.

Este tipo de tecnologia era una utopia hasta mediados del siglo XX ya que algunas
proteinas utilizadas como drogas para el tratamiento de ciertas enfermedades eran
extraidas naturalmente procesando a larga escala plasma humano (Cohn, Oncley,

Strong, Hughes, & Armstrong, 1944). Por ejemplo, la albimina (mayor componente del



suero humano) ha sido usada para el tratamiento de quemaduras, shocks o traumas.
Ademas, ciertas inmunoglobulinas como la gamma han sido utilizadas para el tratamiento
de enfermedades como la epilepsia infantil intratable, enfermedades autoinmunes,

alergias atopicas, entre otras (Pahwa, 1988).

Sin embargo, factores como la contaminacion de muestras por virus (VIH,
hepatitis) y la posibilidad de incrementar la tasa de produccidén promovieron el paso hacia
la ingenieria genética usando tecnologia recombinante. En 1982 la Agencia de
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) aprobd la
comercializacién de la insulina humana recombinante bajo el nombre de Humulina®,
siendo la primera proteina terapéutica para uso humano (Schmidt, 2013). Desde aquel
tiempo, numerosas proteinas de interés farmacéutico como el factor VIII contra la
hemofilia, hormona de crecimiento humano, hormona foliculo estimulante, entre otras han
sido producidas de manera recombinante. Habiendo dominado esta tecnologia, los
cientificos decidieron generar anticuerpos y proteinas terapéuticas con funciones Unicas
gue no podian ser encontradas en la naturaleza. De esta manera surgieron las proteinas
de fusiéon de interés biomédico cuya produccién inicid6 en 1986 y su investigacion y
desarrollo continlan de manera acelerada. Actualmente mas de 130 proteinas de fusion
han sido aprobadas por la FDA y mas de 170 son usadas en el mundo (Van Pham, 2018).

Los hitos marcados en Ingenieria Genética son recopilados en la Figura 1.



PRIMERA PRIMERA

VACUNA INMUNOTOXINA
(Contra la hepatitis b) (Antineoplasico)
[ 1982 1986 1998 2000 2002 >
PRIMERA PROTEINA PRIMERA PROTEINA DE PRIMER ANTICUERPO
TERAPEUTICA FUSION TERAPEUTICA MONOCLONAL HUMANO

(Insulina) (Para tratar la artritis (Para tratar la enfermedad de
reumatoide) crohn, colitis ulcerativa,
psoriasis, uveitis, entre otras)

Figura 1. Hitos en el desarrollo de la Ingenieria Genética en el desarrollo de productos

recombinantes para uso humano
Fuente: (Mosquera, 2019)

2.1.2 Proteinas de fusion

Las proteinas de fusion son proteinas multifuncionales transcritas y traducidas a
partir de un marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) donde dos 0 mas
ORFs o0 segmentos de ORFs han sido unidos con el objetivo de incrementar la
bioactividad o generar nuevas combinaciones bifuncionales con aplicacion biotecnolégica

y farmacéutica (Kai, Chengcheng, Byung-Gee, & Dong-Yup, 2015).

Histéricamente, las primeras proteinas de fusion fueron creadas en Escherichia
coli y Saccharomyces cerevisiae uniendo proteinas de interés al gen de la j-
galactosidasa para cuantificar niveles de expresion y purificar proteinas de interés,
reteniendo la actividad de los dos 0 mas dominios constituyentes (Casadaban, Chou, &
Cohen, 1980; Casadaban, Martinez-Arias, Shapira, & Chou, 1983; Myers, Tzagoloff,
Kinney, & Lusty, 1986; Weinstock et al., 1983) o al gen de la proteina de union a maltosa

(Maina et al., 1988; Rose, Casadaban, & Botstein, 1981).



Las proteinas de fusidn han sido ampliamente usadas para la purificacion de
proteinas de interés, asi como reporteros del nivel de expresién génica y como etiquetas
para rastrear el movimiento y localizacion de proteinas en cultivo celular, de tejidos y
modelos animales (Riggs, 2001). Diversos dominios proteinicos han sido usados para la
purificacion de ciertas proteinas mediante cromatografia de afinidad (Tabla 1). Entre otras
aplicaciones, la B-galactosidasa, luciferasa y proteinas fluorescentes (GFP, RFP, entre

otras) han sido usadas como dominios reporteros.

Tabla 1
Proteinas o péptidos ampliamente usados para purificar proteinas de interés

Proteinas/péptidos Longitud (aa) Referencias

Dominio de unién a albumina 137 (Nilvebrant & Hober, 2013)

Dominio de unién a celulosa 27-189 (Sugimoto, Igarashi, & Samejima,
2012)

Dominio de unién a quitina 51 (Mitchell & Lorsch, 2015)

Estreptavidina 159 (Arribillaga et al., 2013; Fogen, Wu,
Ng, & Wong, 2015; C. X. Xu, Hu, Li, &
Gao, 2009)

Glutation-S-transferasa 211 (Castelli, Petris, & Carroll, 1995;
Einarson, Pugacheva, & Orlinick, 2007)

Proteina de union a calmodulina 26 (Klein, 2003)

Péptido de unién a estreptavidina 38 (Fogen et al., 2015; Keefe, Wilson,
Seelig, & Szostak, 2001)

Proteina A de Staphylococcus 280 (Shpigel et al., 2000; Stahl & Nygren,
1997)

Proteina G de Staphylococcus 280 (Stahl & Nygren, 1997)

Polihistidina 2-10 (Bornhorst & Falke, 2000)

Proteina de unién a maltosa 396 (Lebendiker & Danieli, 2011)

Sistema S-tag 15 (Raines, McCormick, Van Oosbree, &
Mierendorf, 2000)

Tioredoxina 109 (McCoy & La Ville, 2001)

TrpE 25-336 (Hoey, 2001)

Ubiquitina 76 (Baker, Smith, Marano, McKee, &

Board, 1994)

Fuente: (Mosquera, 2019)
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Los sustratos de la B-galactosidasa son variados y altamente comerciales, la
luciferasa requiere de luciferina y otros compuestos (ATP, Oz y Mg?*), las proteinas
fluorescentes no precisan el uso de un sustrato ya que son excitadas a una cierta longitud
de onda (Shaner, Steinbach, & Tsien, 2005). Mientras que las reacciones quimicas
catalizadas por la B-galactosidasa generan un cierto color o luz, aquellas catalizadas por
la luciferasa o proteinas fluorescentes producen luz que puede ser cuantificada usando

un luminémetro o fluorémetro, respectivamente (Riggs, 2001).

2.1.2.1 Proteinas de fusion fluorescentes
Las proteinas fluorescentes constituyen un grupo de proteinas estructuralmente
homologas con una propiedad infima para formar un cromoéforo de longitud de onda

visible a partir de residuos aminoacidicos (Campbell, 2008).

La primera y mas ampliamente estudiada proteina fluorescente fue aislada de la
medusa Aequorea victoria en 1962 durante una investigacion centrada en otra proteina
bioluminiscente (aequorina) capaz de emitir luz azul en presencia de calcio (Shimomura,
Johnson, & Saiga, 1962). En 1971, Morin & Hastings la nombraron como proteina
fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés) (Fig. 1A). El croméforo de longitud de
onda visible de la GFP (p-hidroxibencilidenimidazolinona) se forma por los residuos
aminoacidicos 65-67 (Ser-Tyr-Gly) (Cody, Prasher, Westler, Prendergast, & Ward, 1993)
(Fig. 1B). En los ultimos 15 afios se ha utilizado una variante superfolder de la GFP
(sfGFP) ya que se pliega bien incluso cuando se fusiona con polipéptidos mal plegados
y cuya cinética de maduracién es mas rapida que la GFP (Pédelacq, Cabantous, Tran,

Terwilliger, & Waldo, 2005).
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Figura 2. (A) Estructura y dimensiones de la proteina verde fluorescente (GFP) de
Aequorea victoria. (B) Estructura bidimensional del comaéforo p-
hidroxibencilidenimidazolinona de la GFP

Fuente: (Zeiss, Day, & Davidson, 2019)

Dos son las principales aplicaciones que los cientificos han dado a las proteinas
de fluorescencia: (1) como marcadores moleculares acoplandolas a proteinas que
interese rastrear su localizacién dentro y fuera de células procariotas, eucariotas y tejidos
vegetales y animales y (2) para monitorear y optimizar la produccion recombinante de
proteinas dependiendo de casetes de expresion y cepas bacterianas (Su, 2005; Zou,

2014).

2.1.2.2 Proteinas de fusién terapéuticas
Por mas de 30 afios las proteinas de fusion han sido usadas en la industria
farmacéutica (Strohl, 2015) donde su disefio de novo busca ya sea superar

inconvenientes inherentes de uno o mas de sus dominios: (1) corto tiempo de vida media
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por nivel de filtracion renal, (2) efectos secundarios potencialmente adversos o variar el
mecanismo de accion o rutas de administracion. Sin embargo, dentro de los retos
implicados se encuentran potenciales respuestas inmunitarias debido a la formacién de
epitopes en la unidn de los dominios proteinicos, incluso siambos son de origen humano

(Berger, Lowe, & Tesar, 2015).

Las proteinas quimeras creadas para aumentar el tiempo de vida media se
obtienen: (1) via conjugacion quimica con un polimero tipo PEG para aumentar el radio
hidrodindmico o (2) por union del dominio de interés a una proteina asociada ya sea de
manera covalente o no covalente obtenida via recombinante donde los dominios no se
separan mientras se realiza la funcién terapéutica. Las principales proteinas asociadas
gue se han utilizado en el area terapéutica son: el fragmento Fc de la inmunoglobulina

IgG, albumina y transferrina (Pechtner, Karanikas, Garcia-Pérez, & Glaesner, 2017)

La primera proteina de fusién aprobada para uso terapéutico fue etanercept,
compuesta por el receptor p75 del factor de necrosis tumoral (TNF) fusionado al dominio
Fc de la inmunoglobulina humana IgG1. Su mecanismo de accion es atrapar la citocina
proinflamatoria TNF que juega un rol transcendental en la patogénesis de la artritis
reumatoide (Weinblatt et al., 1999). Actualmente, las proteinas de fusibn generadas
artificialmente con mayor ventas en el mercado son etanercept (Enbrel®), romiplostim
(Nplate®), dulaglutida (TrulicityTM®), aflibercept (Eylea®) para el tratamiento de la artritis

reumatoide, idiopatica, diabetes mellitus y afecciones graves de 0jo, respectivamente.
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Un segundo enfoque para reducir la filtracion renal involucra una administracion
lenta, constante y prolongada in situ de la proteina de interés usando sistemas

poliméricos o lipidicos simples o en combinacion (Pechtner et al., 2017).

2.1.2.3 Ensamblaje de fusion

El objetivo subyacente de la biologia sintética es hacer de la ingenieria de sistemas
bioldgicos un proceso sencillo y controlable (Shetty, Endy, & Knight, 2008). Un proceso
de este tipo involucra la disponibilidad de piezas funcionales (de ADN) que puedan ser
acopladas en un sistema bioldgico tal como los componentes electrénicos lo hacen dentro
de un circuito eléctrico. Con este objetivo, las piezas biologicas funcionales son
flanqueadas con sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion (prefijo y sufijo), y

toman el nombre de Biobricks.

El ensamblaje de fusibn es una variante del ensamblaje 3A (Shetty, Lizarazo,
Rettberg, & Knight, 2011), disefiados para unir dos o0 mas biobricks y obtener un nuevo

biobrick lineal o dentro de un pasmido.

En el ensamblaje de fusion dos Biobricks se fusionan dentro de un vector de
clonacion plasmidico. El Biobrick ubicado en el extremo N-terminal se conoce como parte
Ay el Biobrick C-terminal es la parte B. Cuando la parte A y B provienen de plasmidos,
es necesario que el gen de resistencia a antibidtico sea diferente al del plasmido de
construccion donde el producto sera insertado. Las partes A, B y plasmido de
construccion son digeridos con EcoRI/Agel, NgoMIV/Pstl y EcoRlI /Pstl, respectivamente.
Los extremos cohesivos formados por la digestion con Agel y NgoMIV generan extremos

cohesivos complementarios que en su ligacion producen una cicatriz (SCAR) de dos
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pequefios aminoacidos (Treonina y Glicina) no cargados y que son frecuentemente
encontrados de manera natural en péptidos espaciadores de origen natural y sintético
(Grunberg, Arndt, & Muller, 2009). La ligacién al plasmido se produce via EcoRl en 5’ y

Pstl en 3.

Los productos de ligacién son entonces transfectados a células competentes y
cultivadas en el medio de cultivo con el antibiético para el cual el plasmido de construccion

tiene el gen de resistencia y lograr una seleccion positiva de los ensamblajes correctos.

2.1.3 Sistema de expresion inducible por IPTG

El operon lac u operon lactosa de E. coli es un casete de expresion de 3 genes
estructurales lacZ, lacY y lacA que codifican para las proteinas implicadas en el
metabolismo de la lactosa: B-galactosidasa (corta la lactosa en glucosa y galactosa),
lactosa permeasa (facilita el paso de lactosa a través de la bicapa lipidica) y lactosa
transacetilasa (cuya funcion in vivo no es clara e in vitro es capaz de transferir grupos
acetil de la acetil-coenzima A al grupo hidroxil C6 del tiogalactosido), respectivamente

(Parker, 2001; Zander, Samaga, Straube, & Bettenbrock, 2017).

Cuando E. coli se desarrolla en medios de cultivo cuya fuente de carbono son
diferentes a lactosa la produccién de los genes antes mencionados es bastante baja. En
contraste, cuando la bacteria crece en un medio conteniendo glucosa y lactosa se
produce el fendbmeno diauxie donde se generan dos fases de crecimiento bastante
apreciables y son consecuencia de la exclusiva utilizacion de glucosa en la fase inicial de

crecimiento, y luego, tras el agotamiento de glucosa, se utiliza lactosa en la segunda fase
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de desarrollo y donde la expresion de los genes del operon lac es maxima (Loomis &

Magasanik, 1966).

Otro componente del operon lac y que se encuentra aguas arriba de los ORFs de
los genes estructurales es el promotor inducible plac que permite o no la expresion de
dichos genes segun la concentracion de la proteina represora lacl que es producida
naturalmente por E. coli y a menudo traducida por un casete dentro del plasmido
insertado. Esta represion de la transcripcién se da mediante la unién de la proteina lacl a
los sitios de represion lacO. Cuando los analogos sintéticos IPTG y TMG son afiadidos
al medio, ingresan a las células por difusidbn pasiva y se unen a la proteina lacl
provocandole un cambio conformacional que altera su afinidad por los sitios lacO. Las
proteinas lacl unidas a los sitios lacO se separan y aquellas en el medio no pueden unirse;

consecuentemente la transcripcion se libera (Marbach & Bettenbrock, 2012) (Figura 3).

‘ plac  lacO RBS lacy lacz laca ter minador

1 G

o Lactosa

IPTG
MR

Figura 3. Estructuray funcionamiento del operon lac de
Escherichia coli. La transcripcién del operon lac se activa
por unidon de moléculas de lactosa y sus analogos sintéticos

IPTG y TMG a la proteina de expresién constitutiva lacl
Fuente: (Mosquera, 2019)
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2.2 Dominios de union a celulosa
En esta seccion se mencionan las generalidades de los CBDs, asi como un énfasis
en el CBD de la proteina de andamiaje cipA de Clostridium thermocellum, el organismo

celulolitico individual mas eficiente.

221 Fundamentos

Los organismos celuloliticos son definidos como aquellos organismos capaces de
degradar celulosa para utilizarla como fuente de carbono. ElI mecanismo de accién
involucra sistemas enzimaticos que actlan en diferentes lugares del sustrato celulésico
y bajo este criterio los organismos productores pueden ser ubicados en dos grupos
(Hirano et al., 2016). Dentro del primer grupo se encuentran algunos hongos filamentosos
y bacterias aerobias secretadoras de enzimas celulasas libres que actlian sinérgicamente
mientras en el segundo grupo estan algunos hongos y organismos anaerobios que
producen complejos multienzimaticos (celulosomas) que actdan sobre la superficie
celulésica y que pueden ser desplegados en la superficie celular o secretados fuera de
ella (Linder & Teeri 1997; Paye et al., 2016).

La mayoria, sino todas las celulasas que degradan efectivamente celulosa
cristalina estan compuestas por un dominio catalitico y un CBD. Los CBDs son
estructuras que mejoran el acoplamiento celulasa-celulosa, aumentando la actividad

enzimatica (Kruus, Lua, Demain, & Wu, 1995).



17

Dominio catalitico

Péptido _—7

espaciador

Dominio de
union a celulosa

Figura 4. Estructura tipica de celulasas altamente eficientes, consistiendo de un
dominio de anclaje a sustrato y un dominio catalitico, separados por un péptido

espaciador
Fuente: (Burgess-Clifford, 2018)

2.2.2 CBDcipA

Clostridium thermocellum es una bacteria anaerobia que produce ambos tipos de
sistemas celuldsicos con 25 enzimas libres y 72 proteinas en sus celulosomas que han
sido ampliamente estudiados ya que es el organismo celulolitico individual mas eficiente
(Paye et al., 2016; Q. Xu et al., 2016). El principal componente estructural de los
celulosomas de C. thermocellum es la proteina de andamiaje cipA que esta formada por
nueve médulos de cohesina tipo I, un modulo de dockerina tipo 1l y un CBD conocido por
su fuerte unién a celulosa (CBDcipA). A diferencia de la proteina de andamiaje CipA, la
ausencia de las proteinas de andamiaje secundarias ha demostrado no repercutir en la

degradacion eficiente de celulosa (Hirano et al., 2016; Paye et al., 2016).
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—

Figura 5. Representacion esquematica del dominio de union a
celulosa (CBD) de la proteina de andamiaje cipA de los

celulosomas de Clostridium thermocellum
Fuente: (Tormo et al., 1996)

2.3 Proteinas morfogénicas 6seas

Esta seccién aborda las generalidades de las BMPs que constituyen un grupo de
citocinas que actuan como factores de crecimiento de hueso, cartilago y tejido conjuntivo.
Ademas, se destaca la BMP2, desde sus antecedentes hasta sus aplicaciones preclinicas

y clinicas.

2.3.1 Fundamentos

En 1965, el Dr. Marshall Urist introdujo el término principio inductivo de hueso para
referirse a una sustancia natural del hueso capaz que inducir la generacion del mismo.
Sus experimentos demostraron que matrices O0seas desmineralizadas implantadas
ectdpicamente en tejido muscular o debajo de la piel eran capaces de formar hueso en
forma autoinductiva donde tanto células inductivas como inducidas eran propias del
modelo de estudio (Urist, 1965). EIl Dr. Urist pasé las siguientes tres décadas aislando y

purificando los mencionados principios que hoy en dia se conocen como proteinas
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morfogénicas 0seas (Pecina, Grgurevic, & Vuki, 2017). Se ha descrito que el ser humano
produce 20 BMPs agrupadas en tres clases segun la homologia de sus secuencias

aminoacidicas.

Las BMPs son factores de crecimiento clasificados dentro de la superfamilia de
factores de crecimiento transformante . Su modo de accion es autdcrino y paracrino
mediante la union a receptores kinasa serina/treonina tipo | y Il de la superficie celular.
De esta manera se genera una cascada de sefiales mediada por las proteinas
intermediarias citoplasméaticas Smad 1, 5 y 8 presentes en varios tipos celulares (Chen,
Zhao, & Mundy, 2004). Su actividad es influenciada por factores intrinsecos y
ambientales. Factores del medio, dosis, matrices de soporte y posicion espacial influyen
positiva 0o negativamente de forma directa en la farmacocinética y farmacodinamica

repercutiendo en la curacion de hueso y cartilago (Sykaras & Opperman, 2003).

2.3.2 BMP2

BMP2 es el factor de crecimiento mas importante empleado en el tratamiento
clinico de defectos 6seos. Es una proteina naturalmente glicosilada; sin embargo, la falta
de glicosilacion no repercute en su actividad. Su precursor (396 a.a) consiste en una
secuencia sefial N-terminal (23 a.a.), propéptido (259a.a.) y proteina madura (114 a.a.).
Esta forma madura es monomérica y contiene siete residuos de cisteina, seis de los
cuales intervienen en el plegamiento, formando las siete cisteinas un puente disulfuro
qgue une dos monomeros que generan el dimero BMP2 biologicamente activo (Karyagina

et al., 2017; Pramesti, Suciati, Indrayati, Asjarie, & Retnoningrum, 2012).
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Las evaluaciones preclinicas y clinicas han demostrado el potencial osteoinductivo

de la BMP2. Utilizando ratas, perros, conejos, ovejas y primates no humanos como
modelos animales se demostro la curacion de defectos 0seos de tamafio critico en los
que era necesaria la intervencion médica para su reparacion (Murakami, Watabe,
Takaoka, & Miyazono, 2003). Considerando la actividad mesenquimal incrementada tras
la administracion sistémica de BMP2 y su accion sobre defectos 6seos relacionados a la
edad, se ha determinado que la BMP2 puede ser utilizada para tratar la osteoporosis
(Chen et al., 2004). Ademés, se ha demostrado su utilidad para reconstruccion
periodontal en la formacién de hueso alrededor de implantes dentales (Cochran &

Wozney, 1999).

Figura 6. Representacion esquematica de la proteina 6sea

morfogénica humana 2 (BMP2)
Fuente: (Scheufler, Sebalda, & Hulsmeyer, 1999)
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2.4 Biomateriales
En esta seccion se encuentra una revision de las generalidades de los
biomateriales desde una perspectiva histérica hasta los esfuerzos dirigidos a la
regeneracion de hueso. Luego, se describe a la celulosa desde su aislamiento a partir de

materia vegetal como también las caracteristicas e importancia de la celulosa bacteriana.

24.1 Fundamentos

El uso biolégico que el ser humano le ha dado a los biomateriales data de tiempos
ancestrales. Fueron muy utilizados como implantes dentales, en 600 DC, los mayas
aprovecharon los recursos maritimos para formarlos a partir de conchas de nacar ("Boom
time for biomaterials,” 2009). Por su parte, en China y Egipto los implantes fueron
elaborados con marfil (Misch, 1999). En la actualidad, la investigacién con biomateriales
gira alrededor de infecciones microbianas, higiene, purificacién de agua, cuidado de la

salud y entrega localizada de medicamentos (Gangadoo & Chapman, 2014).

Como medicina preventiva el cuidado de la salud ha recibido una creciente
atencion por parte de la sociedad moderna. El rapido avance cientifico y tecnolégico ha
permitido pasar del uso empirico de biomateriales como simples estructuras integras
hacia sistemas complejos funcionales capaces de controlar interacciones bioldgicas en

modelos in vivo ("Boom time for biomaterials,” 2009; Gangadoo & Chapman, 2014).

A pesar de innovadores enfoques dirigidos a la regeneracion de hueso, la
completa recuperacion del paciente es todavia un desafio clinico en ciertas afecciones

como la pseudoartrosis, osteitis y osteomielitis cuyas consecuencias pueden derivar en
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la sustitucion completa de estructuras éseas por protesis. Los estandares clinicos
actuales para solventar la regeneracion de hueso incluyen el trasplante de hueso,
espaciadores de cemento cargados con antibiotico, fijacion externa e interna y terapia

local con BMPs (Winkler, Sass, Duda, & Schmidt-Bleek, 2018).

En condiciones comparables, la administracion de proteinas solas ha revelado una
menor tasa de retencion y curacidbn en relacion a su administracion utilizando
biomateriales. Estos biomateriales pueden ser utilizados en forma de membranas,
hidrogeles, tubos capilares, péptidos, entre otros (Schmoekel et al., 2005). Alli la
importancia de usar biomateriales como medio de soporte para el despliegue localizado

de medicamentos.

2.4.2 Celulosa

El término celulosa (mondmero con residuos de glucosa) fue acufiado por primera
vez en 1839 por Anselme Payen luego de sus trabajos cientificos publicados en 1838 con
los cuales logré aislarla. La describi6 como un material sélido, fibroso remanente del
tratamiento de plantas y maderas con acido nitrico, amoniaco y subsecuentes lavados

con agua, alcohol, y éter (Payen & Hebd, 1838).

La biocompatibilidad de celulosa proveniente de plantas ha sido evaluada en
modelos in vivo. En 1999, Martson y colaboradores llevando a cabo un estudio con una
esponja celulésica compuesta por fibras de algoddn recubiertas por una matriz porosa
obtenida de una solucién viscosa, concluyeron que este tipo de celulosa es un material
de lenta degradacion que comenzo en la semana 16 y no concluyd hasta la semana 60.

Sin embargo (Miyamoto, Takahashi , Ito, Inagaki, & Noishiki 1989), utilizando un modelo
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canino, concluyeron que la degradacion de la celulosa depende significativamente de su

forma cristalina y su derivacion quimica.

A pesar de que la celulosa bacteriana (BC) fue descrita por primera vez en 1866
(Brown, 1886), fue en la mitad del siglo XX cuando recibi6 especial atencion con el trabajo
de Hestrin & Schramm (1954) dirigido a una sintesis 6ptima separandola de células
productoras de la especie Acetobacter xylinum. Debido a su alta pureza, grado de
polimerizacion, resistencia a la traccion y biocompatibilidad, la BC ha sido un material
ampliamente estudiado y aplicado en ingenieria de tejidos. Ademas, ha servido como
andamio para la entrega dirigida de drogas y como apdsito topico gracias a sus
propiedades de hidrogel para prevenir la deshidratacion de las heridas y acelerar la

cicatrizacion (Dougan, Gough, & Eichhorn, 2013).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion de células competentes

Células competentes E. coli BL21(DES3) fueron preparadas mediante un proceso
ligeramente modificado al propuesto por la Organizacion IGEM. Un mL de células E. coli
BL21(DE3) criopreservadas fue inoculado en 125 mL de medio SOB (5 g/L de extracto
de levadura, 20 g/L de triptona, 0.584 g/L de NaCl, 0.186 g/L de KCI, 2.4 g/L de MgSOa)
y se incub6 a temperatura ambiente hasta una absorbancia medida a 600 nm (OD600)
de aproximadamente 0.3. Luego de transferir el cultivo a tubos plasticos estériles de 50
mL previamente enfriados siguié una centrifugacion a 3000 g durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en 40 mL de buffer CCMB80
(10 mL de una solucién 1M de acetato de potasio a pH 7.0, 11.8 g/L de CaCl2.2H20, 4.0
g/L de MnCl2.4H20, 2.0 g/L de MgCl2.6H20y 100mL/L de glicerol; pH final 6.4, esterilizado
por filtracion) frio y se incubd en hielo por 20 min. Tras centrifugar a 3000 g por 10 min a
4°C se descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 10 mL de buffer CCMB80
frio. Se incubd en hielo por 20 min y se alicuotd en tubos de PCR para luego almacenarlos

indefinidamente a -80°C.

3.2 Domesticacién de biobricks
3.2.1 Sintesis quimica de los oligonucleétidos

Los gBlocks necesarios para la formacion in vitro de las proteinas quimera
CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-sfGFP (utilizada para evaluar la concentracion saturante de
IPTG sobre el casete de expresion, asi como la fuerza de enlace del CBDcipA con la

celulosa bacteriana) fueron codon optimizados para E. coli, disefiados para contener un
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prefijo y sufijo, y luego sintetizados quimicamente (Integrated DNA Technologies,

Coralville, USA).

El gBlock A estuvo constituido por un prefijo RFC10
(5-GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAC- 3) en extremo N-terminal, seguido de la
secuencia del promotor plac con el operador lacO que lo hace inducible por IPTG, la
secuencia codificante del CBDcipA con un espaciador enddégeno y un sufijo RFC25
(5-ACCGGTTAATACTAGTAGCGGCCGCTGCAG-3') (Anexo I). El gBlock B estuvo
formado por un prefijo RFC25 (5-GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATGGCCGGC-3') en
extremo N-terminal, seguido de la secuencia nucleotidica de la BMP2, un doble
terminador de la transcripcion y un sufijo RFC10 (5-TACTAGTAGCGGCCGCTGCAG-3)
(Anexo ). El gBlock C contuvo el prefijo RFC25
(5-GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATGGCCGGC-3) en extremo N-terminal, la
secuencia codificante de la sfGFP, una cola de 6 residuos de histidina, un doble
terminador de la transcripcion y un sufijo RFC10

(5'-TACTAGTAGCGGCCGCTGCAG-3') (Anexo ).

3.2.2 Adaptacion de los extremos N-terminal y C-terminal

Dado que la actividad nucleasa de las enzimas de restriccion precisa de bases
extra a los lados del sitio de corte, se llevd a cabo una PCR utilizando la polimerasa de
alta fidelidad Q5 (New England Biolabs, USA) y los primers Eco-Fu
(5-CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAG-3') y Pst-Fu

(5-AAAACTGCAGCGGCCGCTACTAG-3') para anadir dichas bases.
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El ajuste de reaccion para la polimerasa Q5 y las condiciones de PCR de los

gBlocks A, B y C aparecen descritas en la Tabla 2 y Tabla 3, respectivamente.

Tabla 2
Ajuste de reaccion para la polimerasa Q5
Componente Reaccion 50 uL Concentracion Final
5X Q5 Reaction Buffer 10 uL 1X
10 mM dNTPs luL 200 uM
10 uM Forward Primer 25uL 0.5 uM
10 uM Reverse Primer 25uL 0.5 uM
Polimerasa Q5 0.5uL 0.02 U/uL
ADN template 2uL 100 ng
Agua de PCR 315uL

Fuente: (Mosquera, 2019)

Tabla 3
Condiciones de PCR para los gBlocks A, B,y C
Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacién inicial 98 30
98 10
30 ciclos
72 25
72 25
Extension final 72 120
Almacenamiento 10 )

Fuente: (Mosquera, 2019)

Los productos de PCR fueron purificados usando el PCR Purification Combo Kit,

siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen, USA).
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3.3 Ensamblaje de fusion
3.31 Digestion
Cuarenta nanogramos del plasmido psb1A3 fueron digeridos con 0.4 uL del Mix C (Tabla
4). De manera similar, 4 uL del purificado A fueron digeridos con 1uL del Mix A (Tabla 4),
4 uL del purificado B tratados con 1 uL del Mix B (Tabla 4) y 4 uL del purificado C con
1uL del Mix B. Las digestiones fueron a 37°C por 2h, seguidas de una inactivacion a 85°C

por 20 min.

Tabla 4
Composicion de los Mix A, B y C utilizados para digerir los productos de PCR purificados
A, B,yC.

Componente Mix A (3X) Mix B (3X) Mix C (3X)

Agua libre de nucleasas 0.69 uL

NEBuffer 1.1 10X 1.50 uL

EcoRI (15 U/uL) 0.20 uL

Agel (5U/uL) 0.60 uL

NEBuffer 4 10X - 1.50 uL

Pstl (10 U/uL) - 0.51 uL

NgoMIV (10 U/uL) - 0.51 uL

BSA 0.1% - 0.48 uL

Buffer O 10X - - 1.74uL

EcoRI (15 U/uL) - - 0.51 uL

Pstl (10 U/uL) - - 0.75 uL

Fuente: (Mosquera, 2019)
3.3.2 Ligacion

Para ensamblar la proteina de fusién CBDcipA-BMP2 se mezclaron 2uL del
digerido A, 2 uL del digerido B y 1 uL del plasmido digerido psb1A3 con 5 uL del Mix de
Ligacion (Tabla 5).De manera similar, para ensamblar la proteina CBDcipA-sfGFP se
mezclaron 2 uL del digerido A, 2 uL del digerido C y 1 uL del plasmido digerido psb1A3

con 5 uL del Mix de Ligacion. Ambas reacciones consistieron de una etapa de ligacién a
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16°C toda la noche, seguida de una inactivaciéon a 70°C por 30 min. A estos vectores
ensamblados de manera in vitro se los denominé psbl-CBDcipA-BMP2 y psblA3-

CBDcipA-sfGFP.

Tabla 5
Composicion del Mix de Ligacion.
Componente Volumen (uL)
Agua libre de nucleasas 7.0
10x T4 DNA Ligase buffer 2.0
T4 DNA Ligase (1U/uL) 1.0

Volumen total 20

Fuente: (Mosquera, 2019)
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3.4 Transformacion de Escherichia coli
Los vectores psbl-CBDcipA-BMP2 'y psblA3-CBDcipA-sfGFP  fueron
transformados por separado en E. coli BL21(DES3). Para cada transformacion, en un tubo
de 1.5 mL o0 2.0 mL se mezclaron 70 uL de células competentes E. coli BL21(DE3) con 6
uL del vector ensamblado homogenizando por pipeteo y se incubd en hielo por 20 min.
Luego de provocar un shock térmico a 42°C por 45 s e incubar en hielo por 4 min, se
afiadieron 800 uL de medio SOC (5 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de triptona, 0.584
g/L de NaCl, 0.186 g/L de KCI, 2.4 g/L de MgSO4, 3.6 g/L de glucosa) para promover su
crecimiento cultivandolas a 37°C por 1.5 h a 300 rpm. A continuacion, el cultivo fue
centrifugado a 700g por 4 min, se descarté 600 uL del sobrenadante y en el volumen
restante se resuspendio el pellet por homogenizacion de donde 100 uL fueron tomados

para sembrar en medio &gar LB con ampicilina (0.1 mg/mL) como marcador de seleccién.

3.5 Seleccion de los transformantes

La seleccion de las E. coli BL21(DE3) conteniendo el plasmido
psb1A3-CBDcipA-BMP2 y psb1A3-CBDcipA-sfGFP se llevé a cabo mediante la técnica
PCR de colonia a partir de un cultivo incubado a 37°C por 18 h. Una punta de micropipeta
de 0.2-10 uL estéril fue utilizada para topar suave y superficialmente las colonias
bacterianas, sumergirla en tubos de PCR conteniendo 20 uL de agua estéril y
homogenizar por pipeteo de donde se tomé 1 uL como ADN template en la reaccion de
PCR (Tabla 6) cuyas condiciones son descritas en la Tabla 7. Los células transformadas
conteniendo el constructo deseado fueron sembrados en agar LB con ampicilina (0.1

mg/mL) y posteriormente criopreservadas.
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Tabla 6
Ajuste de la PCR de colonia para seleccion de transformantes.
Componente Reaccion 20 uL Concentracién Final
DreamTaqg PCR Master Mix (2X) 10 uL 1X
10 uM Forward Primer 1.0uL 0.5 uM
10 uM Reverse Primer 1.0uL 0.5 uM
ADN template 1.0uL 10 pg -1 ug
Agua de PCR 7.0 uL

Fuente: (Mosquera, 2019)

Tabla 7
Condiciones de la PCR de colonia para seleccion de transformantes
Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacion inicial 98 150
98 10
30 ciclos 72 25
72 25
Extension final 72 120
Almacenamiento 10 °0
Fuente: (Mosquera, 2019)
3.6 Modelo matematico de la expresidn de las proteinas recombinantes
3.6.1 Internalizaciéon del inductor IPTG en Escherichia coli

El IPTG ingresa a las células de E. coli de manera dependiente de su
concentracion. Su internalizacion es mediada por la lactosa permeasa y difusion pasiva
a bajas y altas concentraciones, respectivamente (Ukkonen & Vasala, 2015). La
internalizacion por difusién pasiva puede ser descrita con una ecuacion diferencial

ordinaria (EDO) (Ecuacion 1) derivada de la ley de accion de masas.

PTGy <> IPTGip,
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dIPTGipe
dt

= KiprGupt[IPTGlext — Kiprgout [IPTGlint

Ecuacion 1

donde [IPTG].x: € [[PTG];,: SON las concentraciones de IPTG fuera y dentro de la célula,
respectivamente; kiprgyup: €S la tasa de internalizacion de IPTG (0.92 min™1) Y Kiprgout €S

su tasa de salida (0.05 min~?) (TUDelft, 2009).

La interaccion entre IPTG y Lacl es considerada rapida cuando la concentracion de IPTG
excede largamente la concentracion de Lacl. La concentracion del Lacl que activamente
reprime la expresion de la proteina de interés ([Lacl],.;) puede ser descrita con la

ecuacion de Hill (Ecuacion 2) (Semsey et al., 2014; Ukkonen & Vasala, 2015).

[Lacl]roraL
1+ ([IPTG]

int)hlPTG
KIPTG

[Lacl]aee =

Ecuacion 2

donde Kjpr; €s la constante de Michaelis-Menten del enlace IPTG-Lacl, h;prg €s el
coeficiente de Hill asociado (2) (Ozbudak, Thattai, Lim, Shraiman, & Van Oudenaarden,
2004; TUDelft, 2009) y [Lacl]toTar, €S la concentracion del represor Lacl en E. coli. Dado
qgue los plasmidos del presente estudio carecen de un casete de expresion constitutiva
de Lacl, se trabajo unicamente con la concentracion producida naturalmente en E. coli

(10nM) (Kalisky, Dekel, & Alon, 2007).
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3.6.2 Produccion inducida por IPTG de las proteinas de fusién
La concentracion de los ARNm CBDcipA-BMP2 ([CBD — BMP2]prnm) Y
CBDcipA-sfGFP ([CBD — sfGFP]srnm) @ Un tiempo t puede ser descrita matematicamente

por la Ecuacion 3 y Ecuacion 4, respectivamente.

d[CBDcipA — BMP2 1
[ p larNm _ Kpac | @+ (1 = @) — | — 8[CBDcipA — BMP2] ornm
dt ([Lad]act) fact
I+ (R
lacl
Ecuaciéon 3
d[CBDcipA — sfGFP 1
[ p JaARNm = kppac | 0+ (1 — @) - — 8[CBDcipA — sfGFP]ArNm
dt ([Lad]act) fact
I+ (R
lacl

Ecuacion 4

donde kp,. €s la tasa de transcripcion maxima del promotor Plac (0.5 nM min™1); a es el

[LacI]act h

factor de fugacidad del casete, ( ) " es la funcién represora de Hill donde K,

lacl

es la constante de Michaelis de la union de la proteina Lacl con el promotor Plac (1 nM),
hj.c1 €s el coeficiente de Hill asociado (2) y & es la tasa de degradacion de los ARNms
(Ozdubak, Thattai, Lim, Shraiman, & Van Oudenaarden, 2004; TUDelft, 2009). La
concentracion de las proteinas CBDcipA-BMP2 ([CBDcipA — BMP2]) y CBDcipA-sfGFP
([CBDcipA — sfGFP]) pueden ser descritas con la Ecuacibn 5 y Ecuacion 6,

respectivamente.

d[CBD — BMP2]
dt

= Bcg[CBD — BMP2] pgnm — 6[CBD — BMP2]
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Ecuacion 5

d[CBD — sfGFP]

= = Bcc[CBD — SfGFP]agpnm — 6[CBD — SfGFP]

Ecuacioén 6

donde Bcg Y Bcg son las tasas de traduccion de [CBDcipA — BMP2]y de [CBDcipA —
sfGFP], respectivamente; y o es la tasa de degradacién de [CBDcipA — BMP2] y
[CBDcipA — sfGFP]. Las EDOs fueron resueltas con el método de Euler usando el lenguaje

Python en Spyder 3.6 (Anaconda).

3.6.3 Estabilidad de los nodos

La estabilidad en los puntos de equilibrio fue determina segun los eigenvalues de
las matrices jacobianas derivadas de la linealizacién de las EDOs de los Sistemas de
EDOs 1 y 2. Cada Sistema se compone de 2 EDOs (f1 y f2) que originan una matriz

jacobiana 2x2 (Matriz 1).

d[CBDcipA — BMP2] ArRNm 1
3 =Kkppac| 0+ (1 — ) h — S6[CBDcipA — BMP2] ArRNm
t [Lacl]aer)
1+ |——7"=
KlacI

d[CBD — BMP2]
dt

= Bcg[CBD — BMP2] sgnm — 0[CBD — BMP2]

Sistema de EDOs 1

d[CBDcipA — sfGFP] arn 1
dt = = Kplac | a+ (1 —a)
\ 1+ (Ll

KlacI

)hl I/ - S[CBDClpA - SfGFP]ARNm
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d[CBD — sfGFP]

T = Bcg[CBD — SfGFP]sgnm — 6[CBD — sfGFP]

Sistema de EDOs 2

ofl1  ofl

Je(r, 6) = gfrz gfez

ar 00
Matriz 1

donde r, 6 representan las especies moleculares ARNm y proteina que son variables en

los Sistemas 1y 2.

3.7 Determinacion de la concentraciéon saturante de IPTG y cuantificacién de
proteina recombinante
Utilizando una microplaca de 96 pocillos se hizo una dilucién 1:10 de un cultivo de 16 h
de E. coli BL21(DE3) conteniendo el plasmido psb1A3-CBDcipA-sfGFP en caldo LB con
ampicilina (0.1 mg/mL) y seis niveles de IPTG (0 uM, 0.01 uM, 0.1 uM, 2 uM, 20 uMy 100
uM) como variable independiente del ensayo. Se realizaron 5 repeticiones por cada nivel
(Figura 8). La OD600 e intensidad de fluorescencia normalizada (IFN, Ecuacion 6) fueron
medidas con un intervalo de 5 min por 24 h utilizando el sistema Cytation 5 (BioTek, USA)

bajo las condiciones experimentales de cultivo anotadas en la Tabla 8.
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Figura 8. Esquema del experimento para determinar la
concentracion saturante de IPTG y cuantificar la expresion de
la proteina de fusiébn CBDcipA-sfGFP. Seis niveles de IPTG

entre 0 uM y 100 uM con cinco repeticiones fueron ensayados
Fuente: (Mosquera, 2019)
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Tabla 8

Pardmetros experimentales para medir la OD600 e intensidad de fluorescencia.
Pardmetro Descripcion
Numero de réplicas 5
Temperatura 37°C

Doble orbital: continuo

Agitacion Frecuencia: 425 cpm (3 mm)
Absorbancia-OD 600 nm

Excitacién, Emisién 485/20, 528/20

Optica Fondo

Ganancia Extendida

Fuente: (Mosquera, 2019)

Iquestra - Il::blanco

0D600

IFN =

Ecuacién 6
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3.8 Expresion de las proteinas recombinantes
Para evaluar las fracciones solubles e insolubles de las proteinas recombinantes
las cepas de E. coli BL21(DE3) portadoras del plasmido psb1A3-CBDcipA-BMP2 y
psb1A3-CBDcipA-sfGFP fueron cultivadas por 16 h a 37°C y 150 rpm en caldo LB
conteniendo ampicilina (0.1 mg/m)L. Luego se afiadio IPTG a una concentracion final
1mM para saturar la expresion y se incubo por 6 h a 37°C y 150 rpm. El pellet bacteriano
fue recolectado por centrifugacion a 9000 g por 3 min y luego resuspendido en 350 uL de
buffer STET (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, y 5% [m/V] TRITON® X-
100). Después de afadir 25 uL de una solucion fresca de lisozima (10 mg/mL en 10 mM
Tris-HCI, pH 8.0) se agitdé en voértex por 12 s y se incubd la mezcla por 30 min a 37°C.
Luego los tubos fueron colocados en agua a 92°C por 40 s y se centrifugaron a 14 000 g.
El sobrenadante y el pellet fueron separados para analizar la fraccién soluble e insoluble
de proteina recombinante via electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Los

ensayos fueron realizados por duplicado para cada proteina.

La SDS-PAGE se llevo a cabo usando el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BioRad, USA) con geles de poliacrilamida de separacion al 8% (5.4 mL de agua
destilada, 2 mL de acrilamida/bisacrilamida liquida al 40%, 2.5 mL Tris-HCI 1.5 M, 0.4%
de SDS, pH 8.8 (Buffer Lower), 50 uL de APS 10% y 10 uL de TEMED) y de concentracion
al 4% (3.2 mL de agua destilada, 0.5 mL de acrilamida/bisacrilamida liquida al 40%, 1.25
mL de buffer Tris-HCI 0.5 M, 0.4% de SDS, pH 6.8 (Buffer Upper), 25 uL de APS 10%, 5

uL de TEMED).
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Luego de la corrida electroforética por 2 h a 120 V, el gel fue sumergido en la
solucion de tincidén (azul de Coomassie R-250 0.5%, metanol 25% y acido acético glacial
50%) por 48 h a temperatura ambiente. El exceso de colorante fue tratado con solucion

de lavado (metanol 10% y acido acético glacial 10%) por 6 h a temperatura ambiente.

3.9 Obtencion de celulosa bacteriana

La obtencién de BC se llevd a cabo con ligeras modificaciones a la metodologia
Goh y colaboradores (2012). En un frasco de vidrio se agrego 1 L de agua hervida, tres
bolsas (aproximadamente 6.0 g) de té negro y 100 g de azlUcar comercial. Las bolsas de
té fueron agitadas por 5 min. Cuando la temperatura descendi6é a 30°C se agregaron 10
mL de &cido acético al 50% (V/V) para acidificar el medio y evitar el crecimiento de
organismos no deseados. Luego se removieron las bolsas de té y se agregaron pequefias
piezas de un cultivo simbidtico de hongos y bacterias “Scoby”, preliminarmente obtenidas
en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE. El
frasco se tapd y se permitié la fermentacion por 14 dias (Figura 9) donde cada 2 se

destapd por 2 minutos en condiciones estériles para favorecer el intercambio gaseoso.

Figura 9. Preparacion de celulosa

bacteriana
Fuente: (Mosquera, 2019)
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Transcurrido el tiempo de fermentacion se procedio a limpiar las peliculas de
celulosa humedas tratdndolas por 2 h a 90°C y hervidas por 20 min en una solucion
0.5 M de NaOH, lavadas varias veces con agua desionizada, remojadas por 2 dias en

solucién 1% de NaOH y finalmente lavadas 4 veces con agua desionizada.

3.10 Caracterizacion de la fuerza de enlace de la proteina recombinante a la
celulosa bacteriana
La fuerza de enlace de las proteinas recombinantes CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-
sfGFP es una propiedad del dominio N-terminal CBDcipA que interactia con la BC y
permite la unién de la proteina quimera cuya fuerza fue caracterizada por lavados

utilizando la proteina CBDcipA-sfGFP ya que la fluorescencia puede ser cuantificada.

El primer paso de este ensayo consistid en la preparacion de finas membranas
homogéneas de BC acopladas dentro de los pocillos de una microplaca. Treinta gramos
de celulosa bacteriana tratada alcalinamente fueron licuados por 12 min con 150 mL de
agua desionizada. De la pasta homogénea obtenida 120 uL fueron agregados en los
pocillos de la microplaca y se secé a 37°C por 22.5 h. Dentro de cada pocillo se colocaron
100 uL de la fraccién soluble de la proteina CBDcipA-sfGFP y se dej6 incubd por 18 h a
4°C para favorecer la interaccién de la proteina con la BC. De manera similar se us6 un
extracto de GFP wild type (GFPwt) como control negativo. El siguiente paso fue evaluar
la fluorescencia remanente luego de lavar 3 veces los pocillos conteniendo BC y la

proteina CBDcipA-sfGFP o GFP con una solucién 1X de fluido corporal simulado (SFB,
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por sus siglas en inglés) (140 mM NaCl, 4.23 mM NaHCO3;, 3.02 mM KCI, 1.01 mM
K,HPO,, 1.53 mM MgCl,.6H,0, 2.63 mM CaCl,. 2H,0, 0.51 mM Na,SO,, 50.5 mM Tris-
Base, pH 7.4) (Srinivasan & Rajendran, 2015). Cada tratamiento fue realizado con 8

repeticiones.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Ensamblaje de fusion

Los productos de PCR correspondientes a los biobricks A, By C obtenidos con los
primers Eco-Fu y Pst-Fu para afiadir bases extras a los extremos N-terminal y C-terminal
para permitir la accién de las enzimas EcoRI y Pstl y que fueron luego purificados se
utilizaron para ensamblar in vitro el casete de expresion de cada una de las dos proteinas
de fusion dentro del plasmido psblA3 cuya prueba de concepto fue evidenciada
realizando una PCR de colonia verificando que la longitud del producto fue la esperada
por la union del gBlock A con gBlock B (CBDcipA-BMP2: 1301 bp) y gBlock A con

gBlock C (CBDcipA-sfGFP: 1688 bp) (Figura 10).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (1%
m/V) de los productos de PCR de colonia de
bacterias conteniendo el casete de expresion

para CBDcipA-BMP2 (Carril 2 y 3) y CBDcipA-

sfGFP (Carril 4)
Fuente: (Mosquera, 2019)

Luego se procedié a sembrar en medio agar LB con ampicilina (0.1 mg/mL) las colonias
transformadas con el plasmido psb1A3-CBDcipA-BMP2 (Figura 11A) y psb1A3-CBDcipA-

sfGFP (Figura 11B).
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Figura 11. Cultivos puros de E. coli BL21(DE3) codificando las proteinas (A) CBDcipA-

BMP2 y (B) CBDcipA-sfGFP
Fuente: (Mosquera, 2019)

4.2 Modelo matemético de la expresién de las proteinas recombinantes
4.2.1 Internalizacién del inductor IPTG en Escherichia coli

La Ecuacion 7 es una EDO que describe [IPTG];,: con respecto al tiempo, la
variable [IPTG].x: €s igual a la concentracion de IPTG total ([IPTG] roTar) @fadida en el

medio de cultivo menos [IPTG]iyt,

dIPTG;y,

dt = kIPTGupt([IPTG]TOTAL - [IPTG]int) - kIPTGout[IPTG]int

Ecuacion 7

En la Ecuacion 7 se distinguen dos términos, Kiprgupt ([IPTGlrorar — [IPTG]int) €S
la tasa de avance del ingreso de IPTG (Forward Rate) y Kiprgout[IPTG]int €S la tasa de

retroceso (Backward rate),
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dIPTG;p,

T }(IPTGupt([IPTG]TOTAL - [IPTG]int)' — Kiprout[IPTGlint

Forward rate Backward rate

En el estado estacionario, la solucion puede determinarse graficando las

Ecuaciones 8 y 9, normalizando la [IPTG];,; (Figura 12).
Forward rate = Kiprgupt([[PTG]rorar — [IPTG]int)
Ecuacion 8

Backward rate = Kiprgout[IPTG]int

Ecuacion 9

09y Backward Rate | T

— Forward Rate

08y

0.7

06

05T

04r

Rates ([IPTG)/min)

037

02r

017

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

[IPTG], /PTG qraL

Figura 12. Balance de tasas de avance y retroceso de
la difusion de IPTG a través de la membrana de E. coli.
El punto de interseccion corresponde al estado

estacionario
Fuente: (Mosquera, 2019)
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El punto de interseccion de las rectas (Figura 12) corresponde al estado
estacionario cuando la [IPTG];,; se mantiene constante en el tiempo y cuyo valor

estimado por el modelo matematico es 94.845% de la [IPTG]roTar, @fadida al sistema.

La Ecuacion 2, util para conocer la [Lacl],. que influye en la expression de las
especies moleculares queda entonces definida en términos de constantes y de la

[IPTG]toraL afiadida por el sujeto,

[Lacl],e; = [Lacl]toraL
act 1+ (0-94845[IPTG]TOTAL)h[pTG
KIPTG
Ecuacion 10
4.2.2 Expresién de las especies moleculares

De acuerdo a los resultados derivados del sistema de EDOs 1y 2, la concentracion
maxima de las proteinas CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-sfGFP sin inductor IPTG fue de
542.85 uM y 376.20 uM respectivamente. Con 0.01 uM de IPTG la concentracion fue
aproximadamente la misma con 543.57 uM de CBDcipA-BMP2 y 376.70 uM de CBDcipA-
sfGFP. En contraste, a concentraciones de IPTG igual o mayores a 0.1 uM el sistema se
satura y la expresion se libera a su maximo nivel con valores de 570.79 uM y 395.56 uM
de CBDcipA-BMP2 (Figura 13A) y CBDcipA-sfGFP (Figura 13B), respectivamente.
Dichos valores constituyen puntos de equilibrio en estos sistemas de expresion. Estos
datos sirvieron para predecir que la concentracion saturante de IPTG estaria entre 0.010

uMy 10 uM.
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Figura 13. Simulacién de la expresion de las proteinas (A)
CBDcipA-BMP2 y (B) CBDcipA-sfGFP bajo distintas

concentraciones de IPTG
Fuente: (Mosquera, 2019)

423 Estabilidad de los nodos

Para determinar si los puntos de equilibrio son estables o inestables se realizaron
linealizaciones Jacobianas al Sistema de EDOs 1 y 2 resumidas en una matriz para

CBDcipA-BMP2 (Matriz 2) y otra para CBDcipA-sfGFP (Matriz 3). Los eigenvalues en
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ambas matrices tienen valores negativos lo que define a los puntos de equilibrio de los

dos sistemas de expresion como nodos estables.

0.192

_ 0
Ip(CBDClPA_BMPZ)z[ 3.290 —0.015]

Matriz 2
_ 1—-0.192 0
J#(CBDCipA — SfGFP) = 2 280 _0_015]
Matriz 3
4.3 Determinacion de la concentraciéon saturante de IPTG y cuantificacion

de proteina recombinante

La Figura 14 corresponde a la cinética de expresion de la proteina CBDcipA-sfGFP
inducida con seis niveles de IPTG que actian sobre las regiones reguladoras, ubicadas
aguas arriba de los ORFs de las proteinas CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-sfGFP.
Comparando con las demas concentraciones de IPTG, la induccién con 100 uM
incrementd la expresion proteinica, medida en unidades arbitrarias, hasta las 10.24 h del
cultivo transformado de E. coli BL21(DE3), tiempo luego del cual se produjo un efecto

contrario reduciendo progresivamente la expresion proteinica (Figura 14).
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Figura 14. Cinética de la expresion de la proteina CBDcipA-sfGFP inducida con seis niveles de IPTG y medida en

unidades arbitrarias
Fuente: (Mosquera, 2019)
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La expresion de la proteina CBDcipA-sfGFP alcanz6 la saturacion en una manera
dependiente de la concentracion de IPTG. Eltiempo de saturacion para la induccion con
0 uM, 0.01 uM, 0.1 uM, 2 uM, 20 uM y 100 uM fue 20.91 h, 20.66 h, 20.57 h, 20.32 h,
19.99 h y 19.65 h, respectivamente (Figura 14). Consecuentemente se analizaron las
concentraciones de proteinas inducidas por los seis niveles de IPTG en los respectivos
tiempos de saturacion, con una significancia de 0.05. A pesar de que los datos se
ajustaron a una distribucion normal segun la prueba de Shapiro-Wilk (valor-p=0.76), no
se cumplié la homocedasticidad segun la prueba de Levene (valor-p=0.016), por lo cual
se aplicé una prueba de Welch acompafada de un test post hoc de Games—Howell.
Comparando con el control, mientras las expresiones conseguidas con 0.01y 0.1 uM de
IPTG no fueron significativamente mayores, se registraron reducciones significativas con

20 uM (valor-p=0.005) y 100 uM de IPTG (valor-p<0.001) (Figura 15).

*%* *k*%

ns
6,00E6
: i .—-L—

4 00E6

2 00E6

Fluorescencia normalizada (UA)

0,00E0

Y]
|-

O
=]

(=]

4] 0.01 0.1
IPTG [uM]

Figura 15. Concentraciones maximas de proteina CBDcipA-sfGFP inducida por
los seis niveles de IPTG. **=p<0.01, ***=p<0.001, ns=no significativamente

diferente de IPTG 0 uM
Fuente: (Mosquera, 2019)
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4.4 Expresion de las proteinas recombinantes

Para estimar la fraccion soluble e insoluble en que las proteinas recombinantes se
expresan en las cepas transformadas de E. coli BL21(DE3) se realizé una lisis quimica a
un cultivo de 16 h inducido su maxima expresion por 6 h afadiendo IPTG 1mM
concentracion final. A diferencia de las fracciones solubles e insolubles de la proteina
CBDcipA-sfGFP (=64 kDa, Figura 16) que aparecen semejantes, la proteina CBDCcipA-
BMP2 (=35 kDa, Figura 14) aparece concentrada en su fraccion insoluble y no detectable

en la soluble (Figura 14).

Figura 16. Expresion de las proteinas recombinantes en fracciones solubles (FS) e
insolubles (FI). CBDcipA-sfGFP en FS (Carriles 1y 8) y FI (Carriles 4 y 5). CBDcipA-

BMP2 en FI (Carriles 2y 3) y FS (Carriles 6y 7)
Fuente: (Mosquera, 2019)
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4.5 Obtencion de celulosa bacteriana

La primera membrana integra se formo al cabo de 9 dias. Un tiempo de cultivo
prolongado permitié su apilamiento (Figura 17A) en la forma del area del recipiente.
Luego de lavadas en solucion alcalina tomaron un color blanquecino mientras estuvo

hidratada (Figura 17B).

Figura 17. (A) Membranas de celulosa bacteriana cultivadas por 2

semanas y (B) tratadas con solucion alcalina
Fuente: (Mosquera, 2019)

4.6 Caracterizacion de la fuerza de enlace de la proteina recombinante a

celulosa bacteriana

La fluorescencia remanente luego de extraer la solucion incubada por 18 h con
finas membranas de BC (fluorescencia prelavado) fue del 91.11 £ 4.19y 2.57 + 0.65 para
CBDcipA-sfGFP y GFPwt, respectivamente (Figura 18A), lo que da cuenta de que la
concentracion de proteina CBDcipA-sfGFP acoplada a las membranas de BC fue
significativamente mayor que la GFPwt (valor-p<0.0001). Esta fluorescencia remanente
fue lavada 3 veces con SFB y entonces se midio la fluorescencia restante (fluorescencia
postlavado) cuyos valores fue 98.17 + 0.42 para CBDcipA-sfGFP, significativamente

mayor que 64.83 + 2.64 de GFPwt (valor-p<0.0001) (Figura 18B).
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CAPITULO V: DISCUSION

La funcionalidad de los dominios de la proteina CBDcipA-sfGFP generada por el
ensamblaje de fusion fue demostrada por los experimentos llevados a cabo. El dominio
CBDcipA, localizado en el extremo N-terminal, confiri6 a la proteina quimera la propiedad
de adherencia a celulosa bacteriana (Figura 18A) que fue progresivamente liberada por
lavados con SFB (Figura 18B). La solucion SFB ha sido ampliamente utilizada para
evaluar la bioactividad de materiales in vitro y aproximar su funcionalidad in vivo porque
su concentracion idnica similar a la del plasma humano (Bhatt & Anbarasu, 2019; Cléries,
Fernandez-Pradas, & Morenza, 2000; Kokubo & Takadama, 2006; Li, Gao, & Wang,
2004; Magallanes-Perdomo et al.,, 2011). Por otra parte, la funcionalidad del dominio
sfGFP en extremo C-terminal fue evidenciada visualmente por la fluorescencia de las
colonias bacterianas conteniendo el plasmido psb1A3-CBDcipA-sfGFP (Figura 11B) asi

como por la lectura de la fluorescencia durante la cinética de crecimiento (Figura 14).

La proteina BMP2 fue ensamblada como extremo C-terminal en base a estudios
previos donde se demostré su actividad osteogénica in vivo en un modelo animal murino
utilizando la proteina recombinante TG-pi-BMP2 acoplada a fibrina (Schmoekel et al.,
2005). De manera similar, se escogid CBDcipA en extremo N-terminal por su mayor
fuerza de enlace a celulosa bacteriana comparado con otros CBDs (Florea et al., 2016).
Tomado en conjunto, debido a que el ensamblaje de la proteina CBDcipA-BMP2 fue
semejante a la proteina CBDcipA-sfGFP se espera la actividad de ambos dominios que

acoplada se obtiene el biomaterial funcional.
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La ley de accién de masas es una herramienta util para crear modelos no lineales,
variables en el tiempo y que ha sido tradicionalmente utilizada para describir reacciones
bioquimicas de unién ligando-receptor o procesos citosoélicos tipo fosforilacion de
especies moleculares (Enderle, 2012; Kenakin, 2019). En este estudio dicha ley fue
aplicada para describir matematicamente las concentraciones de IPTG dentro y fuera de
la célula que en el estado estacionario, cuando la tasa de entrada es igual a la de salida,

el [IPTG];n; fue del 94.845% de la [IPTG]toTar (Figura 12).

Para describir la transcripcion del ARNm y traduccion de las proteinas de fusion,
se utilizaron EDOs de primer grado (Ecuacion 3, 4, 5y 6) que se basan en la produccion
y degradacién de las especies moleculares (Fernandez-Lopez, del Campo, Reuvilla,
Cuevas, & de la Cruz, 2014; M. A. Gibson & Mjolsness, 2001). El valor de fugacidad de
transcripcén (a) de las proteinas CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-sfGFP fue tomado como
0.95 porque los plasmidos no tienen el casete de expresion constitutiva de la proteina
represora Lacl y la concentracion naturalmente presente en E. coli (10 nM) era muy baja
para provocar una represion efectiva. Este detalle del modelo matematico concuerda con
la fase experimental donde la expresion inducida por IPTG hasta 0.01 uM de la proteina
CBDcipA-sfGFP no fue significativamente mayor que el tratamiento control. En contraste,
una relacion inversa entre produccion proteinica y concentraciones de IPTG fue
encontrada para valores de inductor igual o mayor a 20 uM ya que producen una
reduccion significativa en la concentracion de CBDcipA-sfGFP (Figura 15); este
fendmeno puede explicarse porque el IPTG es un compuesto no metabolizable y que en

altas concentraciones se vuelve toxico para la célula bacteriana (Kopp et al., 2018; Rizkia
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et al., 2015). Ademas, a mayores concentraciones de IPTG el sistema de expresion se

satura mas rapido debido a la interaccidn inductor-proteina represora (Figura 14).

Es importante notar que la cinética de produccion de la proteina CBDcipA-sfGFP
modeladas mateméaticamente (Figura 13) es semejante a la cinética obtenida
experimentalmente (Figura 14) hasta el punto de saturacion. A partir de este punto,
mientras que experimentalmente la concentracién proteinica decae progresivamente,
segun el modelo la concentracion proteinica se mantiene constante. Este fenomeno se
debe a que el modelo mateméatico no toma en cuenta la muerte celular provocada por el

agotamiento de nutrientes y concentraciones altas de IPTG.

El tiempo de vida media de los ARNms en E. coli fue bien estudiada por Bernstein,
Khodursky, Lin, Lin-Chao, & Cohen (2002), concluyendo que depende del medio y
temperatura de cultivo; en medio LB, el 99% de los ARNms tuvo una vida media entre 1-
15 min con un promedio de 5.2 min. Por tanto, la tasa de degradacion de los ARNms
CBDcipA-BMP2 y CBDcipA-sfGP fue asumida como 0.192 mint. Tomando en cuenta
que la tasa de traduccion en E. coli tiene una media de 16 aa s?! (NieR,
Siemann-Herzberg, & Takors), las tasas de traduccion asumidas para las proteinas
CBDcipA-BMP2 (B:z) Yy CBDCcipA-sfGFP (B;;) fueron 3.29 min' y 2.28 min?,
respectivamente. Por otra parte, la tasa de degradacion proteinica (o) es mayor o igual
gue el ciclo celular de los organismos (Maurizi, 1992) que en E. coli es de 20 min bajo
condiciones 6ptimas de cultivo (medio rico en nutrientes y 37°C) (B. Gibson, Wilson, Feil,
& Eyre-Walker, 2018). Considerando que la cepa hospedera E. coli BL21(DE3) es

deficiente en los genes codificantes de las proteasas OmpT y Lon (Ratelade et al., 2009),
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la tasa de degradacion fue asumida como 0.015 min't. Dadas las condiciones B¢g > Bcg
y una sola o, el modelo matematico predijo concentraciones mayores de CBDcipA-BMP2

que de CBDcipA-sfGFP (Figura 13) porque la CBDcipA-BMP2 se traduce mas rapido.

La insolubilidad y formacién de cuerpos de inclusion ha sido reportada como
caracteristica de la BMP2 (Nasrabadi, Rezaeiani, Sayadmanesh, Baghaban-
Eslaminejad, & Shabani, 2018) y de proteinas quimeras con un dominio BMP2 (Pramesti
et al., 2012; Schmoekel et al., 2005). Esto concuerda con la insolubilidad de la proteina
CBDcipA-BMP2 reportada en el presente trabajo de investigacion, evidenciada por la

SDS-PAGE (Figura 16, Carriles 2 'y 3).

La fuerza de enlace entre las proteinas recombinantes y celulosa bacteriana dada
por la funcionalidad del dominio CBDcipA y caracterizada por lavados con SFB fue mayor
gue la fuerza de enlace de GFPwt utilizada como control, lo que es acorde con estudios
previos donde utilizaron como solventes de lavado 70% EtOH, 5% BSA, PBS y H20

(Florea et al., 2016).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

La proteina de fusiéon CBDcipA-BMP2 expresada en Escherichia coli BL21(DE3)
fue detectable en fase insoluble revelando una alta tasa de formacion de cuerpos de
inclusion, caracteristica de la BMP2 y algunas de sus quimeras. Por otra parte, la proteina

de fusion CBDcipA-sfGFP fue detectada tanto en fase soluble como insoluble.

El modelo matematico de la expresion de las proteinas recombinantes inducidas
por IPTG contemplo dos fases. La primera referida a la internalizacion de IPTG en E. coli
a través de su membrana y cuyo analisis a partir de la ley de accion de masas revel6 que
en el estado estacionario la concentracion de IPTG dentro de la célula es el 94.845% del
IPTG afiadido al medio. La segunda fase, centrada en la produccion de las especies
moleculares ARNm y proteina, predijo que la concentracion saturante de IPTG estaria
entre 0.01 uM y 1 uM lo que fue util en la etapa experimental para definir los niveles de

IPTG inductores de la expresion.

Dentro del modelo matemético, una de las limitaciones fue la omision de la muerte
celular que a diferencia de las cinéticas obtenidas por el modelo, fue evidente en la
cinética experimental entre las 19.65 h y 20.91 h dependiendo de la concentracion de
IPTG afiadida al medio de cultivo. Ademas, el modelo omite que altas concentraciones
de IPTG, al ser un compuesto no metabolizable, se vuelven tdxicas para las células y
consecuentemente disminuye la maxima concentracion de proteina obtenida, también

evidenciado en la cinética experimental.
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Analizando los valores de intensidad de fluorescencia en los puntos de saturacion,
correspondientes a la maxima concentracion de proteina demostraron un incremento no
significativo con la induccion de hasta 0.1 uM de IPTG. Valores sobre 20 uM demostraron
ser toxicos para las células y redujeron significativamente la maxima concentracién de

proteina.

La fuerza de enlace de la proteina CBDcipA-sfGFP a celulosa bacteriana
significativamente mayor que el control GFPwt demostré la funcionalidad del dominio
CBDcipA al ser lavado progresivamente con SFB. Es decir, en una terapia de induccion
de hueso dirigida con membranas de celulosa bacteriana, el dominio CBDcipA otorgaria

una accioén progresiva de la proteina morfogénica 6sea BMP2.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Con la ayuda de un espectrofotometro, cuantificar el ADN para realizar los ensayos
de ensamblaje y ligacién ya que influye para determinar la concentracion necesaria de

las enzimas nucleasas y ligasa.

Probar otros tipos de modelos matematicos de la expresidbn de genes como

modelos estocasticos que incluyan aspectos como el ciclo celular.

Variar las formas de cultivo de las cepas recombinantes ya que factores como la

agitacion en matraces con deflectores puede aumentar la solubilidad de las proteinas

Bajo las condiciones de laboratorio y equipos donde se realicen los ensayos,
establecer un factor de conversion de intensidad de fluorescencia medida en unidades

arbitrarias a concentracion de proteina.

En caso que se busque una sola intervencion quirdrgica, experimentar con
celulosa bacteriana tratada con irradiacion ya que aumenta su reabsorcion por el cuerpo

humano y animal.
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Anexo A. gBlock A EN FORMATO BIOBRICK CONTENIENDO EL PROMOTOR
INDUCIBLE plac y CBDcipA CON ESPACIADOR ENDOGENO

Stare (0) EcoRI

5

a3

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGCAATACGCAALCCGCCTET O GG CGTTGECCCATTCATTAATGCAGCTGGECACGACAGGTTTCCCGACTOGARAGCGGGLAGTGA

CTTAAGCBCCGECGAAGATCTCOTTATACGTTTGECGGAGAGGGECGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCOTGCTGTCCARAGRGCTEACCTTTCGCCCGTCACT
BioBrick prefis RFC10 |

GO A G A ATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGETTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT T TGTGTGEAATTGTGAGCOGATARCAATTTCACA

CGCGTTGCGTTARTTACACTCARTCGAGTOAGTAATCCGTGGGETCCGARATGTGARATACGAMGGCCGAGCATACKRACACACCTTAMCACTCGCCTATTGTTARAGTGT

CAP binding site [35 ] [0 >

lac pramoter

CATACTAGAGAALGAGGAGLAATACTAGATGECCGGCAACTTGRAAGTTGAGTTCTACAACTCARACCCCTCAGATACGRCCARTTCGATCAATCCTCAGTTCARAGTCA

GTATGATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTAC GG GTTGAACTTTCAACT CALGATGTTGAGTTTGGGGAGTCTATGCTGGTTAAGCTAGTTAGGAGTCAAGTTTCAGT

RES SCAR CBD cipA +Espaciador endégeno

LA A GGGAT ARG G AT GACTTGT AL AGTTGACTTTACGTTACTATTACACGGTGGACGGGCAGRAGGACCAGACGTTCTGETGTGATCATGCAGCGATTATT

GGTTGTGCCCTAGTTCGCGTTAGCTGAACAGTTTCALCTGRAAT G ATGATAATGTGCCACCTGCCCGTCTTCCTOGTETGOAAGACCACACTAGTACGTCOGOTAATAA

CBD cipA + Espaciador enddgeno

GECTCTAACGGGTCCTACARTGGGATCACATCTAATGTTAAGGGCACCTTCOTCAAGATGAGCAGTAGTACCAACAACGCCGACACATATCTGGARATTAGCTTCACTGE

O GAGATT G C CAGGATGTTACCCTAGTGTAGRTTACAATTCCCGTGGAAGCAGTTCTACTCGTCATCATGGTTGTTOCGGCTOTGTATAGACCTTTAATCGAAGTGACE

CBD cipA + Espaciador endégeno

TGGAACCCTTGAACCTGGTGCGLATGTCCAGATCCAGGGECGETTCGCAARAALCGATTGGTCGAATTACACTCAAAGCAACGACTATAGTTTTAAGTCAGCTTCGCAAT

A CTTGGGAMCTTGGACCACGCGTACAGGTCTAGGETCC GGG GCGTTTTT TG T ACCAGCTTARTGTGAGTTTCGTTGCTGATATCARAATTCAGTCGAAGCGTTA

CBD cipA + Espaciador endégeno

T GTAGAGTEG AT CAAGTCACTGCATACTTGAATGETGTACTOGTATGEEGARMAGAGCCTGGTGGTTCGGTGETGOCGAGCACCCAACCAGTTACCACCCCCCOCGEEA

A GCATCTCACCCTAGTTCAGTGACGTATGAACTTACCACATGACCATACCCCTTTTCTCGGACCACCAAGCCACCACGGCTCGTEGGTTGETCAATGETGEGEGGGCEGT

CBD cipA + Espaciador endégeno

Agel End (506)

ACCACCACCGGTTAATACTAGTAGCGGCCGOTEEAG R
806
TGGTGGTGGLCAATTATGATCATCGCCGGEGACGTE R

| ceD... | BioBrick suffis RFC25 |

t1n

20

330

440

330

6el

0
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Anexo B. gBlock B EN FORMATO BIOBRICK CONTENIENDO EL ORF DE LA
PROTEINA BMP2

Start (0] NgoI¥

GAMTTCGCGGCCGCTTCTAGATGGCCGECCAGGCGANACATRAACAGCGCAMACGCCTGANANGCAGCTGCAANCGCCATCCGCTGTATGTGGATTTTAGCGATGTGGGCTGEAACGATTGGATTGTGGCGCCGCCGEGEE
|

bbb bbb bbb bbb

CTTAAGLGCCGGLGAAGATCTACCGGCCGGTCCGCTTTGTATTTGTCGLGTTTGCGGACTTTTCGTCGACGTTTGCGGTAGGCGACATACACCTAAALTCGCTACACCCGACCTTGCTAACCTAACACCGCGECGECCCG

I Biokrick prafis RFC25 | BMP2

TATCATGCGTTTTATTGCCATGGCGAATGCCCGTTTCCGCTGGCGGATCATCTGRACGCACCAACCATGCGATTGTGCAGACCCTGGTGAACAGCGTGAACAGCARMATTCCGARAGCGTGCTGCGTGLCGACCGRACT

L

ATAGTACGCANAATARCGETACCGCTTACGGGCARAGGCGACCGCCTAGTAGACTTGTCGTGGTTGGETACGCTAACACGTCTGEGACCACTTGTCGCACTTGTCGTTTTAAGGCTTTCGCACGRCGCACGGCTGGCTTEA

GAGCGCGATTAGCATGCTGTATCTGGATGAARACGANAAAGTGGTGCTGARAMAACTATCAGGATATGETGETGGANGGCTECGECTGECGETARACCGGTTARTACTAGAGCCAGGCATCAARTARAACGARAGGCTCAG

y 1 y I y I y I | I y I ' I | I y 1 y I y I ' I | I y 1

t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T + t + t 420
CTCHCGCTAATCOTACGACATAGACCTACTTTTGCTTTTTCACCACGACTTTTTGATAGTCCTATACCACCACCTTCCGACGCCGACOGLGRTTTOGCCRATTATGATCTCOGTCEGTAGTTTATTTTGLTTTCCAAGTE

BMP2 | [scam  [EE vrnB T1 terminator
STOP STOP
Psul ‘End (541)

TCGARAGACTGEECCTTTCETTTTATCTGTTGETTTGTCOGTGAACGCTCTCTACTAGAGTCACACTGECTCACCTTCEGETEGECETTTCTECETTTATATACTAGTAGCGECCOCTEAG 3

! ! ! ] ! ] ! ] ! ] ! ] : ] ! ] ! ] ! ] ! ] : 1

t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T 541

|
AGCTTTCTGACCCGEAAAGCARANTAGACAACANACAGCCACTTGCGAGAGATGATCTCAGTGTGACCGAGTGGANGECCACCCGERANGACGCAARTATATGATCATCGCCGGCGACGTC 5

tenB T1 terminator | [ T7Te terminator ] [ BioBrick suffin RFC10 |
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Anexo C. gBlock B EN FORMATO BIOBRICK CONTENIENDO EL ORF DE LA
PROTEINA sfGFP

Start (0] EcoRI Fpnm
5" GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATGECCGGCCGCAAAGGCGAAGAACTGTTTACCGEGCGTGGTGCCGATTCTGETGGAACTG
I 1 1

e o I o WU so

1
3 CTTAAGCGCCGGCGAAGATCTACCGGCCGGCGTTTCCGCTTCTTGACAAATGGCCGCACCACGGCTAAGACCACCTTGAC

BisBrick prafx RECSS e

GATGGCGATGTGAACGGCCATAAATTTAGCGTGCGCGGCGAAGGCGAAGGCGATGCGACCAACGGCAAACTGACCCTGAA

} } } } } } } } } } } } } } } } 160

CTACCGCTACACTTGCCGGTATTTAAATCGCACGCGCCGCTTCCGCTTCCGCTACGCTGGTTGCCGTTTGACTGGGACTT

ATTTATTTGCACCACCGGCAAACTGCCGGTGCCGTGGCCGACCCTGGTGACCACCCTGACCTATGGCGTGCAGTGCTTTG

} } } } } I } } } } } } } } } } 240

TAAATAAACGTGGTGGCCGTTTGACGGCCACGGCACCGGCTGGGACCACTGGTGGGACTGGATACCGCACGTCACGAAAC

CGCECTATCCGGATCATATGAAACAGCATGATTTTTTTAAAAGCGCGATGCCGGEAAGGCTATGTGECAGGAACGCACCATT
1 L L L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
1 i t i 1 i 1 i 1 i 1 1 1 i 1 i 3z0

GCGCGATAGGCCTAGTATACTTTGTCGTACTAAAAAAATTTTCGCGCTACGGCCTTCCGATACACGTCCTTGCGTGGTAA

AGCTTTAAAGATGATGGCACCTATAAAACCCGCGCGGAAGTGAAATTTGAAGGCGATACCCTGGTGAACCGCATTGAACT

} } } } } I } } } } } } } } } } 400

T T
TCGAAATTTCTACTACCGTGGATATTTTGGGCGCGCCTTCACTTTAAACTTCCGCTATGGGACCACTTGGLCGTAACTTGA

GAAAGGCATTGATTTTAAAGAAGATGGECAACATTCTGGGCCATAAACTGGAATATAACTTTAACAGCCATAACGTGTATA
1 1 1 1 1 1

} } } } } } } } } } } } } } } i 480

CTTTCCGTAACTAAAATTTCTTCTACCGTTGTAAGACCCGGTATTTGACCTTATATTGAAATTGTCGGTATTGCACATAT

TTACCGCGGATAAACAGAAAAACGGCATTAAAGCGAACTTTAAAATTCGCCATAACGTGGAAGATGGCAGCGTGCAGCTG
1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
T T T T T T T T T T T T T T T T Se0

AATGGECGCCTATTTGTCTTTTTGCCGTAATTTCGCTTGAAATTTTAAGCGGTATTGCACCTTCTACCGTCGCACGTCGAC

GCGGATCATTATCAGCAGAACACCCCGATTGGCGATGGCCCGGTGCTGCTGCCGGATAACCATTATCTGAGCACCCAGAG
1 1 1 1 1 1

} } } } } } } } } } } } } } } i 640

CGCCTAGTAATAGTCGTCTTGTGGGGCTAACCGCTACCGGGCCACGACGACGGCCTATTGGTAATAGACTCGTGGGTCTC

CGTGCTGAGCAAAGATCCGAACGAAAAACGCGATCATATGGTGCTGCTGGAATTTGTGACCGCGGCGGGCATTACCCATG

} } } } } } } } } } } } } } } i 720

GCACGACTCGTTTCTAGGCTTGCTTTTTGCGCTAGTATACCACGACGACCTTAAACACTGGCGCCGCCCGTAATGGGTAC

GCATGGATGAACTGTATAAACATCACCATCACCATCATTAAACCGEGTTAATACTAGAGCCAGGCATCAAATAAAACGAAA
1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 200
¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ L
CGTACCTACTTGACATATTTGTAGTGGTAGTGGTAGTAATTTGGCCAATTATGATCTCGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTT

1 L L L = L
His His His His His His E

O 7 sfeee T ewHis > rnB T1 terminator

GGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTAGAGTCACACTGGCTCAC

} } } } } } } } } } } } } i } } 880

CCGAGTCAGCTTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGATGATCTCAGTGTGACCGAGTG

rrnE T1 terminator |

T7Te terminator

PstI End [9Z28)

CTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAG 3r
1 1 1 1 1 1 1 1 ] S28
T T T T T T T T 1

GAAGCCCACCCGGAAAGACGCAAATATATGATCATCGCCGGCGACGTC ar
T7Te terminator | [ EicBrick suffix RFC10 |




