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Resumen

El SARS-CoV-2 es el virus causante de la COVID-19, enfermedad de la cual se han reportado mas
de 4 millones de muertes alrededor del mundo. Es por ello por lo que es necesario estudiar sus
distintos genes con la finalidad de desarrollar métodos de diagnéstico y ensayos que nos permitan
determinar el estado de la enfermedad en la poblacién. El presente estudio tubo la finalidad de
identificar, clonar y analizar por bioinformdtica la proteina de la Nucleocdpside N del SARS-CoV-2
de aislados ecuatorianos, con vias al desarrollo de una prueba de ELISA. A través de herramientas
de biologia molecular se logré aislar el gen de la proteina N, nuestro gen consto de 1218bp y
alrededor de 406 residuos aminoacidicos y con una identidad del 100% en relacidn con otras
secuencias del GenBank. Una vez obtenida la secuencia que se clond se realizé un analisis de
regiones antigénicas, en donde se establecio que la region del Enlazador Central (LINKER) posee
la mayor cantidad de epitopes, también las mutaciones mds comunes en donde se aprecia
sustituciones en los residuos 203 y204, ademas los modelos del Dominio de Unién al RNA (RBD),
la region LINKER, y el Dominio de Dimerizacién; y por ultimo los analisis filogenéticos en donde se
pudo observar distintas relaciones entre aislados ecuatorianos en relacion a la region

latinoamericana y las Variantes del SARS-CoV-2 considerando al gen N.

Palabras Clave

e SARS-COV-2
e PROTEINAN

e ANALISIS BIOINFORMATICO
e MODELAMIENTO PROTEICO

e CLONACION
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Abstract

SARS-CoV-2 is the virus that causes COVID-19, a disease from which more than 4 million deaths
have been reported around the world. That is why it is necessary to study its different genes to
develop diagnostic methods and tests that allow us to determine the state of the disease in the
population. The purpose of this study was to identify, clone and analyse by bioinformatics the
Nucleocapsid N protein of SARS-CoV-2 from Ecuadorian isolates, with pathways to the
development of an ELISA test. Through molecular biology tools, it was possible to isolate the N
protein gene, our gene consisted of 1218bp and around 406 amino acid residues and with 100%
identity in relation to other GenBank sequences. Once the sequence that was cloned was
obtained, an analysis of antigenic regions was carried out, where it was established that the
Central Linker region (LINKER) has the largest number of epitopes, as well as the most common
mutations where substitutions can be seen in residues 203 y204, in addition to the models of the
RNA Binding Domain (RBD), the LINKER region, and the Dimerization Domain; and finally the
phylogenetic analyses where it was possible to observe different relationships between
Ecuadorian isolates in relation to the Latin American region and the Variants of SARS-CoV-2

considering the N gene.

Key Words
e SARS-COV-2
e N PROTEIN

e BIOINFORMATIC ANALYSIS

e PROTEIN MODELLING

e CLONING
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del Problema

El virus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), es un tipo de
coronavirus humano causante de la COVID-19, hasta el momento se han reportado mas
de 190 millones de contagios y aproximadamente mds de 4 millones de muertes
alrededor de todo el mundo, dicha enfermedad fue declarada por la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS) el 11 de Marzo del 2020 como una emergencia de salud publica
de importancia mundial, tras la identificacion de la enfermedad como una
pandemia(World Health Organization, 2020a). Lo que generé en el mundo una
emergencia sanitaria debido a su modo de transmisidn, genética, mutaciones, entre
otros(Zeng et al., 2020). Desde entonces reportes del SARS-CoV-2 han mostrado que este
tiene caracteristicas similares a otros coronavirus de origen zoondtico como el SARS-CoV
y el MERS-CoV, en donde sus genomas son compartidos en un 79% y 50%
respectivamente. El virus ha sido clasificado el grupo de los beta coronavirus,
caracteristicos por generar infecciones graves en las vias respiratorias superiores e
inferiores(Hu et al., 2020), al ser compuesto por una simple hebra de ARN , de
aproximadamente 30 000 nucledtidos, el cual consta de seis fragmentos abiertos de
lectura (ORF’s) funcionales: replicasa (ORF1a/ORF1b), Spike (S), Envoltura (E), Membrana
(M) y nucleocapside (N), la clinica que presentan los pacientes entre los 2 y 14 dias tras la
infeccidn incluye fiebre, fatiga, tos, disnea, produccién de esputo, dolor de garganta y
cabeza, en un cuadro neumadnico grave que puede conllevar a la muerte del paciente o

darse de forma asintomatica (Habas et al., 2020).
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En Latinoamérica el SARS-CoV-2 afecto a la poblacidn tras el primer reporte en
Brasil el 29 de Febrero del 2020, posteriormente Ecuador seria el segundo pais en reportar
su primer caso el 10 de Marzo del 2020, a partir de aqui Ecuador se convertiria en uno de
los paises con mayor indice de mortalidad en la regién, en su mayoria debido a poca
conciencia del riesgo por parte de la poblacidn y baja rigurosidad de las politicas de salud
publica, en sus primeras etapas de pandemia(Marquez et al., 2020). Hasta el momento
Ecuador se mantiene en pandemia con alrededor de 486 544 casos confirmados y 31 591
fallecidos(Ministerio de Salud Publica, 2021), estos datos han sido generados gracias a
gue hasta el momento se han desarrollado distintas técnicas moleculares y seroldgicas
para el diagndstico del SARS-CoV-2, como la Reaccidon Cuantitativa en Cadena de la
Polimerasa con Transcriptasa Inversa (RT-qPCR) o el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a
Enzimas (ELISA) respectivamente, sin embargo, aunque en RT-qPCR se utilice como un
método de diagndstico directo con la deteccion de uno o mas genes, los inmunoensayos
basados en proteinas estructurales usan regularmente la proteina Spike (S), considerando
que esta es inmunodominante y es la mayor proteina transmembrana(Alpdagtas et al.,

2020).
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Por otra parte, en el Ecuador se estd incrementando el total de dosis
administradas en su plan de vacunacién, por el momento con un total de 10 584 021 dosis
administradas, las cuales se basan en generar una respuesta inmune especifica contra la
proteina S(Pan American Health Organization, 2021), considerando que se utilizan como
dianas inmunoglobulinas totales IgM e IgG para los inmunoensayos basados en
anticuerpos (Ab), y a su vez es necesario ensayos que permitan detectar anticuerpos
especificos del virus para comprender la prevalencia de la infeccién(Burbelo et al., 2020),
es por ello que se deben considerar otros tipos de proteinas estructurales , proteina E o
proteina N, como marcadores para la identificacidon de infecciones, incluso cuando los

pacientes se encuentran vacunados(Alpdagtas et al., 2020).

Justificacion del problema

Aunque para el diagndstico directo del SARS-CoV-2 se utiliza RT-qPCR, los
inmunoensayos ayudan a determinar la previa exposicion al virus a través de la respuesta
especifica de anticuerpos(Alpdagtas et al., 2020). Debido a la presente inmunizacién que
genera respuesta de anticuerpos especificos contra la proteina S, es necesario generar
ensayos serolégicos que nos permitan estimar la proporcién de la poblacién expuesta al
virus, es por ello que se deben considerar otro tipo de proteinas estructurales para su
uso en inmunoensayos (Rump et al., 2021). En el presente trabajo nos centramos en la
utilizacion de la proteina de nucleocapside (NP) como marcador para dicha estimacién de
la exposicion, considerando que se ha reportado como un marcador esencial para la

discriminacién entre la inmunidad adquirida por una infeccién o una vacunacion(Vos et
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al., 2021). Aunque la presencia de Ab se presentan entre los 10 y 21 dias después de la
infeccidn(Kellam & Barclay, 2020), reportes indican que la presencia de los mismos en
otros tipo de coronavirus se mantienen entre los 3 y 13 meses tras no presentar
sintomas(Rump et al., 2021) por lo que se podria estimar la seroprevalencia del SARS-

CoV-2 aun la poblacién se encuentre inmunizada.

Las proteinas N del SARS-CoV-2 es un grupo de proteinas de union
multidominantes al RNA que cumplen una funcién critica en el ciclo de vida del virus,
debido a que participa en la replicacién y el empaquetamiento del ARN gendmico,
formando un complejo helicoidal de ribonucleoproteina con el RNA viral(Pei et al., 2005).
Esta proteina consta de una magnitud de 419 aminoacidos (aa) en donde se pueden
diferenciar cinco dominios: Dominio N-Terminal (NTD), Dominio de Unién al RNA (RBD),
region de enlace estructurada (LINKER), Dominio de dimerizacién y un Dominio C-
Terminal (CTD)(Cubuk et al., 2021). Esta proteina tiene una gran importancia en los
diagndsticos seroldgicos considerando que existen reportes de alta sensibilidad en sueros
de pacientes al encontrar anticuerpos especificos contra la proteina N, ademas de
presentar una mayor persistencia que otras proteinas estructurales en el caso del SARS-
CoV(Zeng et al., 2020), con el cual comparte aproximadamente un 90% de
similitud(Satarker & Nampoothiri, 2020). Otra caracteristica que la hace clave para su uso
es su bajo nivel de mutacion (Vos et al., 2021),y que es la mayor proteina estructural
expresada durante la infeccidén generando anticuerpos especificos con una tasa de vida

mas larga y en mayor abundancia en los pacientes(Rump et al., 2021).
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En el Ecuador no existen reportes que evaluaran la seroprevalencia de poblaciéon
infectada considerando pacientes ya vacunados y la proteina N como marcador, sin
embargo, para realizar este tipo de anadlisis es necesario generar las herramientas
biotecnoldgicas adecuadas. Es por lo que el presente trabajo se centra en la identificacién,
clonacién y andlisis bioinformatico de la proteina de la nucleocapside N del SARS-CoV-2
de aislados ecuatorianos provenientes de pacientes, con miras al desarrollo a una prueba
de ELISA en la cual se utilice como antigeno recombinante la proteina N para el
diagnéstico seroldgico y a su vez impulsando el desarrollo de la investigacion en el
Ecuador que permita a posterior, realizar analisis del comportamiento del SARS-CoV-2 en
la poblacién, lo que pueden ayudar en la toma de decisiones con respecto medidas
sanitarias con la finalidad de evitar nuevamente el aumento masivo de contagios ante
posibles variantes que puedan escaparse de los anticuerpos inducidos por las vacunas de

la poblacién.
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Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Identificar, clonar y analizar por bioinformatica la proteina de la Nucleocapside

N del SARS-CoV-2 de aislados ecuatorianos provenientes de pacientes

Objetivos Especificos

e Realizar un andlisis In-silico de la proteina de la Nucleocapside N del SARS-CoV-
2, a través de herramientas de bioinformatica.

e Realizar la clonacién de la proteina de la Nucleocdpside N del SARS-CoV-2, por
medio de herramientas de Biologia Molecular

e Analizar por bioinformatica la secuencia clonada en el vector de expresiéon
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Capitulo II: Marco teérico
SARS-CoV-2 Historia

El primer caso registrado de neumonia fue el 8 de diciembre del 2019 en Wuhan,
China, posteriormente a finales de diciembre del mismo afio se dio el primer reporte de
27 casos de neumonia por causas desconocidas en la misma ciudad. El 9 de enero del
2020, China anunciaria que el causante de los nuevos brotes de neumonia fue identificado
como un nuevo coronavirus. La OMS el 10 de enero de 2020, generaria un paquete de
orientacién técnica para la identificacién y manejo de casos probables considerando
experiencia previa con el SARS y el MERS(World Health Organization, 2020a). El 12 de
enero del 2020, China compartiria publicamente la secuencia genética del virus y el 13 de
enero del 2020 las autoridades de Tailandia confirmarian el primer caso de neumonia
causante del SARS.CoV.2 fuera de China. El 22 de enero del 2020 la OMS confirma que
existe evidencia de transmision persona a persona en Wuhan, y por siguiente el 23 de
enero del 2020 la ciudad de Wuhan fue cerrada. Considerando que el 29 de enero del
2020 se informa que el coronavirus se ha dispersado a través de 34 provincias en China,
la OMS el 30 de enero del 2020 declara una emergencia de salud publica de importancia
internacional, informando a su vez un total de 7818 casos alrededor de todo el mundo. El
11 de febrero del 2020 el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), nombro al
virus SARS-CoV-2 y la OMS nombro a la enfermedad causante COVID-19. Es por ello, en el
11 de marzo del 2020 que la OMS debido a la gravedad de la enfermedad y el grado de
propagacion, evaluara a la COVID-19 y la caracterizard como una pandemia, llegando a
generar en el transcurso de los 10 meses posteriores, especificamente el 2 de octubre del

2020, mas de 30 millones de casos y 1 milldn de muertes(Hu et al., 2020).
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SARS-CoV-2 en América Latina

El primer reporte de la presencia del SARS-CoV-2 en América Latina fue el 25 de
febrero del 2020 en Brasil, segln reportes de su ministerio de salud. Posteriormente el
primer reporte de fallecimiento se generé en marzo 7 en Argentina, producto de un

contagio por viajeros provenientes principalmente de Italia.

Aunque los gobiernos intentaron tomar medidas de contingencia para evitar la
propagacion masiva del COVID-19 en noviembre del 2020, Latinoamérica fue considerada
la regién con mayores casos confirmados, representando la cuarta parte de los casos
notificados en el mundo. Adema3s, se tuvieron casos caracteristicos como el de Ecuador
en donde las ciudades de Quito y Guayaquil tuvieron una saturacidon extremadamente
rapida del sistema sanitario, generando posteriormente su colapso. Por Otra parte, en el
Perd, aunque fue uno de los primeros paises en poner restricciones su mortalidad
posterior de los cinco primeros meses ascendid a los 87.53 muertes por cada 100 000

habitantes, poniendo su indice sobre paises como México, Brasil y Estados Unidos.

Se considera que el impacto que genero el SARS.CoV-2 en América Latina fue
mayor con respecto a paises de Asia y Europa, debido a las medidas de bioseguridad que
no se practicaron por la sociedad en los inicios de la pandemia como son el
distanciamiento social, la restriccidn de movilidad, el cierre de negocios y la generacidn
de cuarentena por parte de los enfermos de manera voluntario o por mandato del

gobierno(Callejas et al., 2020).
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Caracteristicas del SARS-CoV-2
Composicion y estructura del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un tipo de B coronavirus el cual consta de un genoma de RNA
de cadena positiva con una longitud de 30 kilo bases (Yang et al., 2020). Reportes indican
gue el genoma esta envuelto dentro de una serie de proteinas de nucleocdpside y consiste
de diez marcos de lectura abiertos (ORF): el ORFla/1b se encarga de codificar las
poliproteinas 1a/1b respectivamente asi como de 1-16 proteinas no estructurales, los
demdas ORF’s restantes se encargan de codificar las proteinas estructurales Spike (S),
Envoltura (E), Membrana (M), nucleocapside (N) y siete proteinas accesorias que se
intercalan entre los genes estructurales(Satarker & Nampoothiri, 2020), en la Figura 1 se
puede apreciar un esquema de la configuracién de los genes del SARS-CoV-2 y en la Figura

2 su estructura .

Figura 1.

Composicion del genoma del SARS-CoV-2

s'UTR - ORFa ORFlb s M BE - 10 -3'UTR
B: -

Nota 1. La figura muestra los distintos ORF del genoma del SARS-CoV-2, entre ellos las proteinas
estructurales S, M, E y N, en conjunto a las no estructurales. Tomado de Satarker, S., &

Nampoothiri, M. (2020). Structural Proteins in Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-
2. Archives of Medical Research, 51(6), 482
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Figura 2.

Representacion de la estructura del SARS-CoV-2
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Nota 2. La figura muestra la estructura del SARS-CoV-2, se puede apreciar desde el exterior se
encuentra rodeado por las proteinas Spike, las cuales se asientan en una bicapa lipidica, en donde
se encuentran proteinas de membrana (M), en conjunto a proteinas de envoltura (E), y dentro de
dicha bicapa se encuentra el RNA virico protegido por la proteina de la nucleocapside (N). Tomado
de Satarker, S., & Nampoothiri, M. (2020). Structural Proteins in Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2. Archives of Medical Research, 51(6), 482

Taxonomia del SARS-CoV-2

Taxonomia tomada de: (Helmy et al., 2020)

SuperReino: Viruses
Reino: Orthornavirae
Phylum: Pisuviricota
Clase: Pisoniviricetes
Orden: Nidovirales
Familia: Cornidovirineae
Género: Betacoronavirus

Especie: Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus (SARS-CoV-2)
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Ciclo del SARS-CoV-2, transmisidn y diagndstico

El ciclo del SARS-CoV-2, Figura 3, inicia cuando al ingresar a un huésped, las
proteinas Spike (S) se unen al receptor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE2),
receptor que se encuentra presente en el epitelio celular de los pulmones, vasos
sanguineos y rifones. Tras su unidn existe una fusidon entre la membrana del virus y la
célula huésped por endocitosis. Tras esto el ARN gendmico ingresa al citoplasma celular
y a través del casquete metilado 5’ y la cola 3’ poliadenilada, se genera una unién entre
el ribosoma y el RNA que permite la traduccion de la polimerasa dependiente de RNA,
dicha polimerasa ayuda en la sintesis del RNAmM gendmico. Por medio de los ribosomas se
convertirdn en proteinas de membranay proteinas accesorias, en conjunto a las proteinas
estructurales del virus, Spike (S), Envoltura (E), Membrana (M) y Nucleocapside (N), el
proceso de traduccion de proteinas y su ensamblaje se realiza en el reticulo
endoplasmatico rugoso, posteriormente la progenie del virus se liberara por exocitosis a
través de las vesiculas de Golgi a la membrana celular y ulteriormente al espacio

extracelular con la finalidad de continuar la transmisién(Habas et al., 2020).
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Figura 3.

Ciclo de del SARS-CoV-2
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Nota 3. La figura muestra el ciclo de vida del SARS-CoV-2,Este ingresa a la célula a través de los
receptores ACE2, por medio de los ribosomas sintetizan una polimerasa viral que permitird
generar RNAm que contendrdn la informacion para la traduccidn de las proteinas estructurales y
no estructurales del virus, dichas proteinas se ensamblan en el reticulo endoplasmatico rugoso,
generando una nuevo progenie que por exocitosis saldrd de la célula y permitird la transmisién o
infeccidn de otras células. Tomado de Habas, K., Nganwuchu, C., Shahzad, F., Gopalan, R., Haque,
M., Rahman, S., Majumder, A. A., & Nasim, T. (2020). Resolution of coronavirus disease 2019
(COVID-19). In Expert Review of Anti-Infective Therapy (Vol. 18, Issue 12, pp. 1201-1211). Taylor
and Francis Ltd.
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El modo de transmision entre persona a persona del SARS-CoV-2, es a través de
aerosoles respiratorios expulsados al hablar, cantar, estornudar, respirar o toser (World
Health Organization, 2020b). Otra forma de transimison es a traves del contacto de manos
de las personas en superficies contaminadas y posterior contacto hacia sus vias mucosas,
manos, ojos, oidos y nariz; una persona infectada asintomdtica que no respete las
medidas de seguridad podria ser un fuente de infeccion para 2 a 4 personas que se

encuentren sanas(Callejas et al., 2020).

En cuanto al diagndstico, existen distintos tipos de deteccién del SARS-CoV-2, los
mas utilizados son RT-gPCR y los test serolégicos de identificacién de anticuerpos del
SARS-CoV-2. En el caso del RT-gPCR se utiliza para la rdpida detecciéon de RNA viral de
manera rapida y altamente sensitivo, sobretodo cuando existe extremadamente bajas
concentraciones de RNA viral, permitiendo identificar incluso a pacientes asintomaticos.
Otro ensayo molecular es la amplificacién isotérmica mediada por bucle de transcriptasa
inversa rapida (RT-LAMP), su ventaja es que permite a los laboratorios analizar 2,5 mas
muestras en comparacion a la RT-qPCR estandar. En el caso de los ensayos serologicos
gue permiten detectar anticuerpos como el ensayo inmunofloscente (IFA), la prueba
inmunocromatografica (ICT) y el ensayo de inmonoabsorbencia ligado a enzimas (ELISA),
se utilizan principalmente para confirmar las infecciones , al identificar la presencia de
IgM e IgG en los sueros de los pacientes(Habas et al., 2020), aunque no es el principal
ensayo directo para el diagndstico conluyente, debido a que reportes muestran que los

pacientes seroconvierten entre los 7 a 11 dias tras la exposixion al virus(Patel et al., 2020).
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Proteina de la nucleocapside (N)

Caracteristicas de la proteina N

La proteina N juega un importante rol en el empaquetamiento del genoma viral,
formando un complejo helicoidal ribonucleoproteico con el RNA viral(Rump et al., 2021),
dicho complejo ayuda al material genético a interactuar con el proceso celular tras la
fusidn celular con el virus(Satarker & Nampoothiri, 2020). Esta proteina consta de 419
aminodcidos, figura 1, los cuales pueden diferenciarse en cinco dominios Dominio N-
Terminal (NTD) del 1 aa al 50 aa, Dominio de Unién al RNA (RBD) del 51 aa al 174 aa,
region de enlace estructurada (LINKER) del 176 aa al 246 aa, Dominio de dimerizacion del
247 aa al 365 aa, y un Dominio C-Terminal (CTD) del 366aa al 419aa; estos cinco dominios
estan unidos al ARN sin embardo el dominio de dimerizacién permite que se formen

dimeros estequiométricos de manera bien definida(Cubuk et al., 2021).

Figura 4.

Organizacion Estructural de la proteina N del SARS-CoV-2

RNA binding Dimerization

domain (RBD) domain

1 50 174 246 365 419

Nota 4. Estructura de la proteina N, las distintas regiones proteicas codificadas por los
aminoacidos se pueden observar en diferentes colores, mientras que sus limites de los dominios
se presentan en la parte inferior. Tomado de Cubuk, J., Alston, J. J., Incicco, J. J., Singh, S., Stuchell-
Brereton, M. D., Ward, M. D., Zimmerman, M. |., Vithani, N., Griffith, D., Wagoner, J. A., Bowman,
G. R,, Hall, K. B., Soranno, A., & Holehouse, A. S. (2021). The SARS-CoV-2 nucleocapsid protein is
dynamic, disordered, and phase separates with RNA. Nature Communications, 12(1).
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La proteina N es considerada como la proteina que se expresa de forma mas
abundante sobre todo en las primeras etapas de infeccidon(Ye et al., 2020), ademas que
con respecto al SARS-CoV tiene un identifdad similar de aproximadamente el 90%. Se sabe
ademas que la sintesis de RNA viral aumenta cuando tiene interaccién con la
ribonucleoproteina nuclear heterogenea celular humana A1, relacionada con el empalme
pre-RNAm en el nucleo y la regulacién traduccional en el citosol, de modo que la
ribonucleoproteina nuclear heterogenea celular humana Al, puede tener una
comunicacion cruzada con la proteina N que permite formar un complejo de regulacion
de transcripcidn y replicacion del SARS-CoV(Luo et al., 2005). Del mismo modo dentro del
organismo dichas proteinas promueven la activacién de la ciclooxigenasa-2 que en
consecuencia produce inflamacion de los pulmones(Satarker & Nampoothiri, 2020),
adicionalmente interactua con la subunidad del proteosoma p42, inhibiendo la capacidad
proteolitica de los poteosomas(Q. Wang et al., 2010), encargada de la degradacién de las
proteinas virales, inhibe igualmente el interferon tipo I, restringiendo las respuestas

inmunitarias ante infecciones de virus(Lu et al., 2011).
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Importancia de la proteina N

Esta es una proteina considerada altamente antigénica, ademas de iniciar una
buena respuesta de células T tras ser bien expresada en células presentadoras de
antigenos(Rump et al., 2021). Por otra parte reportes indican que en otros tipos de
coronavirus como el coronavirus de Turquia, el coronavirus murino y el coronavirus
porcino, este es un antigeno bastante potente(Timani et al., 2004). Otros analisis como
los de la Figura 5, muestran gran antigenicidad ante anticuerpos IgG, IgA e IgM,
permitiendo confirmar que este es un buen candidato para el diagndstico de la
enfermedad en los pacientes(Zeng et al., 2020), ademas que la proteina N se mantiene
en total expresion durante la infeccion(Timani et al., 2004), generando que los
anticuerpos contra dicha proteina tengan una duraciéon de hasta 52 semanas tras no

presentar sintomas de la enfermedad(Rump et al., 2021).

Figura 5.

Potencial de Inmunogenicidad de la proteina N
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Nota 5. Se puede apreciar la Antigenicidad de la proteina N, el la Figura 52, se muestra un
WesternBlot con distintas soluciones de Suero de anticuerpos IgA, IgM e IgG, contra el antigeno
de la proteina N. En la Figura5B, se muestra un DotBlot en distintas soluciones de Suero contra
anticuerpos iGA, IgM e IgG, contra el antigeno de la proteina N. Tomado de Zeng, W., Liu, G., Ma,
H., Zhao, D., Yang, Y., Liu, M., Mohammed, A., Zhao, C., Yang, Y., Xie, J., Ding, C., Ma, X., Weng, J.,
Gao, Y., He, H., & lJin, T. (2020a). Biochemical characterization of SARS-CoV-2 nucleocapsid
protein. Biochemical and Biophysical Research Communications, 527(3), 618.
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Andlisis in silico de la proteina N

Es necesario identificar las caracteristicas de la secuencia a estudiar, asi como el
fragmento de la misma que serd amplificada, es por ello que inicialmente se realizdé un
analisis in sillico con la finalidad de identificar las diferencias aminoacidicas dentro de la
region Latinoamericana y Ecuatoriana, ademas después de identificar dichas diferencias
es necesario observar si afectan en la antigenicidad de la proteina, tras delimitar
aminoacidicamente la secuencia de interés se procedié a un disefio de primers con la

finalidad de amplificar por PCR nuestra secuencia seleccionada

Analisis de secuencias de Plataformas bioinformaticas (NCBI Virus y GISAID) en Mega X

Se utilizaron dos plataformas para el andlisis aminoacidico de las secuencias. En
el primer caso se usé NCBI-Virus, un portal que recopila datos de secuencias virales de
tipo RefSeq de repositorios del GenBank y afines a NCBI que es el Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica de los Estados Unidos. Con la ayuda del buscador de la
plataforma se delimitd la especie “Severe acute respiratory sindrome coronavirus 2,
taxid:2697049” y la region geografica América del Sur, en la tabla 1, se puede apreciar el

numero de accesion aminoacidico y nucleotidico de las secuencias seleccionadas.



Tabla 1.

Secuencias pertenecientes a la proteina N de la plataforma NCBI Virus
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Secuencia Aminoacidica Secuencia Nucleotidica Pais
QNH88891 MT907515.1 Venezuela
QNH88903 MT907516.1 Venezuela
QNH88915 MT907517.1 Venezuela
QNH88927 MT907518.1 Venezuela
QNH88939 MT907519.1 Venezuela
QNH88950 MT907520.2 Venezuela
QNH88961 MT907521.1 Venezuela
QMT98148 MT835383.1 Brasil
QMUu26003 MT844030.1 Brasil
QMT97881 MT835027.1 Brasil
QMT27585 MT827074.1 Brasil
QMT27598 MT827075.1 Brasil
QMT27612 MT827190.1 Brasil
QMT27624 MT827202.1 Brasil
QMT29017 MT827872.1 Brasil
QMT29093 MT827940.1 Brasil
QMB22619 MT807936.1 Brasil

QLF80224 MT807936.1 Brasil
QLF80264 MT738173.1 Brasil
QLD32036 MT710714.1 Brasil
QKY74794 MT670013.1 Chile
QKY74806 MT670014.1 Chile
QKY74818 MT670015.1 Chile
QKY74830 MT670016.1 Chile
QKY74842 MT670017.1 Chile
QKY74854 MT670018.1 Chile
QKY74866 MT670019.1 Chile
QKY74878 MT670020.1 Chile
QKY74890 MT670021.1 Chile
QKY74902 MT670022.1 Chile
QKY74914 MT670023.1 Chile
QJT43400 MT466071.1 Uruguay
QJT73054 MT470219.1 Colombia
QJA41649 MT350282.1 Brasil
QIS60296 MT263074.1 Peru
QIS30062 MT256924.2 Colombia
QIG56001 MT126808.1 Brasil
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Otra plataforma que se tomé a consideracidn para el anadlisis fue GISAID, esta
base de datos se encarga del intercambio de datos de virus de diferentes especies, con la
finalidad de ayudar a los investigadores a la comprensién de su propagacién y evolucion.
En la tabla 2, se puede apreciar el nUmero de accesidn de las secuencias nucleotidicas por
pais, cabe destacar que en esta plataforma se encuentran las secuencias del genoma, por
lo cual se delimito el gen de la proteina N y a través del programa Mega X, se transformé

de secuencia nucleotidica a aminoacidica.

Tabla 2.

Numeros de accesion del GISAID

Argentina

Brasil

Chile

Colombia

EPI_ISL_420598
EPI_ISL_420599
EPI_ISL_430799
EPI_ISL_430802
EPI_ISL_430804
EPI_ISL_430808
EPI_ISL_430815
EPI_ISL_430818
EPI_ISL_476563
EPI_ISL_476571

EPI_ISL_541373
EPI_ISL_541393
EPI_ISL_541395
EPI_ISL_547570
EPI_ISL_547573
EPI_ISL_547578
EPI_ISL_572334
EPI_ISL_574579
EPI_ISL_574594
EPI_ISL_583503

EPI_ISL_445343
EPI_ISL_445362
EPI_ISL_445372
EPI_ISL_445377
EPI_ISL_459861
EPI_ISL_468751
EPI_ISL_468758
EPI_ISL_591531
EPI_ISL_591533
EPI_ISL_591534

EPI_ISL_456127
EPI_ISL_456154
EPI_ISL_498154
EPI_ISL_498168
EPI_ISL_526934
EPI_ISL_526964
EPI_ISL_526965
EPI_ISL_526967
EPI_ISL_536399

Ecuador

Peru

Venezuela

EPI_ISL_477016
EPI_ISL_491935
EPI_ISL_491941
EPI_ISL_491945
EPI_ISL_516649
EPI_ISL_525434
EPI_ISL_527811
EPI_ISL_527814
EPI_ISL_539786
EPI_ISL_539792
EPI_ISL_574431

EPI_ISL_540977
EPI_ISL_547910
EPI_ISL_547931
EPI_ISL_568513
EPI_ISL_568535
EPI_ISL_568545
EPI_ISL_568548
EPI_ISL_568554
EPI_ISL_593773
EPI_ISL_593775

EPI_ISL_476702
EPI_ISL_476703
EPI_ISL_476704
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Para el analisis de las secuencias se utilizd el programa MEGA X, version 10.1.8,
este es un software bioinformatico que permite un control manual del alineamiento de
secuencias y la generacién de arboles filogenéticos(Kumar et al., 2018). En la Figura 6, se
puede apreciar el alineamiento de secuencias dentro del programa, como ya se lo
menciond anteriormente el objetivo de esto es observar que cambios aminoacidicos
existen entre las secuencias de la region y posteriormente a través de una secuencia

consenso establecer si dichos cambios afectan en las regiones inmunogénicas.

Figura 6.

Alineamiento de secuencias en MEGA X

[ Mx: Alignment Explorer (alineamiento tesis.mas) - o X
Dsts  Edt  Search  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help
O=R EBmBEwe r «OxEx%+®ar @338
Protein Sequences |
SpeckesiAbbry STeTeT e e e o e o] Te[ e 1o o] | [e1o el o] oo o e[ e ] e1e o] ol o] e e el e[ e T a] o] e w1 =« ] e o] *T o] o] 1 e[ e ] el 1o o] o] e s ol e[ s o el el o] ol ] o] e ol e[ s]wTa] oo el e« ] e s eT o] o]+
1. QNHS8961.1_nuckeocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavirus_2 R R PAR AALALLLL < Vi A R A V|
2. QNHB8950.1_nucisocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndroms_coronavirus_2 L p { P AR AALALLL LGN v, A A \
3. ONH88339.1_nuckeocapsid_phosphoprotein_Severe_acule_respiratory_syndrome_coronavirus_2 ! 3 R AALALLLLER v A " \
4. QNHBES27.1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiatory_syndrome_coronavirus_2 i 1 R E AALALLLLDR V| A A V)
5. QNHE8915.1_nucieocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory._syndrome_coronavirus_2 : P AR AALALLLLDR v, A A v
5. QNHSEE303.1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acute,_respiratory, syndrome_coronavirus_2 PAR AALALLLLBR v, A 0 \
7. QNHBE391.1_nuckeocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavirus_2 : PAR AALALLLLER v, A A \7
8. QMU26003.1_nuckeocapsid_phosphoprotemn_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLLDR \ A A Vi
9. QNT98148.1_nuckeocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLL V) Al A v
10. QUTS7851.1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLLDR v, A A \
11, QUT29093.1_nucleocapsid_phosphoproten_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavinus_2 AALALLLLER v, n A \
12. QUT29017.1_nuckeocapsid_phosphoproten_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLLBR v| A A \
13. QUT27624.1_nucleocapsid_phosphoproten_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLLDR 4 A A \
14. QUT27612.1_nucleocapsid_phosphoproten_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavinus_2 AALALLLLBR \ A A \
15, QUT27598,1_nuckeocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavinus_2 AALALLLLBR Vi A A \
16. QUT27585.1_nucleocapsid_phosphoproten_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavirus_2 ¥ ¥ AALALLLLDR v A A \
17. QUB22619.1_nucieocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavirus_2 J P AALALLL LD X v A A \
18. QLF30264.1_nucieocapsid_phosphoprotein_Severe_acule_respiratory_syndrome_coronavirus_2 F AALALLLLER < Vi Al ATK i
19. OLF80224 1_nuckeacapsid_phosphoprotein_Severe_acute_resprstory_syndrome_coronavirus_2 » { AALALLLLER v A ATK \
20. GLD32036 1_nuckeocapsid_shosphoprotein_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLLDR Vi A Al \
21. QKY74914.1_nuckeocapsid_phosphoprotein_Severs_acute_respiratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLL v Al Al \
22 OKY74302 1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_ syndrome_coronavius_2 AALALLL v, A A \
23, OK74890.1_nuckeocapsid_phosphoproten_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavius_2 AALALLL LD Vi A A \
24, OKY74868 1_nucieocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavirus_2 AALALLLLDF v A A Vi
25. QKY74854.1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respiratory_syndrome_coronavius_2 AALALLLLOR \ A A \
26. OKY74342.1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acule_respiratory_syndrome_coronavius_2 AALALLLLDR v, Al A \
27. QKY74818.1_nuckeacapsid_phosphoproten_Severe_a AALALLLLDR v, A A v
26. QKY74206.1_nucleocapsid_phosphoprotein_ AALALLLLDR \ Al A \
X AALALLLLDR v A A \
AALALLLLDR v, A A \
AALALLLLBR Vi A A vi
AALALLLLEBIR v A A v
AALALLLLER \ A A \
¥ AALALLLLBR vi A A v
35. QIG56001.1_nucleocapsid_phosphoprotein_Severe_acute_respratory_syndrome_coronavinus_2 3 G 1A AALALLLLBR K v AABA n \
8. Consenso iS4 P R PARMA AALALLLLER ¢ V| AAEA A V)

Nota. Se muestra como las secuencias aminoacidicas de la proteina N del NCBI se alinean para la
observacién cambios aminoacidicos entre ellos, los circulos rojos muestran algunos cambios que
se identificaron.
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Andlisis de Regiones Antigénicas en Antheprot

Para el analisis de las regiones antigénicas de las distintas secuencias
aminoacidicas de la proteina N se utilizo el software Antheprot, versién 6.9.3, este es un
programa disefiado para el analisis de secuencias proteicas por medio de una interfaz
grafica(G et al., 2001). En nuestro caso se guardod la secuencia a analizar en el formato
“.SEQ”, y en la interfaz de antheprot se analizaron todos los perfiles con respecto a
Hidrofobicidad, Hidrofobicidad, y accesién al solvente, con la finalidad de identificar las

regiones mas antigénicas de nuestras secuencias.

Disefio de Primers (Primer Blast, Sequence Extractor, Oligo Analyzer)

Se disefiaron 2 pares de primers, para ello, se utilizd la herramienta Primer-BLAST,
utilizando como base la secuencia MN908947.3, variando las opciones del rango de los
primer siendo para el Foward del nucledtido 1 al 132, y para Reverse del nucledtido 1092-
1260; el tamafo de producto PCR min: 70 y max: 2000; y la temperatura de melting de
los primers min: 54°C, Opt:55°C, max: 56°C, con una Tm de diferencia maxima de 2°C. La

configuracion utilizada en la herramienta se presenta en la figura 7.
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Figura 7.

Configuracion de PrimerBlast

m
Primer-BLAST

U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnalogy Information Sign in to NCBI

Atool for finding specific primers
Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Primers for target on one template | Primers common for a group of sequences

Resetpage Save search paramelers Retrieve recent resulis Publication  Tips for finding specific primers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) 4 Clear Range &  Clear
PMNOGEDAT.3:28274-29533 Severe acuis Cespanatery swndreme coronavirus 2 iselais Wuhan-
Hu-1, complete genome From To
ATGTC TGAT ARTGOACCCCAMATCAGE GAAATGCACCECGCATTACS T TTGTORACCCTCABATICA ~| Forward primer[s |
CTGRCAGTAACCAGAATGGAGRACGCAGTGOGGCGCGAT AN AR GTCGGLCLCANGGT TTACCCAA
TAATACTGCGTC TTGGT TCACCGCTCTOALTCAACATGACARGGAAGAT CT TAMAT TCCCTCGAGGACAA Y Reverse primer | 1082 1260

Or, upload FASTA file

Seleccionar archivo | No se eligio archive

Primer Parameters

Use my own forward primer |
(5"->3 on plus strand)

Use my own reverse primer |
(5'->3" on minus strand)

o «

]

o a

&

Min Max

—

Min Opt Max Max Tm difference

PCR product size

# of primers to return

Primer melting temperatures
Tm)

Exonfintron selection
Exon junction span

Exon junction match

Intron inclusion

Arefseq mRNA sequence as PCR template input s required for options in the section &

No preference v
Min 5 match  Min 3" match  Max 3' match
r ] [ | [e \

Minimal and maximal number of bases that must anneal fo exons atthe 5' or 3'side of the junction &

[ Primer pair must be separated by at least ane intron on the comesponding genamic DNA &

Tras la obtencion de primers iniciales, se procedié a ponerlos en fase, con
respecto a los aminodcidos de la secuencia MN908947.3, en la pagina Sequence Extractor
(bioinformatics.org/seqext/), aquellos primers que no se encontraban en fase, se
modificaron y compararon sus propiedades individuales y con las respectivas parejas,
para evitar dimeros, horquillas, y que los pares tengan una Tm similar entre ellos, este
anadlisis se realizé en el Software OligoAnlyzer versién 1.0.2.En la Figura 8, se puede

apreciar los primers Forward en fase, y en la Figura 9, los primers Reverse en fase.



Figura 8.

Primers Forward en Fase

Sequence Extractor - Results

Template: MNO08947.3:28274-29533 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate
Wuhan-Hu-1, complete genome.
Length: 1260 bp.

« Mouse over items on the map to view additional information. Click on two restriction sites or two compatible
PCR primers to generate a product (requires JavaScript).

RestsStart

5' RATCAGCGRAATGCRCCC 3' NEA_EF 5' mA
HinfI
DdeT
M 8§ DN G P N Qg RNAUPURITF G G PF S D S T G 5 N
ATGTCTGATAATGGACCCCAARAATCAGCGAAATGCACCCCGCATTACGITTGGT GGACCCTCAGATTCAACTGGCAGTAR
~10 ~z0 ~30 ~40 ~50 ~60 ~70

TACAGACTATTACCTGGGGTTTTAGT CGCTTTACGTGGGGCGTAATGCARACCACCTGGGAGT CTAAGTTGACCGTCATT

Q

BstUI
CfoIl
HhaT HaeIII
Q N 6 E R 5 G A R 858 K Q@ R R P g G L P N N T A 5 W F T
CCAGAATGGAGAACGCAGTGGGGCGCGATCAAAACAACGTCGGCCCCAAGGTTTACCCAATAATACTGCGTCTTGGTTCA
~80 ~100 ~110 ~120 ~140 ~150
GGTCTTACCTCTTGCGTCACCCCGCGCTAGTTTTGTTGCAGCCGGGE

)

Figura 9.

Primers Reverse en Fase

MboI

NdeII

D ¢ v I L. L. N K B I D A Y KTV F P P TE P K K D K K K
AGATCRAAGTCATTTTGCTGRAATAAGCATATTGACGCATACRARAACATTCCCACCARCAGAGCCTARARAGGACARARAGR

~1050 ~1060 ~1070 ~1080 ~1080 ~1100 ~1110
TCTAGTTCAGTAAAACGACTTATTCGTATAACTGCGTATGTTTTGTAAGGS

SGTTGTCTCGGATTTTTCCTGTTTTTCT

MboII MboII PstI
K A DET Q@ A L P @ R Q KE K @ @ T V T L L P A A D L
AGAAGGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGARGARAACAGCARAACTGTGACTCTTCTTCCTGCTGCAGATTTS
~1130 ~1140 ~1150 ~1160 ~1170 ~1180 ~1190
TCTTCCGACTACTTTGAGTTCGGAATGGCGTCTCTGTCTTCTTTGTCGTTTGACACTGAGAAGARGGACGACGTCTAAAC

3' COTTGTTAGGTACTCGICA 5 NHR_%R
HaeIII
DdeT

HinfI stul

D D F & K ¢ L ©§ ¢ 3 M 8 3 A D 3 T ¢ A I
GATGATTTCTCCAARCAATTGCARCAATCCATGAGCAGTGCTGACTCAACTCAGGCCTAR
~1210 ~1220 ~1230 ~1240 ~1250 -
CTACTAAAGAGGTTTGTTAACGTTGTTAGGTACT CGTCACGACTGAGTTGAGTCCGGATT
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En la Tabla 3, se presenta un resumen de las propiedades de cada primer. Cabe
mencionar que el andlisis por pares realizado en OligoAnalyzer, no presento
complementariedad de bases y horquillas con un A G < -2 kcal/mol. De manera 6ptima,
generalmente se tolera un auto dimero del extremo 3 'con un AG de -5 kcal / mol y De
manera 6ptima, se tolera generalmente una horquilla del extremo 3 'con un AG de -2 kcal

/ mol(PREMIER Biosoft, 2021).

Tabla 3.

Propiedades de los pares de Primers

Primer Tm % GC Longitud Secuencia
NHA_1F 54,93°C 50% 18 pb 5’-AACCAGAATGGAGAACGC-3’
NHA_2R 5344°C 50% 18pb 5’-AGCAGGAAGAAGAGTCAC-3’
NHA_3F 56.05°C 50% 18pb 5’-AATCAGCGAAATGCACCC-3’

NHA_4R 56.19°C 47,4 % 19pb 5’-ACTGCTCATGGATTGTTGC-3’
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Sintesis de material Genético

Produccién de cDNA por retro transcripciéon

Para la obtencién de cDNA por retrotranscripcidon se utilizé RNA SARS-CoV-2
(+),provisto por (Zurita & Zurita Laboratorios, 2021). Para la retrotranscripcion (RT) se
realizd en tubos eppendorf 200ul y consta de 1 uL Oligo (dT) (18418012, Invitrogen), 1 uL
de dNTP Mix 10mM (18427088, Invitrogen), 5uL de agua ultrapura, 5uL de RNA, dicha
mezcla se homogenizaria por Spin y se encabaria en bloque de calentamiento por 10
minutos a 65°C, tras la incubacidn se colocd en hielo por 2 min. A la mezcla se adiciona
4uL de 5X First-Strand Buffer, en conjunto con 2uL 0.1M DTT, nuevamente se
homogeneizo por Spin e incubd a 37°C por 2 minutos. Finalmente se agregd 0.8 ul de
enzima M-MLV RT (28025021, Thermo Fisher Scientific) y 1.2 uL de agua ultrapura, el
proceso finaliza tras una incubacién a 37°C por 50 min y una inactivacion a 75°C por 15
minutos en bloque de calentamiento. Tras la sintesis es recomendable almacenar a -

20°C(Invitrogen, 2015).

RT-PCR one Step Kit

Otro procedimiento que se utilizé para la estandarizacién de PCR fue el kit
“MegaFi™ One-Step RT-PCR” (Cat. No. G597), debido a su alta sensibilidad y especificidad
en la retrotranscripcion a partir de una simple hebra de RNA(abm, 2021). El mix de
reaccion y el programa de termociclador tuvieron variaciones con respecto a lo
recomendado por el proveedor, esta reaccion se utilizé en reaccién por gradiente para
establecer la temperatura de Annealing dptima para los primers NHA 3Fy NHA 4R.Enla

tabla 4 se puede apreciar el mix de reaccién utilizado.



Tabla 4.

Componentes para RT-PCR One Step Kit
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Componentes Concentracion Final Volumen Final (ul)
H:0 - 3,90
2X One-Step RT-PCR Buffer 1X 7,50
RT-PCR Enzyme Mix - 1,2
Forward Primer NHA_3F (10 uM) 0.3 uM 0,45
Reverse Primer NHA_4R (10 uM) 0.3 uM 0,45
RNA 1 ng/ pL 2
Volumen Total 15

Para el programa de termociclador que se utilizd: Sintesis de cDNA por 15 min a

60°C, Desnaturalizacidon inicial por 30 seg a 98°C, seguido por 35 ciclos de

Desnaturalizacién a 98°C por 30 seg, Hibridacidn por 30 seg en las temperaturas (54.3°C-

56.4°C-58.7°C), y una Extension por 35 seg a 72°C; por ultimo, una Extensidn final por 2

min a 72°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional

Tras la estandarizacion de la PCR, se utilizd una PCR convencional con la

finalidad de optimizar el material genético utilizando el cDNA, los componentes de

reaccidon son una variacion a partir de los recomendados por el fabricante (Invitrogen,

2014) . En la tabla 5, se pueden apreciar los componentes para la PCR.
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Tabla 5.

Componentes para PCR convencional

Componentes Concentracion Final Volumen Final (ulL)
H.O - 17,13
10X Buffer 1X 2,50
Forward Primer NHA_3F (10 uM) 0.4 uM 1,00
Reverse Primer NHA_4R (10 pM) 0.4 uM 1,00
MgCi2 1.5 mM 0,75
dNTPs Mix 0.8 uM 0,50
Taq polimerasa 0.63 U/ pL 0,13
cDNA 1 ng/ uL 2
Volumen Total 25

Para el programa de termociclador que se utilizd: Desnaturalizacidn inicial por 30
seg a 98°C, seguido por 35 ciclos de Desnaturalizacién a 98°C por 30 seg, Hibridacidn por
30 seg a 58°C, y una Extension por 35 seg a 72°C; por ultimo, una Extensidn final por 2

min a 72°C.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos PCR obtenidos en los procedimientos fueron analizados en geles
de agarosa al 1,5% p/v, dicho gel fue impregnado con Bromuro de etidio en una relacién
1/10000 con la finalidad de tefiir los amplicones, la cantidad de producto PCR o material
genético agregado a cada pocillo para su observacion es entre 5 pL a 10 plL y de marcador
molecular 3 pL. La electroforesis de los geles de agarosa se realizé a un voltaje de 100V
por 45min, y posteriormente se observd en un transluminador de luz UV (SPECTROLINE,

Bi-O-Vision™ Series)
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Clonacidn

Clonacion al vector pGEM®-T Easy Vector

El fragmento de PCR de la proteina N, fue ligado a pGEM®-T Easy Vector
(Promega), Figura 10, considerando el mix de reaccion de la tabla 6, dicha reaccién se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente a 4°C durante toda la noche
para incrementar el numero de transformantes(Promega, 2018). Dicho vector

posteriormente fue transformado en cepas Jm109

Tabla 6.

Componentes de Reaccion para Ligacion en vector de Clonacion

Componentes Volumen Final (ul)
H.O -
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5,00
PGEMZ®-T Easy Vector (50ng) 1,00
Producto PCR 3,00
Ligasa T4 DNA (3 unidades Weiss/ pL) 1,00

Volumen Total 10,00
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Figura 10.

Mapa del vector pGEM®-T Easy

Xmnl 2009 1
T7 1 start
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o Aatll | 20
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Sacl 109
BatXl 118 =
Msil }ET d
T spes £

Nota. Se puede apreciar un mapa referencial de los genes que posee nuestro vector de clonacién,
consta especificamente de un gen reportero lacZ, para identificar colonias que no poseen nuestro
inserto, y un gen Amp para proporcionar resistencia a ampicilina a las bacterias que tengan el
vector. Tomado de Promega, C. (2018). pGEM®-T and pGEMZ®-T Easy Vector Systems Technical
Manual #TM042
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Clonacion al vector de expresion pTrcHis2-TOPO

Una vez se puedan generar copias de manera masiva a través de nuestro
fragmento de la proteina N clonado en el vector pGEM®-T Easy, estos fragmentos se
ligaron al vector de expresién pTrcHis2-TOPO (Invitrogen), Figura 11, considerando el mix
de reaccién de la tabla 7, dicha reaccién se mezclé gentilmente e incubd por cinco
minutos a temperatura ambiente, es importante recalcar que dicha incubacién no debe
ser mayor a 5 minutos debido a que la eficiencia de la transformaciéon puede

disminuir(Invitrogen, 2006), posterior a la incubacidn se transformé a cepas JM109.

Tabla 7.

Componentes de Reaccion para Ligacion en vector de Expresion

Componentes Volumen Final (ul)
H:0 2,00
Producto PCR 2,00
pTrcHis2-TOPO Vector 1,00

Volumen Total 5,00
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Figura 11.

Mapa del vector pTrcHis2-TOPO

myc 6xHIs term

pTrcHis2-TOPO®
4381 bp

Nota. Se puede apreciar un mapa referencial de los genes que posee nuestro vector de expresion,
entre las regiones mds representativas que podemos apreciar son su gen de resistencia a
ampicilina y la regiéon de clonaje TOPO. Tomado de Invitrogen. (2006). pTrcHis and pTrcHis2 TOPO
® TA Expression Kits Five-minute cloning of Taq polymerase-amplified PCR products for expression
in E. coli Catalog no. K4410-01 (pTrcHis TOPO ® ) Catalog nos. K4400-01 and K4400-40 (pTrcHis2
TOPO ® ). www.invitrogen.com

Cultivo en Medio Liquido LB y LB Broth Miller

Para la preparacién de medio LB (Luria-Bertani), por cada litro se utiliza
10g de Bacto Triptona, 5 g de Bacto- Extracto de Levadura y 5 g de NacCl, dicha solucién se
ajusta a pH 7.0 con NaOH, y posterior se autoclavé por un ciclo de 121°C por 20 min, de
este modo estara listo para cualquier procedimiento estéril (Promega, 2018).
Adicionalmente para el cultivo de E.coli transformadas con el vector de expresidon se
utilizé la variante LB Broth Miller, en donde su composicidn se basa en Digerido

enzimatico de caseina 10g/L, Extracto de levadura 5g/L y NaCl 10g/L.
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Cultivo en Medio LB suplementado con Ampicilina, X-Gal, IPT

Para la clonacidn se realizaron 3 placas de LB suplementadas con ampicilina y un
control de LB. Dichas placas se preparan afladiendo 15g de agar por cada litro de medio
LB, tras autoclavar por un ciclo liquido de 121°C por 20 minutos, se procede a dejar enfriar
hasta que se encuentre debajo de los 50°C para afiadir ampicilina a una concentracién
final de 100 ug/mL, posteriormente se pone entre 30 a 35ml de medio en placas Petri de
85mm, hay que considerar que previamente se debe separar nuestra placa control con
LB, tanto las placas suplementadas como la control se deja almacenada a 37°C toda una
noche para descartar posibles contaminaciones. Adicionalmente para la Transformacién
las placas son suplementadas con 100ul a 100mM de IPTG y 20ul a 50 mg/ml de X-Gal,
distribuidas uniformemente por la caja LB-Ampicilina y fue almacenada por 30 min a 37°C

previo uso(Promega, 2018).

Células Quimicamente Competentes E.coli JIM109

Se utilizaron células quimicamente competentes E. coli JM109, alicuotas de 200ulL
de un solo uso tanto para las transformaciones con los vectores de clonaje y expresion,
fueron utilizadas segun las recomendaciones del fabricante con ciertas

modificaciones(Promega, 2018).
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Transformacion

Se mantuvo a las células quimicamente competentes en hielo, mientras tanto
previamente enfriado se agregd 3 uL de ligacion a 50uL de células competentes, se mezcld
gentilmente y se incubd la mezcla en hielo 30 minutos. A continuacidn, se incubd en
bloque de calentamiento durante 45 segundos a 42°C sin agitacién para producir el
choque térmico, inmediatamente después se trasladd a hielo y se agregaron 250ulL de
medio SOC a temperatura ambiente, nuestro eppendorf de 1.5uL con nuestras células
transformadas se las incubaron horizontalmente durante 1.5 hora a 300 rpm a 37°C,

posteriormente se sembré en placas LBP-Amp e incubaron a 37°C toda una noche.

Colony PCR

Este procedimiento se realizé con la finalidad de determinar si nuestro plasmido
de clonacién u expresion ligado con el gen e la proteina N, se encuentra dentro de
nuestras colonias, para lo cual se utiliza el mismo master mix descrito en la tabla 5, a
diferencia que en vez de poner 1 uL de ADN se integra una porcidon de colonia
directamente a la mezcla y el programa de PCR consta de: Desnaturalizacion inicial por
5min a 95°C, seguido por 35 ciclos de Desnaturalizacidon a 98°C por 30 seg, Hibridacién
por 30 seg a 58°C, y una Extensién por 35 seg a 72°C; por ultimo una Extension final por 2

min a 72°C.
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Extraccion de Plasmido

Para extraer el pldsmido, previamente se cultivd las colonias en 10ml de medio
LB para cepas de clonaje, y LB Broth Miller para cepas de expresién, durante toda una
noche. Posterior se tomd 1.5ml de cultivo y se extrajo el plasmido segun el protocolo de
“Preparacion de DNA Plasmidico por Lisis Alcalina con SDS: Mini preparaciéon” (Sambrook
& Russell, 2001) , con ciertas modificaciones descritas a continuacion. Centrifugar las
colonias durante 1 minuto a 10.000 xg y descartar el medio, posteriormente, se le realiza
un tratamiento con STE, en donde se adiciona 400uL de la solucidn, se resuspende el
pellet de la bacteria y se vuelve a centrifugar por 1 min a velocidad mdaxima, posterior se
removidé la solucién y todas las posibles trazas, debido a que esto puede afectar en
procedimientos posteriores como corte con enzimas o PCR, por siguiente se adiciond
100uL de la solucién |, se resuspende la bacteria e inmediatamente se adiciono 200ulL de
la solucidn Il, se mezclé gentilmente por inversion 5 veces, se mantuvo el tubo en hielo, y
a continuacion se agregd 150 ul de la solucidn I, se mezcld gentilmente por inversién 5

veces y se dejo reposar durante cinco minutos en hielo.

A continuacidn, se centrifugo por 5 minutos a 10.000 xg nuevamente y el
sobrenadante se transfirid a un tubo limpio y se precipito los acidos nucleicos con dos
volumenes de etanol absoluto, en este paso se observaron surcos en la mezcla lo cual
advierte que existe presencia de acidos nucleicos, dicha mezcla se dejo reposar por 5 min
a-20°Cy posterior se volvio a centrifugar a maxima velocidad por dos minutos, de manera
sucesiva se removio el sobrenadante, teniendo cuidado de no remover el pellet y se dejé
secar a 65°C en una incubadora para eliminar cualquier rastro de etanol, a continuacion

se afadié 1 ml de etanol 70% e invirtid el tubo varias veces, y se centrifugd durante 2
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minutos, nuevamente se remueve el etanol y se lo dejé secar a 65°C por 15 min. El

plasmido fue reconstituido en agua con RNAsa a 20 ug/ml, la presencia del plasmido fue

verificado en un gel de agarosa al 0.8%.

Corte con enzimas de Restriccion

Para la digestion del pldasmido de clonaciéon se utilizdé la enzima EcoRI (Thermo
Fisher Scientific Inc, 2012), debido a que permite liberar del pldsmido a nuestro gen y
adicionalmente realiza un corte en el nucledtido 278 de la secuencia de la proteina N, la

reaccion de la digestion se presenta en la tabla 8.

Tabla 8.

Componentes de Digestion del vector de clonacion

Componentes Volumen Final (ul)
H.0 15,00
10X Buffer EcoRI 2,00
AND plasmidico 2,00
Enzima EcoRlI 1,00
Volumen Total 20,00

Para la digestion del plasmido de expresidn se utilizd la enzima EcoRI (Promega,
2011), debido a que el tiempo de incubaciéon es de 15 min, y genera un corte en el
nucledtido 278 y en el vector, lo que nos permite observar si nuestro gen se encuentra en

la direccién correcta para su posterior traduccién, los componentes de la digestidon se

presentan en la tabla 9.



Tabla 9.

Componentes de digestion del vector de expresion
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Componentes Volumen Final (ul)
H.0 14,80
10X Buffer EcoRI 2,00
BSA 0,20
AND plasmidico 2,00
Enzima EcoRlI 1,00
Volumen Total 20,00

Generacion de Modelos Bioinformaticos

Para el modelamiento de la proteina expresada se utilizé la plataforma

SwissModel (Waterhouse et al., 2018) en conjunto con la herramienta PyMol version

4.60. Los PDB utilizados para la generacion del modelo se pueden encontrar en el Protein

Data Bank con los nimeros de identificacién “6zco.1.A”, “7act.1”, “ 7pku.1.B”.

Analisis Estadistico

Disefio no experimental

La presente investigacion tiene la finalidad de la amplificacién del gen de la

proteina N para su posterior clonacién a través de herramientas de biologia molecular y

anadlisis bioinformatico. Adicionalmente se realizdé una secuenciacién para generar un

arbol filogenético y comparar nuestro gen con respecto a la nacidén, la region

latinoamericana y las distintas variantes del SARS-CoV-2.
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Variable respuesta

Las variables respuesta de la investigacion son las amplificaciones del gen de la
proteina N, con verificacidn por medio de secuenciacién y para el caso de la clonacién la
presencia de amplificacidon del gen a través de una Colony PCR y corte por enzimas de

restriccion.
Error aleatorio

El error procedente en esta investigacién puede ser generado por calidad y

estado de reactivos utilizados, asi como errores de operacién.

Secuenciacién

Para la secuenciacién de nuestra amplificacion de la proteina N se utilizd el
servicio de secuenciacién tipo Sanger de la Universidad de las Américas (UDLA), en donde

utilizan la preparacién quimica BigDye V3.1, para la purificacién de productos PCR.
Anadlisis Filogenético

La generacién del arbol filogenético se generd en el programa Mega-X,
versién 10.1.8, por el método de Maximum Likelihood con una prueba filogenética de tipo
“Bootstrap method” con 1000 replicaciones y un modelo de sustitucién “Tamura-Nei

Ill

mode
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Identificacion de la secuencia de la proteina N
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El alineamiento de las secuencias aminoacidicas tanto las de NCBI-Virus

como de la base de datos de GSAID, permitié generar una secuencia consenso la cual es

similar a la secuencia de la traduccién del aislado de la proteina N, del SARS CoV-2 aislado

Wuhan-Hu-1, con numero de accesidon de la proteina QHD43423 y nucleotidica

MN908947.3, y consta del 28274-29533 pb con respecto al genoma completo.

De este modo se determinaron que las regiones mas antigénicas o mejores

candidatos para epitopos, los cuales se pueden observar en la tabla 10, por otra parte, el

perfil de prediccion de Antheprot se muestra en la figura 12.

Tabla 10.

Mejores candidatos para Epitopes

Numero de aminoacido inicial

Aminodcidos pertenecientes al

Numero del aminoacido final

Epitope

3 DNG 5

19 GPSDSTGSNQN 29
35 ARS 37
57 T 57
75 NTN 77
97 G 97
173 AEGS 176
178 GGSQASSRSSSRSRNS 193
196 NSTPGS 201
211 A 211
235 SGKGQQ 240
255 SKK 257
278 GP 279
364 PPTEPKKDKKKK 375
383 PQRQ 386
412 SS 413

Nota. El programa Antheprot muestra los 16 mejores candidatos para epitopes de la proteina N
considerando los perfiles de Hidrofobicidad, Hidrofilicidad y accesidn al solvente.
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Figura 12.

Perfiles de Antheprot para la seleccion de epitopes

Nota. El programa Antheprot muestra los 16 mejores candidatos para epitopes de la proteina N
considerando los perfiles de Hidrofobicidad (perfil rojo), Hidrofilicidad (perfil azul) y accesién al
solvente (perfil verde).

Los cambios aminoacidicos que se encontraron en la secuencia proteica de la
proteina N fueron: R191C, S197L, R203K, G204R, R209I, G238C, 1292T, A313S, S413l. Sin
embargo dichos cambios en su mayoria no presentaron una variacidon de las regiones
antigénicas con respecto a la consenso, a excepcién de la variacion S197L, que generd una
pérdida de las regiones antigénicas de los aminodcidos 196-197; por otra parte una
variacion mayor se presenta con el cambio G238C en donde los aminoacidos 235-236 ya
no son antigénicos y se generan nuevas porciones antigénicas en los aminodacidos 194-
195, 211y 277-280, en la figura 13, se puede apreciar una representacién grafica de lo
descrito, adicionalmente se presenta en la tabla 11, los cambios presentados dentro de

la regidn latinoamericana segun el analisis de las secuencias GISAID.
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Tabla 11.

Cambios aminoacidicos de la proteina N presentes en la region latinoamericana

Numero de Pais Posicion Aminoacido Base / Aminoacido de Presencia del

secuencias Cambio cambio en
analizadas secuencias
analizadas

n=10 Ecuador 203 R/K 8

204 G/R 8

n=3 Venezuela 203 R/K 1

204 G/R 1

n=10 Brasil 203 R/K 9

204 G/R 9

292 /T 2

413 S/l 1

n=10 Colombia 203 R/K 2

204 G/R 2

209 R/I 1

n=10 Chile 203 R/K 6

204 G/R 6

292 /T 2

292 A% 2

n=9 Peru 203 R/K 8

204 G/R 8

n=10 Argentina 191 R/C 1

197 S/ L 3

203 R/ K 4

204 G/R 4

292 WAS 1

Nota. En la presente tabla se muestra el #n secuencias analizadas, el sitio de secuenciacidn segun
GISAID. El nimero de aminoacido donde existe variacién. El aminoacido perteneciente a la
traduccion de MN908947.3:28274-29533, y el aminoacido al cual cambio. Por ultimo, la cantidad
de veces que se dio esta variacion de la #n cantidad de secuencias.



Figura 13.

Representacion de cambios aminoacidicos de la Proteina N

Regiones
1Antigénicas

Cambio
1 Aminoacidico 191

Cambio con
1 Variacion

Cambio con
1 Variacion

194-195 antigénicos

187 203 204 209 238 992 313
SIL RIK GRRIGIC 'y AIS

197

S/L

196-197 (no
antigénicos)

238
)
GIC
235-236 no antigénicos

211 antigénico

277-280 antigénicos

Nota. Representacion de cambios aminoacidicos en la proteina N. La linea celeste representa la
proteina N, las regiones amarillas representan las porciones antigénicas y los puntos rojos
representan los cambios existentes dentro de la proteina.

Amplificacién de la proteina N

Estandarizacion de PCR

A través del kit OneStep RT-PCR se realizd un gradiente de temperatura para

establecer la mejor condicion para un amplicon del gen N bien definida y sin bandas

inespecificas, esto resulto en determinar que con los primers NHA_3F-NHA_4R, la mejor

temperatura de melting con el programa de termociclador determinado se encuentra a

58°C, en la Figura 14 se puede apreciar que en dicha temperatura no existen bandas

419

419

419

419
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inespecificas y se encuentra bien definida la amplificaciéon, ademds se aprecia que el
tamafio de nuestro gen se encuentra entre los 1000pb a 1500pb, considerando la

determinacién tedrica a partir del gen, deberia constar aproximadamente de 1217pb, por

lo que entraria dentro de los parametros deseados.

Figura 14.

Gradiente de temperatura del gen de la proteina N

Ladder  (54.3°C)

(56.4°C)

(58.7°C)  Ctrl(-)
(S ==

1217 pb aprox.

Nota Gradiente de proteina N.- En este experimento se amplifico un fragmento de
aproximadamente 1200 pb a diferentes temperaturas de gradiente (NHA3F-NHA4R primers
utilizados). Carril 1 pertenece al leader de peso molecular, Carril 2 amplificacién del gen N a una
temperatura de 54.3°C, Carril 3 amplificacion del gen N a una temperatura de 56.3°C, Carril 4
amplificaciéon del gen N a una temperatura de 58.7°C, Carril 5 pertenece al control negativo.

Notese que el carril 5 presenta la mejor banda con pocos productos inespecificos. Dicho gel de
agarosa se encuentra al 1.5%
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PCR convencional

Tras la determinacidn de las condiciones ideales se realizé una amplificacién del
gen N a partir de cDNA, del mismo modo en la figura 14 se puede apreciar una banda bien
definida sin inespecificidad que consta entre los 1000pb a 1500pb, dicha amplificacién

fue denominada NHA58PJ y fue utilizada para la secuenciacion.

Figura 1.

Amplificacion del Gen N por PCR convencional

Ladder (NHA58PJ)

1500 bp
1000 bp

100 bp

Nota Amplicén de proteina N.- En este ensayo se amplifico un fragmento de aproximadamente
1200 pb en el primer carril, (NHA3F-NHA4R primers utilizados). Nétese que el carril 1 presenta
una fuerte banda sin productos inespecificos. Dicho gel de agarosa se encuentra al 1.5%.
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Secuenciacion
A través del programa Mega-X se realizd un ensamblaje para determinar la

secuencia de NHA58PJ, resultando en una secuencia de 1128pb, para comprobar que
dicha secuencia pertenecia al organismo SARS-CoV-2, se procedid a utilizar la herramienta
blastn, la cual nos presentd una identidad de 100% con 100 secuencias pertenecientes a
la proteina N indexadas al GenBank. A continuacidn, se presenta la secuenciacién de

NHAS58PJ:

>NHA58PJ

CTGGCAGTAACCAGAATGGAGAACGCAGTGGGGCGCGATCAAAACAACGTCGGCCCC
AAGGTTTACCCAATAATACTGCGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAA
GACCTTAAATTCCCTCGAGGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCAGATG
ACCAAATTGGCTACTACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAAT
GAAAGATCTCAGTCCAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGA
CTTCCCTATGGTGCTAACAAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAGGGAGCCTTGA
ATACACCAAAAGATCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTA
CAACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGC
GGCAGTCAAGCCTCTTCTCGTTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAAC
TCCAGGCAGCAGTAAACGAACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCT
GCTCTTGCTTTGCTGCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAATGTCTGGTA
AAGGCCAACAACAACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAA
GAAGCCTCGGCAAAAACGTACTGCCACTAAAGCATACAATGTAACACAAGCTTTCGGC
AGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAA
GGAACTGATTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTT
CTTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTAC
ACAGGTGCCATCAAATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCT
GAATAAGCATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAA
AAGAAGAAGGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACT
GTGACTCTTCTTCCTGCTGCAGATT
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Clonacion del gen de la Proteina N

Tras verificar que el gen que se esta amplificando pertenece a la proteina N, se
procedid a ligar el fragmento al vector pGEM®-T Easy a través de la metodologia antes
descrita, hay que destacar que el fragmento ligado no pertenece al aislado de la
amplificacion de la secuencia NHA58PJ, sino a un aislado de la muestra 190, las secuencias
pertenecientes se observaran posteriormente al secuenciar el gen insertado en los clones,
figura 15, los clones fueron verificados a partir de la técnica colony PCR y corte por

enzimas de restriccion

Figura 15.

Multiples clones del gen N- E. coli Jm109

Nota Diferenciacién de colonias.- Notese la presencia de colonias azules y blancas alrededor de
toda la superficie de la placa, hay que tener a consideracién que las colonias azules representan
el vector cerrado sin ningln inserto, la tonalidad azul es debido a la expresion del gen LacZ
inducido por IPTG presente en la composicién del medio, adicionalmente las colonias blancas
representan vectores con un inserto, debido a que no se realizé una purificacion al producto PCR,
no necesariamente todas las colonias blancas pueden considerarse clones con nuestro inserto.
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Screening de colonias a través de Colony PCR

A través de una PCR convencional se realizd una colony PCR de manera descrita
anteriormente, el resultado fue la obtencién de 4 colonias positivas, figura 16, es decir
poseian el inserto deseado, las ampliaciones observadas pueden contrastarse con el
control positivo, de la muestra 109, este se generd a partir del cDNA que se ligd al vector,
es de destacar que dichos amplicones muestran una mayor intensidad con respecto al

control.

Figura 16.

Amplificacion del gen N de colonias transformadas con pGEM®-T Easy

(+) cDNA (-)

1200 bp
1000 bp
500 bp 500 bp
200 bp
100 bp

Nota Amplificacién del gen N de diferentes Colonias Transformadas. - Se obtuvo presencia del gen
N en las colonias 1- 3 -4, estos amplicones corresponden a los tamafios correspondientes y
mantienen un peso similar al del control positivo generado a partir de cDNA. Dicho gel de agarosa
se encuentra al 1.5%
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DNA plasmidico de cepas de clonacién

Se obtuvo DNA plasmidico de las cepas N1, N3 y N4, debido a la calidad del
material genético, como se puede apreciar en la figura 17, tras su amplificacidon por PCR

se realizd un corte a dichos fragmentos, lo que permitieron dilucidar de manera mas

precisa que se trataba de nuestro gen.

Figura 17.

DNA plasmidico de cepas positivas

1500 bp 1500 bp

1200 bp 1200 bp
500 bp 500 bp
200 bp 200 bp

Nota Plasmidos obtenidos por Miniprep. — Se obtuvieron los plasmidos de las cepas N1, N2, N3;
estas presentan un tamafio mayor a 1500bp . Dicho gel de agarosa se encuentra al 0.8%
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Ampilificacion del gen N a partir de DNA plasmidico

Tras aislar los pldsmidos se procedid a realizar diluciones de estos a
concentraciones de 1/10, 1/100 y 1/1000, esto con la finalidad de tener gran cantidad de
material genético amplificable por PCR a partir de concentraciones pequefas.
Adicionalmente esto permite generar amplicones mucho mas puros eliminando
fragmentos inespecificos, que pueden interferir en futuros procedimientos de clonacién
e incluso de secuenciacion. En la figura 18, se puede apreciar que a medida que disminuye
la concentracién del plasmido NP4, extraido de la cepa N4, se incrementa la definicion del
fragmento amplificado siendo la mejor dilucién 1/1000, en donde no se presentan
fragmentos inespecificos. Dicho procedimiento también se realizd con los plasmidos NP1
y NP3, extraidos de las cepas N1 y N3 respectivamente, del mismo modo las diluciones
1/1000 fueron las mas definidas y sin impurezas, dichos productos fueron secuenciados
para comprobar nuevamente que los genes insertados en nuestro vector de clonacién

pertenecen a la proteina N.
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Figura 18.

PCR de la proteina N a distintas concentraciones del DNA plasmidico

NP4 NP4
1/100 1/1000

1500 bp
1200 bp

500 bp

100 bp

Nota PCR de plasmido NP4 a distintas concentraciones. — Se puede apreciar que la PCR realizada
al plasmido NP4 a distintas concentraciones permite disminuir fragmentos inespecificos
existentes en el producto PCR. Dicho gel de agarosa se encuentra al 1.5%

Andlisis por corte con enzimas de restriccion al vector de clonacién

Utilizando amplificaciones a partir del plasmido NP4 se realizé un corte con la
enzima EcoRlI, figura 19, dicha reaccion libera nuestro fragmento del plasmido y nos
proporciond en el gen un corte produciendo dos fragmentos, uno poco perceptible con
respecto al estandar de entre 300-250bp, este fragmento debe contener tedricamente

alrededor de 257bp, por lo cual entra dentro del rango observable, y el fragmento
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restante de manera tedrica debe ser de 961bp, que con respecto al estdndar de peso
también entra dentro del rango apreciable. Hay que recalcar de dicho corte, nos dio una
nocién de que el gen insertado en nuestro vector y el amplificado, se tratan del gen de la
proteina N sin embargo, para corroborar de manera mas eficaz la identidad de nuestra
secuencia se procedié a secuenciar los amplicones producidos de los pldsmidos NP1, NP3

y NP4, dichas secuencias se presentan posteriormente.

Figura 19.

Digestion de NP4 con EcoRI

Ladder

1500 bp
1200 bp

1000 bp

900 bp 961bp aprox.

500 bp

300 bp 257bp aprox.
250 bp

200 bp

Nota Digestién Enzimatica del gen N. — Considerando las posiciones téricas de corte de la enzima
EcoRl, se puede apreciar que los fragmentos observables se encuentran dentro del peso
molecular, siendo los mismos un fragmento de 257bp aprox., y 961bp. El presente gel de agarosa
se encuentra al 1.5%
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Secuenciacion de Insertos

Aunque la digestidon enzimatica nos permite tener una nocién con respecto al gen
con el cual estamos trabajando, fue necesario realizar una secuenciacion para verificar
que el gen insertado perteneciera al de la proteina N. Efectivamente las secuencias
insertadas en los plasmidos NP1, NP3 y NP4 poseen una identidad del 100% entre ellas, y
a su vez a través de la herramienta blastn, presenté una identidad de 100% con 100
secuencias pertenecientes a la proteina N indexadas al GenBank. A Continuacidn, se

presentan las secuencias generadas tras el ensamblaje realizado en Mega-X.

>NP1

ATACTGCGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAGACCTTAAATTCCCT
CGAGGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCAGATGACCAAATTGGCTACT
ACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAATGAAAGATCTCAGTC
CAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGACTTCCCTATGGTGC
TAACAAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAGGGAGCCTTGAATACACCAAAAGA
TCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACAACTTCCTCAAG
GAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCAAGCCT
CTTCTCGTTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACTCCAGGCAGCAGT
AAACGAACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCT
GCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAATGTCTGGTAAAGGCCAACAACA
ACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAAGAAGCCTCGGCAA
AAACGTACTGCCACTAAAGCATACAATGTAACACAAGCTTTCGGCAGACGTGGTCCAG
AACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAAGGAACTGATTACA
AACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCG
CGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGCCATCA
AATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGCATATT
GACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAGAAGGCT
GATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACTGTGACTCT
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>NP3

ATACTGCGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAGACCTTAAATTCCCT
CGAGGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCAGATGACCAAATTGGCTACT
ACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAATGAAAGATCTCAGTC
CAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGACTTCCCTATGGTGC
TAACAAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAGGGAGCCTTGAATACACCAAAAGA
TCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACAACTTCCTCAAG
GAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCAAGCCT
CTTCTCGTTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACTCCAGGCAGCAGT
AAACGAACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCT
GCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAATGTCTGGTAAAGGCCAACAACA
ACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAAGAAGCCTCGGCAA
AAACGTACTGCCACTAAAGCATACAATGTAACACAAGCTTTCGGCAGACGTGGTCCAG
AACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAAGGAACTGATTACA
AACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCG
CGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGCCATCA
AATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGCATATT
GACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAGAAGGCT
GATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACTGTGACTCT

>NP4

GGTTTACCCAATAATACTGCGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAGA
CCTTAAATTCCCTCGAGGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCAGATGAC
CAAATTGGCTACTACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAATG
AAAGATCTCAGTCCAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGAC
TTCCCTATGGTGCTAACAAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAGGGAGCCTTGAA
TACACCAAAAGATCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTAC
AACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCG
GCAGTCAAGCCTCTTCTCGTTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACT
CCAGGCAGCAGTAAACGAACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCT
GCTCTTGCTTTGCTGCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAATGTCTGGTA
AAGGCCAACAACAACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAA
GAAGCCTCGGCAAAAACGTACTGCCACTAAAGCATACAATGTAACACAAGCTTTCGGC
AGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAA
GGAACTGATTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTT
CTTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTAC
ACAGGTGCCATCAAATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCT
GAATAAGCATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAA
AAGAAGAAGGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACT
GTGACTCT
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El alineamiento de las secuencias NHA58PJ, NP1, NP3 y NP4 con respecto al
aislado Wuhan-Hu-1-MN908947.3, presentan ciertas diferencias y similitudes. Entre ellas
podemos destacar que el nucleétido 704 posee una “C” en el aislado MN908947.3, el cual
comparte con nuestras insertadas en el vector pertenecientes a NP1, NP3 y NP4; sin
embargo, esta similitud no la comparten con nuestro primer aislado NHA58PJ el cual
posee una “T” en la posicién de dicho nucleétido, esto genera un cambio aminoacidico
S235F, en donde la serina se traduciria en NP1, NP3, NP4 y MN908947.3, mientras que la
fenilalanina perteneceria a NHA58PJ. Sin embargo, la diferencia mas notoria son los
aminodcidos del 608 al 610 en donde “GGG” pertenecientes a la secuencia MN908947.3,
son reemplazados en los aislados ecuatorianos por los aminodcidos “AAC”, esto genera
un cambio aminoacidico en dos posiciones con respecto a la secuencia de Wuhan los
cuales son R203K y G204R, estas diferencias se han reportado previamente en aislados
ecuatorianos y aislados de otros paises de Latinoamérica como se observé previamente
en el analisis in-silico. Considerando estos resultados se utilizé el vector NP4 1/1000, para

futuros procedimientos de clonacidn al vector de expresion.

Analisis de las colonias de Expresion

El procedimiento para la transformacidn y screening de las colonias por colony
PCR fue muy similar al realizado anteriormente, con diferencia de utilizar el vector
pTrcHis2-TOPO y ligarlo con amplificaciones provenientes del vector NP4 de clonacion. El
principal andlisis que realizamos para dilucidar si nuestro vector se encuentra en Fase es
a través de digestion enzimatica por EcoRl a los plasmidos extraidos de las cepas con
nuestro vector de Expresion. Segun el mapa de restriccién del gen la proteina N, este debe

cortar en la posicién 257, considerando el mapa de restriccion proporcionado en el
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manual del vector (Invitrogen, 2006), la misma enzima corta 6 nucledtidos posteriores al
sitio de clonaje, lo que nos permitié diferenciar que los fragmentos observables para que
nuestro gen se encuentre en fase son de 4638bp, plasmido mas porcién del gen hasta el
nucledtido 257; y 967bp, porcidén desde el nucledtido 257 hasta el corte en el sitio de
restriccion perteneciente al pldsmido. Dichos fragmentos establecidos de manera tedrica
se mantienen como se aprecia en la figura 20, de este modo se identificd que la cepa

N3JME posee nuestro inserto en Fase.
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Figura 20.

Identificacion de Gen N en Fase

10kbp

3000bp

1500bp

1000bp
900bp

Nota Digestién de Plasmido N3JME. — Se puede apreciar el plasmido extraido de la cepa de
expresion JM109 en el carril 3 (N3JME) y su respectiva digestién en el carril 2 (N3JME-EcoRl), los
fragmentos son correspondientes a un vector con su inserto en fase. Dicho gel de agarosa se
encuentra al 1.5%
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Anadlisis bioinformatico de la secuencia de expresion

Considerando que la secuencia del vector NP4 clonada al vector de expresion y
se ligara en fase desde el inicio de los primers, en la cepa N3JME expresaria una proteina
de 406 aminoacidos, alrededor de 44.4kDa, a continuacién, se presenta la secuencia

ligada y por siguiente su respectiva secuencia aminoacidica.

>N3 (Fragmento insertado en el vector de expresion)

AATCAGCGAAATGCACCCCGCATTACGTTTGGTGGACCCTCAGATTCAACTGGCAGTA
ACCAGAATGGAGAACGCAGTGGGGCGCGATCAAAACAACGTCGGCCCCAAGGTTTAC
CCAATAATACTGCGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAGACCTTAAA
TTCCCTCGAGGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCAGATGACCAAATTG
GCTACTACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAATGAAAGATC
TCAGTCCAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGACTTCCCTAT
GGTGCTAACAAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAGGGAGCCTTGAATACACCA
AAAGATCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACAACTTCC
TCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCA
AGCCTCTTCTCGTTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACTCCAGGCA
GCAGTAAACGAACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCTGCTCTTGC
TTTGCTGCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAATGTCTGGTAAAGGCCAA
CAACAACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAAGAAGCCTC
GGCAAAAACGTACTGCCACTAAAGCATACAATGTAACACAAGCTTTCGGCAGACGTGG
TCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAAGGAACTGA
TTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAA
TGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC
CATCAAATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGC
ATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAGA
AGGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACTGTGACTC
TTCTTCCTGCTGCAGATTTGGATGATTTCTCCAAACAATTGCAACAATCCATGAGCAGT

>N3 (Secuencia aminoacidica)

NQRNAPRITFGGPSDSTGSNOQNGERSGARSKQRRPQGLPNNTASWFTALTQHGKEDLKF
PRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDGKMKDLSPRWYFYYLGTGPEAGLPYGA
NKDGIIWVATEGALNTPKDHIGTRNPANNAAIVLQLPQGTTLPKGFYAEGSRGGSQASSR
SSSRSRNSSRNSTPGSSKRTSPARMAGNGGDAALALLLLDRLNQLESKMSGKGQQQQGQ
TVTKKSAAEASKKPRQKRTATKAYNVTQAFGRRGPEQTQGNFGDQELIRQGTDYKHWP
QIAQFAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTF
PPTEPKKDKKKKADETQALPQRQKKQQTVTLLPAADLDDFSKQLQQSMSS
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A partir de la secuencia aminoacidica por medio de antheprot se obtuvo el
siguiente perfil de las regiones mas antigénicas. Entre los cambios mas notables, con
respecto al perfil mostrado en la tabla 10, se aprecia una pérdida de dos regiones
pertenecientes a los residuos “3DNG5” y “41255413" y se genera una region grande desde

el residuo 171 al 193, tabla 12. El perfil de prediccidon se muestra en la figura 21.

Tabla 12.

Regiones antigénicas de proteina expresada

Numero de aminoacido inicial Aminodacidos pertenecientes al Numero del aminoacido final
Epitope
12 GPSDSTGSNQN 22
28 ARS 30
50 T 50
68 NTN 70
90 G 90
166 AEGS 169
171 GGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPG 193
204 A 204
228 SGKGQQ 233
248 SKK 250
271 GP 272

Nota. El programa Antheprot muestra los 11 mejores candidatos para epitope de la proteina N,
expresada en la cepa N3, considerando los perfiles de Hidrofobicidad, Hidrofilicidad y accesion al

solvente.
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Figura 21.

Perfil de proteina expresada por cepa N3

CRHNAPRITEGGESI

Nota. El programa Antheprot muestra los 11 mejores candidatos para epitopes de la proteina N,
expresada en la cepa N3, considerando los perfiles de Hidrofobicidad (perfil rojo), Hidrofilicidad
(perfil azul) y accesion al solvente (perfil verde).
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Por medio de la herramienta Swissmodel, tras utilizar como templado nuestra
secuencia aminoacidica, se pudo observar por medio de PyMOL las regiones antigénicas
de los dominios de unién al ARN, de dimerizacion y el enlazador central. En la figura 22,
se aprecia una representacion de superficie del Dominio de Unién al RNA (RBD) en color
plateado, en amarillo se puede apreciar las regiones antigénicas previamente descritas
en la tabla 12, la seccidn naranja representa una hebra del RNA, cabe destacar que el
modelamiento se generé desde el residuo 37 al 173, considerando la secuencia

aminoacidica de la cepa N3.

Figura 22.

Dominio de Unidon al RNA

Nota. La superficie del dominio de Unién al ARN (RBD) de la proteina N se representa en cuatro
orientaciones diferentes y la manera que interacciona con el RNA, las secciones de color amarillo
representan sus regiones mas antigénicas.
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En la figura 23, se aprecia una representacion del Enlazador Central (LINKER) en
azul, en amarillo se puede apreciar las regiones antigénicas previamente descritas en la
tabla 12, cabe destacar que el modelamiento se generd desde el residuo 184 al 256,

considerando la secuencia aminoacidica de la cepa N3.

Figura 23.

Enlazador Central (LINKER)

Nota. La superficie del Enlazador Central (Linker) de la proteina N se representa en cuatro
orientaciones diferentes, las secciones de color amarillo representan sus regiones mas
antigénicas.
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En la figura 24, se aprecia una representacién del Dominio de Dimerizacidn en
Rojo, en amarillo se puede apreciar las regiones antigénicas previamente descritas en la
tabla 12, cabe destacar que el modelamiento se generd desde el residuo 240 al 357,

considerando la secuencia aminoacidica de la cepa N3.

Figura 24.

Dominio de Dimerizacion

Nota. La superficie del Dominio de Dimerizacidon de la proteina N se representa en cuatro
orientaciones diferentes, las secciones de color amarillo representan sus regiones mas
antigénicas.
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Los modelos previos permitieron generar una representacion de la proteina N, a
partir del alineamiento de sus aminodacidos, en la figura 25, se puede apreciar los tres
dominios desde distintas perspectivas, en amarillo se puede apreciar las regiones

antigénicas de la proteina N.

Figura 25.

Estructura de la superficie de la proteina N

Nota. La superficie la proteina N se representa en cuatro orientaciones diferentes, las secciones
de color amarillo representan sus regiones mds antigénicas. En Plateado el Dominio de Unidn al
RBD, en azul el Enlazador Central (LINKER) y en rojo el Dominio de Dimerizacién.

La utilizacién de PDBsum nos permitié observar que residuos aminoacidos en el
Dominio de Union al RNA interaccionan con el RNA, en la Figura 26, se puede apreciar
gue las distintas porciones de los aminoacidos interaccionando a través de puentes de
hidrogeno o por medio de uniones sin contacto. Entre los residuos que mas interaccionan

tenemos a los de Arginina y Lisina. Notese que las interacciones con fosfatos y azucares
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generalmente se generan por medio de puentes de hidrogeno, mientras que las

interacciones con las bases nitrogenadas por medio de uniones sin contacto como las

fuerzas de Van der Valls.

Figura 26.

Interaccion de Residuos del RBD con el RNA

LysZI(A) NZ

ArgSS(A)* NH2

AlaSO(A)*™

Tyr69(A) OH

ASpS8(A)
GIyS9(A)

Argd9(A)* NH2 — o
ASpSS(A) OD2 —

ThrSI(A)* OGT —_
ArgSS(A)* NE — -

5 2
ASPPIA) e
Lys25(A) NZ ——— "

@ Aziicar y Numero de Base
® Residuo Fosfato

* Residuo Aminoacidico

_ _ _ Puente de Hidrogeno a RNA

_ Contacto no Unide a RNA (< 3.354)

Nota. Interaccion del Dominio de unién al RNA con 10 nucledtidos de RNA, el analisis de
interacciones fue realizado a por medio de la herramienta PDBsum.
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Filogenia

Se generaron dos andlisis filogenéticos, el primero compara las secuencias
previamente descritas en relacidon con Latinoameérica, figura 26. El segundo analisis tiene
la finalidad de englobar a las distintas variantes del SARS-CoV-2 con respecto a secuencias

de aislados ecuatorianos, figura 27.

Figura 27.

Arbol filogenético Asilados Latinoamericanos

EPIISL 491945: Ecuador
EPIISL 491935 Ecuador
EPIISL 525434: Ecuador
EPIISL 527811: Ecuador
EPIISL 574431: Ecuador
MT263074.1:Peru
MT&70014.1:Chile
MT738173.1:Brasil
MT907518.1:Venezuela
MTO07517_1:Venezuela
MP4:Ecuador
NP1:Ecuador
MNP3:Ecuador
MT907515.1:Venezuela
MT&70018.1:Chile
MT907519.1:Venezuela
MT256924 2:Colombia
MT350282.1:Brasil
MT&70015.1:Chile
EPIISL 539792: Ecuador
— EPIISL 539786: Ecuador
EPIISL 527814: Ecuador
EPIISL 516649: Ecuador
EPIISL 477016: Ecuador
EPIISL 491941: Ecuador
MN58PJ:Ecuador

MNeDMA -Ecuador
MT&70013.1:Chile
MT807936.1:Brasil
MT738101.1:Brasil
KX154690 1:-MERS (Arabia Saudi)

N

il

Nota. Arbol filogenético de secuencias nucleotidicas de distintos aislados latinoamericanos,
generados por el método de Maximum Likelihood con una prueba filogenética de tipo “Bootstrap
method” con 1000 replicaciones y un modelo de sustitucién “Tamura-Nei model”.
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Se aprecia en el arbol filogenético de los aislados latinoamericanos, figura 26, que
entre las secuencias pertenecientes a la proteina N y su grupo externo la proteina N
perteneciente al MERS, considerando el analisis de diversidad entre las distintas
secuencias, existe una divergencia del 2.1% del MERS con respecto a las secuencias de la
proteina N. Entre las secuencias de la proteina N del SARS-CoV-2 existe una divergencia
lo suficiente para generar una topologia, pero bastante pequefia, menor a cero
considerando el andlisis de diversidad entre secuencias, para sefialar una diferencia en la
especie. Se aprecia que las secuencias N58PJ y NcDNA, pertenecen a otro clado en
relacién con NP1, NP3 y NP4, en donde se encuentran relacionadas con aislados
ecuatorianos indexados en la plataforma GISAID, tabla 2, esto no representa que dichas
secuencias no pertenezcan a aislados ecuatorianos, simplemente que comparte otro
ancestro en comun con aislados de Chile y Brasil, esto sucede de manera similar con

aislados ecuatorianos pertenecientes a otros grupos.
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Figura 28.

Arbol Filogenético de Aislados Ecuatorianos y variantes del SARS-CoV-2

T OM432591.1-Epsilon (USA)
OM432594.1-Epsilon (USA)
OM251273.1-Beta (USA)

L OM250727 1-Beta (USA)

OM251430.1:Beta (USA)

OL849066.1-Eta (USA)

OM433017 1-lota (USA)

_|: OM433068.1:lota (USA)
OM433070.1:lota (USA)
0OM433326.1:Kappa (USA)

_|: OM432675.1:Delta (USA)
OM432764.1:Delta (USA)

— MZ477762.1:Alpha (Brazil)

L MZ477786 1-Alpha (Brazil)

—— OM352770.1:0Omicron (USA)

L OM352960 1-Omicron (USA)

— N3:Ecuador

L—— MZ779587.1Theta (USA)
MZ779603.1:Theta (USA)

MZ779623 1 Theta (USA)
EPIISL 491945: Ecuador

_|: EPIISL 527811: Ecuador
EPIISL 491935: Ecuador
_|: MZ169916.1:Zeta (Brazil)
MZ169917 .1:Zeta (Brazil)
_|: MZ611970.1:Gamma (Venezuela)
MZ611971.1:Gamma (Venezuela)
—— OL682020.1:Lambda (Peru)

L 0OL682022.1:.Lambda (Peru}
KX154680 1:-MERS (Arabia Saudi)

Nota. Arbol filogenético de secuencias nucleotidicas de distintos aislados ecuatorianos y variantes
del SARS-CoV-2, generados por el método de Maximum Likelihood con una prueba filogenética
de tipo “Bootstrap method” con 1000 replicaciones y un modelo de sustitucién “Tamura-Nei
model”.
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En el caso de las diferentes variantes reportadas del SARS-CoV-2, se considerd de
interés analizar cuanta variabilidad podria generar los cambios en el material genético
con respecto a la proteina N, se aprecia nuevamente que la divergencia existente entre
las secuencias de la proteina N del SARS-CoV-2 ante la de la proteina N del MERS es de
1.2%, considerando el andlisis de diversidad entre secuencias. De manera similar se
aprecia que la divergencia entre secuencia y secuencia de las distintas variantes es
sumamente pequeia dentro de la proteina N para marcar una diferencia dentro de la
especie, pero es la suficiente para permitirnos observar una topologia, dentro de este
arbol es destacable que nuestra secuencia clonada N3 y distintos aislados ecuatorianos
en conjunto con aislados la variante Theta comparten un ancestro comun, por lo que se
puede considerar que la secuencia clonada pertenece a la misma variante al compartir un
nodo particular con MZ779587.1; por otra parte la variante Lambda perteneciente a
aislados peruanos, presentan una separacion del resto de variantes, teniendo en cuenta
gue dichas secuencias fueron alineadas antes de generar el arbol filogenético, se observo
gue muchas de estas variaciones pertenecian a sustituciones de varios nucleétidos dentro
de su secuencia en relacion a las demas lo que puede haber generado la bifurcacién en

relacién al clado de las demds variantes.
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Capitulo V: Discusion
Antigenicidad de la Proteina N

En este trabajo confirmamos que la proteina N posee multiples epitopes que la
convierten en un buen candidato como antigeno de pruebas de deteccién del SARS-CoV-
2(Tian et al., 2022), considerando que la mayoria de los sitios antigénicos se encuentran
presentes en el LINKER y el Dominio de Dimerizacidn, podemos considerar estas secciones
de esencial expresién. Lutomski et al., 2021 reportaron que, aunque el Dominio de Unidn
al RNA se mantiene interaccionando constantemente con el RNA, este no es
inmunogénico y por lo tanto es débilmente reconocido por IgG, en relacién a la respuesta
que presentan los residuos desde los aminodcidos 156 al 419, los cuales pertenecen a la
region LNKER y al Dominio de Dimerizacidn(Lutomski et al., 2021). Otro estudio utilizando
varios servidores bioinformaticos reafirma nuestra predicciéon de epitopes del gen
clonado, resaltando que los residuos predichos del 229 al 269 son epitopes
inmunodominantes, dichas secciones pertenecen de igual modo al LINKER y el Dominio
de Dimerizacién(Serra et al.,, 2012).Sin embargo, tanto en nuestra prediccion
bioinformatica como en nuestros modelos estructurales se puede apreciar que la regién
gue mas antigenicidad presenta es el LINKER, incluso ensayos demuestran que los
epitopes de células B mas dominantes se encuentran localizados entre los residuos 176 y
206 (Rakib et al., 2020), esta es la region de epitopes pertenecientes al LINKER mas
extensa que se pudo generar en nuestro analisis y que igualmente, se ha reportado en

otros estudios.
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Mutaciones de la proteina N

Dentro de nuestras secuencias se han encontrado las mutaciones R203K y G204R
gue contrastan a nuestro previo analisis en la plataforma GISAID de aislados ecuatorianos.
Estas son las sustituciones mds comunes e igual que en este estudio suelen ocurrir
comunmente con las sustituciones de los nucledtidos “GGG” a “AAC”(Ye et al., 2020). Se
reporta que este tipo de sustituciones son originarios de cepas de Norte América (Lee et
al., 2021) y considerando que Ecuador es un pais turistico, es probable que esta cepa se
introdujo al pais en las etapas iniciales de la Pandemia. Por otra parte, estas mutaciones
en especifico no son detectadas en otras poblaciones como en aislados coreanos vy
corresponde a una mutacion de adaptabilidad a una nueva region geografica en
poblaciones especificas(Mercatelli & Giorgi, 2020). De acuerdo a Rahman et al., 2021
incluso estas inserciones favorecen la torcién, flexibilidad y aumenta la estabilidad de Ia

proteina(Rahman et al., 2021).

Otro estudio bioinformaticos reporta que la proteina N es altamente conservada,
aunque han establecido que el 36% de las cepas posee las sustituciones en los
aminodcidos 203 y 204, a su vez sugieren que dichas mutaciones son coevolutivas, es
decir aparecieron juntas(Del Veliz et al., 2021), esto tiene concordancia debido a que la
variacion de los nucledtidos se presentan entre dos codones, los mismos que generan los
residuos variantes. Estos residuos mutantes se puede apreciar que se encuentra en la
region LINKER, la cual en nuestro andlisis ha presentado gran porcidn de sitios
antigénicos, sin embargo no encontramos que dicha sustitucién afecte en una posible

pérdida de regiones antigénicas, en Brasil que también ha reportado las mutaciones 203-
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204 en sus aislados sugieren que puede tener un impacto en las RT-PCR de tiempo real,
generando falsos negativos, por lo que recomiendan utilizar mas de un gen objetivo en el

diagnodstico ademas de la proteina N.

Identidad y Estructura de la Proteina N

Estudios reportan que la proteina N que estd compuesta por 419 residuos
aminoacidicos, esto representa una porcion de su genoma de 1260bp(Zeng et al., 2020).
A lo largo de los diferentes ensayos se ha podido corroborar la identidad del gen de la
proteina N. En nuestro trabajo logramos amplificar 1218bp, lo que representa 406
residuos aminoacidicos, y que en nuestro sistema de expresion se generarian los dominios
principales de la proteina, los cuales son: el Dominio de Unién al RNA, la Regién
enlazadora rica en Serina y Arginina y el Dominio de Dimerizacion. Estos dominios son
esenciales para la oligomerizacién y empaquetamiento del RNA(Wu et al., 2021). Cabe
destacar que varios aislados identificados e indexados de secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas del GenBank tuvieron una similitud del 100% con todas nuestras

secuencias obtenidas de nuestros aislados ecuatorianos (GenBank, 2022).

Con respecto a los modelos estructurales generados, el Dominio de Unidn al RNA
coincide con la estructura reportada por Dinesh et al. , 2020 en donde consta de dos
secciones representativas la seccion del dedo extendido y la palma, entre ellas
interacciona el RNA para su empaquetamiento progresivo (Dinesh et al., 2020). Aunque
Dinesh et al., 2020 presenten los residuos que interaccionan con el RNA, sus resultados
difieren con nuestro modelo generado por PDBsum, esto puede ser debido a la diferencia
de capacidad de cémputo que pueden generar los servidores informaticos utilizados para

el procesamiento y la prediccidn de interacciones mds o menos acertadas, sin embargo
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en ambas predicciones de residuos interaccionando con el RNA la mayoria presentan
regiones de Arginina y Lisina (Dinesh et al., 2020). La estructura del Dominio de
Dimerizacién es reportada como una superficie altamente basica y generalmente
dimerizada (Cubuk et al., 2021), su representacion estructural es muy similar a la nuestra
con la diferencia que en nuestro caso la presentamos en su forma no dimerizada. En el
caso del Enlazador Central LINKER, la estructura similar a la generada en nuestro modelo
se lo presenta en estudios donde lo reportan como un cofactor importante para la
replicacion y transcripcion del virus considerando que es esencial su interaccidon con un

dominio de la nsp3(Bessa et al., 2022).

Analisis Filogenético

Se ha observado que la proteina N es un gen altamente conservado y aunque las
distintas variantes del SARS-CoV-2, tengan inserciones, deleciones y sustituciones en
varias porciones del gen, no proporcionan la suficiente divergencia para observar
diferencias altamente evolutivas, al menos en la proteina N. Sin embargo, como es
apreciable en nuestros arboles la diversidad existente entre secuencias es la suficiente
para generar una topologia y permitirnos una idea de que cepas han evolucionado mas,
es de recalcar que considerando que la obtencién de secuencias fue a distintas etapas de
la pandemia por el SARS-CoV-2, se pudo observar grupos que pertenecen a asilados del
mismo pais pero no se encuentran dentro del mismo clister, esto puede generarse al
contagid proveniente de turistas de distintas partes del mundo o a su vez es debido a una
alta tasa de replicacion del virus en pocos periodos de tiempo que generan una topologia
de mayor cantidad de ancestros en relaciéon a otros aun perteneciendo a la misma

poblacién(Z. G. Wang et al., 2007).
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Por otra parte, la poca divergencia presentada incluso en los genes de las
variantes es debida a que si bien el gen N es ortélogo y es una caracteristica ideal para
generar este tipo de analisis filogenéticos, este ha sido descartado para ser utilizado como
un diferenciador de variantes o especies, en su lugar es preferente la utilizacién del
ORFlab o varios genes ortdlogos para la generacidén de analisis filogenéticos(Li et al.,

2020).

Capitulo VI: Conclusiones

En el presente estudio se ha logrado clonar y trasladar el gen de la proteina N en
un vector de expresién, con una longitud de 1218pb y de 406 aminodcidos. Este
fragmento clonado mantiene las regiones del Dominio de Unién al RNA, el Enlazador
Central (LINKER) y su Dominio de Dimerizacién. Dicha proteina se encuentra lista para
posterior expresidn dentro de la cepa N3 a través de un sistema de induccidn al vector de

expresion con el gen de la proteina N en E.coli IM109.

Su andlisis bioinformatico nos generd un modelo aproximado de los dominios de
la proteina N, la interaccion del RNA con el Dominio de Unién al RNA, en donde la mayoria
de los residuos que interaccionan con el RNA son de Arginina y Lisina, y el enlazador

central LINKER y el Dominio de Dimerizacién.

De estos dominios, la porcidon con mayor antigenicidad se encuentra en el LINKER
y cabe destacar que en esta regién se presentaron las mutaciones de los residuos 203 y
204, sin embargo, estds no originaron cambio alguno en las regiones antigénicas

predichas.
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Rahman et al., 2021 reportaron que esta es una mutacién de adaptabilidad a
regiones especificas que mejora propiedades de la proteina N. Para finalizar. el andlisis
filogenético nos ha permitido afianzar la identidad de nuestra secuencia amplificada con
respecto a aislados de la regidon, del mismo modo el arbol de la proteina N de las distintas
variantes del sARS-CoV-2, nos ha permitido determinar que los aislados Ecuatorianos
tienen estrecha relacién con la variante Theta por lo que se pueden determinar como

parte de la misma.

Por lo cual se puede establecer que la proteina N es altamente conservada debido
a la funcionalidad que posee de empaquetar el RNA y ayudar en la transcripcion de
este(Rump et al., 2021). Las mutaciones observadas, no representan un cambio que le
afecte tanto en las funciones como en su antigenicidad; Aspectos ambos primordiales
para la deteccién de la proteina a través de anticuerpos, sin embargo, por otra parte,
dichas mutaciones no representan una divergencia lo suficientemente alta para que la
proteina N sea un gen prioritario en los analisis filogenéticos y modelos de evolucion, por
otra parte permite observar a través de la topologia generada en los arboles filogenéticos

a que tipo de variante del SARS-CoV-2 puede pertenecer un aislado de la proteina N.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Luego de los diferentes estudios bioinformaticos donde se observa que la
proteina N puede ser un antigeno conservado para usarse en el diagndstico de la COVID-
19, el cual, ademas, estd excluido de las mayorias de las vacunas, puede permitir
diferenciar pacientes enfermos de COVID-19, de otras neumonias, al tener una gran
mayoria de la poblacién vacunada con inmundégenos que utilizan como Unica diana la
proteina de RBD. Es por ello, que una conclusién de este trabajo es elaborar pruebas de
diagndstico donde se utilicen ahora la RBD para detectar vacunados y con la proteina N

para detectar pacientes con el virus del SARS-Cov-2.

Durante este trabajo el gen de la proteina N, fue clonado y pasado a un vector de
expresidn para su utilizacién en pruebas de diagndstico, es por ello, recomendamos
continuar este trabajo con la purificacidn de la proteina recombinante y su uso posterior

en pruebas de diagndstico.

Considerando las distintas variantes que pueden en cierto momento generar un
cambio drastico como deleciones, inserciones o sustituciones que no se observaran en
este estudio, es recomendable realizar de manera constante un analisis de identidad de
las secuencias utilizadas en relacién a las secuencias de aislados recientes, puesto que al
disminuir la identidad de la proteina N puede afectar a la identificacién del SARS-CoV-2 al

momento de estandarizar la prueba de ELISA y generar falsos negativos.

Se recomienda que los analisis bioinformaticos como de prediccion de epitopes o
docking entre proteinas o RNA se desarrollen a futuro a partir de servidores informaticos

con mayor poder de procesamiento para obtener modelos mas acertados.



95

Para finalizar es recomendable realizar analisis bioinformaticos de docking
molecular de la proteina N con distintas proteinas que interaccionan para la replicacién
del virus con la finalidad de comprender que relaciones pueden ser primordiales para el

desarrollo de fdrmacos futuros
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