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Resumen
El proyecto de integracion curricular va dirigido a la expresion y purificacién de Spike (glicoproteina de
SARS-CoV-2) mediante el sistema procariota Escherichia coli BL21, dado su uso terapéutico y de
diagnéstico para tratar la Covid19, la bioproduccion de Spike es necesaria hoy en dia para uso investigativo
de la mutacidn descontrolada del SARS-CoV-2. La expresion heterdloga comenzé con la clonacién del
pldasmido pGBW-m4046865 en E. coli BL21 identificando las condiciones de cultivo 6ptimas para el
desarrollo de la bacteria, posteriormente se realizaron ensayos de lisis celular para la extraccion proteica
y mas adelante ser purificados mediante cromatografia de afinidad de niquel HisTrap y cromatografia de
intercambio aniénico Sepharose Fast Flow. El medio adecuado para el crecimiento de E. coli BL21
recombinante fue Luria Bertani (LB) suplementado con 50ug/mL [Clor], 25 mM [Glu] a una temperatura
de 37°C y agitacion 210rpm, la induccién éptima se inici6 con un O.D 600 entre 0.5-0.6 a una
concentracidn de IPTG de 0.5mM. La lisis celular se logré mediante el tampdn 5%v/v (20mM TrisHCI,
Triton X100 (1%v/v), 137mM NaCl, 50uM EDTA, pH7.4). Posteriormente, se aplicé cromatografia de
intercambio anidnico (Sepharose Fast Flow) para eliminar trazas, residuos de lisis y ADN, seguidamente
se purificé el producto por cromatografia de afinidad de niquel. Finalmente se expreso y purificd Spike
con un tamafio de 62kDa en E. coli BL21 confirmando su presencia mediante SDS-PAGE a una
concentracion final de 2.53mg/mL. El proyecto es el inicio de una prueba de diagndstico para detectar
SARS-CoV-2, donde aun se pretende estandarizar un ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima
indirecto (iELISA), por ende, se prevé analizar los resultados con otros métodos como pruebas de
caracterizaciéon de cuantificacion (Bradford o BSA), Western Blot, ademas se puede determinar la

inmunogenicidad de Spike en modelos animales.

Palabras clave: Spike, Escherichia coli BL21, cromatografia de afinidad, cromatografia de

intercambio anidnico, SDS-PAGE.
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Abstract
The integration project is focused at the expression and purification of Spike (SARS-CoV-2 glycoprotein)
using the prokaryotic system Escherichia coli BL21, Spike is essential for therapeutic and diagnostic use to
treat Covid19, nowadays the bioproduction of Spike is necessary for research use of the uncontrolled
mutation of SARS-CoV-2. Heterologous expression began with the cloning of plasmid pGBW-m4046865 at
E. coli BL21, identifying the optimal culture conditions for bacterial development, then cell lysis assays
were performed for protein extraction and further purification by HisTrap nickel affinity chromatography
and Sepharose Fast Flow anion exchange chromatography. The appropriate medium for the growth of E.
coli BL21 recombinant was Luria Bertani (LB) supplemented with 50ug/mL [Chlor], 25 mM [Glu] at a
temperature of 37°C and 210rpm agitation, the appropriate induction was initiated with an O.D 600
between 0.5-0.6 at with 0.5mM [IPTG]. Cell lysis was performed using 5%v/v buffer (20mM TrisHCI, Triton
X100 (1%v/v), 137mM NacCl, 50uM EDTA, pH7.4). Afterward, anion exchange chromatography (Sepharose
Fast Flow) was applied to remove traces, lysis residues and DNA, then the product was purified by nickel
affinity chromatography. Finally, Spike was expressed and purified with a size of 62kDa in E. coli BL21
confirming its presence by SDS-PAGE at a final concentration of 2.53mg/mL. The project is the beginning
of a diagnostic test to detect SARS-CoV-2, where it is still intended to standardize an indirect enzyme-
linked immunoadsorption assay (iELISA), therefore, it is planned to analyze the results with other methods
such as quantification characterization tests (Bradford or BSA), Western Blot, and also to determine the

immunogenicity of Spike in animal models.

Keywords: Spike, Escherichia coli BL21, affinity chromatography, anion exchange chromatography,

SDS-PAGE.
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

El sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causante de la enfermedad
COVID-19 ha provocado hasta diciembre del 2022 mas de 651.9 millones de casos confirmados y 6.65
millones de fallecimientos alrededor del mundo, desde su aparicién en el mercado de Wuhan provincia
de Hubei-China en el 2019 (WHO, 2022). El coronavirus altamente trasmisible y patdégeno se caracteriza
por ser un antagonista competitivo de interferdn | (IFN-1), es decir, que la presencia de IFN reducida se
relaciona directamente con una respuesta inmunitaria demasiado agresiva, agudizada por citocinas y
guimiocinas aumentadas (Eskandarian Boroujeni et al., 2022) provocando cuadros clinicos graves como

disnea, cuidados intensivos y en el peor de los casos la muerte (Harrison et al., 2020).

El genoma del coronavirus esta constituido por 14 marcos de lectura abiertos (ORF), gran parte
de los ORF codifican 16 proteinas no estructurales que forman el complejo replicasa, mientras que el
restante codifica 9 proteinas accesorias y 4 proteinas estructurales: espiga o Spike (S), envoltura (E),
membrana (M) y nucleocapside (N) (Harrison et al., 2020). La proteina de relevancia médica es Spike o
espiga (S) dado que interviene en la entrada a la célula huésped, al fusionarse con el receptor de la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (ubicado en la superficie de las células huésped) (Schaub
et al., 2021).

La tasa de mutacion del SARS-CoV-2 incrementa a velocidades exponenciales concentrandose
principalmente en Spike generando variantes de preocupacién mundial informado por de la OMS, la
preocupacién es considerable dado que se inicié con cuatro variantes (alpha, beta, delta y gamma) que
evolucionaron rapidamente a ocho e innumerables subvariantes (émicron, épsilon, zeta, kappa, etc.)
gue actualmente se encuentran bajo vigilancia por la OMS. Las mutaciones de Spike confieren al
coronavirus resistencia a la inmunidad humoral, aumento a la efectividad de reproduccién y mayor

afinidad al receptor ACE2 (Saito et al., 2022). Ademas, la correlacion de Spike con fusogenicidad virica
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(capacidad de la proteina para generar la fusion de las células) podria desempefiar una etapa primordial
en la persistencia de la infeccion por el virus (Ehrlich, 2021).

La expresidn de proteinas recombinantes o heterdlogas se biosintetizan en un organismo
distinto al original con el objetivo de aplicarse a fines investigativos, de diagndstico y terapéuticos
asimilando la actividad biocatalitica y aumentando la velocidad de bioproduccién (Esqueda et al., 2021).

La produccion heterdloga de Spike se realiza ampliamente en sistemas de expresion de células

eucariotas como la linea celular de ovario de hdmster chino (CHO), linea celular de rifidn embrionario
humano 293 (HEK-293) y cultivos de células de insectos infectados con baculovirus (Tantiwiwat et al.,
2022). Los sistemas de expresion eucariontes sobresalen por generar casi todas las modificaciones
postraduccionales necesarias para el correcto plegamiento y funcionalidad de la proteina recombinante,
sin embargo, emplearlos conlleva inconvenientes como el elevado gasto energético y de inversién para
el desarrollo de las lineas celulares, ademas el tiempo y mano de obra es extenso para lograr niveles de
produccién adecuados (Pampel, 2017).

La produccidon de proteinas heterdlogas aplicando sistemas procariontes lideran la industria
biofarmacéutica, debido a su crecimiento acelerado y facil manipulacion. Ademas, la produccion
bacteriana tiende a ser mas econdmica con respecto a sistemas eucariontes dado su menor coste en
medios de crecimiento, equipos de produccion y purificacion (Overton, 2014). La bacteria que encabeza
la biofabricacion es Escherichia coli, puesto que, fue la primera bacteria en ser caracterizada de forma
genética, metabdlica y fisioldgica. E. coli fue adaptada a diversas mutaciones con el fin de mejorar la

bioproduccidn, acelerando el tiempo de expresion y mejorando la actividad catalitica de la proteina,

algunos ejemplos del desarrollo de farmacos en E. coli se encuentra en la tabla 1 (Rosano et al., 2019).



Tabla 1

Ejemplos de productos biofarmacéuticos de Escherichia coli con sus fabricantes

18

Producto Tipo de producto Compaiiia
Lantus Andlogo a la insulina Sanofi
Neulasta Recombinante del factor estimulador de Amgen
granulocitos (G-CSF)
Lucentis Anti-factor de crecimiento endotelial vascular Novartis
Oxervate Recombinante del factor de crecimiento Dompé
nervioso humano (NGF) que respalda la
inervacién y la integridad de la cdrnea
Trumenba Vacuna meningococo del grupo B Pfizer
Myalepta Recombinante de leptina Aegerion
Palynziq Antagonista de la fenilalanina BioMarin

Nota. Adaptado de Recent Developments in Bioprocessing of Recombinant Proteins: Expression Hosts

and Process Development, por Tripathi & Shrivastava, 2019, Synthetic Biology.

Justificacion e importancia

Durante un largo tiempo, los avances cientificos y tecnoldgicos en Ecuador se han visto

condicionados debido a la legislacidn existente, cuyo interés se centra en las consecuencias que puede

traer la biotecnologia, sin embargo la produccion de proteinas recombinantes forma parte de la

biotecnologia moderna debido a su gran impacto no solo econémico, sino también en la salud humana,

en lo que respecta a la tecnologia de ADN recombinante utilizada para la creacién de biofarmacos o

bioproductos, por lo tanto de haber una optimizaciéon en cuanto a las leyes del pais y una inversién mas

alta en cuanto a este sector, seria posible el desarrollo tanto cientifico como tecnolégico, convirtiéndose

en una necesidad el desarrollo de proteinas recombinantes. (Guillén, 2005).

La evolucidon génica e onmunoldgica del SARS-CoV-2 estd direccionada en su proteina estructural

Spike tornandose un componente critico de diagndstico y terapéutico para tratar la COVID-19 (Saito
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et al., 2022). Por ende, la produccién heterdloga de Spike permite el desarrollo de investigacion al
comprender el mecanismo entre el SARS-CoV-2 y el receptor ACE2 determinado su grado de infeccidon e
interaccion metabdlica con el huésped.

La bioproduccién estd liderada por los organismos procariotas donde Escherichia coli destaca
por su crecimiento acelerado, rentabilidad y facil manipulacién. El desarrollo biotecnoldgico de E. coli ha
permitido generar una gran variedad de cepas que optimizan la produccion de proteinas recombinantes,
por ejemplo, un derivado de la linea celular B de E. coli denominada BL21 (DE3) predomina por tener un
sistema de expresidn proteico mas selectivo y controlado al implementar el inductor isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), permitiendo la induccién de la proteina recombinante en un crecimiento
adecuado de E. coli (Rosano et al., 2019).

Alcance

La investigacion se enfocara en conseguir una plataforma adecuada para la expresiéon
heterdloga de Spike en el sistema de expresidn E. coli BL21 que involucra la estandarizacién de

parametros de crecimiento, induccidn y purificacidon de proteinas recombinantes similares a Spike.

Planteamiento del problema

La conexion entre la proteina Spike y los anticuerpos neutralizantes (NAb) colaboran con el
entendimiento del mecanismo que utiliza SARS-CoV-2, a medida que muta drdsticamente Spike del
SARS-CoV-2 es necesario la produccidn heterdloga de Spike para uso investigativo, diagndstico y
terapéutico. Por ejemplo, la deteccién de NAb depende de forma exhaustiva del antigeno a utilizar es
decir Spike (Tantiwiwat et al., 2022). Por otro lado, las pruebas serolégicas también dependen de la
proteina Spike ya que pueden utilizarse con fines de diagndstico como ensayos iELISA o determinar con
precisién la respuesta inmunitaria inducida por las vacunas que circulan hoy en dia para tratar la COVID-
19 (Fitzgerald et al., 2021). Adicionalmente, Spike recombinante se puede utilizar directamente como

vacuna, tal es el caso de la vacuna Novavax donde cultivaron la proteina Spike a través de la infeccidon
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por baculovirus a células de polillas, la vacuna contiene la proteina Spike purificada con un conjunto de
adyuvantes que permiten una alta respuesta inmunitaria generando células de memoria (linfocitos B)
gue a su vez reconoceran y eliminaran la futura entrada del SARS-CoV-2 sin padecer los cuadros severos
de la COVID-19.
Formulacidn del problema a resolver

La cepa BL21 se complementa con el sistema pET es el sistema de expresion heteréloga mas
versatil en la actualidad, el objetivo es crear Spike de la forma mas rdpida posible creando una
plataforma que sea replicable para futuras variantes de Spike. Por lo tanto, la investigacién del presente
trabajo de integracién curricular consiste en la produccion y purificaciéon heterdloga de Spike del SARS-
Cov-2 mediante el sistema de expresidon procariota en E. coli BL21 donde el sistema pET incluye un
marcador de seleccidn al antibidtico cloranfenicol y una etiqueta de afinidad 6xHIS, la etiqueta facilita el
proceso de purificacién por afinidad de niquel. Por ultimo, la identificacion de la biosintesis de Spike se

determina con la técnica de electroforesis en gel SDS page.

Objetivos
Objetivo General
Obtener y purificar la proteina Spike de SARS-Cov-2.
Objetivos especificos
e Expresion heterdloga de la proteina Spike de SARS-Cov-2 en Escherichia coli BL21 aplicando el

sistema pET que utiliza un promotor inducible por IPTG para controlar la biosintesis de Spike.

e Purificacién de la proteina Spike mediante cromatografia de afinidad de niquel con el fin de
facilitar la eliminacién de toxinas y residuos innecesarios.
e Aplicar la técnica de electroforesis SDS-PAGE a fin de verificar la presencia de Spike producida

por Escherichia coli BL21.
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Hipoétesis

El sistema procariota Escherichia coli BL21 es capaz de producir la proteina
recombinante Spike del SARS-CoV-2 y su purificacidn se puede realizar mediante cromatografia
de afinidad de niquel.
Seilalamiento de variables

Las variables dependientes son concentracidn de Spike en el lisado y purificado, concentraciéon
de fracciones, las variables independientes son concentracién de inductor IPTG, glucosa y cloranfenicol
tampones para la lisis. Finalmente, el disefio experimental es la estandarizacion de crecimiento,

induccién y purificacién de la proteina Spike en sistema de expresién E. coli BL21.
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Capitulo II: Fundamentacion tedrica y referencial
Sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2)

El sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causa la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19) caracterizada por ser una afeccidn respiratoria nociva para la salud y
mortalidad humana en estos Ultimos anos. SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae que a su vez
incluye a las especies del sindrome respiratorio del Medio Oriente (MERS) y el sindrome respiratorio
agudo severo (SARS) compartiendo un 50 y 80% de identidad gendmica respectivamente (Hu et al.,
2021). La vinculacién del SARS-CoV-2 con la cepa BatCov RaTG13 determina que el origen fue zoonético
a través del murciélago dado que se demostré un 96% de identidad entre las secuencias. Ademas, la
diferencia esencial entre SARS-CoV-2 y las demas especies es la proteina estructural Spike, en vista de
gue varia drasticamente de forma genotipica otorgdndole mayor patogenicidad y fusogenicidad al

receptor ACE2 de las células huésped (Abulsoud et al., 2023).

La clasificacion taxondmica del SARS-CoV-2 se encuentra en la tabla 2 donde se puede remarcar
que las especies del orden Nidovirales se caracterizan por transcribir numerosos ARN subgendmicos
anidados en 3’ (sgARN) y con ello se define el nombre del orden, ademas la familia Coronaviridae son
virus de ARN monocatenario de sentido positivo altamente patdgenos, conjuntamente los géneros
alfacoronavirus y betacoronavirus se distinguen por trasmitirse por zoonosis a diferencia de los géneros
Delta y Gammacoronavirus (Abulsoud et al., 2023). Con respecto al cladograma de la figura 1 se

identifica que MERS-CoV, SARS-CoV, y SARS-CoV-2 son coronavirus beta (Cui et al., 2019).



23

Figura 1

Cladograma de relaciones filogenéticas en la familia Coronavirinae
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Nota. El cladograma muestra los cuatro géneros mas importantes de la familia Coronaviridae:
Alphacoronavirus (violeta), Betacoronavirus (rosado), Gammacoronavirus (verde) y Deltacoronavirus
(azul). Los subgrupos de cada genero también se encuentran distribuido en Alphacoronavirus el 1ay 1b
mientras que para Betacoronavirus del 2a al 2d. Tomado de Origin and evolution of pathogenic

coronaviruses (p.184), por Culi et al., 2019, Nature Reviews Microbiology.g
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Tabla 2

Clasificacidon taxondmica de SARS-CoV-2

Coronavirus tipo 2 causante del sindrome agudo severo (SARS-CoV-2)

Dominio Riboviria
Grupo IV (Virus de ARN monocatenario positivo)
Reino Orthornavirae
Filo Pisuviricota

Coronavirus tipo 2 causante del sindrome agudo severo (SARS-CoV-2)

Clase Pisoniviricetes
Orden Nidovirales
Suborden Cornidovirineae
Familia Coronaviridae
Subfamilia Orthocoronavirinae
Genero Betacoronavirus
Subgénero Sarbecovirus
Especie Coronavirus relacionado con el sindrome

respiratorio agudo severo (SARS)

Nota: Adaptado de Severe acute respiratory sindrome coronavirus 2, por Schoch C. et al,. 2020,
taxonomy ID: 2697049; Chitin and chitosan as tools to combat COVID-19: A triple approach,(p.183), por

Mehrnoush et al., 2021, International Journal of Biological Macromolecules.

SARS-CoV-2 tiene un tamafio aproximado de 30 kb, su genoma estructural codifica
aproximadamente 9700 aminoacidos distribuidos en las proteinas S, E, M y N: ademas presenta dos ORF
grandes (ORF1a y ORF1b) que codifican proteinas no estructurales (NSP) como se observa en la figura 2

(Harrison et al., 2020).



25

Figura 2

Genoma y estructura del SARS-CoV-2
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Nota. En esta investigacion secuenciaron el genoma del SARS-CoV2 mediante la tecnologia PacBio con el
fin de aumentar el desarrollo de kits para el diagndstico de Covid-19. Tomado de The Human
Coronavirus Disease COVID-19: Its Origin, Characteristics, and Insights into Potential Drugs and Its

Mechanisms, (p.3), por Alanagreh et al., 2020, Pathogens.

Tropismo tisular y patogénesis del SARS-CoV-2

El tropismo tisular del SARS-CoV-2 depende de la susceptibilidad que le otorga Spike para
anclarse al receptor ACE2 de las células huésped. Las vias respiratorias son la ruta principal de entrada
del SARS-CoV-2, posteriormente el objetivo es infectar a las células epiteliales alveolares, endoteliales
vasculares y macréfagos alveolares donde en gran medida interviene la regulacidn transcripcional y
proteica de ACE2 (Hu et al., 2021). Otro factor importante es la dependencia a la expresion de la
proteasa transmembrana de superficie serina 2 (TMPRSS2) de las células objetivo, aun cuando la

deteccion de ACE2 sea muy baja mientras esté presente TMPRSS2 se dara la infeccion. Adicionalmente,



26

se podria decir que las células objetivo que resaltan son las células alveolares humanas tipo Il puesto
gue presentan una mayor cantidad de receptores ACE2 (Hu et al., 2021).

SARS-CoV-2 tiene la capacidad de infectar eficazmente a las células del tracto respiratorio
superior humano dado su mayor afinidad por ACE2, de tal modo que los tejidos mas afectados son
nasofaringeos y orofaringeos. En vista de que, la fuerte fusogenicidad de Spike depende de ACE2 junto
con TMPRSS2 y a su vez estas se expresan en células del tracto intestinal se ha evidenciado

enfermedades gastrointestinales relacionadas con la infeccién del SARS-CoV-2 (Liu et al., 2022).

La patogenicidad elevada del SARS-CoV-2 se comprueba con el rdpido periodo de incubacién
gue es de aproximadamente 6 dias, causando sintomas iniciales similares a una gripe progresando
rapidamente a patologias graves como dificultad respiratoria aguda, neumonia, disfuncién multiorganica
e inclusive la muerte (CDC, 2020). La edad y estado de salud del paciente influyen drasticamente en la
infeccidn, dado que personas mayores (>55 afios) o personas que presentan comorbilidades tienden a
presentar mayor probabilidad de adquirir enfermedades graves como la muerte, mientras que la
mayoria de las personas jovenes o con buena salud tienen a presentar sintomas leves e incluso a ser

asintomaticos frente al SARS-CoV-2 (Chen et al., 2022).

Mecanismo del SASR-CoV-2 e importancia de la proteina Spike

Spike es una glicoproteina de fusién transmembrana de clase | homotrimérica altamente
glicosilada y con enlaces disulfuro que se encuentra en la cubierta del SARS-CoV-2 otorgdndole la forma
de corona donde aproximadamente 60 trimeros de Spike recubren un virién. El tamafo de Spike varia
entre los 180-200 kDa, contiene un dominio de unidn al receptor (RBD) ubicado en la subunidad S1, un
sitio de escisidn polibéasica S1/5S2 y una subunidad S2 que se encarga de mediar la fusion entre el virién y
la membrana celular (Fig. 3) (Y. Huang et al., 2020). Los polisacaridos anclados a los N extremos de Spike
permiten su bioactividad, dado que al interactuar con la célula huésped Spike experimenta un cambio

conformacional asistido por glucanos. Ademas, los polisacaridos participan en el correcto plegamiento
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de Spike, camuflan el viridn para facilitar el acceso del SARS-CoV-2 y a su vez modulan el reconocimiento

por los anticuerpos (Walls et al., 2020).

Figura 3

Genoma y estructura de Spike del SARS-CoV-2
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Nota. Spike monomérico se fusiona para crear un trimero que se ancla a la superficie del SARS-CoV-2 y
realizar sus funciones cataliticas. Los colores de Spike monomérico representan cada seccion del
genoma que codifica Spike. Tomado de A Review of Human Coronaviruses’ Receptors: The Host-Cell

Targets for the Crown Bearing Viruses, (p.3), por Nassar et al,. 2021, Molecules.

Spike crea trimeros para realizar sus funciones cataliticas, el Spike monomeérico se encuentra con

sus respectivos colores de cada dominio (Nassar et al., 2021)

La replicacién del SARS-CoV-2 inicia con la traduccidn de los genes ORFla y ORF1b a proteinas
replicasas (pplay pplb), posteriormente, pplay pplb son escindidas por una proteasa (propia del
virus, traducida por ORF1) en proteinas no estructurales complejas de replicasa individuales (nsps). Los
nsps se reorganizan en el reticulo endopldasmico (RE) en vesiculas de doble membrana que agilizan la
replicacion del ARN gendmico y subgendmico (sgARN). Por ultimo, la traduccion de sgARN da como

resultado proteinas accesorias y estructurales que se ensamblaran en el compartimiento interno del
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aparato de Golgi (ERGIC) generando viriones maduros que infectaran otras células (Harrison et al.,

2020).

Figura 4
Mecanismo de replicacion del SASR-CoV-2
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Nota. Tomado de Mechanisms of SARS-CoV-2 Transmission and Pathogenesis and Pathogenesis, (p.1103),

por Harrison et al., 2020, Cell Press.

Evolucion de Spike

La proteina Spike del SARS-CoV-2 comparte similitudes estructurales con las proteinas Spike de
las otras especies de la familia Coronaviridae, sin embargo, diverge por sus mutaciones singulares en el
RBD de S1. Ademas, una conformacién adicional de Spike SARS-CoV-2 le permite un mejor método para
evadir el sistema inmune del huésped. Entonces, la evolucién del SARS-CoV-2 se congrega en Spike, en
vista de que todas las variantes y subvariantes muestran un mayor porcentaje de mutaciones de la
proteina. Las mutaciones de Spike le han permitido al virus desarrollarse de mejor forma al aumentar la
afinidad por el receptor ACE2 e incrementar la resistencia al sistema inmune del huésped. Las variantes

generadas por SARS-CoV-2 hasta diciembre de 2022 son Alpha, beta, delta, gamma, lambda y en
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especial dmicron puesto que su mutacién radica en Spike disminuyendo la efectividad del programa de

vacunacion que existe actualmente (Saito et al., 2022).

Figura 5
Cladograma de la evolucion de SARS-CoV-2
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Nota. La divergencia de Spike en la variante émicron modifica drasticamente el mecanismo de SARS-
CoV-2 (aumento de afinidad por ACE2, aumento de resistencia al sistema inmune, etc.), la taza de
mutacidn se concentra en Spike y en especial dmicron que se divide en dos grandes grupos BA.2.75 y
BA.5. Tomado de Virological characteristics of the SARS-CoV-2 Omicron BA.2.75 variant, (p.1540), por

Saito et al., 2022, Cell Press.

Tecnologia de ADN recombinante

La ingenieria genética nace con la tecnologia de ADN recombinante donde se manipula el
genoma de una especie seleccionado un fragmento de interés para insertarlo en el ADN de otra especie.
El mecanismo de las endonucleasas de restriccion descubierta por Daniel Nathans en 1970, impulsa el
desarrollo génico de nuevas especies con propiedades Unicas o mejoradas para fines terapéuticos,
industriales e investigativos. Las endonucleasas de restriccion propias del sistema de defensa bacteriano

contra fagos han fomentado el desarrollo de enzimas de restriccion con una especificidad de secuencia
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de ADN Unica permitiendo la insercién, modificacién o correccién de genes proporcionando al

organismo objetivo una nueva funcion (Nambisan, 2017).

Expresion de proteinas recombinantes

La produccién recombinante o heteréloga de proteinas se logra mediante sistemas de expresion
distintos al organismo original que la biosintetizan. La ingenieria genética facilita la clonacién de genes
gue codifican proteinas en un sistema de expresion singular, generando un nivel mucho mas elevado de
produccién a comparacién de la forma natural (Watts et al., 2021). Uno de los objetivos de la expresion
recombinante es eliminar el uso excesivo de biomasa tanto de animales como plantas, ademas soluciona
la emisién de residuos o trazas contaminantes que utiliza la sintesis quimica, de igual forma la sintesis
guimica dispone de procesos muy costosos que se van incrementando a medida que la proteina es mas
grande y compleja. Por ende, los campos de investigacién, bioproduccion y farmacéutica desarrollan la
utilidad de la maquinaria celular de microorganismos para generar proteinas recombinantes (Park,

2022).

Los sistemas de expresion son células procariotas y eucariotas, que incluyen bacterias,
levaduras, células de insectos, células de mamiferos y plantas (Mikami et al., 2008). La eleccién del
sistema adecuado depende del objetivo de la investigacidn, tiempo dispuesto para la biosintesis,
cantidad de proteina producida, cualidades fisicoquimicas de la proteina como tamafio, modificaciones
postraduccionales o solubilidad y finalmente el destino que tendra la proteina ya sea para uso

terapéutico o de diagndstico (Tripathi & Shrivastava, 2019).

Aplicar cualquier sistema de expresién comprende una lista de ventajas y desafios que el
investigador debe tener en cuenta antes de realizar la produccidn. La siguiente tabla 3 comprende un

resumen de las ventajas y desventajas que implica cada sistema de expresion.



Tabla 3

Ventajas y desventajas de los sistemas de expresion
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Sistema de Ventajas Desventajas Ejemplos
expresion

- Alto nivel de expresion - La mayoria de cepas solo - E. coli

- Concisiones de crecimiento  generan puentes disulfuro como - Bacillus subtilis
Procariota  sencillas y econdmicas modificacidén postraduccional.

- Crecimiento acelerado y - Generacion de cuerpos de

escalable inclusién

- Condiciones de crecimiento - Glicosilacion no compatible, - Pichia pastoris

simples y baratos azucares inmunogénicos - Saccharomyces

- Crecimiento rapido a alta - Generacion de cuerpos de cerevisiae
Levaduras densidad inclusion

- Presentan algunas

modificaciones

postraduccionales

- Correccioén de - Costo elevado para mantener HEK293 y CHO

modificaciones las condiciones de crecimiento
Mamiferos postraduccionales - Bajo nivel de produccidn

- Alto indice de capacidad - Dificil escalamiento

biocatalitica. - Lineas celulares inestables

- Bajo costo de crecimiento - Glicosilacidn toxica para la - Nicotiana
Plantas - Procedimientos de aplicacion humana tabacum

crecimiento optimizado

Familia poaceae

Nota Adaptado de The recombinant expression systems for structure determination of eukaryotic

membrane proteins, por He et al., 2014, Protein& Cell.

Las bacterias son los microrganismos preferidos para la expresién recombinante para proteinas

gue no necesitan ser ampliamente modificadas de forma postraduccional, pueden sintetizarse de forma

muy rapida aplicando condiciones de cultivo sencillos y baratos.
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Escherichia coli

La especie que representa al sistema procariota es una bacteria gramnegativa Escherichia coli
dada su caracterizacidén preminente ha permitido que la ingenieria genética cree innumerables especies
gue se adapten a la necesidad del investigador para aumentar niveles de produccidn, crear uno o varios
tipos de proteinas a la vez, controlar el nivel de expresion y facilitar los procesos de purificacion
(Overton, 2014). El tiempo de duplicacién que puede alcanzar E. coli es de aproximadamente 20 min, sin
embargo, cuando se realiza expresion de proteinas heterdlogas se puede alterar el tiempo de
crecimiento a causa de la carga metabdlica impartida por la expresidn recombinante (Rosano et al.,
2019). La expresion de proteinas tanto homologas como heterdlogas de E. coli superan la biosintesis de
otros sistemas de expresidn, constatando que mds del 80% de las proteinas ingresadas en Protein Data
BanK (PBD) son producidas por E. coli (Thakur & Shankar, 2017).

La primera cepa descubierta en heces de pacientes con difteria fue E. coli K-12 en el afio de
1922, K-12 fue modificada genéticamente hasta generar mutantes por ejemplo la cepa trxB que genera
enlaces disulfuro en el citoplasma, la cepa JM83 que tiene la capacidad de producir proteinas
periplasmaticas, la cepa rECA que tiene resistencia al antibidtico rifampicina, etc. Posteriormente, la
investigacion génica avanzo hasta conseguir un mutante que resolviera los problemas de niveles bajos
de proteina por causa de poca biomasa, la linea mutante es B que presenta diversas modificaciones

(tabla 4) que potencian la produccidn heterdloga (Thakur & Shankar, 2017).
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Tabla 4

Caracteristicas de la linea celular B de E. coli

Caracteristica Descripcion

Nivel de crecimiento Crecimiento acelerado comparado con la cepa E. coli K-12
Presentan una delecién del gen fli evitando la produccion de flagelos y
Inmovilidad concentrando la maquinaria bacteriana para el crecimiento y biosintesis
de proteinas.
Disminucién de la El acetato implica una reduccién agresiva del pH provocando un
produccién de acetato aumento de la muerte celular, al disminuir la produccién de acetato con
suministro continuo de glucosa se genera mejor cantidad de biomasa.
Una modificacion génica de IS186 en el promotor de gen lon impide la
Deficiencia de proteasas produccién de proteasas, de igual forma una delecion del gen OmpT de
la membrana externa evita la protedlisis en la etapa de purificacion.
Biosintesis aumentada Afade un sistema de secrecién adicional denominado T2S elevando la

produccidn proteica.

Nota. Adaptado de New tools for recombinant protein production in Escherichia coli. A year update, por

Rosano et al., 2019, The protein Society.

Escherichia coli B esta equipada de un sistema de vectores plasmidicos y modificaciones génicas
gue permiten un alto rendimiento de expresién heterdloga, los componentes se describen a

continuacion:

Promotor

El promotor debe ser fuerte y a la vez regularse para que su expresidn no sea inmunogénica
para la célula. El sistema mds conocido es del promotor del operdn Lac que induce la expresion de un
gen si solo existe la presencia de lactosa en el medio. Los vectores derivados de Lac para la expresion
heteréloga son pUC (promotor lacUV5) y pMAL (promotor tac). A partir los promotores LacUV5 y tac se
crearon mutantes que mejoraron el rendimiento por ejemplo L8U-V5 (mutante de LacUV5) aumenta la

fuerza del promotor, mientras que Tac (mutante de tac) funciones perfectamente en condiciones con o
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sin glucosa es decir mejora el rendimiento si solo se utiliza IPTG. Otros promotores que se pueden usar
son promotor inducido por L-arabinosa (PBAD), sistema de tetraciclina inducible positiva On (Tet-On),

promotores inducibles por luz pDaw, etc.

Marcador de seleccién

El sistema toxina y antitoxina se utiliza frecuentemente en la expresidén heteréloga, basicamente
su funcién es conceder una resistencia a la bacteria que contiene el vector de interés por ejemplo
resistencia a un antibiético y con ello identificarlo para expresarlo en grandes cantidades, ademas la
resistencia a un antibidtico evita el crecimiento de otros microorganismos previniendo la contaminacién
del medio. El sistema puede presentar algunas falencias como la perdida de pldsmido dado que su
replicacion implica gasto energético las células pueden considerar innecesaria su replicacién. El
mecanismo funciona afadiendo un gen resistente como BLA que confiere resistencia a la ampicilinay
con ello producir B-lactamasa degradando la ampicilina en el periplasma, si se desean utilizar las

proteinas en ensayos clinicos debe ser eliminado todo el antibiético

Etiquetas de afinidad

La caracterizacion de la proteina no solo es importante para determinar el sistema de expresién
sino también para identificar el proceso de purificacién mas adecuado por ejemplo si en el conjunto de
proteinas expresadas la proteina de interés resalta por tener un punto isoeléctrico en particular se
puede purificar por cromatografia de intercambio idnico (), sin embargo, si se desconoce las funciones
bioquimicas se puede incorporar una etiqueta de afinidad que facilite la purificacidn. Por lo general, las
etiquetas son péptidos que presentan afinidad a ligandos biolégicos o quimicos. Las etiquetas que se
pueden usar son His tag, HA-tag, FLAG, Strep tagll, c-myc, T7-tag, NusA, etc. Ademas, existen
anticuerpos monoclonales que pueden detectar todas las etiquetas mencionadas. Por otro lado, las

etiquetas también pueden interferir con la estabilidad de la estructura o funcién bioldgica por ende
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deben ser eliminadas utilizando enzimas como enterocinasa o proteasa de virus grabado del tabaco
(TEV) (Perkins, 2014).
Origen de replicacion o replicones (ori):

Los vectores tienen un nimero determinado de replicacién dirigido por el replicén (ori), utilizar
un replicén con alto nimero de copias se interpreta como alto nivel de produccién, sin embargo, la
carga metabdlica aumenta drasticamente disminuyendo la tasa de crecimiento asi que se debe
mantener el equilibrio entre el promotory el replicdn para evitar toxicidad dentro de la bacteria. Los
replicones mas comunes son ColE1 o pMB1 que dependera si es estricto o relajado para generar un
numero alto o bajo de copias respectivamente, por ejemplo, pMB1 ori genera aproximadamente 20
copias/célula en cambio pUC crea alrededor de 700 copias/célula (Morgan, 2020).

Condiciones de cultivo

La tasa de crecimiento de E. coli se relaciona directamente con las variables y componentes de
su cultivo, modificarlos involucra un cambio de concentracidn volumétrica en el crecimiento. Por lo
general se utiliza el medio Luria Bertani (LB) para el cultivo, sin embargo, existen una variedad de
suplementos como medios mas enriquecidos por ejemplo Terrific Broth (TB) que aumenta la densidad
celular en corto tiempo. Los medios de autoinduccion contienen glucosa y lactosa, necesarios para la
expresion de la proteina especifica, sin embargo, existe un menor control sobre el momento de
induccion menorando la produccion de la proteina. Las bacterias que incluyan un marcador de seleccién
a un antibidtico deben contener estrictamente en el medio de cultivo dicho antibidtico para mantener el
plasmido.

El medio Luria Broth (LB) a pesar de que su creacidn fue con fines investigativos de
bacteriéfagos y crecimiento de Shigella se ha convertido hoy en dia en el medio preferido para el
crecimiento de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae y exclusivamente Escherichia coli. El

medio LB se puede acondicionar con aditivos para la expresién recombinante como el inductor IPTG o el
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sustrato X-Gal donde se identifica la colonia recombinante al interrumpir la expresién de B-
galactosidasa. E. coli es flexible con la demanda de nutrientes para su crecimiento, en primer lugar, la
glucosa es un buen sustrato para el crecimiento, pero el exceso del mismo genera un nivel de pH bajo
por la formacion de acido acético y con ello un ambiente toxico para el desarrollo celular, E. coli puede
metabolizar sus propios aminoacidos a partir de una fuente de nitrégeno y carbono, sin embargo, si se
suministra aminoacidos directamente se puede acelerar el crecimiento, entonces LB proporciona la
fuente adecuada de aminoacidos ya que contiene triptona y extracto de levadura ricos en aminodcidos.
LB no es el unico medio que sirve para la expresion, pero si el mas econdmico y sencillo, la optimizacion
del medio para E. coli casi siempre parte con ensayos en LB, sin embargo, se puede experimentar con
diversos medios segun la disponibilidad del laboratorio (tabla 5).

Tabla 5

Medios utilizados para el desarrollo de E. coli y concentracion de biomasa producida

Medio Composicion Peso celular seco obtenido (g/L)
LB Triptona, extracto de levadura, NaCl 0.8-1.1
TB Triptona, extracto de levadura, NaCl, 1.5-2
glicerol.
SB Hidrolizado de soya, extracto de 2-2.5

levadura, K2HPO4, KH2PO4, glicerol

TY Triptona, extracto de levadura,
KH2PO4, (NH4)2HPO4, MgS04, NaCl, 2.5-3.5
EDTA.
TY Triptona, extracto de levadura,
biorreactor KH2PO4, (NH4)2HPO4, MgS04, NaCl, >16
EDTA.

Nota. Adaptado de Optimization of culture medium for production of recombinant dengue protein in

Escherichia coli por Tripathi et al., 2009, Industrial Biotechnology.
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BL21 (DE3) y sistema pET

La cepa E. coli BL21 (DE3) es un derivado de la linea celular D que dispone de todos sus atributos
y se distingue por contar con una copia de polimerasa ARN del fago T7 (T7RNAP) altamente especifica
del promotor lacUVS5, la incorporacién génica de T7RNAP se da en el locus DE3 por ello su nombre. La
expresion de T7RNAP se da en presencia del inductor IPTG, mientras el inductor no se encuentre, el
promotor Lac (promotor de T7RNAP) estara unido al represor Lacl inhibiendo la expresién, al afiadir
IPTG este disocia el represor permitiendo la traduccidon de T7RNAP. BL21 se complementa con el
plasmido de expresion pET que integra en su secuencia el promotor T7 al cual T7RNAP es afin (Rosano

et al., 2019).

El sistema pET contiene uno de los promotores mas poderosos para la expresién heteréloga
Rdenominado promotor T7 (pT7) (procedente del bacteriéfago T7), comprende un marcador de
seleccién que le confiere resistencia a un antibidtico, un origen de replicacién (ori) para el nivel de
expresion. Ademas, contiene una etiqueta de afinidad para aplicar cromatografia. En algunos casos se
puede aplicar una secuencia como el péptido PelB-leader que facilita la expresidn periplasmatica
facilitando la purificacidn al obtener la proteina de interés en el sobrenadante, sin embargo, tiene un
limite de peso puesto que no permite expulsar proteinas muy grandes. Por ultimo, contiene una seccidn
variada de sitios de enzimas de restriccién para que se inserte el fragmento de interés y con ello la

produccién heteréloga (Mikami et al., 2008).

Plasmido pGBW-m4046865

La expresion heterdloga del presente trabajo investigativo utilizé el plasmido pGBW-m4046828
donde Spike ya se encuentra insertado, ademds contiene el promotor T7 (pT7), un sitio de unién al
ribosoma T7(T7rbs) con el coddn de inicio ATG. El plasmido genera una resistencia al antibidtico
cloranfenicol produciendo la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) que realiza una acetilaciéon del

antibiotico inhibiendo la unién al ribosoma bacteriano. Por otro lado, como etiqueta de afinidad
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contiene una cola de histidina (6His) con su respectivo sitio de reconocimiento de proteasa del virus

grabado del tabaco (TEV) para eliminar la etiqueta en procesos de purificacion (Fig. 6) (Bioworks & Chen,

2019).

Figura 6

Mapa gendmico del plasmido pGBW-m4046865
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Nota. El plasmido tiene un tamano de 3311 bp con un Spike de 1620 bp generando una proteina Spike
de aproximadamente 61.5 kDa. Tomado de Construcciones de expresién de E. coli de la proteina SARS-

CoV-2, etiquetadas, para la expresién y/o purificacion de proteinas, Bioworks & Chen, 2019, Addgene.

Etapas de bioproduccion de E. coli BL21

El desarrollo de un bioproceso involucra tres etapas para la produccion recombinante, cada una

implica la experimentacién variando parametros fisicos o quimicos para su estandarizacién:
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e Etapa upstream: comienza desde la caracterizacion de la proteina y seleccién del sistema de
expresion en conjunto con el disefio génico hasta la transformacién que implica la inclusion del
plasmido en la bacteria competente por ejemplo E. coli BL21.

e Fermentacién: comprende en determinar los pardmetros éptimos de crecimiento y produccion
para la bacteria recombinante con el fin de escalar a nivel industrial.

e Etapa downstream: comienza a partir de la obtencion del medio de cultivo que se sujeta a un
conjunto de procesos que eliminan los restos y trazas innecesarias para el producto final

aumentando la bioactividad y pureza de la proteina.

Las proteinas recombinantes pueden expresarse de forma intracelular o extracelular, para
determinar en qué parte se biosintetizan se realiza una centrifugacion o microfiltracién para recuperar
la biomasa del sobrenadante, el objetivo es que se exprese en el sobrenadante para facilitar la
purificacién, sin embargo, la mayoria de las veces no es asi, cuando se expresa intracelular se realiza lisis
celular para ello se aplica protocolos fisicos, quimicos o enzimaticos. En vista de que E. coli es Gram
negativa puede expresar proteinas en tres lugares citoplasma, periplasma y de forma extracelular, dado
que lograr la expresion extracelular es muy dificil de disefiar genéticamente una alternativa es el diseiio
de proteinas periplasmaticas pequefias por ejemplo PelB-leader, entonces los ensayos de lisis celular

deben considerar en qué lugar se expresa para poder aplicar un método adecuado (Tabla 6).



Tabla 6

Ruptura celular y extraccion de proteinas intracelulares

Método Aditivo o técnica Caracteristicas Membrana de
ruptura
Agentes quelantes: Membrana externa
Tris, EDTA
Sacarosa Aumenta la osmolaridad extracelular Membrana externa
Quimico liberando agua y proteinas
periplasmatica.
Detergentes: Triton Membrana externa e
X-100, SDS, Tween interna
20
Lisozima Tiene mayor especificidad donde no Pared cellular de
Enzimatico es necesario un cambio brusco de peptidoglicano
temperatura, pero puede afiadir
impurezas al producto final.
Sonicacion Aplicacidn de ultrasonido (aprox. 20
kHz) para generan cavitacion que
perfora la membrana celular dafiando
inclusive el ADN.
Homogenizacién Aplicando altas presiones (aprox. 20
000 psi) se realiza cizallamiento celular Toda la membrana
Fisicos posteriormente se libera presidn para  celular

Molienda con perlas

la implosidn de las células liberando el
contenido citoplasmatico.

La biomasa se aplica con perlas de
vidrio, ceramica o acero aplicando
agitacion genera un contacto abrasivo

lo que conlleva a la ruptura celular.

Nota. Adaptado de Strategies for Protein Purification, por GE Healthcare, 2010, Handbook.

40
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Purificacion cromatografica

La purificacién de proteinas se clasifica en procesos cromatograficos y no cromatograficos. En el
caso de no cromatograficos se aplica ultrafiltracion que por diferencia de tamaio se obtiene la proteina
de interés, también se puede usar quimicos como sulfato de amonio y separa la proteina por variacién
de solubilidad.

Figura 7

Principio de cromatografia en columna
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Nota. La fase estacionaria es la columna mientras que la fase movil es la muestra (A), la matriz se lava
con tampdn de lavado para eliminar las trazas o residuos innecesarios de la muestra en fracciones (B y
C), la columna interacciona con la proteina de interés reteniéndola para ser eludida con un tampdn
especifico de elucién (D). Tomado de Chapter 21 - Advances in extraction technologies: isolation and
purification of bioactive compounds from biological materials, por Srivastava et al., 2021 Natural

Bioactive Compounds.



La cromatografica comprende la separacidn de sustancias de una fase liquida en una matriz

solida, en si utiliza las propiedades bioquimicas de la proteina para purificarla como su tamafio, forma,
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punto isoeléctrico (pl), hidrofobicidad, afinidad a ligandos. Por lo general, la purificacién comienza con la

extraccion y clarificacién del cultivo, posteriormente se realiza un proceso de captura para concentrar y

estabilizar a la proteina, mas adelante se lleva a cabo una purificacion cromatografica para remover

impurezas y finalmente se efectla un acabado adicional para lograr un nivel alto de pureza que se logra

al aplicar varias técnicas cromatograficas (tabla 7)

Tabla 7

Tipos de cromatografia en columna

Tipo de cromatografia

Caracteristicas

Cromatografia liquida

de intercambio idnico

Cromatografia por

tamafo

Cromatografia liquida

de hidrofobicidad

Cromatografia de

afinidad

Utiliza el principio de atraccidn electrostatica reversible entre la proteina
Yy una matriz que posee grupos quimicos con carga eléctrica opuesta. La
proteina se elude alterando el pH de |la matriz. La matriz puede ser de
intercambio catidnico o anidnico.

La separacion es por diferencia de tamafio donde se aplica una matriz
inerte y porosa equilibrada con el tampdn segun el requerimiento de la
proteina. Las proteinas pequefas recorren un volumen mds amplio que
las proteinas grandes por ende pueden ser separadas por diferentes
fracciones de tiempo.

Ciertas proteinas se reordenan en su superficie al contacto con el agua
generando interacciones hidrofébicas que pueden unirse con ligandos en
una matriz.

La purificacion se basa en la unién especifica de la proteina a un ligando
de forma reversible, aqui se aplica todo lo relacionado con el sistema de
etiquetas de afinidad donde cada matriz es acondicionada con el ligando
especifico y el buffer apropiado de la proteina. La pureza aumenta
considerablemente eliminando los pasos de purificacién disminuyendo

costos y tiempo

Nota. Adaptado de Separation techniques: Chromatography, Yerleskesi et al., 2016, Biochemistry.
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Cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC)

Las proteinas tienen la capacidad de unirse a metales dada la afinidad entre los grupos de

histidina o cisteina con los metales a un pH 71, el mecanismo puede aplicarse para proteinas con

etiqueta de histidina (6XHis-Tag), los metales divalentes mas usados son Ni2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Co2+y

Fe2+. La columna utiliza soluciones que involucran un aceptor de electrones similar a 6XHis-Tag, por

ejemplo, el acido etilendiaminotetracético (EDTA) o imidazol que funcionan como estabilizadores de

columna para permitir la unién y elucién de la proteina de interés (Healthcare, 2010).

Tabla 8

Aspectos para el disefio de purificacion cromatogrdfica IMAC

Parametro

Variables

Caracteristicas

Seleccién del

ion metal

Tampodn de

unién

Tampodn de

elucion

Conservacion
dela

columna

Cobre (Cu2+)
Zinc (Zn2+)
Niquel (Ni2+)
Cobalto (2+) y
calcio (Ca2+)
pH

Reactivos

pH

Reactivos

pH

Reactivos

Genera un porcentaje de recuperacién del 60 %.

Es el metal que genera la unidén mas débil.

Es el metal que mas se recomienda para la unién con la cola de
histidina dad su mayor afinidad.

Pueden usarse como alternativas del zinc.

Para la unién debe ser neutro o ligeramente alcalino.

Se puede usar Tris-acetato, fosfato de sodio. El Tris-HCl no es
recomendable usar porque reduce la unidn.

Se puede aplicar una reduccion gradual del pH para la elucién no
especifica del material unido. El intervalo de variacion de es pH 4-
7 por lo general la mayoria de proteinas eluyen a pH 4.5-6.

Por lo general son quelantes que compiten por el ligado es decir
la proteina anclada con cola de histidina, los reactivos son
imidazol, cloruro de amonio, histamina, glicina, urea Clorhidrato
de guanidina

Se utiliza pH neutro para evitar la interaccion con las proteinas o
residuos que se hayan mantenido en la columna.

Por lo general se usa etanol (20%) a una temperatura entre 4-8°C
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Nota. Adaptado de Immobilized metal affinity chromatography optimization for poly-histidine tagged

proteins, Riguero et al., 2020, Journal of Chromatography A.
Analisis de la estructura y funcidon de las proteinas

En la actualidad existen diversos métodos para determinar la estructura de una proteina donde
el simple hecho de secuenciar un gen y posteriormente traducirlo para ser analizarlo con softwares
bioinformaticos no prevé una estructura tridimensional adecuada. Una de las técnicas mas conocidas
para determina la estructura tridimensional de proteinas es la cristalografia de rayos X que utiliza la
radiacion electromagnética a una longitud muy corta de 0.1nm y por medio de la difraccién determinar
la estructura de la proteina a condicion de que la muestra sea cristalina, otros ejemplos se encuentran
detallados en la tabla 9 (Alberts et al., 2002).

Tabla 9

Métodos para determinar la estructura tridimensional de proteinas

Método Caracteristicas Ref.
Espectroscopia de resonancia  Analiza pequefios volumenes de proteina (Alberts et al.,
magnética nuclear (RMN) Utiliza la alteracion magnética para la emisidn de 2002)

un patron especifico de radiofrecuencia e
identificar la estructura de proteinas.

Microscopia electrdnica 3D Utiliza un haz de electrones y un sistema de lentes  (Alberts et al.,
de electrones para obtener imdagenes de 2002)
proyeccion 3D.

Microscopia crioelectrénica Utiliza muestras congeladas aplicando un haz de (Broadwith,

(crio-EM) electrones a baja potencia para evitar dafos en la 2017)
proteina y funcion bioldgica.

Laser de electrones libres de Crea pulsos de radiacion mediante un laser de (N. Huang

rayos X (XFEL) electrones a velocidades de femtosegundos et al., 2021)

analizando estructura 3D y funcidn bioldgica.




45

Cuantificacion e identificacidn de proteinas

La concentracién de proteina total en una muestra puede detectarse directamente por
espectrofotometria a una observancia de 280nm, sin embargo, la sensibilidad aumenta si se aplica
métodos colorimétricos o fluorométricos, en caso de detectar una proteina especifica en pruebas
seroldgicas o de expresidon recombinante se puede aplicar ensayos ELISA. Una técnica muy conocida es
la espectrometria de masas (MS), que implica la escision de la proteina en péptidos para luego ser
analizadas con un espectrometro e identificar con un detector la composicién de la proteina (espectro
de masa especifico) (Wang & Wilson, 2013). Para analizar el comportamiento celular o proteico se
puede aplicar proteinas fluorescentes como GFP (proteina verde fluorescente), ademas, el aminoacido
triptéfano genera una fluorescencia en particular a condiciones especificas del medio proporcionando
informacién sobre la conformacion proteica (Healthcare, 2010).

El tamafio de la proteina es otro indicador para detectar una proteina dado que se puede aplicar
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), el detergente anidnico
dodecilsulfato de sodio (SDS) linealiza las proteinas (desnaturaliza) e imparte una carga negativa
proporcional a su masa molecular (MBL, 2023). Algunas técnicas adicionales se encuentran en la tabla

10.



Tabla 10

Técnicas para cuantificar e identificar proteinas
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Técnica Caracteristicas Ref.
Ensayo Utiliza la especificidad de anticuerpos para la identificacion (De Martino
inmunoabsorbente de proteinas et al., 2022)

ligado a enzimas
(ELISA)

Western Blot

Isoelectric Focusing

Calorimetria de

titulacion

isotérmica

BCA

Bradford

Realiza una separacion por tamafio donde marca la proteina
objetivo utilizando un anticuerpo primario y secundario
adecuado para visualizar.

Separacién y modificacién de la carga de la proteina
mediante la variacidn del pH.

Analiza las interacciones entre péptidos mediante

parametros termodinamicos.

Ensayo colorimétrico que utiliza la reduccién del cobre dada
por la presencia de proteinas y posteriormente se aplica el
acido bicinconinico para observar el cambio de color.
Ensayo colorimétrico que utiliza el reactivo azul brillante de
Coomassie que cambia de color al interaccionar con la

proteina.

(Anofel et al.,

2022)

(Atascientific,
2019)
(Atascientific,

2019)

(MERCK, 2023)

(BIO-RAD,
2023)
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Figura 8

Resumen de la metodologia para la expresion y purificacion de Spike mediante E. coli BL21
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Nota. Las pruebas de analisis de resultados (5) fueron lecturas de absorbancia y concentracién en el

NanoDrop™2000, SDS-PAGE y Western Blot.

Localizacién geografica

El trabajo de integracidn curricular se ejecutd en el Laboratorio de Inmunologia y virologia
perteneciente al departamento de Ciencias de la Vida de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
ubicado en la Av. El Progreso s/n en Sangolqui, cantéon Rumifiahui, Pichincha, Ecuador.
Verificacion del plasmido pGBW-m4046865

Purificacion del plasmido pGBW-m4046865 a partir de células competentes E. coli IM109
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Figura 9
Procedimiento para obtener el pldsmido pGBW-m4046865 a partir de E. coli IM109

Purificacion de plasmido a partir de E. coli IM109
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El plasmido pGBW-m4046865 se encontraba en la cepa E. coli JM109 con el fin de preservarlo y
poder clonarlo en cualquier momento, por ello se inicid con una extraccién o purificacién de plasmido

mediante el kit PureYield™

Plasmid Miniprep System (Promega) preparando el inéculo un dia anterior
de 2mL (medio LB + 50ug/mL [Clor]). Se centrifugd 1.5mL del indculo 30s a 12 000 rpm para concentrar
la masa celular, el pellet se resuspendié con 600ul agua libre de DNAsa, posteriormente se agregé
100uL de tampdn lisis celular, después se agregd 350ul de solucidn de neutralizacidn y se centrifugé a
12 000 rpm por 30s. A continuacién, se transfiriéd 900uL del sobrenadante a la columna del kit y se
centrifugd a 12 000 rpm por 15s. La etapa de lavado se ejecutd con 200 uL de tampdn removedor de
endotoxinas para centrifugarse a 12 000 rpm por 15s, seguidamente se aplicé 400 uL de la solucion de

lavado de columnay se centrifugd a 12 000 rpm por 30s. Finalmente, la elucidn se realizé con 30ul de

tampon de elucion. La concentracién de ADN se analizé en el NanoDrop™ 2000 (Fig. 9).
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Digestion de plasmido pGBW-m4046865 por EcoRV

En este estudio se escogié la enzima de restriccion EcoRV (Promega). El analisis se realizd

previamente in silico mediante la plataforma Benchling.

Tabla 11

Ensamblaje de EcoRV para la digestion de pGBW-m4046865

Componente 1X (uL)  4X(uL)
Agua DEPC 16.3 65.2
Tampdn de EcoRV (10X) 2 8
BSA acetilado (10ug/ul) 0.2 0.8
Plasmido (1ug/mL) 1 -
Enzima EcoRV 0.5 2
Total 20 76

El ensamblaje se efectud para 3 muestras de pGBW-m4046865 (P1, P2 y P3) y un blanco, la
incubacién fue a 37°C durante 1h. La inactivacién de la enzima se realizé por calor a 65°C durante 15min.
Por ultimo, se llevd a cabo electroforesis en gel de agarosa 1% (120 v, 300 mAm, t= 35 min). El marcador

utilizado fue 1kb DNA Ladder (Labnet Cat. No. R1000-1kb).

Transformacion del plasmido pGBW-m4046865 en E. coli BL21 y ensayos de cloranfenicol
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Figura 10

Metodologia para transformar el pldsmido pGBW-m4046865 en E. coli BL21
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Se colocd 5ul de pGBW-m4046865 en las células competentes E. coli BL21 pLysS (Promega),
después se incubd 20 min en hielo, posteriormente se realizé un bafio maria en el termobloque durante
1min a 42°C, luego se incubo 2 min en hielo. A continuacién, se afiadié 250uL de medio SOC (0.5%
extracto de levadura, 2% triptona, 10mM NacCl, 2.5mM KCI, 10mM MgCl2, 10mM MgS04, 20 mM
glucosa) con una incubacién a 37°C, rpm=225 durante 1h30min (Fig. 10). El producto de incubacién se
constituyd de 2 controles negativos (medios con ampicilina (A) y neomicina (B)) y los parametros para el

sembrado en placa por extension (LB+25ug/mL Chlor) se distribuyd de la siguiente forma:
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Tabla 12

Pardmetros del producto de transformacion en sembrado por extension

n Volumen de sembrado (uL) Temperatura (°C)

1. 25 35
2. 25 37
3. 50 35
4. 50 37

Para determinar la concentracién adecuada de cloranfenicol se desempefié una siembra por
estriado a diferentes concentraciones de cloranfenicol manteniendo constante la temperatura (37°C).

Los ensayos fueron los siguientes.

Tabla 13

Pardmetros de concentracion de cloranfenicol

N [Clor]ug/mL
C 25
D 50
E 100
F 200

Condiciones de cultivo e induccion por IPTG para E. coli BL21 recombinante
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Figura 11

Estandarizacion de induccién para E. coli BL21 recombinante
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Se inoculd previamente BL21 con el plasmido de interés en medio LB liquido con cloranfenicol
(50 pg/mL) un dia antes de los ensayos, después se recolecto 1 mL del medio en 4 matraces (250 mL)
donde cada uno contenia 10 mL de LB (50ug/mL [Clor], 25 mM [Glu]) (Fig. 11). Se realizaron 4 ensayos
detallados en la tabla 14, se elabord las inducciones cuando el O.D 600 se encontraba entre 0.5-0.6
posteriormente se recolecto 1 mL del medio al tiempo 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 21h, 24h y 26h para

analizar la absorbancia mediante el NanoDrop™ 2000.



Tabla 14

Ensayos y pardmetros para la induccion con IPTG

Lisis celular para el producto de induccion E. coli BL21 recombinante

Figura 12
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Previamente, a los ensayos se inoculd 2 veces 50mL de medio LB (50ug/mL [Clor], 25mM [Clor])
en un matraz (250mL), el medio crecié hasta un OD600 entre 0.5-0.6 para realizar la induccién con IPTG
(0.5mM). Se recolectaron 25mL en 4 tubos (50mL), posteriormente se centrifugd a 3000rpm a 4°C
durante 20min. Los ensayos de lisis celular se encuentran en la tabla 15 (Fig.12).

Tabla 15

Ensayos y variables para lisis celular

n Tampon lisis Incubacién  Sonicacion Ref.
A 20mM TrisHCI 30 min en Sin (Yaghoobizadeh
Triton X-100 (1% v/v) hielo sonicacién et al., 2023)
137mM NaCl
50uM EDTA
pH7.4
B 20mM TrisHCI 30 min en 5 min (Yaghoobizadeh
Triton X-100 (1% v/v) hielo (Imin etal., 2023)
137mM Nacl pulso/paro)
50uM EDTA
pH 7.4
C 100 mM NaH2PO4 Sin 5 min (Nazarian et al.,
10 mM TrisHCI incubacién (Imin 2022)
2M Urea pulso/paro)
pH 8
D TES (pH7.2) Sin 5 min (Ghamghami
50mM TrisHCI incubacién (1min et al., 2020)
0.1mM EDTA pH 8 pulso/paro)

Sacarosa (20% p/v)

Finalmente, se centrifugd a 12 000 rmp a 4°C durante 10min, ademas se analizd la

concentracién de proteinas en el NanoDrop™ 2000.
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Dialisis del producto de lisis E. coli BL21 recombinante en PBS

El resultado del ensayo 1 (lisis celular) se dializ6 mediante bandas de (DIALYSIS TUBING,
Fisherbrand, MWCO 12,000-14,000), se recorté 5cm de la banda y se colocé todo el producto de lisado,
posteriormente se incubd en tampdn PBS 1X overnigth a 4°C. Por ultimo, se realizé un andlisis de
electroforesis de proteinas (gel de concentracion: 4%, gel de separacidn: 8%), también se analizd la
concentracion de proteinas en el NanoDrop™ 2000.
Western Blot para producto de lisis E. coli BL21 recombinante
Figura 13

Procedimiento para Western Blot de producto de lisis E. coli BL21 recombinante
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El protocolo inicia de igual forma que SDS-PAGE, hasta la corrida en gel de poliacrilamida.
Obtenido el gel después de la corrida se incuba con tampadn de transferencia (25mM Tris base, 192mM

glicina, pH 8.3, metanol 20%) durante 10min, se transfiere el gel a la membrana de nitrocelulosa y papel

Whatman. La transferencia se efectud con el equipo Trans-Blot-Turbo (Bio-Rad) con 3 corridas de 2.5A,
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25V por 7min. Posteriormente, para confirmar la transferencia se ejercidé una tincién con rojo de
Ponceau durante 20min. Seguidamente, se llevé a cabo un lavado con TBS 1X (20mM Tris base, 150mM
NaCl, ph 7.5) durante 10min. Después, se incubd con solucion de bloqueo (TBS+BSA (5%)), a
continuacidn, se realizé 6 lavados de 5min ¢/u con tampdn TTBS (TBS + Tween 20 (0.1%)).
Posteriormente, se incubd la membrana con 5mL de anticuerpo primario (1:1000 anticuerpo contra
SARS-CoV-2 (IgG de ratdn) + BSA 3% + TTBS) a 4°C overnight con agitacién suave (10rpm).

Al dia siguiente, se ejecutaron 6 lavados de 5min c/u con TTBS y se incubd con 5mL de
anticuerpo secundario (1:20000 antimouse +TTBS), durante 1h con agitacién suave (10rpm) en
oscuridad. Posteriormente, se realizaron 6 lavados de 5min c/u con TTBS. Para la visualizacion se afiadio
1mL de solucidon de sustrato 1:1 (tampdn Ay B del kit Bio-Rad Clarity Western ECL cat. no. 1705060) y se

visualizo el resultado en el equipo ChemiDoc (Fig.13).

Purificacion mediante columna DEAE-Sepharose Fast Flow
Figura 14

Metodologia de purificacion mediante columna DEAE-Sepharose Fast Flow a partir de producto de lisis E.

coli BL21 recombinante

Purificacion mediante columna DEAE-Sepharose Fast Flow a partir de producto
de lisis E. coliBL21 recombinante

@
_ (3)
(1) &)

\_/
T El E2 E3 E6 e .
Analisis de fracciones

Columna de
Sepharose Fast Flow

1)

& &8 & NanoDrop™ 2000 m
. -

SDS-PAGE

K
r
%
r
it
y

Created in BioRender.com bio



57

Primero se prepard las soluciones de trabajo descritas en la tabla 17, antes de utilizar la columna
DEAE Sepharose Fast Flow se lavd con 12mL de agua destilada, posteriormente se equilibré con 12mL de
tampon de inicio, la muestra se prepard 5mL de muestra a partir del lisado 1:5 (muestra: tampdn de
equilibrio) (Fig.14).

Tabla 16

Tampones de equilibrio y elucion para columna DEAE sepharose Fast Flow

n Soluciones Composicidn

T Tampon de inicio 20mM Tris HCI pH 7.5

El Tampdn de elucién 1 20mM Tris HCl pH 7.5, 0.1M NaCl
E2 Tampdn de elucién 2 20mM Tris HCl pH 7.5, 0.2M NacCl
E3 Tampodn de elucion 3 20mM Tris HCl pH 7.5, 0.3M NaCl
E4 Tampdn de elucion 4 20mM Tris HCl pH 7.5, 0.4M NaCl
E5 Tampodn de elucion 5 20mM Tris HCl pH 7.5, 0.5M NaCl
E6 Tampodn de elucion 6 20mM Tris HCl pH 7.5, 1M NaCl
L Solucién de lavado H20d NaCl 2M

Después de adicionar la muestra (5mL), se colocd el gradiente de elucidon 12mL de cada tampdn,
recolectando fracciones de 1.5mL para ser analizadas en el equipo NanoDrop™ 2000 con una longitud

de onda de 280nm.

Purificacion en columna de niquel (HisTrap HP 1mL, cytiva)
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Figura 15

Metodologia de purificacion en columna de niquel (HisTrap HP 1mL) para E. coli BL21 recombinante
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Acondicionamiento de la muestra
La muestra se ajusté a los componentes del tampon de unién (50Mm Na3P04, 300mM NaCl,
10mM Imidazol, pH 7.4) y se filtré con un filtro de 0.45um. Se coloco el gradiente de elucién descrito en

la tabla 17.

Tabla 17

Preparacidn de tampones modificando concentracion de imidazol y pH

n Tampon Componentes pH

Ul Tampdn de unidn 50Mm Na3P04, 300mM NaCl, 10mM Imidazol 7.4
El  Tampdn de elucion  50Mm Na3P04, 300mM NacCl, 250mM Imidazol 7.4

E2 50Mm Na3P04, 300mM NaCl, 250mM Imidazol 6.4
E3 50Mm Na3P04, 300mM NaCl, 250mM Imidazol 8
n Tampon Componentes pH
E4 50Mm Na3P04, 300mM NaCl, 500mM Imidazol 8

ES 50Mm Na3P0O4, 300mM NaCl, 500mM Imidazol 7.4
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La columna cromatografica seleccionada para la purificacion fue 1mL HisTrap HP (cytivia), dado
el inserto de la columna se recomienda una etapa de blanco que consistié en lavar la columna con 5
volumenes (VC) de agua destilada, seguidamente de 5 VC de tampdn de elucién y posteriormente 10 VC
de tampdn de unién (caudal de ImL/min). Se aplicé 1mL de muestra acondicionada posteriormente se
aplicé 8 VC de tampdn de unidn para equilibrar la columna. Finalmente, se aplicé el tampdn de elucidn

5VC en total (Fig. 15).

Filtracion mediante Amicon Ultra-4 del producto de purificacion (cromatografia de intercambio
anidnico DEAE Sepharose Fast Flow y cromatografica de niquel)

Las fracciones recolectadas de cromatografia de DEAE Sepharose Fast Flow y niquel se
recolectaron en dispositivos o tubos Amicon Ultra 50K (4mL 50 000MWCO) con un volumen maximo de
4mL para concentrar la proteina. Las condiciones fueron a 7 500xg. a 4°C durante 15 min. Se
recolectaron los volumenes tanto del centrifugado como del eludido para ser medidos en el equipo

NanoDrop™ 2000 con una longitud de onda de 280nm.

SDS-PAGE

Todos los protocolos que incluyen la produccion e identificacion de proteinas (condiciones de
cultivo, lisis celular, purificacion en columnas) se analizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) con dodecilsulfato sédico (SDS). El tampdn de carga utilizado fue 2X (300mM 2-
mercaptoetanol) cargando una concentracidn 1:1 para de las muestras. En todos los casos se corrieron
10ul en el gel de poliacrilamida (gel de separacion: 8%, gel de concentracién: 4%, el marcador fue
Bench-Mark cat. No. 10748010) a 120v, 600 mA durante 1h. Posteriormente, los geles se tifieron con
azul de Coomassie durante 10 min y se destifieron con solucién de distincién (Ac. acético glacial
(10%v/v), etanol (10%v/v)) y agitacion (170 rpm) hasta observar bandas definidas, finalmente se observé

el gel mediante el equipo ChemiDoc.



Verificacion del vector pGBW-m4046865 en E. coli JIM109

La concentracion de ADN plasmidico purificado para P1, P2 y P3 fue de 150ug/mL, 71ug/mLy

Capitulo IV: Resultados
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183ug/mL respectivamente. La enzima de restriccién EcoRV debia generar 3 cortes al plasmido pGBW-

m4046865 segln el analisis bioinformatico en la plataforma Benchling (FIg.9-B) con un tamafio de 1176

bp, 2401 bp y 1972 bp para cada fragmento. Entonces Unicamente la muestra P2 y P3 generd dichos

fragmentos (P2E y P3E de Fig. 16) mediante la electroforesis en gel de agarosa (1%), confirmando la

existencia y correcto plegamiento del vector pGBW-m4046865. La muestra P2 se utilizé para realizar la

clonacién.

Figura 16

Andlisis confirmatorio de pGBW-m4046865 con EcoRV
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Tabla 18

Cortes analizados en Benchling antes del corte con EcoRV

Enzima Cortes Temperatura de incubacion
EcoRV 3 37°C
Comienzo del corte  Final del corte Tamafio (bp)
1866 3044 1176
3045 5445 2401
5446 1865 1972

Nota. El producto de la enzima de restriccién EcoRV se corrid en electroforesis en gel de agarosa (A),
realizando un andlisis previo en la plataforma Benchling (B) que a su vez menciona que a una incubacién
de 37°C se generan 3 cortes indicado el lugar de corte y su tamafio (C). El tamafio del plasmido es 3311
bp.
Transformacion del plasmido pGBW-m4046865 en E. coli BL21 y ensayos de cloranfenicol

Se analizaron dos controles negativos, uno con ampicilina (50ug/mL, Fig. 10: A) y otro con
neomicina (50 ug/mL, Fig. 17: B), como se puede observar no existié crecimiento. La figura 17 muestra
los resultados de estriado en placa dado que los ensayos de transformacién dieron crecimiento masivo,
se determind que la temperatura ideal de crecimiento era 37°C. Entonces, se utilizé un incremento de
concentracidn de antibidtico de 25ug/mL a 200ug/mL (Fig. 17 C-F) donde se observa que el crecimiento
bacteriano va disminuyendo a medida que se aumenta la concentracién del antibiético. Por ultimo, se
escogio dos colonias alzar del ensayo con 50ug/mL de cloranfenicol (Fig. 17: E) para aislarla, las colonias

gue se generaron presentaban una forma irregular y margen erosionado.
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Figura 17

Sembrado por extension para el producto de transformacion

Nota. Controles negativos con ampicilina (A) y del medio LB (B), la incubacion se realizé a 37°C donde se
aplicé 25ug/mL (C), 50ug/mL (D), 100ug/mL (E) y 200ug/mL (F) de cloranfenicol. Se selecciond dos

colonias observadas en G para generar un aislamiento en H.

Ensayos de induccién en E. coli BL21 recombinante
El crecimiento de E. coli BL21 se observa en el grafico de 0.D600 vs tiempo, la concentracién de
IPTG varia entre 0.1-1mM, el ensayo C muestra mayor crecimiento con una concentracion de 0.5mM de

IPTG mientras que en los otros ensayos aparentemente el IPTG modifica la curva de crecimiento.

Figura 18
Variacidn de pardametros de induccidn para de E. coli BL21

Induccion de E. coli recombinante
0.D600 vs tiempo
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© Ensayo B
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Nota. La cinética de crecimiento fue evaluada cada hora hasta 24h, las repeticiones tuvieron los
siguientes tratamientos a 1ImM [IPTG] y 37° C (A), 1ImM [IPTG] y temperatura ambiente (B), 0.5mM

[IPTG]y 37°C(C), 0.1 mMy [IPTG] 37°C (D). La grafica fue realizada con GraphPad Prism 8.

Los resultados de SDS-PAGE (Fig. 19) se obtuvieron con un muestreo realizado cada hora
después de la induccién con IPTG durante 24h. El ensayo C fue el mejor resultado en caso de cinetica de
crecimiento de acorde a variacién de IPTG (fig. 18). Por ultimo, Spike se encuentra entre la marcacién de

35kDa RBD y 62kDa para la subunidad S2, para ello se demuestra con los resultados posteriores.

Figura 19

Andlisis SDS-PAGE para ensayos de induccion en E. coli BL21 recombinante
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Nota. Expresién transitoria de RBD (35kDa) y S2 (62kDa) del tratamiento C con 0.5mM [IPTG], 37°C,
210rpm. Se cargo 10uL de muestra con tampdn de carga 2X (4%SDS) (1:2), el marcador utilizado fue

Bench Marck (180kDa), el gel de poliacrilamida (%concentracién:4%, %concentracion:8%).
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Ensayos de lisis celular para biomasa de E. coli BL21 recombinante

Se realizaron 4 ensayos con diferentes soluciones lisis y condiciones (tabla 15), el analisis SDS-
PAGE (Fig. 20) mostrd que las muestras de los sobrenadantes (carril 1y 6 ) presentaba proteina dado
gue se observd mejor nitidez en sus bandas donde aparentemente se encuentra Spike, mientras que el
ensayo Cy D (carril 8 y 9) no proporciond ninguna extraccién proteica en su sobrenadante. Los pellets o
precipitados de cada ensayo (carril 2-5) presentaron degradacion proteica o restos de lisis. Por lo tanto,

el ensayo C muestra mejor lisis celular.

Figura 20

Andlisis SDS-PAGE para ensayos de lisis celular en E. coli BL21 recombinante
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Nota. Las repeticiones del tratamiento A y B se aplicd un tampadn lisis 5%v/v (20mM TrisHCI, Triton X-100
(1% v/v)), 137mM NaCl, 50uM EDTA pH 7.4). Se realizé una incubacién de 30 min en hielo (Ay C) y
sonicacién 5 min (1 min pulso/paro) solo para B. Se determind S1 (82kDa), S2 (62kDa) y RBD (35kDa). Se

cargd 10ul de muestra con tampon de carga 2X (4%SDS) (1:1).
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La concentracién de proteina del ensayo C fue de 20.675mg/mL, posteriormente la lisis se tratd
con un proceso de dialisis que se sometid a los procesos cromatograficos generando una concentracién

de 16.327mg/mL (datos obtenidos de NanoDrop™ 2000).

Western Blot para producto de lisis E. coli BL21 recombinante
En todo el proceso es necesario confirmar la presencia de Spike para ello se utilizé la técnica de
Western Blot para el producto de lisis. Efectivamente, se observoé la presencia de Spike al tamafio

previsto de aproximadamente 62kDa (Fig.21).

Figura 21

Analisis Western Blot para el producto de lisis E. coli BL21 recombinante
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Nota. La expresidn heterdloga de E. coli BL21 se verificd mediante Western Blot después de realizar la
lisis, utilizando un suero de ratéon (inmunizado con Spike) como anticuerpo primario mientras que se usé

un antimouse 1gG (Ref. ab197780) como anticuerpo secundario. Spike (S2) mostré un tamafio de 62kDa.
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Purificacion mediante columna de intercambio aniénico DEAE-Sepharose Fast Flow

Se aplicd cromatografia de intercambio anidnico (DEAE-Sepharose Fast Flow) para eliminar
trazas y compuestos innecesarios para la purificacién de niquel. Las fracciones positivas se encuentran
en la tabla 19.

Tabla 19

Concentraciones de fracciones obtenidas por DEAE-Sepharose Fast Flow

Tampdn de Elucion Concentracién de proteina (mg/mL)

F1 1.5
F2 1.85
F3 1.35
F4 1.25

Figura 22

Purificacion de Spike mediante columna de DEAE-Sepharose Fast Flow a partir del producto de lisis
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Nota. Todas las fracciones de F1 (Fig. 22-A) se concentraron (Amicon Ultra-4) en una muestra generando
C1 (Fig. 22-B) obteniendo una concentracion final de 2.8 mg/mL, de igual forma fue para F2, F3 y F4.
Finalmente, los concentrados se fusionaron en CT a una concentracién de 12.5mg/mL. La grafica se

realizd mediante GraphPad Prism 8.

Purificacion en columna de niquel (HisTrap HP 1mL, cytiva) a partir de producto de lisis E. coli BL21
recombinante

El producto de cromatografia de intercambio anidnico (Sepharose Fast Flow) se aplicé a la
cromatografia de niquel, el producto CT de12.5mg/mL se acondiciond, y mediante el gradiente de
tampones se obtuvo las siguientes fracciones positivas (fig.23-A).

Figura 23

Purificacidn de Spike mediante columna de Niquel HisTrap a partir del producto de didlisis
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Nota. Se obtuvo una concentracién de 2.53mg/mL de Spike (D-CT). La grafica se disefié mediante

GraphPad Prism 8.

Analisis SDS-PAGE

Por ultimo, las fracciones y la purificacidn final aplicando cromatografia de afinidad de niquel se

pueden observar en la figura 24.

Figura 24

Andlisis SDS-PAGE para purificacion de Spike mediante columna DEAE-Sepharose Fast Flow
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Nota. El producto de cromatografia por intercambio anidnico (P_IEX) se pasé a través de la columna de
niquel donde las fracciones de lavado eliminaron las proteinas que no tenian afinidad con niquel (Fr.
Lavado 1y Fr Lavado 2), por ende, la proteina Spike se obtiene de la purificacién cromatografica de

niquel (P_AC) mostrando a Spike (S2) de un tamafio de 62kDa.
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Capitulo V: Discusion

El desarrollo y optimizacidn de tratamientos y mecanismos de diagndstico para Covid19 se
intensifica a medida que evoluciona o muta drasticamente el virus SARS-CoV-2, las investigaciones se
congregan en la vacunacion utilizando como objetivo terapéutico a la proteina Spike (He et al., 2021). En
la actualidad, existen diversos métodos terapéuticos que inhiben el desarrollo de SARS-CoV-2 como la
aplicacion de farmacos Remdesivir o Favipivir como inhibidores de la polimerasa del virus (RdRp) o
también inhibidores de proteasa por ejemplo Ritonavir u Oseltamivir (Oroojalian et al., 2020). El sistema
de vacunacion se ha intensificado dado el incremento severo de mortalidad, algunas vacunas estan
constituidas de mARN envuelto por nanoparticulas lipidicas (Pfizer-BioNTech) que se fusionaran con la
célula huésped para expresar Spike e intensificar la respuesta inmune de memoria y con ello prevenir el
ataque de SARS-CoV-2, en otros casos se inyecta directamente subunidades proteicas del virus como
Spike (Novavax) con un coctel de adyuvantes para intensificar la respuesta inmune humoral (El-
Shesheny et al., 2022). Por otro lado, el diagnostico presenta al ensayo RT-PCR como Gold standard para
la identificacién de SARS-CoV-2 sin embargo, la inversidn de cebadores y mas aun las sondas de
hidrolisis como TagMan que utiliza RT-PCR son costosas, por ello se puede utilizar pruebas mas
econdmicas como iELISA o inmunocromatografia de flujo lateral para detectar anticuerpos que solo sean
especificos para SARS-CoV-2, esto tipo de pruebas dependen en gran medida de la calidad de antigeno
gue se utiliza y que tan especifico es para detectar Unicamente SARS-CoV-2, por ello se elabora
antigenos de forma recombinante donde Spike se utiliza ampliamente, sin embargo la produccion en
lineas celulares como CHO o HEK-293 implican una alta inversién de producciéon (Tantiwiwat et al.,
2022). Por lo tanto, el proyecto actual utiliza a E. coli BL21 para facilitar la bioproduccion y generar un

antigeno adecuado que podria ser usado en el desarrollo de pruebas de diagndstico.

La proteina Spike es muy dificil de producir de forma recombinante dado su tamafio y alto grado

de glicosilacion, sin embargo la produccidn heterdloga puede ayudar a la generacion de kits de
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diagndstico ya que la glicosilacion no es un factor primordial (Schaub et al., 2021). El proyecto consistid
en la produccidn heterdloga de Spike mediante el sistema de expresién E. coli BL21, el plasmido pGBW-
m4046865 (Bioworks & Chen, 2019) no fue disefiado en este estudio dado que es un vector comercial de
Addgene, el sistema es similar al sistema pET-22b con diferencia de que no tiene el péptido PelB-leader
usado para la expresién periplasmatica, ademas este pldsmido le confiere resistencia al antibidtico
cloranfenicol ya que expresa la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). El andlisis en la plataforma
Benchling contribuyo a especificar que Spike tenia un tamafio aproximado de 62kDa (Fig.6 1620bp)
aplicado al andlisis SDS-PAGE. El plasmido fue guardado en la cepa E. coli JM109 con anterioridad,
entonces se extrajo el plasmido y se confirmd su presencia mediante la enzima EcoRV (Fig. 9), la mejor
forma de conservar un plasmido es transformdndolo a una bacteria dado que se protege de factores
ambientales como cambios de temperatura y el plasmido tiende a degradarse mas rapido (Alkan Uckun
et al., 2021). Utilizar enzimas de restriccion es la forma mas econdmica de confirmar la viabilidad de un
pldsmido ya que no es necesario disefiar cebadores como en la técnica de PCR ni implica el uso de
equipos costosos como en secuenciacion. En vista de que la cepa BL21 es un poco complicada de
transformar dado que su crecimiento puede tardar mas puesto que la carga metabdlica es mas elevada,
se realizd un primer ensayo determinando temperatura y concentracion adecuada de cloranfenicol, la
temperatura adecuada fue de 37°C (Fig. 18), la concentracidn de cloranfenicol regula el crecimiento y a
mayor concentracion de cloranfenicol se reduce, se escogid la concentracidén de 50ug/mL, para que
exista un ambiente estéril y libre de contaminacion con otros patdgenos y a su vez la bacteria
recombinante E. coli BL21 no tenga que concentrase Unicamente en sobrevivir en el medio sino también
generar altas concentraciones de Spike (Li et al., 2021), por ultimo la eleccion de controles negativos
debe ser cuidadosa ya que antibidticos del mismo grupo como amfenicoles que incluyen thiamfenicol y
florenfinicol (de la misma familia que cloranfenicol) pueden dar falsos positivos dado su estructura

similar y mecanismo CAT provisto por el plasmido (Carmignotto & Azzoni, 2019).
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En la induccidon de E. coli recombinante el factor principal a analizar es la concentracién
adecuada de IPTG, puede ser evidente que a altas concentraciones de IPTG se puede conseguir altas
concentraciones de proteinas, sin embargo, la investigacion de (Khani & Bagheri, 2020) argumenta que
IPTG es toxico, es por ello que en los resultados de induccién (Fig. 18), el crecimiento baja
considerablemente a la concentracion maxima utilizada de IPTG (1mM) y si mds aun si se baja la
temperatura de 37°C a Tamb (Ensayo Ay B respectivamente) el crecimiento se disminuyé
drasticamente. Por lo tanto, E. coli BL21 recombinante para producir Spike mostrd estabilidad a una
concentracién de 0.5mM [IPTG] y una temperatura de 37°Cy con ello los parametros se establecieron

para toda la investigacidn.

La produccidn heterdloga de E. coli BL21 recombinante para Spike fue en el periplasma, en vista
de que en la recoleccidn del pellet después de la induccion, ademas no existié ninguna proteina en el
sobrenadante después de la induccién. La expresion extracelular se puede dar si existen secuencias o
mecanismos de E. coli que faciliten dicha expresion, por ejemplo, el péptido PelB-leader o etiquetas de
glutation S -transferasa (GST) (Singha et al., 2017) pero conseguir la expresion extracelular es muy dificil
dado que funciona Unicamente con proteinas de menor tamafio (5-20kDa), asi se aplique el péptido
PelB-leader lo mas probable es que Spike se produzca de forma intracelular por su tamafio de 62kDa.
Entonces, se realizaron ensayos de lisis celular donde hay que considerar que el método de rotura
influye en la solubilidad y estabilidad de Spike, por ende, se aplicé tampones que no reaccionen con las
proteinas y potencien la ruptura celular, Tris y EDTA son agentes quelantes que se dirigen a la
membrana celular externa facilitando la expulsién de proteinas periplasmaticas, de igual forma se puede
usar sacarosa para facilitar las osmolaridad extracelular y liberar el contenido periplasmatico, el caso de
Triton X-100 dado que es un detergente se dirige tanto a la membrana externa e interna de E. coli
completando la lisis celular (Rusmini et al., 2007). Uno de los principales problemas en la lisis celular es

la formacién de cuerpos de inclusidn, de cierto modo puede proteger a la proteina de interés (Spike) de
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la protedlisis, pero a su vez hacen insoluble a la proteina dificultando la recuperacién por centrifugado,
un aditivo que puede usarse para solubilizar y desplegar los cuerpos de inclusidn es la urea (4-8M), la
concentracion utilizada en el ensayo D fue de 2M, es por ello que no se obtuvieron buenos resultados
(Fig.20-sobrenadante-C) (Nazarian et al., 2022). Los ensayos de lisis comprendieron el uso de algunos
compuestos como TrisHCI, Tritdn X100 y EDTA (Fig.20 y tabla 15) donde se confirma que por si solos sin
aplicar sonicacion pueden realizar lisis (Fig.20-carril 6) (Yaghoobizadeh et al., 2023). Las proteasas son un
factor importante al aplicar lisis, por lo general siempre se utiliza un conjunto de inhibidores como
aprotinina o bestatina, EDTA también puede funcionar como inhibidor de proteasas exclusivamente de
metaloproteasas (Wingfield, 2014). La lisis celular puede mejorar si se aplican métodos mecanicos como
sonicacion, homogenizaciéon o molienda de perlas, acelerando el proceso y eliminando compuestos
innecesarios como ADN, sin embargo, si se crea mucha fuerza de cizallamiento se puede degradar la
proteina de interés, en estos procesos el incremento de calor debe controlarse con frio para evitar
desnaturalizacién (Wingfield, 2014). El proyecto utilizdé pruebas de confirmacion de expresion de Spike
dado que si no se esta expresando, se gastarian medios para la purificacion y posteriores ensayos,
entonces del producto de lisis se analiz6 mediante Western Blot el cual utilizé como anticuerpo primario
a un suero inmunizado con Spike de la investigacién (Orosco, 2019) mientras que para el anticuerpo
secundario se utilizé un anti-mouse que identificd la presencia de Spike (Fig. 21) confirmando su

expresion y por ende realizar su purificacion.

Debido a que HisTrap solo permite la entrada de 1mL de muestra y estd a su vez esta
mezclada con residuos y proteinas inespecificas obtenidas del producto de lisado, (Tang et al., 2023)
recomienda un tratamiento previo para concretar la mayor cantidad de Spike posible, eliminando la
mayor cantidad de residuos, entonces se puede aplicar una purificacion inespecifica previa como un
intercambiador de aniones (Sepharose Fast Flow) que tiene como principio la separacién de compuestos

segun la carga e interacciones electrostaticas que se le puede conferir a Spike (pl=5.9-7.1 (Areo et al.,
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2021)), por ello al implementar un pH superior al punto isoeléctrico se genera una interaccién
electrostatica entre la matriz de intercambio anidnico y Spike, para la elucidn se utilizé una variacion de
concentraciones de sales (NaCl-tabla 17) donde al parecer Spike interactud con la matriz Sepharose Fast
Flow especificamente el tampdn de elucién 4 (20mM Tris HCI pH 7.5, 0.4M NaCl) dado que se encuentra
una banda que determina la presencia de Spike (Abdulrahman & Ghanem, 2018). Aunque la
concentracién de proteina disminuyd de 16.327mg/mL a 12.5 mg/mL después de la cromatografia de

intercambio anidnico, la muestra ya era adecuado para la columna de niquel HisTrap.

La purificacidon en columna de niquel HisTrap trabaja en funcion de un agente competitivo que
es el imidazol, al inicio se acondiciond la columna con tampdn de unién (de igual forma la muestra) para
establecer un equilibrio entre Spike y la columna, ademas cantidad de imidazol inicial que entra impide
la adherencia de sustancias inespecificas o contaminantes, dado que existe una competencia entre el
imidazol y Spike para que eluda Spike se debe aumentar la concentracion de imidazol (Tee et al., 2020).
La concentracidn inicial o cantidad de proteina debe bajar a medida que se administra los tampones de
unién y elucion, de forma tedrica Spike debe eludirse en las 5 primeras fracciones de haber aplicado el
tampdn de elucion, sin embargo, no fue asi dado que no salia en ninguna fraccidn inicial por ello se
realizé en ensayos con diferentes tampones de elucion (Fig. 23), entonces aplicando primero el tampdn
de elucién E1 (50Mm Na3P04, 300mM NacCl, 250mM Imidazol pH7.4) y seguidamente el tampdn de
elucion E2 (50Mm Na3P0O4, 300mM NacCl, 250mM Imidazol) se observé una pequefia cantidad de
elucidn en la fraccion E2F+1(Fig. 23), en vista de que las concentraciones eran muy bajas (variaban entre
0.9-1.4mg/mL) se decidié concentrar mediante dispositivos Amicon (4mL 50kDa), el tamafio de poro se
selecciond dado el tamano aproximado de Spike (62kDa). Ademas, el porcentaje de rendimiento de

niquel HisTrap fue de aproximadamente del 30-40% (Schaub et al., 2021).

Finalmente, Spike se confirmd mediante SDS-PAGE el cual puede ser usado para futuros ensayos

de diagndstico utilizando a Spike como antigeno en ensayos ELISA o cromatografia de flujo lateral,



74

ademas Spike contienen importantes epitopos donde se aplica un analisis de anticuerpos neutralizantes
(NAb) para comprender el mecanismo y evolucién del SARS-CoV-2 generando una alta demanda en el

mercado producirlo de forma heteréloga.

Capitulo VI: Conclusiones
Se expresé Spike con un tamafo de 62kDa en E. coli BL21 a una concentracién final de
2.53mg/mL, donde se estandarizd en medio LB (50ug/mL [Clor], 25 mM [Glu]) a una temperatura de
37°C, con una agitacion de 210rpm, la induccién adecuada se inicié con un 0.D 600 entre 0.5-0.6 (2-3h)
donde la concentracién optima de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) fue de 0.5mM (37°C,
210rpm), la extraccidén de biomasa se puede realizar entre 5-21h después de la induccion. El ensayo de
lisis que recuperd mas cantidad de proteina fue el tampodn lisis (20mM TrisHCI, Triton X-100 (1% v/v),

137mM NaCl, 50uM EDTA, pH 7.4) aplicando sonicaciéon (5 min pulso/paro).

La cromatografia de intercambio anidnico elimino la mayoria de compuestos téxicos como EDTA
gue interrumpe la unién de Spike con la columna de afinidad de niquel, ademas elimino trazas y ADN.
Posteriormente, al aplicar cromatografia de niquel se consiguio la purificacion de Spike obteniendo la

subunidad S2 de 62kDa (andlisis SDS-PAGE).

Capitulo VII: Recomendaciones
Para estudios posteriores se recomienda una caracterizacion de la funcién de Spike donde se
aplique cuantificacidon de BCA y Bradford, ademas realizar pruebas de funcion de Spike como Western
Blot y ELISA. Por otro lado, se ah creado una plataforma que puede usarse como base para escalamiento
a nivel industrial, donde se puede utilizar equipos automatizados como el biorreactor BIO-TEC-PRO
Tecnal. Por ultimo, se puede utilizar estudios cristalograficos como microscopia crioelectrdnica,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear y microscopia electrdnica 3D antes de aplicarlos a

ensayos preclinicos en modelos animales.
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