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Resumen

La pandemia de COVID-19, causada por el virus SARS-CoV-2, ha
impulsado la realizacién de numerosos estudios y experimentos con el
objetivo de comprender mejor la enfermedad y desarrollar estrategias
para su control. En este sentido, se han llevado a cabo investigaciones
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dirigidas a entender el funcionamiento del virus y su interaccién con el
huésped. Estos esfuerzos han permitido avanzar en el desarrollo de
vacunas y farmacos para hacer frente a la enfermedad.

Una de las estrategias iniciales y mas importantes es el estudio de la
interaccién con el receptor del virus. Se sabe que la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ACE2, por sus siglas en inglés) es la molécula
receptora del virus. Por su parte el SARS-CoV-2 interactia por medio
de un dominio de unién a receptor (RBD, por sus siglas en inglés) el cudl,
es el responsable de la interaccidon con el receptor. Comprender esta
interaccion es fundamental para el disefno de farmacos que puedan
prevenir la union entre el virus y su receptor. Para ello, se han utilizado
diferentes enfoques, que incluyen el estudio tanto de versiones
completas del receptor como de versiones truncadas, las cuales
representan formas parciales o modificadas del receptor.

En el presente reporte se describe el procedimiento de expresién y
purificacion de una version truncada del receptor ACE2, producida de
manera recombinante en células E. coli. Se generd la construccién
pET28b(+)-tACE2 al insertar una porcién del gen del receptor ACE2 en el
plasmido pET-28b(+), y posteriormente se clond este vector en células E.
coli DH5a. La expresion de la proteina tACE2 se realizé en células E. coli
BL21-CodonPlus (DE3). Posteriormente, se emplearon técnicas de
desnaturalizacién con urea y cromatografia de columna de afinidad con
resina de niquel, seguidas de técnicas de didlisis para el replegamiento de
la version truncada del ACE2 (tACE2).

Palabras clave: COVID-19; SARS-CoV-2; angiotensina 2; RBD, ACE2
recombinante.

Introduccion

La enfermedad COVID-19 provocada por el virus del SARS-CoV-2
origind una pandemia a nivel global, para la que ha sido necesaria la
investigacion profunda de este virus y proponer estrategias para
combatir la enfermedad. Los estudios realizados en el mecanismo de
infeccién han sido de suma importancia para entender cémo el virus
infecta al huésped, se sabe que la enzima convertidora de angiotensina
2 (ACE2) esta implicada en el mecanismo de infeccion del virus. La
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interaccion entre el virus y el receptor ACE2 se lleva a cabo a través de
la proteina de espicula, conocida como “Spike” en inglés (se utilizara este
nombre en el presente trabajo). Esta interaccion implica 13 enlaces de
hidrégeno, dos puentes salinos y fuerzas de Van der Waals [1]. Como
resultado de esta interaccion, se produce un cambio conformacional de
la proteina Spike, provocando la fusiéon de la membrana viral con la
membrana celular. Esta fusién permite la introduccion del genoma viral
en la célula y posteriormente el uso de la maquinaria de la célula
huésped.

A partir de estos estudios, se han propuesto inhibidores que impidan la
unién de la proteina Spike con el receptor ACE2, con el objetivo de
prevenir la enfermedad. La produccion controlada de ambas estructuras
proteicas y el andlisis de su interaccion representan uno de los
principales retos para los laboratorios con poca infraestructura. Una
estrategia prometedora es la produccién de estas proteinas en células
procariotas, como las bacterias, debido a su manejo sencillo y su bajo
costo. Estas células pueden sintetizar la proteina ACE2 y permitir futuras
pruebas de inhibicion mediante ensayos moleculares. En este proyecto,
se propone un método mediante el cual sea posible la produccién de la
proteina ACE2 en su version truncada “tACE2” por medio del sistema
pET. Las bacterias E. coli han sido ampliamente estudiadas y se producen
a nivel industrial, lo que las convierte en una excelente opcién para la
produccién de proteinas recombinantes con el propdsito mencionado.

Se emplearon cepas quimiocompetentes de E. coli DH5a vy E. coli BL21-
CodonPlus (DE3), para llevar a cabo la clonacion del plasmido y expresion
de la proteina tACE2, respectivamente. Los cuerpos de inclusién se
obtuvieron mediante la inducciéon con IPTG y se extrajeron mediante
sonicacion. Posteriormente, la proteina desnaturalizada fue purificada
utilizando cromatografia de columna de afinidad con resina de niquel.
Luego, se procedid a su replegamiento mediante el uso de buffers con
concentraciones decrecientes de urea. Finalmente, se concentré la
proteina utilizando ultrafiltracion.
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Planteamiento del Problema

La expresion de proteinas recombinantes en organismos no
relacionados es util para su produccién a gran escala, usar bacterias
como organismos de produccion se ha vuelto una practica comun en la
industria y ha favorecido los analisis en diversos ensayos moleculares,
como las pruebas de inhibicién. Sin embargo, esta técnica de expresion
de genes heterdlogos se enfrenta a diversas complicaciones, a nivel
gendmico, la mayoria de las bacterias no cuentan algunos tRNAs (RNAs
de transferencia) necesarios para la correcta traduccion de mRNAs
(RNAs mensajeros) de organismos eucariontes. Ademads, una vez
traducida la proteina, debe mantenerse su estabilidad evitando ser
degradada, las técnicas para su extraccion y purificacion deben de ser
cuidadosas. Finalmente, la proteina debe volver a su forma original o lo
mas cercana a ella, el proceso de replegamiento es fundamental para
gue las pruebas de inhibicién sean eficientes, mientras mas simple sea
la estructura proteica, el replegamiento sera mas sencillo.

En el presente trabajo se detalla la produccién heteréloga de la proteina
truncada de ACE2, el interés de una version truncada funcional de este
receptor del virus SARS-CoV-2 es importante para su produccion a gran
escala y para realizar pruebas de inhibicién para la propuesta de nuevos
farmacos contra el virus. Este trabajo se baso en la investigacién de Gao
et al., (2021) [2]. Nuestra metodologia y resultados son comparaciones
de su trabajo original.
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Objetivos
Obijetivo general:

Desarrollar un método para expresar de manera heteréloga la
version trunca del receptor ACE2 en células de E. coli.

Obijetivos especificos:

a) Disenar los cebadores necesarios para amplificar la porcién
especifica del gen ACE2 de interés y llevar a cabo la amplificacién
del gen. Posteriormente, insertar el gen amplificado en el vector
pET-28b(+) para generar la construccion pET28b(+)-tACE2.

b) Realizar la transformacion de células E. coli DH5a con el
vector pET-28b(+)-tACE2 para llevar a cabo la clonacion del
mismo. Asimismo, transformar células E. coli BL21-CodonPlus
(DE3) con el vector pET-28b(+)-tACE2 para permitir la expresion
de la proteina tACE2.

c) Llevar a cabo la purificacion de la proteina tACE2 y evaluar
su produccién mediante el uso de SDS-PAGE. Comparar los
resultados obtenidos con el estudio realizado por Gao et al. en
2021 [2], para verificar la calidad y cantidad de la proteina
producida.

Justificacion

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) desempefia un papel
crucial como receptor en la interacciéon con el dominio de unién al
receptor RBD del coronavirus SARS-CoV-2. Desde el inicio de la
pandemia, el estudio de la interaccién entre estas proteinas ha sido
fundamental para proponer estrategias de inhibicién y desarrollar
opciones farmacoldgicas para el tratamiento de la enfermedad COVID-
19. Por ello tanto, es de suma importancia poder expresar la enzima
ACE2 de manera rapida, econémica y confiable.

Normalmente, la producciéon de ACE2 se realiza en células eucariotas, ya
qgue las glicosilaciones desempenan un papel importante en Ia
interaccion con el RBD. Sin embargo, la mayoria de las interacciones
ocurren entre residuos especificos. Por lo tanto, tener la version
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truncada de ACE2 (tACE2) sin glicosilaciones, pero conservando el sitio
de unién al RBD podria ser muy Util para realizar andlisis estructurales
de la interaccion. En este proyecto, se explora la viabilidad de producir
tACE2 en células procariotas, especificamente en E. coli, como una
alternativa prometedora.

Capitulo I. Antecedentes
1.1.Historia del SARS-CoV-2

Los coronavirus son miembros de la subfamilia Coronavirinae de la
familia Coronaviridae y del orden Nidovirales (Comité Internacional de
Taxonomia de Virus), causan infecciones intestinales y respiratorias en
animales y humanos [3]. Dentro de los coronavirus humanos (HCoV), se
incluyen el HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63 y HCoV-HKU1, los
cuales estan asociados con resfriados comunes, pero también pueden
ocasionar enfermedades graves como neumonia y bronquiolitis con
altas tasas de morbilidad [4]. Ademas, existen dos coronavirus que han
causado preocupacién a nivel mundial. El primero es el sindrome
respiratorio agudo severo (SARS)-CoV, que pertenece al género
Betacoronavirus y al subgénero Sarbecovirus. Este virus fue detectado
en la provincia de Guangdong, China, entre los anos 2002 y 2003, y se
considera altamente peligroso [3]. El segundo es el sindrome
respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV), que también pertenece al
género Betacoronavirus y al subgénero Merbecovirus. Fue detectado
por primera vez en Arabia Saudita en 2012 y ha causado un brote
importante en Corea del Sur en 2015, con un total de 2494 muertes [5].
A finales de 2019, la Organizacion Mundial de la Salud emitié una alerta
de pandemia global debido a la aparicidon de un nuevo virus identificado
como SARS-CoV-2, originado en la ciudad de Wuhan, China [6].

1.2. Estructura viral

La estructura del virion del SARS-CoV-2 se compone de una envoltura
de membrana lipidica que alberga proteinas importantes para el proceso
de infeccion en el organismo huésped, tales son la proteina de
membrana (M), proteina de envoltura (E) y la proteina Spike (Figura 1).
En el interior del virus se encuentra el material genético de tipo RNA
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positivo, destacando una cola Poli-A en el extremo 3’ y una estructura
cap en el extremo 5, estos le dan la funcién de un RNA mensajero [6].

Espicula (S) ._____‘__\ )

Membrana lipidica
(envoltura) -

Proteina de
membrana (M)

envoltura (E)

Figura 1. Estructura del virién de SARS-CoV-2. Extraida de Santos-
Lopez et al. (2021) [6].

1.2.1. Estructura de la proteina Spike

La proteina Spike del SARS-CoV-2 es una proteina homotrimérica
donde cada mondédmero tiene un peso molecular de 180 kDa (Figura 2a-
b), esta proteina se encuentra glicosilada en su forma nativa y posee dos
subunidades S1 y S2. La subunidad S1 (residuos 14 - 685), contiene un
dominio N-terminal (residuos 14 - 305), un dominio de unién al receptor
conservado (RBD) (residuos 319 - 541) que contiene un nucleo y un
motivo de union al receptor (RBM, por sus siglas en inglés) (residuos 437
- 508) (Figura 2c-d), encargado de la union al receptor de enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) [7, 8].

La subunidad S2 (residuos 686 - 1273) posee un dominio péptido fusion
(FP) (residuos 788 - 806), dominios de repeticion heptapéptido-1 (HR1)
(residuos 912 - 984) y heptapéptido-2 (HR2) (residuos 1163 - 1213) y
un dominio transmembrana (TM) (residuos 1213 - 1273), que permiten
la fusidon entre la membrana viral y la membrana de la célula huésped [9,
10].
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Figura 2. Estructura de la proteina S extraida del protein data bank
(PDB) (code: 3JCL) no glicosilada. a) Vista superior del trimero de la
proteina S; b) Vista lateral del trimero de la proteina S; c) Estructura del
monomero de la proteina S de ~1118 aa, el dominio S1 representado
de color verde y el dominio S2 de color azul; d) Estructura del dominio
RBD, de color rojo se representa el RBM. Elaboracién propia usando los
programas Pymol y Photoshop.

1.3. Receptor enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2)

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es un regulador de
las funciones cardiovascular y renal. La enzima convertidora de
angiotensina 2, ACE2, esta implicada en la regulacién del SRAA al llevar
a cabo la degradacion de la angiotensina Il en angiotensina 1-7 y
angiotensina | en 1-9. La angiotensina Il, a través del receptor de la
angiotensina Il tipo 1, ejerce la funcién de vasoconstriccion y la
reabsorcién de sodio en el tubulo renal. En contraste, al receptor de la
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angiotensina Il tipo 2 se le atribuyen los efectos opuestos, entre ellos,
vasodilatadores y antiproliferativos [11]. La angiotensina tipo 1-7 es un
vasodilatador que puede conferir efectos cardioprotectores al oponerse
a las acciones de la angiotensina I, la angiotensina 1-9 es un péptido
inactivo [12].

La estructura de la ACE2 se compone de aproximadamente 555 aa,
predominando la estructura secundaria a-hélice (Figura 3). Es una
estructura glucosilada en su forma nativa, con un dominio
transmembranal del residuo (2 - 20) [13]. Este receptor se encuentra en
todo el tejido respiratorio, principalmente en los alveolos pulmonares,
otros érganos son: corazon, rindn, estdmago, vejiga, esofago e intestino
[6, 14].

=
Figura 3. Estructura del receptor ACE2 humano extraida del PDB (code:
1RIX). Elaboracion propia usando el programa Pymol.

1.3.1. Mecanismo de entrada del SARS-CoV-2 en la célula huésped

El complejo formado por el RBD con el ACE2 es el inicio del mecanismo
de entrada del SARS-CoV- 2 en la célula huésped (Figura 4a). Las
interacciones descritas por Lan et al., (2020) [1]; sugieren 2 puentes
salinos de RBD con el ACE2 alejados del sitio RBM, 13 puentes de
hidrégenos y 18 interacciones de Van der Waals (Figura 4b). El sitio de
unién del ACE2 también se ha nombrado como (VBMs, virus-binding
motifs) [15]. El RBM forma una superficie céncava que interactta con la
primera hélice larga convexa del VBMs [16].
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[ RBD |
487 PhedBé Thr500 GIn498 Gly446 Tyrdd Tyr505

Asp30 Lys31 His34 Glu35 GIn24 Tyr83 Met82 Leu79 Tyl Leud5 GInd2 Asp28 Lys353 Gly254 Asp3s5 Glu3? Arg393
| ACE2 |

Figura 4. Estructura del complejo de unién del dominio RBD con ACE2.
Extraida del PDB (code: 6M0J). (a) RBD, amarillo; RBM, en rojo; fuera
del RBM, en azul; ACE2 en verde; VBMs, en magenta. (b) Enlaces
salinos, lineas negras punteadas; puentes de hidrégeno, lineas azules;
fuerzas de Van der Waals, lineas punteadas naranjas. Elaboracion
propia usando los programas Pymol, Photoshop e lllustrator.

La interaccion entre el RBM vy el receptor ACE2 desencadena un cambio
conformacional en la proteina Spike, que luego promueve la fusién de la
membrana entre la membrana viral y la membrana celular a través del
dominio S2. El pH acido en el entorno celular y las proteasas de cisteina
endosomales ayudan a facilitar la fusion de membranas. Posteriormente
se libera la nucleocapside viral en el citoplasma, el RNA gendmico viral
se traduce directamente en el ribosoma, comenzando con la traduccién
de dos marcos de lectura abiertos (ORF; por sus siglas en inglés)
superpuestos, ORFl1a y ORF1b, que codifican 16 proteinas no
estructurales implicadas en la replicacion del virus [6, 17].

1.4. Estrategias biotecnolégicas para combatir al virus SARS-CoV-2

Al incrementar los estudios en la familia de virus Coronaviridae y conocer
la complejidad del mecanismo de infeccién y replicacién del SARS-CoV-
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2, las estrategias mas buscadas y desarrolladas han sido la creaciéon de
nuevas vacunas para reforzar el sistema inmunolégico contra el
mecanismo de infeccion. Uno de los enfoques principales fue el sitio
RBD. Se ha descubierto que las vacunas basadas en RBD son altamente
inmunogénicas, incluso cuando se expresa el sitio RBD en levaduras
[18], lo que sugiere que se pliegan independientemente de otras partes
de la proteina Spike y que el plegamiento es robusto en diferentes
entornos de plegamiento. Sin embargo, es dificil establecer la cobertura
a largo plazo de las vacunas [19].

1.5. Técnica de PCR

La técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas
en inglés) es una herramienta molecular utilizada para amplificar
secuencias especificas de ADN en el laboratorio. Consiste en una serie
de ciclos de calentamiento y enfriamiento controlados que permiten la
replicacion selectiva de la regién de interés. En cada ciclo, se utilizan
oligonucledtidos llamados cebadores, que son secuencias
complementarias a regiones especificas del ADN que se desean
amplificar. Esta técnica fue inventada por Kary B. Mullis, Emeryville,
California, obteniendo el Premio Nobel en 1993 [20]. La técnica se
conforma de ciclos repetitivos cada uno con 3 pasos; 1)
Desnaturalizacion, 2) Hibridacién y 3) Elongacién o Extensiéon. En la
etapa de extension, una enzima llamada ADN polimerasa sintetiza
nuevas cadenas de ADN utilizando los cebadores como iniciadores. Este
proceso se repite varias veces, lo que resulta en una amplificacion
exponencial de la secuencia objetivo (Figura 5). Entre los diferentes
tipos de ADN polimerasas existen las de alta fidelidad (HF, por sus siglas
en inglés) que garantizan la correcta extension de los fragmentos, estas
se utilizan principalmente en la clonaciéon y aquellas de baja fidelidad,
comunmente utilizadas en protocolos de verificacion (PCR de colonia,
por ejemplo).

11
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Figura 5. Representacién grafica de los ciclos de una PCR. Elaboracion
propia usando el programa Photoshop.

1.5.1. Técnica de Electroforesis de DNA

La técnica de electroforesis de ADN es una herramienta utilizada para
separar y analizar fragmentos de ADN en funcién de su tamano y carga
eléctrica. Consiste en la migracion de los fragmentos de ADN a través
de un gel de agarosa o poliacrilamida mediante la aplicacién de un
campo eléctrico (Figura 6). La electroforesis es excelente para la
visualizacion de productos de PCR vy cualquier fragmento de DNA que
supere la cantidad de 20 pg [21].

Pocillos de muestra

© Electrodo

Tampdn

Fragmentos

mas grandes ® Electrodo

Desplazamiento
de ADN o ARN

I
Fragmentos |
mas pequefios

Tampoén
Figura 6. Representacién grafica de una electroforesis de DNA. Fuente:
National Human Genome Research Institute.
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La técnica consiste en 4 pasos consecutivos, descrita por Fierro (2014)
[21].

1) Preparacioén del gel de agarosa: existen diferentes tipos de agarosa
gue se clasifican seglin su temperatura de disolucién y solidificacioén,
generalmente los productos estandar de agarosa se disuelven en su
buffer entre los 90 - 95°C y solidifican entre 30 - 35 °C, se prepara la
solucién de agarosa en buffer, mientras mas concentrada, mayor sera la
densidad del gel y los fragmentos que podran pasar a través de ella seran
de menor tamano.

)  Preparacién de las muestras, una vez purificada la muestra y
separada en las alicuotas deseadas: se deben diluir con buffer de carga,
este debe tener una alta densidad para que permita que la muestra se
introduzca y permanezca en el pocillo del gel, ademas de contener
colorantes que indiquen el frente de corrida de la electroforesis como
medida para detener la técnica cuando el marcador vaya a salir del gel.

[l) Carga de las muestras y corrida del gel: en algunos casos se
recomienda calentar previamente las muestras a 65 °C durante 3-5 min
y enfriarlas en hielo antes de cargarlas. Una vez solidificado el gel se
coloca en la cdmara de electroforesis (el DNA migra hacia el anodo), se
debe llenar la camara con buffer de corrida hasta tapar el gel y
posteriormente cargar las muestras en los pocillos.

IV)  Tinciéon del gel y visualizaciéon del DNA: Se utiliza en una dilucién
en agua para el tenido del gel tras la electroforesis, existen diferentes
alternativas de colorante para tenir el gel de agarosa, entre los mas
conocidos se encuentran el BrEt, SYBR (Gold, Green o Safe), los cuales
tienen diferentes especificaciones y se clasifican principalmente por
sensibilidad en la afinidad por en DNA, capacidad mutagénica y
resolucion. En algunos casos este paso es adicional, ya que existen
protocolos de tincion donde se agrega el colorante a la solucién de
preparacion del gel.

1.6. Técnicas de ingenieria genética en tratamientos contra SARS-CoV-
2

Se ha mencionado previamente la importancia de desarrollar métodos
de produccion de proteinas recombinantes. Aunque esta técnica no es
13
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novedosa, la creacién de vectores de transformacién para producir
proteinas de interés en organismos competentes sigue siendo una de las
opciones mas rentables hasta la fecha [22].

Es crucial seleccionar un organismo competente que sea susceptible al
proceso de transformacion propuesto y que, idealmente, sea de bajo
costo para permitir su escalado a nivel industrial. Las bacterias
Escherichia coli pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y al
género Escherichia, son ampliamente conocidas y utilizadas en diversos
procesos industriales para la produccion de farmacos [22]. Entre las
cepas de E. coli utilizadas para la clonacién y expresién de proteinas se
encuentran E. coli DH5a y E. coli BL21-CodonPlus (DE3).

1.6.1. Vectores de expresion

Un vector bioldgico se define como un agente que transporta material
infeccioso o externo desde un portador a un huésped, que puede ser un
animal, insecto, bacteria o virus. Entre los vectores se encuentran los
plasmidos que son elementos genéticos de ADN extracromosdmicos
presentes en la mayoria de las bacterias. Estos plasmidos se transfieren
facilmente entre bacterias del mismo género y familia. Ademas, suelen
contener genes que les otorgan propiedades adaptativas y de
supervivencia en condiciones ambientales adversas, como la presencia
de antibidticos u otros compuestos perjudiciales para la bacteria [23].

1.7. Sistema pET y clonacién en células DH5a

El sistema pET es una herramienta utilizada para clonar y expresar
proteinas recombinantes en E. coli mediante el uso de unvector pET. En
este sistema, la clonacion de los genes de interés se realiza en un
organismo huésped que carece de la RNA Polimerasa T7, como
NovaBlue o DH5aq, lo que permite clonar y obtener multiples vectores,
sin expresar el gen de interés. Esto evita la intoxicacién del organismo
por la sobreexpresion de material externo. Ademas, el sistema pET
utiliza un método de seleccion de colonias transformadas mediante la
inclusion de un gen que confiere resistencia a un antibidtico
determinado. En este, trabajo se utilizd el vector pET-28b(+) con
resistencia a kanamicina (Figura 8). Las cepas de E. coli DH5a
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guimiocompetentes, que presentan una "recombinacién alterada", son
altamente recomendadas y se utilizaron en este estudio. Estas cepas son
Optimas para la insercién y amplificacion estable de material genético
(Figura 7), ya que su membrana ha sido modificada para aumentar la
permeabilidad mediante una solucion de CaCl, y un choque térmico
posterior, lo que facilita la entrada de plasmidos recombinantes [24, 25].

Plasmido

; Escherichia coli
recombinante

Célula hospedadora

O

Célula
transformada

Figura 7. Descripcion grafica del proceso de transformacién en E. coli
DH5a. Fuete: Imagen extraida de [26] y modificada con el programa
[llustrator.

1.8. Construccion de vectores recombinantes

Los vectores de transformacion, como los utilizados en el sistema pET,
disponen de multiples sitios de corte de restriccion mediante
endonucleasas para insertar el gen de interés entre uno o mas cortes.
Los métodos para la preparacion de vectores transformantes fueron
descritos por Russel y Sambrook (2001) [27]. A continuacién, se
enumeran:

) Adicidén de sitios de corte de endonucleasas al gen diana por medio
de PCR: a los oligos del gen de interés se le adicionan las secuencias de
reconocimiento y restriccion tanto en el extremo 5’ como en el 3’, para
flanquear el fragmento con las endonucleasas seleccionadas.

[I)  Digestion del vector y del fragmento de DNA: los sitios de
restriccion deben ser compatibles para la unién del vector y el

fragmento, pueden digerirse con las mismas endonucleasas. En caso de
15
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ser diferentes enzimas los extremos digeridos deberan empatar tanto en
tipo (romos o cohesivos) y en secuencia, los extremos cohesivos han
demostrado tener una mayor afinidad por sus extremos
complementarios.

[lI) Ligacion del fragmento de DNA en el vector de expresion: se lleva
a cabo con una enzima de tipo Ligasa y moléculas donadoras de fosfatos,
el adenosin trifosfato (ATP) es por excelencia la molécula universal
donadora de este grupo con mayor estabilidad en su conformacion
trifosfatada y difosfatada.

1.9. Expresion en células E. coli BL21-CodonPlus (DE3)

Para introducir el vector construido en células adecuadas para la
expresion de la proteina objetivo, se requiere utilizar células que
contengan una copia cromosomica de la RNA Polimerasa T7 controlada
por el promotor lacUV5. Este promotor, una variante mutada del
promotor Lac, presenta una mayor afinidad por la RNA Polimerasa.
Ademas, estas células contienen el gen lacl, que codifica el represor lacl
[28]. Las células quimiocompetentes E. coli BL21-CodonPlus (DE3) son
adecuadas para el fin descrito cuando el gen diana no esta optimizado
para su expresion en E. coli, ya que esta cepa contiene los genes para los
tRNA de los codones AGG, AGA, AUA, CUA y CCC, que no son comunes
en E. coli [29]. Una vez que se insertd el vector en las células BL21-
CodonPlus (DE3) se induce la expresion de la proteina, en el caso del
sistema pET se utiliza el IPTG, molécula analoga a la allolactosa, la cual
compite con el represor lacl para inducir la expresion. La expresion de la
proteina puede verificarte a través de la técnica de SDS-PAGE (véase el
subtema 4.1), en el caso de la tACE2 deberia mostrar una banda en el
gel de SDS en el peso de 39 kDa segun descrito por Gao et al., (2021)
[2].

1.10. Técnicas de extraccion y purificacion de proteinas recombinantes

Muchas de las proteinas recombinantes requieren modificaciones de
plegamiento postraduccionales que no pueden llevarse a cabo en
organismos procariontes, la expresion de estas proteinas en algunos
casos resulta en su acumulacién en forma insoluble, dando origen a los
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llamados “cuerpos de inclusion”. Los cuerpos de inclusién son agregados
citoplasmicos de proteinas, la solubilizacién de estos consiste en
tratamientos con detergentes y agentes caotréopicos como la urea e
hidroclorato de guanidina. En pasos posteriores la L-arginina, se utiliza
para ayudar al replegamiento y estabilizar las proteinas plegadas [30].

Un agente caotrdpico es una sustancia que desorganiza la red
tridimensional del agua, influyendo en la organizacién de sus moléculas
a través de sus enlaces de hidrégeno y la interaccién con otras
macromoléculas tales como proteinas, DNA o RNA, tendiendo a
desnaturalizarlas o disolverlas. Después de separar los cuerpos de
inclusion del resto de la biomasa bacteriana, se someten a
desnaturalizacion y posterior repliegue de |la proteina para lograr una
conformacion lo mas similar posible a la original [31].

Una de las alternativas mas utilizadas para la purificacion de estas
proteinas es la cromatografia. La cromatografia es un método de
separacion de sustancias que viajan por una fase moévil a través de una
columna que contiene una fase estacionaria con afinidad especifica. Una
técnica ampliamente utilizada es la purificacién por marcadores de
afinidad, que implica la adicién de una etiqueta o tag, siendo uno de los
mas comunes una cadena de polihistidinas en el extremo carboxilo-
terminal de la proteina. Esto permite la purificacién por afinidad a iones
metalicos (IMAC, por sus siglas en inglés). Entre las columnas de resina
de niquel, que son comunes y comerciales, se encuentra la mas utilizada
[32].

1.10.1. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida - dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés), es una técnica de
laboratorio ampliamente utilizada para la identificacién de proteinas de
acuerdo con su peso molecular expresado en kDa. Esta técnica es similar
a la electroforesis de ADN, donde la migracién de las proteinas esta
influenciada por el pH de la solucién y del punto isoeléctrico de la
proteina. Ademas, el grado de desplazamiento de las proteinas en el gel
depende de su carga eléctrica [33].
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Existen diversos protocolos para llevar a cabo esta técnica, el método
mas utilizado esta descrito por el Instituto Nacional de la Salud en su
“Manual de procedimientos de electroforesis para proteinay ADN” [34].
A continuacién, se enumeran:

1) Preparacién del gel por sistema discontinuo desnaturalizante: se
le considera de esta manera porque esta conformado por dos geles de
poliacrilamida (carga y corrida) que presentan diferente concentracion,
composicion y pH. Aunque ambos geles terminan unidos, es visible su
separacion y debido a que pueden mezclarse facilmente, deben
prepararse por separado. El gel de carga se situara en la parte superior
del gel, el cual contendra los pocillos de carga de las muestras de
proteina. El gel de corrida en la parte inferior es por donde migraran y
separaran las proteinas.

II) Carga de las muestras y corrida del gel: las muestras deben
prepararse con un colorante de carga, el azul de bromofenol es de los
mas utilizados por su color azul-violeta intenso que permite visualizar la
frontera de corrida del gel y detener a tiempo la técnica. Una vez diluido
el colorante con las alicuotas que contienen la proteina de interés, se
lleva a cabo un proceso de desnaturalizacion con temperatura a 90°C
aproximadamente.

[l) Tenido de las bandas: al terminar la corrida de las muestras por el
gel, es necesario tenirlo para visualizar las bandas por algiin método de
foto-visualizacién bajo luz UV. El colorante mas conocido para tefir
geles de poliacrilamida es el azul de coomassie, generalmente se
disuelve en una mezcla de agua, acido acético y metanol o isopropanol.
El recipiente donde se dejara remojado el gel debe ser de teflén o vidrio,
dejandolo sumergido con un movimiento rotatorio suave por 15 o 20
minutos. Posterior a su tefnido debe destenirse el gel, una forma efectiva
es usar agua hirviendo y dejar remojando el gel en ella durante 30 min,
aproximadamente.

V) Visualizacion de las bandas en un foto-documentador: el foto-
documentador es un equipo disenado para dejar un registro digital de la
imagen de los geles de agarosa o SDS, tienen sensibilidad para
diferentes indicadores como azul de Coomassie, nitrato de plata o
bromuro de etidio (etBR), con luminiscencia y fluorescencia. Una vez
destenido el gel se coloca dentro del foto-documentador y con un
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software dedicado para el equipo se pueden visualizar la intensidad y
posicion de las bandas.

Capitulo Il. Metodologia
2.1. Materiales
2.1.1. Mapa del vector pET-28(+)

Los vectores comunmente se analizan mediante mapas, estos contienen
informacién basica e importante para conocer mejor el vector. El vector
pET-28(+) tiene una longitud aproximada de 5268 pb y cuenta con
diferentes sitios de corte en toda su secuencia. Se mencion6
anteriormente que cuenta con un operén lacl, gen de resistencia a
kanamicina y por supuesto el origen de replicacién para que se lleve a
cabo la transcripcién dentro del organismo huésped (Figura 8).
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(80) BIpI / e
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(4998) PsiI \ \ \ [ / _Sacl  (190)
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_— NdeI (237)
——thrombin site
—6xHis
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(4425) AsiSI - Pvul . p! S ~(ATG
P i () — (a®
F Aaon (] !x __ (res
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(4297) TspMI - Xmal - /,/7 1‘@:«“ ExH,-b% Xbal (334}.
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Figura 8. Mapa completo del vector pET-28b(+). Imagen extraida vy
modificada de SnapGene.
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2.1.2. Mapa del vector hACE2

Se utilizé el vector hACE2 de Addgene de aproximadamente 7813 pb, se
analizé su secuencia para identificar el fragmento del vector donde se
encuentra el gen ACE2, posteriormente se crearon los oligos para la
amplificacion del fragmento trunco tACE2 (Figura 9).
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Figura 9. Mapa completo del vector hACE2 ‘"'Extral'do de Addgene ID:
275247.

2.1.3. Enzimas utilizadas para la preparacion del vector

Se empled la Taqg polimerasa de HF Thermo para la amplificacion de los
fragmentos mediante PCR. Para las PCR de colonias, se utilizé la Taq
polimerasa de 5'BIO. Para la digestion del vector y del fragmento de
ADN, se utilizaron las enzimas Ncol (NEB) y Xhol (Thermo). El fabricante
proporciona una tabla que contiene informacion sobre estas
endonucleasas. En la tabla, se resaltan en color anaranjado los sitios de
corte de las enzimas y se indican las secuencias de reconocimiento a
ambos lados para una catalisis mas eficiente (ver Tabla 1). Para el proceso
de ligaciéon del vector linealizado y del fragmento de DNA digerido, se
utilizé la DNA T4 Ligasa de ThermoFisher.
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Tabla 1. Fragmento de la tabla informativa de endonucleasas de
NEB, Ncol y Xhol.

3 eque a de Oligo
2h 20 h
CCCATGGG 8 0 0

Ncol
CATGCCATGGCATG 14 50 75
CCTCGAGG 8 0 0
Xhol CCCTCGAGGG 10 10 25

CCGCTCGAGCGG 12 10 75

2.2. Metodologia
2.2.1. Sintesis de oligos (oligonucleétidos)

Se utilizaron los oligos propuestos por Gao et al., (2021) [2] para obtener
la versiéon trunca del tACE2. A los oligos Forward y Reverso se les
adicionaron las secuencias de reconocimiento (en verde) y corte (en
naranja) de Ncol y Xhol, respectivamente:

e Ncol Fwd 5' CAT G CAAGTTT AACCACGAAGCCGT
e Xhol Rev 5' CCG GAA GTC GCCCTT CCCCAG GTCCCAAG 3

Se verifico in silico el correcto diseno de los oligos con el programa

SerialCloner, arrojando un posible producto de 999 pb (Figura 10).

hACE2 TGTTGCTGTAACTGCTGCTCAGTCCACCATTGAGGAACAGGCCAAGACATTTTTGGACAA 788 | hACE2 AAGAGCABATCATTATGAGGACTATGGGGATTATTGGAGAGGAGACTATGAAGTAAATGG 1328
TACE2Z mmemm oo CATGCCATGGACAA 14 tACE2 AAGAGCAAATCATTATGAGGACTATGGGGATTATTGGAGAGGAGACTATGAAGTAAATGG 554
ok o o Ak o et
hACE2 GTTTAACCACGAAGCCGAAGACCTGTTCTATCAAAGTTCACTTGCTTCTTGGAATTATAA 840 | hACE2Z GGTAGATGGCTATGACTACAGCCGCGGCCAGTTGATTGAAGATGTGGAACATACCTTTGA 1380
tACE2 GTTTAACCACGAAGCCGAAGACCTGTTCTATCAAAGTTCACTTGCTTCTTGGAATTATAA 74 tACE2 GGTAGATGGCTATGACTACAGCCGCGGCCAGTTGATTGAAGATGTGGAACATACCTTTGA 614
e R R KK K R K R wrEE R HHH R ® HHH K EEEREARRK
hACE2 CACCAATATTACTGAAGAGAATGTCCAAAACATGAATAATGCTGGGGACAAATGGTCTGC 900 | hACE2 AGAGATTAAACCATTATATGAACATCTTCATGCCTATGTGAGGGCARAGTTGATGAATGC 1448
tACE2 CACCAATATTACTGAAGAGAATGTCCARAACATGAATAATGCTGGGGACAAATGGTCTGL 134 | tACE2 AGAGATTAAACCATTATATGAACATCTTCATGCCTATGTGAGGGCARAGTTGATGAATGC 674
kb K R R KRR R R wwmman HoRR R wwmmmk HHE K wwmm ok
hACE2 CTTTTTAAAGGAACAGTCCACACTTGCCCAAATGTATCCACTACAAGAAATTCAGAATCT 968 | hACE2 CTATCCTTCCTATATCAGTCCAATTGGATGCCTCCCTGCTCATTTGCTTGGTGATATGTG 1588
tACE2 CTTTTTAAAGGAACAGTCCACACTTGCCCARATETATCCACTACAAGAAATTCAGAATCT 194 | TACE2 CTATCCTTCCTATATCAGTCCAATTGGATGCCTCCCTGCTCATTTGCTTGGTGATATGTG 734
RO R R R R R R R R K AR RO R KRR KRR R R R R R RO R R RR KR R KRR KR KRR KRR R R S EEEEHKHK
hACE2 CACAGTCAAGCTTCAGCTGCAGGCTCTTCAGCAAMATGGGTCTTCAGTGCTCTCAGAAGA 1820 | hACEZ GEGTAGATTTTGGACAAATCTGTACTCTTTGACAGTTCCCTTTGGACAGAAACCAAACAT 1568
tACE2 CACAGTCAAGCTTCAGCTGCAGGCTCTTCAGCAAAATGGGTCTTCAGTGCTCTCAGAAGA 254 | TACE2 GEGTAGATTTTCGACAAATCTGTACTCTTTGACAGTTCCCTTTGGACAGAAACCAAACAT 794
R R R R R > R KRR wmmmE R exmmmn HEE K wwwmEEK wHH K EEEREEAR
hACE2 CAAGAGCAAACGGTTGAACACAATTCTAAATACAATGAGCACCATCTACAGTACTGGAAA 10880 | hACE2 AGATGTTACTGATGCAATGGETGGACCAGECCTGGEATGCACAGAGRATATTCAAGGAGGC 1620
tACE2 CAAGAGCAAACGGTTGAACACAATTCTAAATACAATGAGCACCATCTACAGTACTGGAAA 314 | TACE2 AGATGTTACTGATGCAATGGTGGACCAGGCCTGGEATGCACAGAGAATATTCAAGGAGGC 854
...... B - ARk * HoRko dk K
hACE2 AGTTTGTAACCCAGATAATCCACAAGAATGCTTATTACTTGAACCAGGTTTGAATGAAAT 1148 | hACE2 CGAGAAGTTCTTTGTATCTGTTGGTCTTCCTAATATGACTCAAGGATTCTGGGAAAATTC 168@
tACE2 AGTTTGTAACCCAGATAATCCACAAGAATGCTTATTACTTGAACCAGGTTTGAATGAAAT 374 | TACE2 CGAGAAGTTCTTTGTATCTGTTGGTCTTCCTAATATGACTCAAGGATTCTGGGAAAATTC 914
R R AR AR Ehm P fE Ak HoR kA Sk ok
hACE2 AATGGCAAACAGT TTAGACTACAATGAGAGGCTCTGGGCTTGGGAAAGCTGGAGATCTGA 1200 | hACE2 CATGCTAACGGACCCAGGAAATGTTCAGAAAGCAGTCTGCCATCCCACAGCTTGGGACCT 174@
tACE2 AATGGCAAACAGTTTAGACTACAATGAGAGGC TCTGGGCTTGGGAAAGCTGGAGATCTGA 434 | tACE2 CATGCTAACGGACCCAGGAAATGTTCAGAAAGCAGTCTGCCATCCCACAGCTTGGGACCT 974
R OK ROR R RRR  RROR K RRR R RRRR hk ok e o £n A
hACE2 GGTCGGCAAGCAGCTGAGGCCATTATATGAAGAGTATGTGGTCTTGAAAAATGAGATGGL 1260 | hACE2 GEGGAAGGGCGACTTCAGGATCCTTATGTGCACAAAGETGACAATGGACGACTTCCTGAC 18e@
tACE2 GGTCGGCAAGCAGCTGAGGCCATTATATGAAGAGTATGTGGTCTTGAAAAATGAGATGGC 494 | tACE2 GGGGAAGGGCGACTTCCTCGAGCGG- - - - - - - - === === - ----m oo oo o mmmmm oo 999
R R KK A R K K K OR K E

Figura 10. Alineamiento de la secuencia de tACE2 comparada con el
gen ACE2 del vector hACE2. Captura obtenida de SnapGene.
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2.2.2. PCR de los fragmentos tACE2

Se prepararon las alicuotas para la reaccion de PCR segun las indicaciones
del fabricante (Tabla.2).

Tabla 2. Protocolo para la reaccion de PCR con HF de

Thermo.
Volumen de Reaccién 50 pL Concentracion
Final
Agua Hasta 20 yL Hasta 50 yL

5X Phusion HF Buffer 4 uL 10 yL 1X
10 mM dNTPs 0.4 pL 10 yL 200 uM
Fwd primer X uL X uL 0.5 uM
Rev primer X puL X puL 0.5uM

DNA plantilla X uL 0.125 pL
(DMSO, opcional) (0.6) L (1.5) uL -3%
Phusion HF DNA Polimerasa 0.5 uL 0.5 uL 0.02 U/uL

Se determind la temperatura de fusién (Tm) de los oligos utilizando la
herramienta “Tm calculator” de ThermoFisher en su pagina oficial,
www.thermofisher.com. Los resultados mostraron una Tm de 73.6 °C
para el Forward (Fwd) y 81.9 °C para el oligo Reverse (Rev). Sin embargo,
dado que la temperatura de alineamiento no puede exceder los 72 °C,
se definié que la temperatura de Tm éptima es de 59 °C, como se indica
en el estudio de Gao et al., (2021) [2]. Se llevaron a cabo 32 ciclos de
amplificacion bajo las condiciones descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de los ciclos de PCR.
Paso de reaccion Temperatura Tiempo

Pre-desnaturalizacion 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Alineamiento 59°C 30 seg
Extension 72°C 45 seg
Extension final 72°C 5 min

2.2.3. Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit "Thermo
Scientific GeneJET PCR Purification Kit #KO0701", siguiendo las
instrucciones detalladas en su manual de usuario.

2.2.4. Digestion de productos de PCR y vector pET-28b(+)
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Para establecer el protocolo de la digestion enzimatica, se siguieron las
indicaciones del fabricante de las enzimas de restriccion, NEB. Esta
herramienta “Restriction Digest” se encuentra disponible en la pagina
https://nebcloner.neb.com. A partir de la informacion obtenida, se
establecio el siguiente protocolo detallado en la Tabla 4. La digestion se
realizé a una temperatura de 37 °C en un termobloque durante 2 horas,
seguida de un paso adicional a 60 °C durante 20 minutos para desactivar
las enzimas de restriccion.

Tabla 4. Protocolo de reaccién para la digestion de
tACE2 y pET-28b(+) con Ncol y Xhol de NEB.

Componente Vol. final Componente Vol. final
40 L 40 pL
Producto PCR 3.72 uL pET-28b(+) 16.4 yL
10X NEBuffer 4 uL 10X NEBuffer 4 uL
Xhol 1L Xhol 2 uL
Ncol 0.8 uL Ncol 0.8 uL
ALN 30.48 uL ALN 16.8 pL

2.2.5. Purificacion de productos de digestion

Se llevé a cabo una purificacion mediante electroforesis en gel, donde
las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% en pocillos mas
amplios (se unieron tres pocillos mediante el uso de cinta adhesiva). Se
incluyeron los controles correspondientes. Para la purificacién, se utilizd
el kit "Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit", siguiendo las
instrucciones detalladas en su manual de usuario.

2.2.6. Ligacion con DNA T4 Ligasa

Tras purificar ambos productos de digestién, se procedid a preparar la
reaccion de ligacion utilizando la DNA T4 Ligasa de ThermoFisher,
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Los
detalles de la reaccién se encuentran especificados en la Tabla 5.

La reaccidn se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 20 minutos.
A bajas temperaturas, los extremos cohesivos se estabilizan, pero la
eficiencia de la enzima se reduce. Por otro lado, a temperaturas
superiores a la temperatura ambiente, se potencia la actividad de la
enzima, pero se desestabilizan los extremos cohesivos.
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Tabla 5. Protocolo de reaccion para la
T4 DNA Ligasa.

Componente Vol. Final

(20 pL)
2x React. Buffer 10 pL
Inserto DNA 3.3 uL (90 ng)
PET-28b(+) 2 uL (30 ng)
Agua libre de nucleasas 1.7 uL
T4 DNA ligase 1pul
ATP’s 2 uL (10 nmol/ uL)

2.2.7. Transformacion por choque térmico

El protocolo para la transformacion de bacterias E. coli DH5a fue el
siguiente:

I) Descongelar bacterias E. coli (en el laboratorio se tienen
muestras congeladas a menos 80 °C de 100 pL) pasar
las alicuotas con bacterias en tubos Eppendorf de 1.5
mL y anadir en cada uno de ellos 10 pL de la solucién
de ligacién del vector pET- 28b+tACE?2,

[I) Se procura dejar un vial con bacterias E. coli sin el vector
como control negativo.

[11) Dejar los tubos en hielo por 20 minutos.
[V)Pasarlos a un termobloque a 42 °C por 1 minuto.
V) Volver a poner en hielo por 5 minutos.

VI1)Adicionar 900 pL de medio LB (esto ayuda a que la célula
se recupere por el choque térmico y ayuda a su
crecimiento).

VII) Pasarlos de nuevo al termobloque a 37 °C y 500 rpm
por 56 minutos.

Posteriormente sembramos las cepas transformadas en cajas Petri con
agar LB agarosa y kanamicina, siguiendo los siguientes pasos:

[) Anadir 100 pL de bacterias transformadas en cada caja

Petri con Kanamicina.
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[I) Sembrar el control negativo en una caja Petri con
antibiético y marcarla.

[1I) Dejar incubando las cajas a 37 °C por no mas de 16 horas.

2.2.8. Purificacion del vector pET-28b+tAEC2 y transformacion de E.
coli BL21- CodonPlus (DE3)

Pasadas 14 horas de incubacién, se escogieron aquellas colonias mas
grandes que sobrevivieron y se realizé un PCR de colonia con la Taq
polimerasa de 5’BIO, con el protocolo del fabricante (Tabla 6).

Tabla 6. Protocolo para la reacciéon de PCR
con Taq DNA polimerasa de 5’BIO.

Volumen de Reaccién 50 uL 25 pL
Buffer 10X 5uL 2.5uL
Cebador Fwd (10uM) | 1 uL (02 umy | 0P S,\L,I)(O'z
Cebador Rev (10uM) | 1L ©02um) | ©° L‘,\'-A)(O'z
MgCI2 4 uL (1-4 uM) | 2 pL (1-4 pM)
DNA plantilla 10 pg - 1 ug 10 pg- 1 ug
0.250 yL 0.125 uL
Taqg DNA polimerasa . .
(1.25 U) (1.25 U)
Mezcla de dNTPs 1uL 0.5 uL
(10mM) (0.2uMc/u) | (0.2 uM c/u)
: Llevar a: 50 Llevar a: 25
Agua libre de nucleasas
pL pL

Para confirmar la correcta insercion del fragmento de tACE2 en el
vector, se llevd a cabo una reaccion utilizando las mismas condiciones
descritas previamente. Sin embargo, en este caso, se obtuvo la muestra
de ADN mediante la recoleccion de una parte de las colonias al picarlas
con una punta de micropipeta estéril. Sobrevivieron un total de 6
colonias. Las muestras amplificadas fueron enviadas a la unidad de
secuenciacion del IBT UNAM, Cuernavaca, y la secuencia obtenida
coincidié con el fragmento esperado.

A continuacion, las colonias seleccionadas se inocularon en tubos que
contenian 5 mL de medio LB y 5 pL de kanamicina (30 mg/mL), y se
incubaron a 200 rpm a 37 °C durante 14 horas. Posteriormente, se

25
Memorias de residencias profesionales

@), OO0




Coleccién de ESMOS

extrajo el plasmido pET-28b+tACE2 utilizando el kit “Thermo Scientific
GenelJET Plasmid Miniprep Kit”.

El protocolo de transformacion utilizado para las bacterias E. coli BL21-
CodonPlus (DE3) quimiocompetentes fue el mismo que se describid
previamente para las E. coli DH5a. Las cajas Petri se incubaron a 37 °C
durante 14 horas en una incubadora.

2.2.9. Expresion por medio de la induccion con IPTG

Se selecciond una de las colonias de BL21-CodonPlus (DE3) y se preparé
un preindculo en un tubo de cultivo. Se anadieron 5 mL de medio LB
con 5 pL de Kanamicina, y se transfirid una pequena porcion de la
colonia seleccionada al tubo de ensayo utilizando una punta de
micropipeta. El cultivo se incubd durante 14 horas a 37 °C con agitacion
constante a 200 rpm.

Al dia siguiente, se inocul6 200 mL de medio LB en un matraz
Erlenmeyer de 1 L, asegurandose de dejar un espacio de aire 4 o 5 veces
mayor que el volumen de LB (considerando una densidad de 1 g/cm’).
Se anadieron 200 pL de Kanamicina y el 1% del volumen del cultivo que
se dejo en crecimiento el dia anterior. Todas estas operaciones se
llevaron a cabo dentro de una campana de esterilidad.

Se tomé una muestra de 1 mL de medio LB como blanco y otra muestra
de 1 mL del cultivo inoculado, que se transfirieron a las celdas de
espectrofotometria para medir la densidad éptica a 600 nm. Siguiendo
el trabajo de Gao et al., 2021 [2], se monitored el crecimiento bacteriano
hasta que alcanzé una absorbancia entre 0.4 y 0.6. El matraz se dejé
incubando a 37 °C con agitacion a 250 rpm ,y se tomod una alicuota de 1
mL para realizar lecturas de absorbancia cada 45 min. Los resultados de
las lecturas de absorbancia se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Lecturas de absorbancia de crecimiento
de colonia de BL21-CodonPlus (DE3).

Lectura

Blanco 0.0507
1 0.0922
2 0.3308
3 0.6674
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La expresion del tACE2 se llevé a cabo anadiendo 200 ulL de IPTG al
cultivo para alcanzar una concentracion final de 1 mM. El cultivo se
mantuvo en la incubadora bajo las mismas condiciones durante 6 horas.

Después de las 6 horas de incubacién, se tomé una alicuota no mayor
de 2 mL y se centrifugd junto con la primera muestra de lectura del
espectro antes de la inducciéon. Se corrié un SDS-PAGE como control
para verificar que la expresién haya resultado. Con el fin de verificar la
expresion, se realizé un SDS-PAGE como control. La concentracién de
la muestra inducida para cargarla en el gel fue de aproximadamente
1:20, lo que significa que se utilizd 1 uL de muestra por cada 20 uL de
tampon de carga.

2.2.10. Extraccion de cuerpos de inclusion por sonicacion

Después de las 6 horas, todo el medio se centrifugd a 6000 rpm durante
10 min. Se elimind el sobrenadante y se resuspendioé el sedimento en un
buffer de fosfato salino (PBS) a pH 7.4, en una proporciéon de 1:10 (por
cada gramo de pellet se anadieron 10 mL de PBS). A continuacién, se
realiz6 la sonicacion de ultrasonido, utilizando las siguientes
condiciones: 20 segundos de ultrasonido, 20 segundos de reposo, y se
repitio este ciclo durante 2 minutos. Este proceso se llevd a cabo en 6
intervalos de 20 segundos. Posteriormente, se centrifugd a 12000 rpm
durante 10 min y se elimino el sobrenadante. Se reservé una parte del
sobrenadante para realizar una electroforesis SDS- PAGE en pasos
posteriores con el objetivo de verificar el proceso de purificacion de la
proteina. La biomasa resultante se lavé con la solucién compuesta por:
PBS + 0.1% Triton X-100 por triplicado, utilizando la misma proporcion
1:10. Después de cada lavado, se centrifugd a 12000 rpm durante 10
min. También se guardd cada sobrenadante para su analisis en los
diferentes pasos de purificacion.

A continuacion, se realizé un lavado del sedimento con agua destilada
en una proporcion de 1:10. Se centrifugé a 12000 rpm durante 10
minutos y se guardé el sobrenadante resultante. A partir de este punto,
se logré separar los cuerpos de inclusion de los residuos celulares, y el
siguiente paso consistira en la desnaturalizacion de los cuerpos de
inclusiéon y su union a la resina de Niquel.
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2.2.11. Purificacion de tACE2 por columna de afinidad

Para llevar a cabo la purificacién en columna de niquel, se prepararon
tres buffers con las siguientes especificaciones:

I) Buffer de union a la resina

a) 50 mM de buffer de fosfato de sodio (NazHPO4 - NaH2PQO.),
pH 8.0

b) 500 nM de cloruro de sodio (NaCl).
c) 0.5% Triton X-100

d) 10% glicerol

e) 5 mM de imidazol

f) 8 M de urea

Il) Buffer de lavado

a) 50 mM de buffer de fosfato de sodio (NazHPO4 - NaH2POu),
pH 8.0

b) 500 nM de cloruro de sodio (NaCl).
c) 0.5% Tritén X-100

d) 10% glicerol

e) 5 mM de imidazol

I11) Buffer de elucion

a) 50 mM de buffer de fosfato de sodio (NazHPO4 - NaH2POu),
pH 8.0

b) 500 nM de cloruro de sodio (NaCl).
c) 0.5% Tritén X-100

d) 10% glicerol

e) 200 mM de imizadol

f) 8 M de urea
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Buffer de lavado: Se utilizé para lavar la columna antes y después de su
uso. Se agregaron 20 mL de este buffer y se dejo lista para su utilizacién.

Buffer de unién: Se utilizé en dos etapas. En la primera etapa, se empled
para resuspender el pellet de los cuerpos de inclusién y pasarlos a través
de la columna de niquel, permitiendo que la proteina se adhiera a la
resina. En la segunda etapa, se utilizé para enjuagar la muestra unida a
la resina y arrastrar cualquier proteina no deseada. Se utilizaron 10 mL
de buffer en cada etapa.

Buffer de elucién: Se utilizd para desplazar la proteina unida a la resina
utilizando una alta concentracion de imidazol. La proteina se recolecto
en un tubo Falcon. Se recomendé guardar todas las muestras obtenidas
durante esta etapa para su posterior verificacion. Se utilizé una cantidad
de 10 a 20 mL de buffer en cada corrida.

Es importante destacar que todas las corridas de buffer fueron
guardadas para su posterior andlisis y verificacion segun el protocolo
establecido.

2.2.12. Replegamiento de la proteina tAEC2

Después de la ultima corrida en la columna de niquel, se procedié a
realizar un ultimo lavado de la columna con el buffer de lavado y se
guardé la columna para su posterior uso. El ultimo filtrado recolectado
en esta etapa final fue dializado con cuatro buffers diferentes durante
un periodo de 24 horas a una temperatura de 4 °C, utilizando cada
buffer de forma secuencial.

1) Buffer NTA + 4 M de urea.
2) Buffer NTA + 2 M de urea.
3) Buffer NTA + O M de urea.
4) Buffer PBS pH 7.4

Al finalizar las cuatro dialisis, se tomaron dos enfoques diferentes segln
las condiciones de la muestra. Si se observaba algtn precipitado dentro
de la bolsa de celulosa, se realizé una centrifugacién de toda la muestra
a4 °C,a 13000 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, se colectd todo
el sobrenadante en un tubo Falcon y se almacend en refrigeracion. En
29
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caso de que no se observara ningun precipitado dentro de la bolsa, se
procedid a colectar directamente la muestra en un tubo Falcon y se
almacené en refrigeracion. Finalmente, se realizé un SDS-PAGE con las
muestras tanto antes como después de su paso por la columna de
afinidad de niquel. Ademas, se midié la concentracion de proteina en la
muestra final filtrada.

Capitulo lll. Resultados

Los oligos que se disefiaron con el software de SerialCloner se
mandaron a la unidad de secuenciacién vy sintesis del IBT UNAM. Una
vez sintetizados se preparé una PCR con las condiciones descritas
anteriormente. Finalizada la PCR se corrieron sus productos en un gel
de agarosa al 1% mediante la técnica de electroforesis, durante 60 min
a 80 V (volts). Al finalizar se digitalizo el gel en un foto-documentador,
el resultado se observa en la Figura 11.

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5p9 %

—1000 60 12

%

L
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_ .45 min

Figura 11. Gel de agarosa 1% de los productos de PCR del tACE2. Carril
1, marcador de peso molecular; carril 2, muestra de producto de PCR;
carril 3, control positivo; carril 4, control negativo.
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Se observé que la amplificaciéon de la fraccién tACEZ2 fue correcta
y coincidié con la longitud esperada del fragmento. Una vez
confirmada que la amplificacion del gen tACE2 fue exitosa, se
procedid a purificar los productos de PCR, con la intenciéon de
excluir cualquier residuo proteico y de oligos del fragmento
tACE2. Después de usar el kit de purificacion mencionado
anteriormente, se midié la concentracion de DNA de los
fragmentos tACE2 puros, usando el espectrometro NanoDrop
2000 de ThermoFisher, se obtuvo una concentracién de 255.5
ng/uL de DNA (Figura 12).
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Figura 12. Cl]ah;cificacién de concentracién de DI<IA de la
purificacion de productos de PCR de tACE2.

El vector pET-28b(+) se purificd al igual que el fragmento tACE2.
Después, se realizé la digestion del fragmento tACE2 y del vector
pET-28b(+) con las enzimas antes descritas, seguida de una
purificacion por separado de ambos componentes, posteriormente se
realizé la ligacion entre el pET-28b(+) y el fragmento tACE2,
obteniendo el constructo pET-28b(+)-tACE2 que fue cuantificado
usando el mismo espectrometro, se obtuvo una concentracién de
314.1 ng/uL de DNA (Figura 13).
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Figura 13. Cuantificacion de concentracion de DNA del vector pET-
28b(+)tACE2.

Siguiendo con el protocolo, se realizé la clonaciéon del constructo pET-
28b(+)-tACE2 en células de E. coli DH5a, después se realizé la
purificacion del constructo y con él se transformaron células de E. coli
BL21-CodonPlus (DE3). Una vez transformadas las bacterias de E. coli
BL21, se tomaron muestras del medio donde se inocularon, antes y
después de inducir la expresion del gen tACE2 con IPTG, las muestras
se corrieron en una electroforesis de proteinas mediante la técnica de
SDS PAGE (Figura 14).
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Figura 14. SDS-PAGE de las muestras de BL21-CodonPlus (DE3) vs los
resultados de Gao et al., 2021 [2]. (a) carril 1, marcador de peso; carrril
2, lisado de BL21-CodonPlus (DE3) después de la induccién; carril 3,
lisado de BL21-CodonPlus (DE3) antes de la induccidn. (b) Carril 1, lisado
bacteriano no inducido; carril 2, lisado bacteriano inducido con IPTG 1
mM durante 6-7 h.

Después de confirmar que la proteina recombinante tACE2 fue
expresada mediante la induccién con IPTG, se procede a purificar
32
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mediante la técnica de cromatografia de columna de afinidad con resina
de niquel. Se tomaron muestras de la proteina tACE2 antes y después
de pasar por la columna para ser visualizados en PAGE-SDS (Figura 15).

Figura 15. SDS-PAGE de las muestras de tACE2 vs los resultados de Gao
etal., 2021 [2]. (a) carril 1, marcador de peso; carrril 2, Gltima corrida de
la muestra por la columna de afinidad con el buffer de elucién; carril 3,
muestra cruda. (b) carril 1, muestra cruda; carril 2, ultima corrida por
columna de Niquel.

Finalmente, purificada la proteina recombinante tACE2, se hizo una
cuantificaciéon de la concentracion de proteina, medida por el
espectrometro mencionado anteriormente (Figura 16), se obtuvo una
concentracion de 2.001 mg/mL de proteina de tACE2.

04

Figura 16. Cuantificaciéon de protel'hlé.s de tACE2 purificada por columna
con resina de niquel.
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CONCLUSIONES

La amplificacion exitosa de la regién del gen tACE2 se verific6 mediante
la simulacion precisa en SerialCloner y se confirmé mediante la
electroforesis de DNA, lo cual respalda la obtencién de los productos de
PCR deseados. La clonacion del vector pET-28b+tACE2 en E. coli DH5a
se validé de manera satisfactoria mediante la PCR de colonia en las
colonias sobrevivientes, lo que se evidencié por la presencia de una
banda similar al control positivo de tACE2. Esto demuestra que se logré
la introduccidén exitosa del vector en las células bacterianas.

Se logro la expresion de la proteina tACE2 en E. coli BL21 Codon Plus
(DE3) inducida por IPTG, lo cual se confirmé mediante la técnica SDS-
PAGE mostrando una banda de aproximadamente 36 kDa, consistente
con los resultados obtenidos en el estudio de Gao et al., 2021 [2].

En el proceso de purificacion por columna de afinidad de resina de
niquel, se debe de procurar usar una cantidad suficiente de resina y que
se encuentre en excelentes condiciones. En caso de que surgieran
problemas con la resina, se recomendod repetir los pasos de purificacion
utilizando los "residuos" de las purgas consecutivas de cada lavado de la
columna, a fin de maximizar el rendimiento de las proteinas de interés.

Al obtenerse la proteina tACE2 concentrada y purificada, se sugirid
realizar pruebas de estabilidad para asegurar su capacidad de unirse al
sitio de unidon con el RBD de manera similar a las proteinas nativas.
Ademas, se menciono la posibilidad de escalar el protocolo a voliUmenes
mayores y concentraciones mas altas para evaluar su eficiencia en
producciones a gran escala.

COMPETENCIAS DESARROLLADAS

A continuacién, se detallan las competencias y técnicas desarrolladas
durante el proyecto:

) Diseno de oligos de DNA para amplificar region de
DNA de interés y su posterior amplificacion a través
de reacciones de PCR. Utilizacién del software
SerialCloner para simular la reaccién de
amplificacion.
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) Establecimiento de condiciones de reaccion de PCR
optimas y preparaciéon adecuada de las reacciones
utilizando manuales de proveedores de la enzima de
DNA Polimerasa Tag.

)  Preparacion de geles de agarosa vy
poliacrilamida, uso de técnicas de
electroforesis para separar y analizar muestras
de DNA vy proteinas.

V)  Utilizacion de métodos de purificacion de productos
de PCR, fragmentos de DNA y plasmidos.

V)  Aplicacion de protocolos parala transformacion vy
expresion de proteina en diferentes cepas de E. coli.

VI) Obtencién y procesamiento de cuerpos de inclusion,
agregados proteicos presentes en el citoplasma de las
células bacterianas.

VIl) Purificacion de proteinas mediante
cromatografia de columna de afinidad utilizando
resina de niquel.

VIIl) Replegamiento y concentracién de proteinas
mediante técnicas de didlisis utilizando diferentes
buffers de amortiguacion.

https://sites.google.com/view/esmosbuap/esmos-2023/esmos-60
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