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1. INTRODUCCION

El sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV2) significé un antes y un después para el
mundo, en el contexto econémico, cientifico, sanitario y social, este virus responsable de la
enfermedad de COVID-19, es infeccioso, altamente prevalente y potente, pertenece a la familia
de los Coronavirus y es de origen zoonotico, detectado por primera vez en China con un
diagndstico de neumonia de origen desconocido, el COVID-19 se propago6 rapidamente a nivel
mundial con un estatus de emergencia sanitaria internacional. Para el 25 de noviembre de 2021,
se habian registrado ya casi 257 millones de casos confirmados de COVID-19 en todo el mundo.
Previo a este brote, se tenia conocimiento de algunos coronavirus que producian infecciones
leves en humanos; sin embargo, tras la pandemia se evidencié su capacidad para provocar

cuadros clinicos graves y potencialmente mortales.

Hasta ahora, el mundo sigue esforzandose por desarrollar nuevas formas de diagnosticar y tratar
la enfermedad de COVID-19. A pesar del avance global que ha habido en el desarrollo de nuevas
estrategias diagnosticas y terapéuticas para ésta enfermedad, todo se ha centrado
predominantemente en la proteina espiga (Spike) del SARS-CoV2, no obstante, la aparicion
continua de variantes preocupantes ha evidenciado importantes limitaciones en las terapias

dirigidas a dicha proteina.

Bajo este contexto, la proteina de la nucleocapside (proteina N) del SARS-CoV2 Se ha
caracterizado como una proteina altamente conservada dentro de la familia de los coronavirus y
en la evolucién del virus, ademas, esta implicada en el proceso clave de infeccion y ensamblaje
viral. Es la proteina estructural viral mas expresada tras la infeccién por SARS-CoV2 en humanos
y tiene una alta inmunogenicidad. Por lo tanto, la proteina N es de interés para el desarrollo de
herramientas biotecnoldgicas contra el virus y, puede tener una aplicacién clinica con gran valor

potencial de investigacion.

Escherichia coli (E. coli) es uno de los sistemas de expresion mas comunes para producir
proteinas recombinantes. Esta bacteria ubicua ha sido un organismo modelo en la investigacion
cientifica por mas de un siglo, uno de sus principales logros ha sido su uso como hospedador
para la expresion de proteinas recombinantes, destacandose por su rapido crecimiento en medios
simples y su capacidad para alcanzar altos niveles de produccion, ofrece altos niveles de

expresion, facilidad en la manipulacién genética y rentabilidad (Lara, 2011).
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El objetivo de este trabajo es desarrollar el primer sistema de expresion recombinante de la
proteina N del virus de SARS-CoV2 producido en un sistema bacteriano, como candidato para el

desarrollo de diversas herramientas biotecnolégicas contra el virus.
2. MARCO TEORICO

Los coronavirus (CoV) se consideraban patdgenos respiratorios relativamente inofensivos para
los humanos. Sin embargo, hasta el momento se han identificado siete coronavirus capaces de
infectar a los seres humanos, 229-E (a-CoV), NL63 (a-CoV), OC43 (B-CoV), HKU1 (B-CoV),
MERS-CoV (B-CoV), SARS-CoV (B-CoV) y SARS-CoV2 (B-CoV) (Garcia et al., 2020; Santos,
2021) dos de ellos provocaron brotes de infeccién grave del tracto respiratorio; en el 2002 el brote
fue causado por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y en el 2012
se presentd el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), ambos
cruzando la barrera de las especies y presentaron altas tasas de patogenicidad y mortalidad en

humanos (Song et al., 2019).

El brote de COVID-19, se presentdé como una de las pandemias mas catastroficas del siglo. El
SARS-CoV2 fue identificado por primera vez en la ciudad de Wuhan (China), con una tasa de
infecciones y muertos sin precedentes (Sofi et al., 2020), representando la crisis sanitaria mas
significativa del ultimo siglo. Su propagacion local y posterior expansion mundial alcanzaron
rapidamente niveles alarmantes, afectando gravemente la salud publica y la economia global, lo
gue llevo a que fuera declarada una "Emergencia de Salud Publica de Importancia Internacional”
en menos de un mes. Para el 2020, se habia convertido en la tercera causa de mortalidad a nivel
mundial y la segunda en el 2021, un periodo durante el cual se perdieron aproximadamente 13

millones de vidas, segun los ultimos reportes de la OMS (Escudero et al., 2020; WHO, 2024).

Esta pandemia, ha puesto de manifiesto la urgencia de contar con respuestas rapidas y
adaptables en la industria para producir herramientas y reactivos necesarios para el diagnoéstico,
tratamiento y prevencién de nuevas enfermedades virales de forma rentable (Machhi et al., 2020;
Sofi et al., 2020).



AT\

Casa abierta al tiempo ., Giencias
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Bioigicas |

Unidad Iztapalapa B

3. ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL GENOMA DEL CORONAVIRUS

La particula viral presenta proyecciones espiculares distribuidos a lo largo de su membrana, lo
gue le confiere la apariencia de una corona. Los coronavirus pertenecen al orden de los Nidovirus
suborden Cornidovirineae, familia Coronaviridae y subfamilia Orthocoronavirinae, la cual se divide
en 4 géneros: Alpha-coronavirus, Beta-coronavirus, Gamma-coronavirus y Delta-coronavirus, el
SARS-CoV2 pertenece al género Beta-coronavirus, subgénero Sarbecovirus, dentro de la familia

Coronaviridae y la subfamilia Orthocoronaviridae. (Liu et al., 2020) (V’kovski et al., 2021).

Los viriones de este virus son envueltos y esféricos, con un diametro aproximado de 120-160 nm.
Su genoma esta compuesto por ARN monocatenario lineal de cadena sencilla en sentido positivo
con un tamafio aproximado de 29,891 nucleétidos que codifica para 9,860 aminoacidos (Garcia
et al., 2020; Harrison et al., 2020; Hu et al., 2021). El genoma del SARS-CoV?2 es el genoma mas
grande conocido de los virus de ARN, tiene una longitud de aproximadamente 26 Kb a 32 Kb de
longitud, y contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican tanto proteinas

estructurales como no estructurales (Fig. 1).

7 ProteinaE

r Proteinas

77 Proteinam

*“+== Nucleoproteina N

S—= ARN

Figura 1. Estructura y organizacion genémica del SARS-CoV-2. Se esquematizan las proteinas
estructurales S, M, E y N, que forman al SARS-CoV-2. Tomado de: Martinez-Anaya et al., 2020

Un primer segmento del genoma esta formado por dos grandes regiones, ORFla y ORF1b, que
conforma aproximadamente dos tercios del ARN viral (Fig. 2). Estas regiones se escinden
proteoliticamente para formar 16 proteinas no estructurales (nspl-nspl6), las cuales
desempefian funciones clave, como la modulacion de la respuesta inmune del huésped y la
facilitacion de la replicaciéon del ARN viral. EI segmento final del genoma codifica proteinas
estructurales, entre ellas la proteina S (espicula), la M (membrana), la E (envoltura) y N

(nucleocapside), asi como otras proteinas accesorias (Yoshimoto, 2020; Gorkhali et al., 2021).
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Figura 2. Se representa la estructura del genoma del virus. Imagen tomada de:

https://ciencia.unam.mx/leer/1155/como-los-virus-impulsaron-el-desarrollo-de-las-ciencias-genomicas
3.1 Proteinas estructurales

El grupo de las proteinas estructurales estd formado por: Membrana: formada por 222
aminodcidos, esta proteina, interactia con proteinas diferentes y consigo misma en interacciones
gue son cruciales para formar una particula viral, la membrana coordina la incorporacién de las
demas proteinas estructurales (Zawilska et al., 2021). Envoltura: Esta proteina con tan solo 75
aminodcidos es la responsable de la virulencia de SARS CoV2, creando canales en la membrana
de las células infectadas a través de los cuales el viribn puede escapar e infectar mas células.
(Zawilska et al., 2021). Espicula (Spike): proteina de 1273 aminoacidos, distribuida radialmente
sobre la membrana del virus, proyectdndose hacia afuera, lo cual le da una caracteristica de
“corona solar”, formada por dos subunidades, S1 con dos dominios estructurales CTD (Dominio
C-terminal) en donde también esa ubicada una subestructura especifica que actla directamente
con ACE2 denominada dominio de unién al receptor (RBD), y NTD (Dominio N-terminal),
desempefiando las principales funciones de reconocimiento y unién al receptor. Por otro lado, la
subunidad S2, interactia con una proteasa llamada proteasa transmembrana de serina 2
(TMPRSS2) que se encuentra en la membrana de las células del hospedero, siendo un factor
imprescindible para la entrada del virus, ya que activa a la proteina Spike y permite la fusion viral

entre las membranas virales y la del huésped (Zawilska et al., 2021).
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3.2 Proteina N del SARS-CoV?2

El andlisis de la proteina N en el ciclo de replicacién del SARS-CoV2, su papel en la patogénesis
viral, sus efectos posteriores y su interaccién con la respuesta inmunoldgica del huésped ha
permitido una comprension mas profunda de sus funciones clave. Esta proteina, codificada por
el noveno ORF del virus esté formada por 419 aminoacidos (Zawilska, et al, 2021) y esta formada
por tres regiones IDR o intrinsecamente desordenadas que son N-terminal (brazo N), una region
enlazadora flexible central (LKR) y C-Terminal (cola C). Por otro lado, cuenta con dos regiones
estructuralmente conservadas el dominio N-terminal (NTD) y el dominio C-terminal (CTD), siendo
este ultimo imprescindible para darle estabilidad a la proteina (Fig. 3) (Bai et al., 2021; Huang et

al., 2024).
A
a4 174 LKR 255 364
NTD cTD *
4 BrazoN . 175 203 254 365 O 419
Union al ARN Dimerizacion

Figura 3. Distribucion estructural de los dominios del nucleocapside. Modificado de: Huang et al., 2024.

Con base en la alineacién de secuencias del SARS-CoV2 en comparaciéon con otros CoV, se ha
determinado que las estructuras de la proteina N (NTD y CTD) mantienen una alta conservacion
entre tres coronavirus beta altamente patégenos el SARS-CoV1, el MERS-CoV y el SARS-CoV-
2, Asimismo, diversas zonas dentro de los CTD de las tres proteinas N comparten rasgos
estructurales similares, lo cual indica que los dimeros de proteina N generados por el CTD
cumplen una funcion esencial en la ensamblaje del complejo RNP y en la organizacion del
genoma de ARN (Matsuo, 2021).

Siendo N una de las proteinas estructurales principales, su principal funcion es empaquetar el
genoma viral y resulta imprescindible para el ciclo de vida, en el cual facilita la liberacion del
material genético viral mediante el proceso de disociacion de la cépside y facilita el inicio del
ensamblaje viral por las proteinas M y E (Huang et al., 2024). El sistema inmunolégico innato
constituye la primera linea de defensa ante infecciones de alglin agente externo, este proceso
facilita la eliminacion de células infectadas y modula la respuesta inmunitaria del huésped en

infecciones virales (Shibabaw et al., 2020).
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Uno de los mecanismos contra estos agentes es la interferencia del ARN (ARNi) que es un
proceso que promueve la degradacién de los genomas virales y se encarga de inhibir la
replicacion (Zhang et al., 2020). No obstante, se ha demostrado que los virus suelen codificar
proteinas que actlan como supresores para inhibir o evadir esta respuesta de ARNi. Estudios
recientes hablan de que la proteina N mantiene una homologia en sitios conservados y que le
permiten actuar como supresor viral; esto la convierte en un factor clave en la evasion de las
defensas inmunes del huésped (Huang et al., 2024). La nucleoproteina es altamente
inmunogénica y durante la infecciéon su produccién es en grandes cantidades (Zawilska et al,
2021).

3.3 Respuesta inmunitaria

La respuesta inmunitaria frente al SARS-CoV-2 ha sido ampliamente estudiada, Mortari y
colaboradores (2025) revisaron cdémo las células T y B responden en distintos escenarios de
inmunizacién contra la COVID-19; mencionan que una vez que el SARS CoV2 logra ingresar en
el huésped, se desencadena una respuesta inmunitaria. Las principales células involucradas en
la defensa de la enfermedad son las células T y las células B, siendo las primeras las
responsables de promover una mayor concentracién de citocinas proinflamatorias como IL6,
TNF-a y el IFN-y, que son liberadas por las células CD4. Las células CD8 promueven mayores
cantidades de granulos citotéxicos como perforina y granzima con el fin de destruir a las células
infectadas. Por otro lado, las células B tienen la principal funcién de la neutralizacion, uniendo los
anticuerpos neutralizantes al virus y bloqueando la infeccion al interferir en la interaccion con los
receptores ACE2, o bien, se unen a la capside viral para cubrir las areas de union (Guo et al.,
2024)

Sanz y colaboradores (2021) describieron cédmo la defensa innata deberia ser suficiente para
erradicar la infeccién, siempre y cuando no se encuentre comprometida por otros factores, como
lo son la edad, comorbilidades etc., ya que el dafio en estos casos puede provocar sintomas
graves. Por otro lado, cuando la respuesta inmunitaria controla la enfermedad, pero no es capaz
de volver a la normalidad se provoca una sobre estimulacion desencadenando las repuestas
inflamatorias exacerbadas, conocida como tormenta de citocinas que agrava el panorama y

puede ser fatal.
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3.4 Ciclo replicativo del SARS-CoV2

El SARS-CoV2 ingresa principalmente a través del tracto respiratorio, no obstante, también
infecta rifiones, higado, corazon cerebro y sangre. Es un virus que requiere de la maquinaria de
la célula del huésped para poder realizar su ciclo viral, estos factores facilitan la infeccién. El
genoma ARN monocaternario se encuentra encapsulado por la proteina N. Por otro lado, las
proteinas estructurales que se encuentran dispuestas en la envoltura virica son las que se

encargan de asegurar la incorporaciéon de la particula viral durante el ensamblaje.

La entrada estd mediada por la proteina Spike, que interactla principalmente con los receptores
celulares de las células diana, dicha proteina esta compuesta por dos subunidades principales,
S1y S2 (Baggen et al., 2021; V’kovski et al., 2021). La S1 que tiene dos dominios estructurales,
el dominio de unién al receptor (RBD) y el dominio N-terminal similar a la galectina (S-NTD), los
cuales desempefian un papel decisivo en el reconocimiento y la union al receptor. La subunidad
S2 contiene cinco dominios funcionales: un péptido de fusion (FP), regiones N- y C-terminal de
repeticion de heptadas (HR-N y HR-C), un dominio transmembrana (TM) y un dominio

citoplasmatico que promueve la fusion de membrana (Baggen et al., 2021; Zawilska et al., 2021).

El ciclo viral se puede sintetizar en cinco fases, unién, penetracion, biosintesis, maduracion y
liberacion. Aunque se ha determinado que el enzima convertidora de angiotensina 2 ACE2 es el
principal receptor involucrado en la union con S1, se han identificado otros receptores como
neuropiloina-1 (NRP1) y Heparan sulfato (HS), que pueden ser capaces de favorecer la infeccion
de forma independiente o servir como cofactores que potencian la infeccion a través de ACE2.
La subunidad S1 es la encargada de la union viral a una parte extracelular de ACE2. Esta
interaccion expone a la subunidad S2° la cual interactda con las proteasas del huésped (como la
serinproteasa de superficie celular TMPRSS2), que provocan la escision proteolitica de los sitios
S1Y S2 de la proteina Spike, lo cual promueve cambios en su conformacién y se libera el péptido
de fusién que penetra en la membrana del huésped. Esto desencadena la fusion con la membrana
plasmatica, el ARN se libera en el citoplasma. La cadena de ARN (+) se replica en una cadena
de ARN (-), misma que se utiliza para la replicacion de otra cadena de ARN (+). Durante la
replicacién, el ARN genémico de cadena positiva no se transcribe de forma continua, sino por
segmentos. Estos segmentos negativos actlan como copias intermedias, permitiendo luego la

creacion de nuevos ARN positivos que codifican proteinas estructurales y accesorias.
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La traduccién inmediata de dos grandes marcos de lectura abiertos, ORFla y ORF1b produce
dos poliproteinas, la poliproteina replicasa 1a (ppla) y la poliproteina lab (pplab) (Zawilska et
al., 202, Jackson et al., 2022).Las poliproteinas virales sufren un procesamiento autocatalitico
gue origina las proteinas estructurales nspl-16, responsables de ensamblar el complejo RTC y
reconfigurar las membranas celulares para el establecimiento de compartimientos de replicacion
(Baggen et al., 2021; V’kovski et al., 2021).

El tercio restante del genoma, en el extremo 3', contiene ORFs solapados que codifican cuatro
proteinas estructurales principales espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocapside (N),
asi como varias proteinas accesorias, incluyendo ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9
y ORF10 y que se ensamblan en el ERGIC, en el que se forman nuevos viriones por gemaciéon
en el lumen. Finalmente, los viriones son secretados de la célula infectada por exocitosis (Baggen
et al., 2021; Zawilska et al., 2021) (Fig.4).

Ciclo de multiplicacion celular del SARSCoV2
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3.5 Proteinas recombinantes en SARS-CoV?2

La produccion de proteinas recombinantes constituye una herramienta fundamental en la biologia
molecular, biotecnologia y la medicina, ya que permite obtener y disponer de moléculas o parte
de ellas en cantidades suficientes para utilizarla en el diagnostico y de forma terapéutica. En el
caso de SARS CoV2, el desarrollo de estas proteinas ha sido esencial para la investigacion y el
desarrollo de vacunas. La creacion de proteinas recombinantes de los componentes estructurales
del SARS-CoV2 ha permitido desarrollar plataformas de vacunas basadas en subunidades

antigénicas, las cuales inducen respuestas inmunes sin la necesidad de utilizar el virus completo.

Este enfoque ha sido clave para el disefio de modelos vacunales, como los que se han
administrado a nivel global para combatir el COVID-19 (Peng et al., 2021; Zang et al., 2021; de
Pinho et al., 2022). El disefio, produccidn y desarrollo de proteinas sintéticas han demostrado ser
herramientas de suma importancia en la lucha contra el SARS-CoV2 y otros patégenos. Esta
tecnologia ha permitido avances rapidos en la creacion de diagndsticos, terapias y vacunas,
proporcionando recursos clave para el control de brotes de diferentes enfermedades (Robson,
2020; Almehdi et al., 2021).

En estudios anteriores, se ha trabajado con la proteina recombinante N, tanto en su fase soluble
como en la replegada, desarrollando metodologias de purificaciéon tomando estas dos formas
para realizar estudios bioquimicos y desarrollar ensayos seroldgicos para implementar una

posible herramienta diagndéstica en sueros de gatos (Di et al., 2021).

Tarczewska y colaboradores (2022) abordaron el tema de la complejidad en cuanto a la estructura
y la funcion de la nucleoproteina. También se ha trabajado en estudios previos con los diferentes
métodos de purificacion con el fin de obtener una solucién de la proteina N sin presencia de los
acidos nucleicos, con el fin de comparar las propiedades moleculares de esa solucion en
comparacion con las resultantes de los métodos comunes y verificar el impacto de la presencia

de los acidos nucleicos en los resultados de los ensayos bioquimicos.

Dentro de la busqueda de alternativas para proteger inmunolégicamente a los pacientes se han
publicado también trabajos que proponen bioldgicos vacunales basados en la nucleoproteina.
Min Thura y colaboradores (2021) propusieron que las proteinas de nucleocapside (N)

conservadas intra-virales pueden ser blanco de nuevas vacunas contra los SARS-CoV.
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4. JUSTIFICACION

Es fundamental desarrollar herramientas basadas en proteinas recombinantes que contribuyan
en el tratamiento, control y seguimiento del SARS-CoV2, especialmente en casos asintomaticos
gue pasan desapercibidos, o pacientes de alto riesgo que, debido a una deteccion tardia, retrasan
su atencion médica, factores que pueden desempefiar un papel importante en la propagacion del
virus en un futuro.

Actualmente, se ha reportado una gran cantidad de mutaciones, principalmente en el gen que
codifica la proteina S del SARS-CoV2, lo cual ha dado lugar a diversas variantes de este virus.
Sin embargo, el analisis comparativo de las secuencias de diferentes aislados del virus muestra
gue la secuencia codificante para la proteina N no presenta variaciones significativas, y dada su
importancia en la replicacién e infeccion del SARS-CoV2 y debido a su baja tasa de mutacion,
puede servir como un objetivo eficaz para el desarrollo de pruebas seroldgicas que permitan
diferenciar entre personas vacunadas y aquellas infectadas, como herramientas de diagndstico
qgue aporten informacién sobre la longevidad de los anticuerpos contra el SARS-CoV2 o bien,
para el desarrollo de biol6gicos que puedan proteger al organismo. Esto permitiria una deteccion
temprana, mas precisa y confiable, facilitando un seguimiento adecuado del estado inmunol6gico
de la poblacion. Adicionalmente, se han identificado multiples regiones antigénicas en la
nucleoproteina N, con potencial para producir anticuerpos, lo que respalda su uso en el desarrollo
de biolégicos inmunogénicos. Por lo tanto, el desarrollo de la proteina recombinante (N) del
SARS-CoV2 permitird generar datos fundamentales para respaldar el desarrollo y aplicacion de
herramientas diagnoésticas confiables, por lo que su uso en el desarrollo de un sistema diagnéstico
en respuesta a la evolucién continua de las variantes del SARS-CoV2 es una opcién altamente

atractiva.
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5. HIPOTESIS

La expresion recombinante de la proteina de la nucleocapside del SARS-CoV-2 en Escherichia
coli permitira obtener un antigeno inmunolégicamente funcional. Esto facilitara el desarrollo de
pruebas seroldgicas accesibles y confiables, contribuyendo al diagnéstico y vigilancia
epidemioldgica de la COVID-19.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

e Obtener un sistema de expresion recombinante de la nucleoproteina (N) del SARS-CoV2
mediante la produccion en el sistema de expresion procarionte Escherichia coli, con el fin
de obtener un antigeno accesible que pueda emplearse en el desarrollo de herramientas

diagnosticas seroldgicas, estudios de inmunogenicidad y aplicaciones en investigacion.

6.2 Objetivos particulares

¢ Amplificar y clonar el gen de la nucleoproteina N del SARS-CoV2 a partir de RNA viral
extraido de una muestra de un paciente positivo.

e Construir un sistema de expresion recombinante mediante la clonacién del gen N en el
vector pET-SUMO para su produccion en E. coli.

e Evaluar la expresion de la proteina recombinante N en E. coli mediante su induccién con
IPTG.

11
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7. METODOLOGIA
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8. MATERIALES Y REACTIVOS
Las muestras de cDNA correspondiente a una muestra de un paciente positivo a COVID-19
obtenida en 2020, fue proporcionada por el laboratorio de Quimica de la UNAM. Los plasmidos
fueron donados para desarrollar este proyecto, se disefiaron los oligonucleétidos para amplificar
la region proteica apropiada a partir de muestras de pacientes en el laboratorio de Epizootiologia
del CENID-SAI. A partir de la secuencia consenso se disefio el par de primers los cuales se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Primers disefiados

PRIMER’S pb GC% | Tm DG
FW 5 ATGTCTGATAATGGACCCCAAAATC '3 25 40 55.2 | -45.31.24
RV 5 TTAGGCCTGAGTTGAGTCAG '3 20 50 53.9 | -35.39

*pb: pares de bases, GC%: porcentaje de Guaninas y Citocinas, Tm: Temperatura media, DG delta G.

8.1 Amplificacion mediante PCR del gen N

Con el objetivo de amplificar el gen N de SARS-CoV2, el ORF (marco de lectura abierto) de la
proteina fue amplificado mediante PCR punto final, utilizando los pares de primers mencionados
anteriormente. La mezcla de reaccién se muestra en la Tabla 2. Posteriormente, las temperaturas
del programa en el termociclador se muestran en la Tabla 3 y finalmente, los productos se
analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 35 min a 100 V, revelados con luz
uVv.

Tabla 2. Componentes de la reaccion para amplificacion de los ORFs

Componentes Concentracién Cantidad afiadida (pl)
Buffer 1X 5
dNTP 0.2 uM 1
Oligonucleétido delantero 0.5 uM 5
Oligonucleotido reverso 0.5 uM 5
MgCl, 2mM 5
Muestra 500 ng 1 Ml (por muestra)

Taq polimerasa 1.25 U/L 0.25

H.O 23.75

TOTAL 50 pl
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Tabla 3. Condiciones de la PCR para la amplificacion de los ORFs de la proteina N

Etapa T (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 2 min 1
Desnaturalizacion inicial 95 30s 30
Alineamiento 54.4
Extension 72 1 min
Extension final 72 1. min 1

8.2 Purificacion del gen N a partir de banda

Una vez visualizado la correcta amplificacién del gen N (1260 pb), se procedié a purificarlo a partir
de banda del gel de agarosa. Para esto, se cort6 la banda de interés con un bisturi nuevo, se
transfirieron aproximadamente 300 mg del corte de gel a un tubo Eppendorf. Posteriormente se
utilizé el Kit comercial kit FAVORGEN BIOTECH CORP FavorPrep™ GEL/PCR Purification kit,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se afiadieron 500 pl de tampdén FADF a
la muestra. Se realizdé una incubacién a 55 °C durante 5-10 min, agitando el tubo cada 2-3 min
para lograr que la porcién de gel se disolviera por completo. Una vez disuelto se enfrié a
temperatura ambiente y se coloc6 una columna FADF en un tubo de recoleccién. Se transfirieron
800 pl de la mezcla de muestra a la columna FADF y se centrifug6 a 11000 x g durante 30 seg,
descartando el liquido sobrante. Se afiadieron 750 ul de tampon de lavado a la columna FADF y
se centrifugd a 11000 x g durante 30 seg y se desechd el liquido sobrante. Se volvio a centrifugar
a maxima velocidad (~18000 x g) durante 3 min mas para secar la matriz de la columna y
posteriormente se coloc6 la columna FADF en un nuevo tubo Eppendorf, después de colocarlo
se afiadieron 40 pl de tampdn de elucion al centro de la membrana de la columna FADF y se dej6
reposar la columna FADF durante 1 min; se realiz6 una ultima centrifugacién a maxima velocidad

durante 2 min con el fin de obtener todo el producto de la membrana.

14
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8.3 Ligacion al vector pJET

El vector pJET es un plasmido utilizado para clonar fragmentos de ADN de nuestro interés. En
este caso, el gen de la proteina N del SARS CoV2, convirtiéndose en una herramienta muy (Util
en la clonacioén. Este vector tiene varias caracteristicas importantes: esta formado por una regién
llamada MCS (Sitio de Clonacién Multiple) que contiene varios sitios de restriccion facilitando la
union a los extremos romo de los productos de PCR. Ademas, cuenta con una enzima de
restriccion letal llamada eco47IR, misma que es interrumpida cuando el fragmento de PCR se
inserta correctamente en el sitio de clonacién, de lo contrario, esta enzima se expresa y mata la
bacteria, o que asegura que solo las células bacterianas con plasmidos recombinantes pueden
formar colonias, es decir, solo los clones con inserto sobrevivan. Un promotor T7 que facilita T7
gue facilita la transcripcién in vitro e in vivo del ADN insertado. Contiene un gen que le confiere

resistencia a la ampicilina, permite una clonacion rapida, con mas del 95% de clones positivos.
Para resguardar el gen N, se procedio a ligarlo a un vector de resguardo.

El gen N purificado de gel, se utilizé para llevar a cabo el proceso de ligacion en el plasmido
mediante el Kit de clonacion PCR CloneJET. Las cantidades para la mezcla de ligacion se
muestran en la Tabla 4 y una vez realizada la mezcla de ligacién, se incubé a temperatura

ambiente por 16 h.

Tabla 4. Mezcla de ligacion a pJET

Reactivo Cantidad

Buffer 2x 10ul
Inserto Tul
Bluting 1l

Incubacién 70°C 5 min

Choque en hielo 2 min

pJet 1l
Ligasa 1l
TOTAL 20ul
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8.4 Preparacion de células competentes

Para poder introducir los plasmidos obtenidos en E. coli, se realizé la preparacion de células
competentes One Shot™ TOP10, es derivada de la linea k-12 y son de gran utilidad para la
replicacién estable de plasmidos y en un alto nimero de copias. Principalmente se emplean para la
clonacién y mantenimiento de plasmidos, es por ello que es un hospedero ideal para la propagacion

de vectores como pJET y se considera un vector de resguardo.

Para esto, 10 ml de medio LB (Luria Bertani) se inocularon con la cepa de E. coli One Shot™
TOP10 y se llevo a crecimiento por 16 h a una temperatura de 37°C a 220 rpm. Esto corresponde
a un precultivo. Posteriormente, 50 ml de medio LB fueron inoculados con 20 pl del precultivo, se
llevé a crecimiento a 37°C, 220 rpm y se monitore0 el crecimiento mediante absorbancia a 600
nm, hasta que el cultivo alcanzé 0.35 de absorbancia. Una vez que el cultivo alcanzo el
crecimiento se transfirié el caldo a un tubo de 50 ml estéril y se colocé en hielo por 10 min, se
centrifug6 a 4100 rpm por 10 min a 4°C eliminando el sobrenadante, y el pellet se resuspendio
en 15 ml de MgCI-CacCl (80 mmol MgCl2, 20 mmol CaCl) a 4°C, después, se centrifug6é a 4100
rpm por 10 min 4° C. Se elimin6 el sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de la solucién 0.1 M

de CaCl; a 4°C. Las células se mantuvieron en hielo para la transformacion.
8.4.1 Transformacion de células competentes

Para transformar directamente las células tratadas con cloruro de calcio, se transfirieron 200 pl
de cada suspensién de células competentes a 4 tubos Eppendorf de 1.5 ml y se afiadieron 10 pl
del ADN a cada tubo homogenizando la mezcla suavemente. El choque térmico consistio en
conservar durante 30 min los tubos en hielo, luego se transfirieron 90 seg exactos a un bafio de
agua de 42°C y posteriormente a hielo de nuevo durante 1min. El choque térmico es un paso

crucial, para que las células alcancen la temperatura exacta en los tiempos establecidos.

Se adicionaron 800 ul de medio LB a cada tubo (+, -, muestra) y se colocé en incubacion a 37°C
durante 45 min para dejar crecer el cultivo. Posterior a la incubacion se colocaron 200 pl en cada
placa Petri con su respectivo marcador de seleccién para realizar el sembrado de cada una de
las muestras y se dejaron en crecimiento a 37°C por 16 h. Después de la incubacién se observo
el crecimiento de colonias, se seleccionaron algunas de ellas y se propagaron en medio
LB+antibidtico para la extraccion de plasmidos o pruebas de expresion. También se llevaron a

cabo permanentes de glicerol para resguardar las cepas en congelacion a -70°C.
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8.5 Extraccion y andlisis del ADN plasmidico

Se realizé la purificacion de la muestra mediante el kit FAVORGEN BIOTECH CORP FavorPrep™
GEL/PCR Purification kit, siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente: Se transfirié un
volumen de 1 a 3 ml de cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf, se centrifugd 11000 x g durante
1 min para sedimentar las células y el sobrenadante se descart6. Posteriormente se resuspendi6
en 1 ml de agua destilada y se volvi6 a clarificar mediante centrifugacion, se afiadieron 200 ul de
tampon FAPD1 y se homogenizd para resuspender las células hasta desaparecer por completo
la pastilla, se afiadieron 200 pl de tampon FAPD2 homogenizando suavemente el tubo de 5 a 10
veces y se incub0 a temperatura ambiente durante 2 a 5 min para lisar las células, hasta que la
muestra se volvid transparente. Después se afiadieron 300 pl de tampon FAPD3 y se volvié a
homogenizar mediante inversiones de 5 a 10 veces con el fin de neutralizar el lisado, la muestra
se centrifugé a maxima velocidad (~18000 x g) durante 5 min para clarificar el lisado. Se colocé
una columna FAPD en un tubo de recoleccion, la muestra se transfiri6 a la columna y se centrifug6
11000 x g durante 30 seg, el sobrante recolectado en el tubo de recoleccién se descartd, y se
tomoé el sobrenadante con una micropipeta sin tocar la pastilla con la punta, después se afiadieron
400 pl de tampdén W1 a la columna FAPD y se sometié a centrifugacion durante 30 seg a 11000
X g. Se descartd el volumen recolectado en el tubo de recoleccion y se colocé de nuevo la
columna, se afiadieron 700 pl de solucion de lavado y se centrifugd a 11 000 x g durante 30 seg,
después se volvid a centrifugar a maxima velocidad (-18 000 x g) durante 3 min mas para eliminar
todo el liquido residual de la columna FAPD y se colocé en un nuevo tubo Eppendorf, se
afadieron 50 pl de tampon de elucién en la membrana de la columna FAPD y se dejo reposar
durante 1 min. Posteriormente se realizé otra centrifugacion a méaxima velocidad (~18 000 x g)

durante 1 min para eluir el ADN plasmidico

Este kit permite la recuperacion eficiente de fragmentos de ADN (entre 100 pb y 10 kb) a partir
de geles de agarosa, PCR u otras reacciones enzimaticas. Posteriormente, los fragmentos
purificados de ADN se utilizaron para la ligacion con el vector pJET. Posteriormente, se realizo
una electroforesis en gel de agarosa para determinar la presencia de dicho inserto, esto con el

fin de elegir el plasmido que tuviera el peso esperado (1260 pb).
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8.6 Ligacion del gen N a pETSUMO

Como parte de la estrategia de expresion recombinante se utiliz6 el sistema de expresion
Champion™ pETSUMO. Para llevar a cabo una correcta ligacion al vector de expresion, se
amplificé el gen N a partir de pJET-N colocando 30 min en la extension final del protocolo de
amplificacién en el termociclador, con el fin de que la Taq polimerasa afadiera las A’ libres en los
extremos del producto de PCR, ya que el sistema de pETSUMO se liga mediante los extremos
T  libres del vector. La purificacion del producto de la PCR se realiz6 a temperatura ambiente
para evitar la degradacion de la cola de adenina y posteriormente se llevé a cabo la subclonacion

en el vector Champion™ pETSUMO mediante la reaccién de ligacion descrita en la tabla 5.

Tabla 5. Mezcla de ligacion a pETSUMO

Reactivo Cantidad
Buffer 10x 1pl
Inserto (1:5) 2ul
pETSUMO 2ul
Agua 4ul
Ligasa 1pl
TOTAL 10ul

Una vez concluida la ligacion se realizé de nuevo el protocolo de transformacion con la cepa de
Topl0 para resguardo y andlisis de plasmidos y la cepa BL21(DE3) para expresion de la proteina.
Estas cepas fueron denominadas BL21-N-SARS-CoV2.

8.6.1 Andlisis de los plasmidos de expresion (pETSUMO-N-SARS-CoV2)

El vector pETSUMO es una herramienta de clonacién y expresion utilizada en biologia molecular
para producir proteinas recombinantes en E coli. Entre las caracteristicas mas significativas de
este sistema se encuentran: Etiqueta o modificador similar a la ubiqutina SUMO (Small Ubiquitin-
like Modifier), la cual es miembro de una familia de proteinas similares a la ubiquitina, que regula

varios procesos celulares como son apoptosis, transporte nuclear etc.
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Sin embargo, esta etiqueta SUMO tiene una modificacion que conduce a un aumento en los
niveles de expresion y coadyuva para lograr una mayor solubilidad de la proteina resultante. Las
fusiones de SUMO pueden aumentar la expresion de proteinas recombinantes y mejorar la
solubilidad de proteinas que, de otro modo, serian parcialmente insolubles (Peciak et al., 2014).
Por otro lado, esta etiqueta también es reconocida por una proteasa SUMO que corta
especificamente la etiqueta y esto da lugar a una generacion de proteinas nativas en E coli sin

aminoacidos adicionales afiadidos en el sitio de escision.

El promotor T7lac, que permite la expresion inducible mediante IPTG; el gen lacl, que codifica la
proteina represor Lac, la cual se une a los operadores lac en ambos sitios, tanto en el T7lac del
plasmido como al sitio lacUV5 del cromosoma, bloqueando la transcripcion basal hasta el
momento en el que se afiada el IPTG el cual libera éstos operadores permitiendo un control sobre
la produccién de la proteina y asi evitar la acumulacion de proteinas téxicas y produccion
descontrolada. Este vector también utiliza la alta especificidad y actividad de la ARN polimerasa
del bacteriéfago T7 para permitir la expresion regulada de genes a partir del promotor T7, facil
eliminacion de la proteina de fusibn SUMO por medio de la cromatografia de afinidad en una
resina quelante de niquel. Posee una etiqueta de poli-histidina N-terminal que resulta Gtil para
purificar las proteinas recombinantes obtenidas mediante cromatografia de afinidad. Contiene un
gen que le confiere resistencia a la kanamicina lo cual permite que sea un método selectivo; el
origen pBR322 coadyuva en la replicacién y el mantenimiento de baja copia en E coli. lo cual
asegura la replicacion estable del plasmido, y esto reduce la carga metabdlica sobre la célula
hospedera reduciendo el estrés y favoreciendo la estabilidad del inserto. Todas estas

caracteristicas Unicas lo hacen muy eficiente (Fig. 6).

Una vez obtenidas las colonias transformadas con el plasmido de expresion, se realiz6 una PCR
para analizar la correcta orientacion del inserto N dentro de los plasmidos obtenidos y corroborar
gue quedaran en fase con el vector de expresién para producir la proteina recombinante. Para
ello, el tamafio de amplicon aumentard en aproximadamente 100 pb mas (1360 pb), ya que, se
utilizé el oligonucledtido delantero Fw-SUMO que se hibrida en una region del vector de
expresion, en el caso del oligonucleétido reverso fue el mismo que se empled anteriormente que
se hibrida en el gen N (Rev-N). En el programa del termociclador se coloco en la fase de extension
un tiempo de 1.30 min ya que el producto debe ser mayor, esperando un aproximado de 1360
pb. Posteriormente se mandé a secuenciar mediante SANGER en el IBT de Cuernavaca para

corroborar el resultado obtenido usando los oligos delantero Fw-SUMO y el Rev-SUMO.
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8.7 Ensayos de expresién en células One Shot BL21 (DES3)

La cepa E. coli BL21 DES3 ha sido el estandar de referencia para la expresion de proteinas ya que
promueven un alto rendimiento, facilidad de uso y son compatibles con potentes sistemas de
expresion. En cuanto a las cepas de expresion, se han empleado desde 1990. Las cepas T7 son
liségenos del bacteriéfago DE3. Se trata de una cepa de E. coli que contiene en su cromosoma, un
gen de la ARN polimerasa T7, bajo el control del promotor lacUV5, esta configuracién permite
una expresion potente, inducible por IPTG. a su vez, también carece de las proteasas Lon y
OmpT. La ausencia de estas proteasas le confiere la capacidad de reducir la degradacién de las
proteinas heterélogas durante y después de la expresion, lo que permite ademas de la expresion
obtener un rendimiento mayor. Sin embargo, debido a la potente naturaleza del sistema promotor
T7, las proteinas pueden acumularse rapidamente y dar lugar a la formacién de cuerpos de

inclusion.

En la fase correspondiente a la expresion en células, se utiliz6 la cepa de expresion One Shot
BL21 (DES3). Al verificar que los pladsmidos se encontraron en orientacion, se procedi6 a realizar
la transformacion de células competentes en la cepa BL21 DE3, en medio LB y antibidtico
kanamicina mediante choque térmico. Se realizé el sembrado de las muestras y se dejaron en
crecimiento a 37°C por 16 h. Después de la incubacion se observé el crecimiento de colonias y
una vez que se obtuvieron las colonias transformadas se seleccionaron 10 de ellas para realizar
las pruebas de expresion, finalmente las cepas de expresion fueron denominadas BL21-N-SARS-
CoVv2.

Se tomaron las cepas transformadas BL21-N-SARS-CoV2 y se transfirié cada una a 10 ml de
medio liquido LB adicionado con 50 pl de antibiético (Kanamicina), este precultivo se dej6é en
agitacion a 250 rpm y con una temperatura 37°C durante 16 h. Una vez pasado este tiempo se
tomo una alicuota, se realiz6 una dilucién 1:10 de la muestra para determinar la densidad éptica
a 600nm en un espectrofotometro. Una vez obtenido el valor de absorbancia, se utilizé la formula

C1V1=C,V, para comenzar un nuevo cultivo de expresion a 0.1 UA.

Este nuevo cultivo se colocé en incubacion en un agitador industrial a una temperatura de 37°C,
durante aproximadamente una hora, o hasta alcanzar una absorbancia de DO 0.5 UA. Al obtener
esta absorbancia, se colocaron 30 pl de IPTG al cultivo con el fin de inducir su crecimiento hasta
obtener una concentracion final de 1.5 M en el medio y se dejé en crecimiento en agitacion

constante a una temperatura de 37°C. durante toda la noche.
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Finalmente, al terminar la expresion, se tomd la absorbancia de cada muestra diluida 1:10, se
realizé un calculo para ajustar a 0.6 UA, se colectaron en tubos Eppendorf, se clarific6 mediante
centrifugacion, se eliminé el sobrenadante, y el paquete celular se resuspendié en buffer reductor
4x, estas muestras se colocaron en un bafio maria hirviendo durante 10 min. Para determinar la
presencia de las proteinas recombinantes se llevaron a cabo geles SDS PAGE tefiidos con
Coomassie y western blot en los que se cargaron 5 ul y 10 pl de muestra, respectivamente. Para
el western blot, se emplearon anticuerpos anti-His con el objetivo de identificar la muestra

candidata mas prometedora para futuros ensayos de expresion a mayor escala.
8.7.1 Produccion de proteinay extraccién de cuerpos de inclusién

Una vez que se selecciond la cepa de expresion BL21-N-SARS-CoV2, se realizd un precultivo
como se mencioné anteriormente el cual que se dejé en agitacion a 250 rpm y con una
temperatura 37°C durante 16 h, pasado este tiempo de nuevo se tomé la absorbancia de la
muestra diluida 1:10 para ajustar a 0.1 y realizar la inoculacién de la muestra en 100 ml de medio
LB. Cuando la absorbancia llegb a 0.5 UA, se indujo con 300 ul de isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) y se dejé en incubacion a 250 rpm y con una temperatura 37°C
durante 16 h.

Después de la induccién de expresion, se tomd una alicuota del paquete celular y se coloc6 en
congelacion para su posterior andlisis (alicuota de células completas); El resto de las células se
recuperaron mediante centrifugacion a 8000 rpm por 25 min y el pellet celular se lavé con 20 mli
de agua destilada, ésta solucién se clarific6 nuevamente mediante centrifugacién 8000 rpm por
10 min, se descartd el sobrenadante, y el pellet se resuspendié en 500 ml de una solucion

amortiguadora de TRIS-HCI 5 mmol pH 7.5 se dej6 en agitacion durante 10 min.

Esta solucion fue sometida a tratamiento con alta presion (7000PSI) con ayuda de un
homogenizador industrial Gaulin, en el cual la muestra recirculé durante 15 min provocando el
rompimiento celular, pasado este tiempo se tom6 una alicuota de 200 pl del sobrenadante para
su posterior analisis (alicuota de la fase de rompimiento). Después de retirar la muestra del
homogeneizador, se sometié a dos ciclos de centrifugacién a 8000 rpm a 4°C durante 20 min,
posterior a la centrifugacion se tomo otra alicuota del sobrenadante (fase soluble) y se recolect6
el pellet (los cuerpos de inclusion). Una sobreexpresion del gen heter6logo puede inducir la

formacion de cuerpos de inclusion, es decir, agregados proteinicos intracelulares.
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Aunque estos cuerpos pueden facilitar el proceso de purificacion de la proteina recombinante
(PR), también implican etapas adicionales durante la purificacibn. Ademas, es necesario
implementar estrategias para recuperar el correcto plegamiento de la PR antes de su
incorporacion al producto final (Lara Alvaro, 2011). Posteriormente, el pellet (en el cual se
encontraban los cuerpos de inclusién) se colocé en 50 ml de un buffer de solubilizacién (SDS,
betamercaptoetanol, Tris-HCI 1 M, aforado a 50 ml) para ayudar a desagregar las proteinas
recombinantes mal plegadas y la soluciéon se quedé en agitacion durante 24 h a temperatura

ambiente.

Para el procedimiento de separacién de moléculas mediante didlisis se utiliz6 una membrana, la
cual se hidrat6 en agua destilada hirviendo durante 3 min, sellandola de un extremo y en la cual
posteriormente se colocé la solucion proteinica para después sellarla por completo mediante
prensas especiales. Dicha membrana se sumergié en una solucién de Tris-HCI 50 mmol y se dej6
dializar mediante una agitaciéon suave con el fin de eliminar el betamercaptoetanol y el SDS. Se
realizaron cambios de solucion de didlisis cada 3 h hasta completar un minimo de 500 volimenes.
Al finalizar la didlisis, se midi6 el volumen final de la muestra y se coloc6 en un buffer de unién
para la columna (sarcosyl al 7%, Tris-HCI 50 mmol pH8) para preparar la muestra para

purificacion.
8.8 Analisis de proteinas

La electroforesis es una técnica fundamental para el analisis de proteinas mediante su
separacion, identificacion y caracterizacién de proteinas mediante su tamafo y carga eléctrica.
Esta técnica fue utilizada para examinar las muestras recolectadas a lo largo del proceso de la
produccién de la proteina (las células completas, la fase sélida, la fase soluble y los cuerpos de
inclusion) con el fin de determinar en cual de las fases es donde se encuentra la mayor cantidad
de proteina recombinante, para este fin, se tomé una alicuota de 75 pl de cada una de las
muestras y se mezclaron con 25 pl de buffer 4X, se colocaron en agua que se encontraba en
ebulliciéon durante 10 min. Posteriormente se colocaron en los pocillos de un gel de poliacrilamida
al 12% con un separador de 1.0 mm. La electroforesis se realizd a 70 volts en la fraccién del gel
concentrador y una vez que las muestras ingresaron al gel de corrida se cambié el voltaje a 100

volts y se mantuvo asi durante el resto del corrimiento.

22



AT\

Casa abierta al tiempo ., Giencias
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Biologicas

Unidad lztapalapa . ydeiat

Al término de la electroforesis se realiz6 la tincibn de Coomassie, la cual es de gran utilidad para
visualizar las proteinas contenidas en el gel de poliacrilamida, formando un complejo proteina-
tincién que resulta en un color azul intenso tras una incubacion del gel en una solucién de tefido
(0.05% Azul de Coomassie, en 50 % etanol y 10 % &cido acético en 100 ml) por 1 h con agitacion
suave. Posteriormente el gel se coloco en una solucién de destefiido que contiene lo mismo que
la anterior, pero sin el reactivo Coomassie durante 5 min. Las proteinas presentes se evidenciaron
en el gel en forma de bandas azules intensas que nos indicaron el tamafio de nuestra proteina
con respecto al marcador de peso. Lo cual se muestra en nuestros resultados mas adelante. Por
otro lado, para realizar un andlisis por western blot, se llevo a cabo la transferencia humeda de
las proteinas contenidas en el segundo gel a la membrana de PVDF. Se colocaron todos los
elementos (dos porciones de papel filtro, el gel de poliacrilamida con las proteinas de interés, la
membrana, y dos porciones de papel filtro més, los cuales fueron humedecidos con buffer de

transferencia y posteriormente se colocaron en el equipo programado a 24 volts.

Para confirmar la expresién de las proteinas, posterior a la transferencia, la membrana de PVDF
se bloqued con una solucién de leche descremada al 5% en PBS durante una hora a temperatura
ambiente, y después de realizar lavados con PBS-Tween al 0.5% se coloc6 en incubacién
sumergida en el anticuerpo primario anti-His, conjugado con peroxidasa en una dilucion 1:5000
en PBS durante toda la noche a 4°C.

Al terminar esta incubacion se lavé la membrana de nuevo y se sumergié en el segundo
anticuerpo anti-Ratén, las bandas de proteinas se visualizaron con una solucion de revelado (20
ml PBS; 0,0125 g 3,30-diaminobencidina Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.); y 100 L de
peroxido de hidrégeno 3 %), en la cual se sumergio la membrana. La reaccion se detuvo cuando
se transfirié la membrana al agua destilada. Por Ultimo, se dejé secar para apreciar mejor las

bandas.
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9. RESULTADOS
9.1 Amplificacién del gen N a partir de muestras de pacientes positivos a COVID-19

En la figura 5 se muestra la amplificacién del gen N a partir de muestras de cDNA provenientes

de pacientes infectados con COVID-19, obteniendo resultados positivos en la muestra N43.

3000——

1000— —1260

750 ——
500 —

250 —

Figura 5. Electroforesis del gen N. Gel de agarosa 1% teflido con bromuro de etidio de la
amplificacion del gen N. Carril 1 Marcador de peso. Carril 2 muestra N43. Carril 3 Control
negativo.

Como se observa en la figura anterior, se logré amplificar un producto en la muestra N43 que
corresponde al peso molecular esperado de 1260 pb. No se obtuvieron productos inespecificos,
por lo que se infiere que el amplicén corresponde al gen N. En el control negativo no se
observaron bandas, lo que confirma la especificidad del ensayo.

9.2 Clonacion del gen N en el vector de resguardo pJET1.2

Las cajas fueron puestas en incubacién a 37°C toda la noche y se observo el crecimiento de
colonias puntiformes en el testigo positivo (Fig. 6B). En cuanto al testigo negativo no hubo
crecimiento (Fig. 6A). Por otro lado, se observo crecimiento en la caja donde se sembraron las

bacterias transformadas con la construccion plasmidica (Fig. 6C).
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Figura 6. 6A. Testigo negativo. 6B. Testigo positivo. 6C.

Como se muestra en la figura anterior, en el testigo negativo (A) no se observé el crecimiento de
colonias, por otro lado, en el testigo positivo (B) aparecieron colonias, redondas, blanquecinas,
con borde bien definido, algunas se muestran dentro de los circulos de color rojo. En cuanto a la
muestra se observa el crecimiento de colonias con las mismas caracteristicas que el testigo
positivo, a partir de esta caja se seleccionaron y aislaron cinco colonias las cuales se muestran
dentro de los circulos color naranja, tomando en cuenta los resultados en los testigos, nuestra
prueba fue valida, y las colonias son aptas para su andlisis, y determinar cudl es la indicada para

la siguiente subclonacion.

Una vez extraidos los plasmidos pJET-N de las colonias seleccionadas, se procedi6 a analizarlos

mediante PCR y determinar si habian clonado el gen de interés (Fig. 7).

M 3 4
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500—

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio de la amplificacion
de las muestras de los plasmidos obtenidos. Carril 1 marcador, carril 2 y 3 amplicon de los
plasmidos pJET-N, carril 4 testigo negativo.
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Como se observa en la figura anterior, se logré amplificar el gen de interés en las muestras de
los plasmidos analizados, obtenidos a partir de la clonacién en el vector de resguardo. Se obtuvo
el peso molecular esperado de 1260 pb. No se obtuvieron productos inespecificos, por lo que se
infiere que el amplicén corresponde al gen N. En el control negativo no se observaron bandas, lo

gue confirma la especificidad del ensayo.
9.3 Subclonacién del gen N al vector de expresiéon pETSUMO

Después de realizar el protocolo de ligacibn a pETSUMO vy la transformacion de células, las

colonias transformadas se cultivaron en LB-Kanamicina a 37 -C durante toda la noche. Al dia

siguiente se observaron los siguientes resultados (Fig. 8).

Figura 8. Cultivo de colonias transformadas. A Testigo negativo, B y C Colonias transformadas en Medio LB y
Kanamicina.

La muestra presenté el crecimiento de colonias, de las cuales se seleccionaron 7 que se muestran
dentro de los circulos negros, para verificar que la ligacion fuera eficiente. Posteriormente se
volvié a realizar la seleccién de otras 6 colonias obteniendo un total de 13 seleccionadas, a las
cuales se les realizé el protocolo de extraccion de plasmidos (Fig. 9).

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7

-w__-_-\‘—

B

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa extraccion de plasmidos de ligacion a pPETSUMO. Gel 1%
tefiido con bromuro de etidio de los plasmidos obtenidos después de la ligacion al vector.

A
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En la imagen anterior se muestran los 12 plasmidos resultantes de la subclonacién al vector de
expresion pETSUMO, en la figura A, se observa que en la muestra uno no se obtuvo plasmido,
no obstante, en la figura B, todas las muestras presentaron el plasmido, dejando un total de 12
posibles plasmidos. Una vez obtenidos los pldsmidos se realizé una PCR para verificar que
realmente tuvieran el peso esperado, y descartar los plasmidos que no cumplieran con este
criterio (Fig. 10y 11) posteriormente se llevo a cabo otra PCR para evaluar la correcta orientacion
de los genes clonados.

M 2 3 4 5 6 /
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la correcta orientacion de los genes
clonados. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio de la amplificacion de las
muestras de plasmidos obtenidos, carril 1 marcador, carriles 2 al 6 corresponden a las

muestras 2 al 6.
M 2 3 4 5 6 /7 8
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacién de las muestras de
plasmidos obtenidos. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio carril 1
marcador, carriles del 1 a las 7 muestras del 1 al 7.
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En la figura anterior se puede observar que, de los 12 plasmidos obtenidos, Unicamente las
muestras 5y 6 de un gel y 1 y 7 del segundo gel son los plasmidos que presentan un tamafo
esperado. Después de obtener los plasmidos anteriores, se determiné que solamente los
plasmidos 5 y 6 poseian el gen N en orientacién, ya que se logré que amplificaran el fragmento

de 1360 pb correspondiente al gen clonado en fase con el vector de expresion (Fig. 12).

M 2 3 4 o)
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1000 — 1360
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio de la amplificacion de muestras
de los plasmidos obtenidos. Carril 1 Marcador, carril 2 y 4 muestra 5, carriles 3 y 5 muestra 6 de los
plasmidos pETSUMO en fase con el gen N.

9.4 Ensayos de expresion en células One Shot BL21 (DE3)

En las figuras mostradas mas adelante se observan las clonas correspondientes a las muestras
de las cepas transformadas BL21-N-SARS-CoV2 (Fig. 13) de las cuales se obtuvieron un total de
10 clonas que fueron obtenidas satisfactoriamente y se llevaron a cabo las técnicas de western

blot y Coomassie (Fig. 14).

Figura 13. Pruebas de expresion A. Testigo negativo. B Clonas de la cepa BL21-N de COVID-19

28



AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad lztapalapa

Ciencias

lud

Blologicas C BS
v de la
Sal

M 1 2 3 4 5 6 7 M 1 2 3 4 5 6 7
= 75
63 Gy S S s s |60 kDa A s e S B [-60 kDa
48-. 48+
35
35--
. 25-]
25-{as
M 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 1
75--
7 60 kDa
75--
48— o I— 1D
48-- =)
35—
35--
A B

Figura 14. Pruebas de expresion de la cepa BL21-N de COVID-19. Arriba: gel SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie.
M: marcador de peso molecular, 1: control positivo de expresion, 2 negativo, 3-7: diversas clonas analizadas de BL21-N.
Abajo: western blot usando anticuerpos anti-6his.M: marcador de peso molecular, 1: control negativo, 2 control positivo

de expresion, 3-7: diversas clonas analizadas de BL21-N.

Las 10 muestras tuvieron un resultado satisfactorio, con suficiente proteina, sin embargo, se eligio
Unicamente la muestra identificada con niumero 7 para realizar el proceso de expresion y

purificacién de la proteina.
9.5 Extraccion de cuerpos de inclusién

Se tomaron alicuotas correspondientes a las distintas fases del proceso de produccion de la
muestra: inicialmente cuando se encontraba en células completas, y posteriormente tras la
ruptura celular, obteniéndose la fraccion soluble, la fraccién insoluble y los cuerpos de inclusion.
Estas muestras fueron sometidas a analisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, con

el objetivo de separar y caracterizar las proteinas presentes en cada fase.

Posteriormente fueron analizadas mediante western blot (Fig. 15) como se puede observar, se
identifico que la proteina se encuentra en ambas fases, tanto en la fase soluble (carriles 4 de
ambas figuras) y en los cuerpos de inclusion (carriles 5 de ambas figuras), lo cual concuerda con
estudios que se han realizado previamente en los cuales también se han detectado porciones de
la proteina en ambas fases (Djukic et al., 2021; Li et al., 2021; Di et al., 2021).
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Esta informacion resulta de utilidad para el procedimiento de purificacion de la proteina, ya que
podriamos obtenerla de ambas fases, y en el caso de que se encuentre en la fase soluble,
podriamos prescindir del proceso de solubilizacién, no obstante, se requieren mas ensayos para

poder determinar como se realizara esta parte.

M 2 3 4 5

--60 kDa

Figural5. Expresion de la proteina N en E coli. Western Blot con anticuerpos anti-his de las
clonas inducidas con IPTG. Carril 1 Marcador, carril 2 Células completas, carril 3 fase sélida,
carril 4 fase soluble, carril 5 cuerpos de inclusion.

Con el fin de obtener el mejor método de solubilizacién, probaron diferentes ensayos para el
tratamiento de los cuerpos de inclusion se observo que el método de rompimiento con perlas de
vidrio y periodos de enfriamiento en hielo resulta eficaz ya que se evita el sobrecalentamiento de

la muestra y la posible degradacién de proteina.

Ensayo Volumen de | Banda WB Resultado
expresion
BL21/DE3 LOTE 1 200 ml - No se encontrd proteina
en la purificacién.
BL21/DE3 LOTE 2 200 ml - No se encontrd proteina
en la purificacion.
BL21/DE3 LOTE 3 100 ml Se realizaron lavados con
- urea, y la proteina no se
encontré en el WB.
BL21/DE3 LOTE 4 200 ml - Rompimiento con perlas

de vidrio y lavados con
urea

Tabla 6. Ensayos de tratamiento a cuerpos de inclusion. Tratamiento a 4 lotes de células BL21 DE3 sometidos
a diferentes condiciones de rompimiento.
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9.6 Andlisis de secuenciacion

Con base en los resultados de la secuenciacion del plasmido pETSUMO-NSARS-CoV2 se logré
confirmar la correcta integracion del gen que codifica la proteina N (Nucleocapside) del SARS
CoV2 en el sistema de expresion, lo que concuerda con la Figura 16A en la cual se muestran los

productos en el tamafio esperado

El mapa plasmidico obtenido (Fig. 16B) tiene un total de 6906 pb y muestra la distribucion de los

elementos que garantizan la replicacion y expresion de la proteina de interés.

Posteriormente y con base en el andlisis del electroferograma correspondiente a la secuencia
codificante a la proteina N, se pudo realizar un andlisis de secuencias mediante BLAST-NCBI
para determinar el porcentaje de homologia de la secuencia analizada con respecto a las cepas
reportadas de SARS-CoV-2. El analisis de secuencias mostr6 una homologia del 100% en

comparacion con las secuencias en la base de datos de NCBI.

El resultado del programa Seqbuilder muestra el siguiente mapa plasmidico denominado pET
SUMO-N SARS CoV2 en el cual podemos resaltar el gen N SARS CoV2 (flecha roja) el cual
esquematiza el inserto principal, cuya secuencia fue verificada y confirmada (Fig. 16B).

2 pETSUMO-N SARS COV2 SECU
o

S 6906 bp
1000 —
750 —

900 —

250 —

A

Figura 16. A. Electroforesis en gel de agarosa 0.7% tefiido con bromuro de etidio. Carriles 2y 3 se
muestran los amplicones en el tamafo esperado. B. Mapa plasmidico del vector denominado pET
SUMO-N SARS CoV2.
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

Una vez obtenido el gen de la proteina fue adecuadamente clonado en el vector de resguardo.
Posteriormente se realiz6 una segunda clonacién en el vector de expresion pETSUMO. Se
determiné que se encontraba en fase con el vector de expresion ya que el peso aumentd

aproximadamente 100pb con respecto a la caracterizacion mediante PCR.

El plasmido pETSUMO N fue utilizado para transformar la cepa BL21-N mediante la induccién
por IPTG tal y como se ha descrito en otros trabajos (Djukic et al., 2021, Li et al., 2021) y mediante
las pruebas de expresion, se corroboré la presencia de la proteina de interés, con base en los
analisis de western blot, en la cual se utilizaron anticuerpos anti-His. Se obtuvo la proteina
recombinante con un peso molecular aproximado de 60 kDa dando una sefal especifica en la

colonia utilizada.

Se probaron diversos ensayos para realizar las técnicas de rompimiento, utilizando
homogenizador industrial y, por otro lado, promoviendo el rompimiento mediante ciclos de
vortexeo con perlas de vidrio, el cual resulta eficaz ya que no es necesario someter la muestra a

altas temperaturas y se evita la degradacion de la proteina (Tabla 6).

Como se menciond anteriormente, una sobreexpresion del gen heterélogo puede inducir la
formacion de cuerpos de inclusién. Di y colaboradores (2021) utilizaron un tratamiento con urea
a altas concentraciones para promover el desdoblamiento, al igual que en el presente trabajo que
utilizamos urea al 9%, como parte de los varios tratamientos que se implementaron. También se
utilizé un buffer de solubilizacion (SDS, betamercaptoetanol, tris-HCI 1 M, aforado a 50 ml) para
ayudar a desagregar los cuerpos de inclusion, el cual fue eliminado posteriormente mediante la
dialisis de la muestra, posterior a este paso, se realiz6 un Western Blot y se encontré la presencia

de la proteina.

Con respecto a la parte de la purificacién, los primeros ensayos resultaron satisfactorios ya que
obtuvimos el cromatograma tipico de una cromatografia IMAC, no obstante, al momento de
recolectar las alicuotas posterior a la elusion, la proteina no se encontré presente, esto con base
en los resultados del western blot posterior, lo cual pudo deberse a la concentracion de imidazol
que se utilizd, ya que en estudios similares, como fue el caso de Li et al. (2021) se descubri6é que
la proteina N podia unirse fuertemente a la resina catidnica; por lo tanto probaron con

concentraciones relativamente altas de NaCl,.
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Al igual que, Djukic et al. (2021), que probaron con una concentracion de 500 mM de NaCl, en
tampdn de equilibrio, aumentando la fuerza iénica y la concentracidén resultante para lograr la
elusion, lo cual tiene sentido ya que la proteina N es altamente cargada y muy basica y esto
promueve que se una fuertemente a la matriz, por lo cual podemos deducir que, al aumentar la
fuerza idnica, se reducen las interacciones ya que los iones compiten con las cargas de la
proteina; esto reduce la unién de la proteina a la matriz. Por otro lado, en ese mismo estudio,

probaron con diferentes concentraciones de imidazol y probando con un pH de 7.2.

En nuestro caso tanto los reactivos como la muestra se estandarizaron a un pH de 8, motivo por
el cual se cree que la proteina no logro desprenderse de la matriz. Tarczewska y colaboradores
(2022) mencionan que la funcion basica de esta proteina es unirse al ARN gendmico y formar un
nucleocapside protector en el viribn maduro. Esta capacidad de la proteina N de interactuar con
los acidos nucleicos provoca dificultad en el proceso de purificacién y que los métodos empleados
habitualmente para este fin sean insuficientes para eliminar la contaminacion por &cidos
nucleicos. Como sabemos la superficie de la proteina N esta cargada positivamente y el ARN
estad cargado negativamente, lo que provoca que los condensados sean impulsados por efectos
electrostaticos. Por lo cual el ultimo objetivo planteado en el presente trabajo con respecto a la

evaluacion antigénica ya no pudo llevarse a cabo.

El andlisis final del mapa plasmidico confirma la correcta insercion de nuestro gen de interés, lo
cual nos brinda las bases necesarias para la correcta expresion de la proteina N recombinante.
Con estos resultados obtenemos un sistema de expresion recombinante de la proteina de interés.
El desarrollo biotecnolégico obtenido durante este proyecto constituye un avance hacia la
obtencion de antigenos recombinantes con multiples aplicaciones posibles, como sistemas de
deteccion, inmunizacion o herramientas de investigacion dentro del enfoque “one health” (una
sola salud), ya que la proteina N del SARS CoV2 presenta alta inmunogenicidad y abundancia

en el virién, y su aplicacién puede desencadenar aplicaciones innovadoras en un futuro.

En este sentido, se plantea la posibilidad de que el proyecto continué orientado a la
estandarizacion de la purificacion de la proteina N con el objetivo de darle continuidad a la parte
de la evaluacion antigénica, lo cual fortalecera el presente trabajo, pero también, garantizar que
sea una metodologia reproducible y funcional, ya que teniendo protocolos de purificacion
estandarizados podemos facilitar la incorporacion de esta proteina a nuevas tecnologias de

diagnostico, deteccion o contencion.
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11. CONCLUSIONES

v' Se lograron amplificar de manera exitosa los genes a partir de una muestra obteniendo el
producto del tamafio esperado (1260 pb).

v' Se obtuvo una eficiente clonacion en el vector de resguardo PJET1.2/blunt.

v" Al llevar a cabo la clonacion del gen N en el vector de expresion pETSUMO se obtuvo un
sistema de expresion recombinante para la proteina N del SARS-CoV 2.

v' La proteina se expresa eficientemente y en una alta producciéon de proteina en fases
solubles e insolubles.

v Los primeros ensayos de expresion indican que la proteina se puede encontrar tanto en
fase soluble como en cuerpos de inclusion, sin embargo, con respecto al primer ensayo
se sugiere que la mayor parte de la proteina se encuentra en fase soluble, lo que
concuerda con lo reportado en la literatura, no obstante, se requieren mas estudios.

v" En los ensayos de purificacion se obtuvo un cromatograma tipico de una cromatografia
IMAC. Se requieren mas ensayos para confirmar la presencia de la proteina purificada.

v Se detect6 la necesidad de evaluar métodos alternativos de solubilizacion con el fin de
estandarizar el procesamiento de los cuerpos de inclusion obtenidos y poder obtener la
proteina en forma soluble para su posterior purificacién.

v' Se confirmé la correcta integracién del gen que codifica la proteina N (nucleocapside) del
SARS-CoV-2 en un sistema de expresion bacteriano.

v/ El andlisis de secuencias mostré una homologia del 100% en comparaciéon con las
secuencias en la base de datos de NCBI de la proteina resultante.

v' Se logré obtener satisfactoriamente un sistema de expresién recombinante de la proteina

N del SARS-CoV-2 en la cepa de expresion de E. coli.
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12. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

Curso seminario y Trabajo

experimental 111,11

Clonacién y cepa de produccion
BL21/DL3 pETSUMO-N

Realizar la expresion y purificacion
de la proteina recombinante N en un
soOlo paso mediante cromatografia de
afinidad.

Analisis de resultados
Revision bibliogréfica

Escritura de proyecto
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14. ANEXOS

Defensa

Secretaria de la Defensa Nacional

Unidad de Especialidades Médicas

Otorga la presente

CONSTANCIA

.
.

Roxana Pastrana Unzueta
Por su participacién como ASISTENTE a

“XXV Curso de Actualidades en Técnicas de Laboratorio Clinico”
Llevado a cabo en la Unidad de Especialidades Médicas, promoviendo la excelencia en el
desempeiio profesional mediante la actualizacion constante.

Fecha: 28 de Marzo del 2025.
“ f Duracién del Curso: 7 horas.

Prof Titular del Curso.
Teni Coronel Enfermera.
Ana Vasquez Dominguez.

ep. de Enseiianza e

vestigacion.
Coronel Enfermera.

Monica Gabriela Hashizume Valenzuela.

/Blf?ector.
era gadier Méd. Cir.

Antonio Garcia Ruiz.
Folio: 2YPSFU-CE000088

Campo Militar No.1-K, Lomas de San Isidro, Naucalpan, Méx., a 28 de Marzo del 2025.
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Secretaria

5' cUADTITLAN A@gﬁ’mﬁ‘rgggé"

FES Cuautitian

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Secretaria de Posgrado e Investigacion

Otorgan la presente

onstancia

A: Roxana Pastrana Unzueta

Por su participacion como Asistente en el
3" Congreso Nacional e Internacional de Ciencias Multidisciplinarias
Realizado del 22 al 24 de abril de 2025 en la Unidad de Seminarios
Dr. Jaime Keller Torres, Campo Cuatro.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan lzcalli, Estado de México, abril de 2025.

s ST .,«5;
oG s %
B USONA.E. l{ge3
Dr. David Quintanar Guerrero Folio: 202500202 Dra. Susana Elish Mendoza Elvira

'
Director Secretaria de Posgrado e Investigacion

»

51gamosConMas

INVESTIGACION
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60t [k
Aclelﬁﬂﬁgg

La 60% Reunidn Nacional de Investigacion e Innovacion
Pecuaria, Agricola, Forestal Acuicola y Pesquera
otorga la presente

CONSTANCIA

Roxana Pastrana Unzueta

Por su participacidn con el trabajo denominado:

CONSTRUCCION DE UN SISTEMA DE EXPRESION RECOMBINANTE PARA LA PROTEINAN Y S DE
COROMAVIRUS (SARS-COVZ)

Dr. Luls Drtega Reves
Coordinador Ganaral da la 60" Reunién CantiTica 2025

22 al 25 de ooubre, San Luls Potosi, Méden

@D SRS | Asedtre | fOloime o N | gmam | rommeo | 7

2 W B @ L X 4 e
¥ e ﬁ- T Mwse ﬁm B2 @

Reunion Macional de Investigacidn e Innovacidn

22 al 25 de octubre, San Luis Potosi

Pecuaria, Agricola, Forestal, Acuicola y Pesquera
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Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Departamento de Ciencias Biologicas

Seccion de Bioquimica y Fisiologia Agropecuaria
PAPIIT TA200324

Otorga la presente

CONSTANCIA

A: R. Pastrana Unzueta; J.L. Cerriteno-Sanchez, S.
Cuevas Romero, G. Blancas Flores

Por su participacion como ponente de la conferencia

EProduccion de la proteina recombinante
N del SARS-COV2 con potencial aplicacion

en el area veterinaria.

En el 5° Congreso Internacional en Ciencias Veterinarias
y Produccion Animal realizado a
distancia el 6 y 7 de noviembre de 2025.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Estado de México, noviembre de 2025.

wn

Folio: 20250053

CX‘Q’I' V Dr. David qumanar Guerrero
et .

GEN 097/25
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El Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

QFB. Roxana Pastrana
Unzueta

Por su participacion como Instructora en el Curso
“BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA INMYNDLOGIA: DE
LAS PLATAFORMAS MOLECULARES A LA CEINICA”,
realizado en el Instituto de EstudiosStperiores en
Biotecnologia Médica, Puebla de Zé’raa'ﬁia?g;}?pebla, el

dia 05 de diciembre de 2025, con una-dtration de 2
CENID

horas. =2
o’ oo /*MUD RSN
E : £ INOCUIDAD
- e N

M. en C. Enrique Herrera Lépez
Director del CENID SAI

Puebla de Zaragoza, Puebla, 05 de diciembre de 2025

5 2025
LJ‘% _ ' Lapmaier

Indigena
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4. Gobierno de ricultura | / @inifa
‘.fﬁm’ MeXICO %whﬁm,hunﬂow : F:),;Amwlefrsnrlpm

El Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

QFB. Roxana Pastrana
Unzueta

Por su participacion como Instructora en el Curso
“DESARROLLO INTEGRAL Y COLABORATIMO.PARA LA
PRODUCCION PORCINA DESDE EL ENFOGUEDE UNA

SOLA SALUD", realizado en la Unidagi:de&sen
Agropecuaria del Bachillerato Te Rologie
Agropecuario, Xalatlaco, Estado de Méxi ",E;q';ﬁﬂ'a 17 de

e d
octubre de 20 n una duraciopsdegdilmoras.
SALUD ANlM/-‘:’L
"”J - £ niocm,_. \
rd

M. en C. Enrique Herrera Lépez
Director del CENID SAI

Estado de México, 17 de octubre de 2025

Saga i
i Indigena
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El Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

QFB. Roxana
Pastrana Unzueta

Por su participacion como Instructora en el Curso
“PESTE PORCINA AFRICANA, UNA AMENZA'EATENTE
PARA MEXICO", realizado en el AuditofigPhiicipal de

San Bartolo Oxtotitlan, Jiquipilco, el dig idediciembre
de 2025, con una duracién de %Hora:".>

7
U, ‘v
J-'/Jg, oW

CENID

SALUD ANIMAL
£ INOCUIDAD
Z/uq—c_— ErCr
7

M. en C. Enrique Herrera Lépez
Director del CENID SAI

Jiquipilco, Estado de México, 09 de diciembre de 2025

ama
ik Incigena
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R AT TS s g o

s r— . i

INSTITUTO DE ESTUDIOS SUPERIORES EN
@ lESBM BIOTECNOLOGIA MEDICA

Otorga el presente:

Reconocimiento

Por haber impartido la conferencia titulada “Antigenos recombinantes en enfermedades
infecciosas (SARS-CoV-2)” duram el ciclo de conferencias “Biotecnologfa aplicada a la inmunologia
delas plataformas molecularey Nénica”, el d1a 05 de d1c1embre de 2025, en las msta]ac1ones del

TR A T R

S

DE EDUCA
PUBLIGY

TR TR T TS R e e G

D rector Académlco
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%, ,, LAUNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Y EL

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD Gata 2biaria al temps

Ot()l‘gan Ia pl‘esente COﬂStanCia UNIVERSIDAD AUTONQMA METROPOLITANA

a:Pastrana Unzueta Roxana, Cerriteno Sanchez José L., Cuevas Romero Julieta
Sandra, Blancas Flores Gerardo.

Por la Presentacion del Trabajo en Cartel:

“CONSTRUCCION DE UN SISTEMA DE EXPRESION'-RECOMBINANTE PARA LA PROTEINA N DEL
VIRUS SARS-COV2.”

En el XXX Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud
Celebrado del 29 al 31 de octubre del 2025

2

o U

Dr. Fernando Rivera Cabrera
Jefe del Departamento de Ciencias de la Salud

Comité Organizador: Dra. Adriana Alarcon Aguilar, Dra. Elsa Cervantes Rios, Dra. Ofelia Limén Morales, Dra. Norma Edith Lopez Diaz Guerrero,
Dra. Denise Raddatz Mota, Dra. Barbara Vargas Miranda
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Educacion DGETAyCM  Sggf:: g gl 20

Direccién General de Educacién Tecnolégica Agropecuarla y Ciencias del Mar 62 e
Brigada de Educacidn para el Desarrollo Rural No. 92

OTORGA LA PRESENTE : . ix

CONSTANCIA 3

A LA QFB. ROXANA PASTRANA UNZUETA L)
ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA, UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

.'I@'

T
S0

TN

Por su Ponencia:
“SITUACION DE PPA EN LA REPUBLICA DOMINICANA Y HAITI”

A productores de la Comunidad San Bartolo Oxtotitlan
Municipio de Jiquipilco Estado de México
el dia 09 de diciembre del 2025 Y

A

9 26)

.

e
SE%

&

SO O

65%\} ) 2®
3%

e AN

M. En C. Manugl/Guerrero Barcena
Subdirector No Academico de la BEDR No. 92

QU
R

i
e
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m ACTA DE IDONEA COMUNICACION DE RESULTADOS
Casa abierta al tiem

UNIVEEI;;;ISAE AUTONOMA METROPOLITANA No. 00223

= S i Matricula: 2251800014 5

Clonacién, expresién y

evaluacién antigénica de la En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
proteina recombinante N del del dia 23 del mes de marzo del afio 2026 en la Unidad
SARS CoV-2. Iztapalapa de 1la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DR. GERARDO BLANCAS FLORES
DR. JOSE LUIS CERRITENO SANCHEZ
DR. FRANCISCO JAVIER ALARCON AGUILAR

siendo los dos primeros asesores de la alumna y lector el

f W tercero, de la 1Idénea Comunicacién de Resultados, se
reunieron a evaluar la presentacién cuya denominacién

aparece al margen, para la obtencién del diploma de:

oIt AN ESPECIALIZACION EN BIOTECNOLOGIA
5
.
e ose DE: ROXANA PASTRANA UNZUETA
coed 20,00,
. L] . .
. . . .
L] .

y de acuerdo con el articulo 79 fraccién II del Reglamento

Acto continuo, se comunicé a la interesada el resultado de
la evaluacién y, en caso aprobatorio, le fue tomada la

seee i Y de Estudios Superiores de la Universidad Auténoma
b oo,
o . . Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
seee oo 4
LI
¢ RUxana PAST% UNZUETA
e, 8 ALUMNA
. .. b
. 2 L] 7
(03
\REVISO
/

‘ protesta.
MTRA. ROSA{IA’S RANO DE LA PAZ
DIREGTORA DE SISTEMAS ESCOLARES
| : \ . . 7
N p N
DIRECTORA DE LA DIVISION DE CBS ASESOR
DRA. EDITH ARENAS RIOS DR. GERARDO BLANCAS FLORES
\ 7 . 7
s By " N
ASESOR LECTOR
1
DR. JOSE (¥ CERRITENO SANCHEZ DR. FRANCISGEJAVEER ALARCON AGUILAR
L .
\ 7 \ 7




