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1. Resumen

La eritropoyetina (EPO) es una hormona de carécter glicoproteico, cuya funcion biolégica
es inducir la hematopoyesis. Estructuralmente esta compuesta por una cadena de 165
residuos de aminoacidos, con dos puentes disulfuro, tres N-glicosilaciones y una O-
glicosilacion, con un peso molecular de 34 kDa. La EPO, es una molécula de alto interés
farmacoldgico para el tratamiento de anemias secundarias debidas al fallo renal crénico, a
quimioterapia u otras causas. La EPO ha sido utilizada terapeuticamente desde su exitosa
clonacion y expresion en células ovéaricas de hamster chino (CHO, por sus iniciales en
inglés) desde 1985. Desde esta fecha, el sistema de expresion preferido (las células CHO)
se ha conservado inalterado a pesar de que se han probado otros sistemas de expresion,
como las células renales de cria de hamsteres (BHK) y las células humanas de fibrosarcoma
(HT1080). Todos estos sistemas de expresion, basados en células de mamifero, se siguen
utilizando debido a la naturaleza estructural de la EPO; sin embargo, estos sistemas
implican altos costos de produccién y un riesgo de contaminacion considerablemente

mayor que con otros cultivos celulares.

Por lo tanto, este proyecto propone al hongo filamentoso Neurospora crassa como una
alternativa para la expresion heterdloga de proteinas glicosiladas, utilizando como modelo a
la eritropoyetina humana. Se selecciond N. crassa debido a sus bajos requerimientos
nutricionales, su capacidad de sintetizar modificaciones postraduccionales, su capacidad de
secrecion de proteinas y su capacidad de fotoregulacion de genes, que, en conjunto ofrecen

el potencial para establecer un sistema de produccion de glicoporteinas eficaz y accesible.

Para producir rhEPO, se disefi0 una proteina de fusion adicionando una secuencia de
secrecion proveniente de la glucoamilasa-1, propia del hongo, en el extremo N-terminal, y
una cola de histidinas en el extremo C-terminal. Al gen codificante de esta proteina de
fusion se le llamo SigGla — rhEPO — HisTag y fue clonado en el vector pMF272 bajo el
control del promotor inducible por luz azul Pccg-1. Esta construccion se utilizd para

transformar la cepa auxoétrofa a histidina de N. crassa #9717.

Se utiliz6 una de las seis cepas obtenidas tras la trasformacion del hongo, la cepa N. crassa
EPO 6+, para la produccion de eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) por cultivo en
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medio solido. Se realiz6 una cinética de produccion tomando muestras cada 24 h, todas en
las mismas condiciones, hasta las 96 h de cultivo. Los extractos extracelulares fueron
analizados mediante SDS-PAGE para comparar los secretomas de la cepa transformante y
la cepa nativa. Se observo que la cepa N. crassa EPO 6+ presenta bandas de 37 kDa (el
peso aproximado a la EPO humana) a partir de las 24 h, mientras que la cepa nativa carece
de ellas. Esta evidencia indica la secrecion de rhEPO; sin embargo, se requiere de purificar
la proteina y caracterizarla por espectrometria de masas para asegurar con certeza que se
estd expresando de forma correcta. Adicionalmente, la espectrometria de masas permitira
conocer los patrones de glicosilacion realizados por N. crassa, definiendo las siguientes

estrategias a seguir para mejorar al sistema de produccion propuesto.

Péagina 2 de 84
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2. Abstract

Erythropoietin (EPO) is a 34 kDa glycoprotein hormone that induces hematopoiesis and
has pharmaceutical applications in the treatment of secondary anemias. Since its expression
in Chinese hamster ovary (CHO) cells in 1985, mammalian cell systems have remained the
standard for EPO production due to structural requirements despite their high costs, large

nutritional requirements, contamination risks, and sensitivity to yield stress.

This project aimed to establish Neurospora crassa (N. crassa), a filamentous fungus, as an
alternative system for the heterologous expression of glycoproteins, using human
erythropoietin as a model. N. crassa was selected due to its low nutritional requirements, its
high secretion rates, its capacity to perform N-glycosylation, and its capacity to photo-
regulate its genes. Altogether, these qualities suggest N. crassa as an accessible and
efficient expression system for recombinant glycoprotein production.

To achieve this, we designed a fusion protein by adding a secretion signal sequence from
the fungus’s glucoamylase-1 to the N-terminus and a histidine tag to the C-terminus. The
gene encoding this fusion protein, named SigGla — rhEPO — HisTag, was cloned into the
pMF272 vector under the control of the light-inducible promoter Pccg-1. The final

expression vector was used to transform the auxotroph to histidine strain N. crassa #9717.

We used the strain N. crassa EPO 6+, one of the six successfully transformed strains, to
produce recombinant human EPO (rhEPO) through solid-state fermentation (SSF). The
secretome produced in SSF by the wild and mutated strains was analyzed by SDS-PAGE to
identify the presence or absence of rhEPO. The analyzed samples corresponded to the
extracellular proteins present in the media at 24, 48, 72, and 96 hours of fermentation. It
was observed that the N. crassa EPO 6+ strain showed bands at 37 kDa (close to the
corresponding 34 kDa of human EPO) starting at 24 hours. In contrast, the native strain
lacked them, thus suggesting the successful expression of rhEPO by the engineered fungus.
Nonetheless, further purification, characterization, and quantification of the protein are

required to confirm that the observed protein is rhEPO, determine its glycosylation patterns,
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3. Introduccion

3.1. Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO), por funcion, es catalogada como una hormona y es encargada de
regular la hematopoyesis, el cual es el proceso de produccion y diferenciacion de eritrocitos
en medula 6sea (De los Rios-Morales et al., 2021). A diferencia de otras hormonas, esta no
es sintetizada en su sitio de accion, sino que es producida principalmente por los rifiones, en
las células epiteliales tubulares renales (REPC) y en cantidades minimas, por las células
hepaticas (Gomez, 2020).

3.1.1 Estructura
Estructuralmente, la EPO es una proteina glicosilada con un peso molecular de 34 kDa

(Gomez, 2020). Su estructura se compone de una secuencia de 165 aminoacidos, con dos
puentes disulfuro entre los residuos de cisteina 7-161 y 29-33, una O-glicosilacion en la
serina 126 y tres N-glicosilaciones putativas en las asparaginas 24, 38 y 83 (Figura 1)
(Jelkmann, 2007a), lo que resulta en un arreglo tridimensional globular compuesto por
cuatro o—hélices antiparalelas (Cheetham et al., 1998). Como se puede observar, las
modificaciones postraduccionales de esta proteina representan una gran parte de su
identidad y corresponden aproximadamente al 40% de su peso total, lo que le otorga

estabilidad y funcion biologica (Inoue et al., 1995).

Figura 1. Modelo de la eritropoyetina humana realizado con el programa BIOVIA Discovery Studio Visualizer a partir de la estructura
con el nimero de acceso en UniProt, P01588 (Cheetham, 1998).
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En color amarillo se resaltan los puentes disulfuro Cys’-Cys'! y Cys?*-Cys®. En color naranja se remarcan los residuos Asn?, Asn®y
Asn®, lugar de las N- glicosilaciones, y en color azul se identifica al residuo Ser'?® donde se presenta la O-glicosilacion.

3.1.2. Mecanismo de accion
Para iniciar la hematopoyesis, la EPO es reconocida por los receptores de eritropoyetina

(EPO-R) en las células precursoras eritroides (CPE). El receptor EPO-R es un receptor de
citocinas tipo 1 el cual interactta, en su forma homodimérica, con la EPO para iniciar la via
de sefalizacion JAK2/STAT3/STATS. El receptor EPO-R puede ser regulado de forma
negativa por varios mecanismos; 1) mediante union a un sitio de alta afinidad por parte de
las proteina SOCS (proteina supresora de la sefializacion de citocinas) y de la proteina
CLINTL, 2) por la unién directa de la proteina SH23B con la cinasa JAK2 (provocando una
atenuacion de la fosforilacion de JAK2, dando por resultado una disminucion en la
fosforilacion del receptor de eritropoyetina), por otra parte, la regulacion positiva, se da
principalmente por la via de sefializacion mediada por la activacion de la cinasa JAK2 vy el
factor de transcripcion STATS, el cual ejerce una fuerte regulacién en la eritropoyesis
(Eggold & Rankin, 2019; Jelkmann, 2013).

paRanonnnn

Proliferacién y
diferenciacion de
eritrocitos
A

Figura 2. Receptor de eritropoyetina en células CPE, cascada de sefializacion JAK2/STAT3/STATS y regulacion negativa del receptor
EPO-R. Adaptado de Té6thova et al., 2021.
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3.1.3. Regulacion
El gen EPO se expresa de forma constitutiva en las células REPC, lo que mantiene una

concentracion estable de EPO en plasma entre 4 y 26 mU/mL (Spivak, 1993). La expresion
del gen puede, sin embargo, ser regulada por el factor inducible por hipoxia 2 (HIF-2), un
factor de transcripcién heterodimérico cuyas subunidades son proteinas del tipo hélice-giro-
hélice de la familia PAS (Haase, 2013). En condiciones de hipoxia o anemia, la induccion
es tan fuerte que se ha observado un incremento de hasta 1,000 veces la concentracion de
EPO circulante (Eggold & Rankin, 2019). Este incremento no solo se debe a la induccion a
nivel transcripcional, sino que también se inducen mecanismos que favorecen la estabilidad
del mRNA (Spivak, 1993).

Hipoxia

-------------------------------i J_ILH“*

3 "Enhancer

Gen EPO >

Figura 3. Induccién del gen EPO por el complejo HIF-2/HNF-4/p300 en condiciones de hipoxia.
Los factores de transcripcion interactiian en una secuencia “Enhacer” rio abajo del gen EPO e interaccionan con la secuencia consenso
5"-TACGTGCT-3rio arriba para inducir la transcripcion. Adaptado de Bunn, 2013.

Figura 4. Horquilla formada por el complejo HIF/HNF-4/p300 durante la induccion del gen EPO. Adaptado de Stockmann & Fanderey
(2006).
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3.1.4. Usos
Desde 1988 (Winearls, 1998), se ha utilizado eritropoyetina humana recombinante (rhEPO)

para tratar a pacientes con insuficiencia renal cronica, pero se ha adoptado la terapia con
rhEPO para tratar en general a pacientes con anemia secundaria, ya sea provocada por
cancer, artritis reumatoide o por el tratamiento con 3"-azidotimidina en pacientes con SIDA
(Jiménez et al., 1991; Celik et al., 2007).

3.2. Patrones de glicosilacion
Las O- y N- glicosilaciones son modificaciones postraduccionales que ocurren en el aparato

de Golgi y reticulo endoplasmatico, por lo que los sistemas procariotas son incapaces de
llevarlas a cabo (Sethuraman & Stadheim, 2006). Estas modificaciones son esenciales para
dar estabilidad, forma y funcion bioldgica a las glicoproteinas y la secuencia especifica de
mondmeros de glicanos que las componen depende del tipo de célula, especie (Lee et al.,
2012) y estimulos ambientales (Jelkmann, 2007b). En el caso de la rhEPO (como farmaco
glicosilado), los patrones de glicosilacion afectan directamente a su farmacocinética. La
presencia de residuos no humanos como el Acido N-glicolilneuraminico (AcNeu5Gc) vy la
galactosa-o-1,3-galactosa (a-Gal) producen respuestas inmunitarias, reduciendo el tiempo
de vida en suero de la rhEPO y, por ende, disminuyendo su efecto terapéutico (Dammen-
Brower et al., 2022). Algo similar ocurre con los residuos de manosa, los cuales, a pesar de
que por si solos no representan un riesgo para la salud, debido a su alta frecuencia en los
sitios de glicosilacion provocan respuestas inmunitarias. Este es un fenébmeno recurrente en
la expresion heterdloga en levaduras que hipermanosilan las proteinas, llegando a
incorporar hasta 100 residuos de manosa por sitio de N-glicosilacion (Hamilton et al.,
2003). Por otro lado, hay residuos y estructuras que favorecen la estabilidad de las
glicoproteinas, tal como es el caso del &cido sialico. La ausencia de extremos sialilados en
los glicanos se asocia con una disminucion significativa del tiempo de vida en suero de la
EPO. Una molécula de EPO no sialilada tiene una vida media plasméatica de 10 min
mientras que el de una EPO sialilada es de entre 5y 11 h. Esto se debe a que la EPO no
sialilada es eliminada del sistema circulatorio por medio de los receptores de
asialoglicoproteina (ASGPR) del higado (Dammen-Brower et al., 2022).
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Aunado a los patrones de glicosilacion, la cantidad de glicanos enlazados a una molécula
afecta directamente su estabilidad y especificidad, las cuales son inversamente
proporcionales. Tal es el caso de la darbepoetin-a, comercializada bajo el nombre de
Aranesp, que es una variacién de la EPO en la que se mutaron los residuos de las
posiciones 30 y 88 para adicionar dos sitios nuevos de N-glicosilacion (Asp®® y Asp®). Se
comprobd6 que las nuevas glicosilaciones prolongaron la vida media en suero de la molécula
a 25 h, aproximadamente tres veces mas que el tiempo de vida media en suero de la EPO,

pero también se disminuy0 su afinidad por los EPO-R (Jelkmann, 2007b).

3.3. Neurospora crassa
Neurospora crassa es un hongo filamentoso del filo Ascomycota que, fisiolégicamente, se

caracteriza por tener hifas septadas y polinucleadas. Su reproduccion sexual es heterotélica
y por ascosporas, mientras que la reproduccién asexual se realiza mediante conidios
(Ruger-Herreros & Corrochano, 2020). Es un hongo saprétrofo, que se puede encontrar
principalmente en climas tropicales y subtropicales, pero que también puede aparecer en
bosques de coniferas de zonas nérdicas. Una peculiaridad de su estilo de vida es que crece
abundantemente en zonas forestales devastadas por incendios, ya que las altas temperaturas
y el suelo rico en nutrientes estimulan la germinacion y proliferacion del hongo (Kuo et al.,
2014).

3.3.1. Uso como modelo biotecnoldgico
Desde 1843, N. crassa ha sido utilizado como modelo de estudio para la genética

mendeliana gracias a sus bajos requerimientos nutricionales, su crecimiento rapido, su ciclo
de vida corto y su genética haploide. A lo largo de la historia, su uso como modelo
biotecnoldgico ha cambiado en funcion del descubrimiento de modelos mas estables y
simples, como Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. Actualmente N. crassa se
posiciona como un atractivo modelo para el estudio de sistemas eucariontes multicelulares
en los ambitos de epigenética, expresion génica y regulacion, fotobiologia y estudios

relacionados con el ciclo circadiano (Roche et al., 2014).

3.3.2. Reproduccion asexual
La reproduccion asexual en N. crassa puede llevarse a cabo de dos formas: por

macroconidios, que es la forma usual, o por microconidios, que se presentan bajo
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condiciones de estrés ambiental como el incremento de humedad o temperatura y la

limitacién de nutrientes (Maheshwari, 1999).

Los macroconidios de N. crassa poseen una pared celular de color naranja brillante,
provocado por la presencia de carotenoides (Baker et al., 2012). En su interior pueden
contener entre uno y cinco nuacleos (Russo et al.,, 1992). Estos conidios son una
diferenciacion de la hifa, que forma una estructura aérea con extremos ramificados
Ilamados proconidios. Cada proconidio presentara una serie de constricciones a lo largo de
su estructura dando forma a los conidios polinucleados, que, al madurar, seran esparcidos
por corrientes de aire. Este proceso es regulado por factores ambientales como la luz,
teniendo una estrecha relacion con el ciclo circadiano del hongo, y llega a durar entre 12 y

24 h tras su induccién (Ruger -Herreros & Corrochano, 2020).

Por otro lado, los microconidios se diferencian de sus contrapartes por ser esporas
uninucleadas de menor tamafio, carecer de carotenoides en su pared celular y presentar una

menor viabilidad que los macroconidios (Ruger & Corrochano, 2020).

La conidiacion es inducida y regulada por factores ambientales (Figura 5), como la
exposicién de la hifa al aire, la escasez de sustrato o cambios en la temperatura, pero, por
encima de estos, destaca la regulacion mediada por la luz. Esta la llevan a cabo las
proteinas WC-1 y WC-2, que actian como fotorreceptores de luz azul. Tras la
fotoestimulacion, estas proteinas interaccionan entre si para formar el complejo WCC (por
sus siglas en inglés, complejo de cuello blanco) el cual actia como factor de transcripcion
activador para el gen fl, que participa activamente en la estimulacién de la conidiacién

(Ruger-Herreros & Corrochano, 2020).

~

\ ( \ ( ) ( )
Hifa aérea | | Constricciones menores | ﬂ Constricciones mayores | “ Liberacion de conidios |

: Eventos
—» —» —» Morfolégicos
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Figura 5. Formacién de conidios, adaptado de Ruger & Corrochano, 2020.
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3.3.3. Reproduccion sexual
La reproduccién sexual en N. crassa se produce mediante la formacién de ascas y

ascosporas dentro de una estructura especializada llamada peritecio (Figura 6). Dentro del
peritecio pueden formarse entre 200 y 400 ascas, cada una con ocho ascosporas haploides

polinucleadas, que son expulsadas por el ostiolo del peritecio (Raju, 2009).

Al ser un mecanismo de reproduccion sexual heterotélica, solo se llevara a cabo cuando
haya entrecruzamiento de hifas de sexo opuesto (mat A y mat a) o bien masculinas y
femeninas (Raju, 2009). Para lograr la fertilizacion, es necesaria la presencia de un
protoperitecio, que alberga el ascogonio (estructura de reproduccion de tipo mat a). Para
facilitar la interaccién con la contraparte mat A, el ascogonio expone hifas especializadas
Ilamadas tricdginas. Las tricoginas son afines a los conidios mat A, que transfieren su
nucleo a la tricogina durante la fertilizacion. Tras la fertilizacion se induce la maduracion
del peritecio y la formacion de las ascas. Los nucleos mat A son traslocados a hifas
ascégenas, hifas en forma de gancho compuestas por tres células; aquellas que contengan
ambos ndcleos (tipo mat A y mat a) seran las que se desarrollen en ascas. Es importante
mencionar que la maduracion de las ascas es la Unica etapa en la que hay células diploides,
puesto que N. crassa se encuentra en estado vegetativo Unicamente en forma haploide. Una
vez presente la célula ascogena binucleada, ambos nucleos haploides se fusionan para
formar un unico ndcleo diploide (cariogamia) (Brun et al., 2021). Este ndcleo diploide
inmediatamente sufre un proceso de meiosis y posterior mitosis, resultando en ocho nucleos
totales, cuatro del tipo mat A y cuatro mat a, los cuales, por medio de invaginaciones de la
pared de la hifa, daran lugar a ocho ascosporas definidas (Figura 7) (Raju, 2009).
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Figura 6. Ciclo de vida de Neurospora crassa. Adaptado de Metzenberg & Glass (1990).

M ()

3
sfefoyefetey

Figura 7. Proceso de meiosis y mitosis durante la formacion de ascosporas en Neurospora crassa (Raju, 2009).
La célula transiciona de ser diploide heterocarionte a ser haploide homocarionte.
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3.3.4. Ciclo circadiano
Los ciclos circadianos son mecanismos de regulacion que se presentan en todos los

organismos eucariontes y en organismos multicelulares en todos los tejidos. Se componen
de tres elementos: un mecanismo de recepcion de sefiales, un reloj interno y un mecanismo
de respuesta (Baker et al., 2012). Los principales estimulos que afectan este ciclo son la luz
y los cambios de temperatura (e incluso la disponibilidad de nutrientes). Sin embargo, el
reloj interno sigue su funcion aun en ausencia de estimulos, dando lugar a ciclos de

aproximadamente 24 h (Jankowski et al., 2020).

El descubrimiento del uso de carotendgenos como receptores de luz para la regulacion del
ciclo circadiano en N. crassa y su relacion con la expresion génica dio inicios a la
fotobiologia en hongos y lo ha posicionado como el organismo modelo para estudios de
esta indole en eucariontes. Aproximadamente el 6% de los genes de N. crassa son
regulados por la luz azul, y entre ellos destacan los que controlan la reproduccion asexual
del hongo (Roche et al., 2014).

3.4. Cultivo en estado sélido
El cultivo en estado solido (SSC, por sus iniciales en inglés) se define como aquel en el que

el microorganismo, generalmente una bacteria, levadura o un hongo filamentoso, crece en
la superficie de una matriz sélida con bajas cantidades de liquido (Lizardi-Jiménez &
Hernandez-Martinez, 2017). En ese sistema, la humedad proviene de una fase liquida

absorbida en la matriz.

Todo SSC estd compuesto por cuatro elementos principales; 1) la matriz s6lida, que
funciona como andamio para el crecimiento microbiano, 2) una fase gaseosa que fluye a
través del soporte sélido, 3) una fase acuosa que provee de humedad y, en algunos casos,
nutrientes. y 4) el microorganismo que crece en la superficie o en la porosidad del soporte
(Yaffetto, 2022).

Los tipos de soporte en un SSC pueden ser de dos tipos: naturales o inertes. El soporte
natural es aquel que, ademas de actuar como andamio, sirve como fuente de carbono para el
microorganismo. ElI medio natural mé&s comin en los SSC es el de los residuos
agroindustriales como el rastrojo de maiz. Por otro lado, el soporte inerte es aquel que se

compone de un material no metabolizable por el microorganismo y, por lo tanto, debe ir
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acompafiado de una fase acuosa rica en nutrientes y adicionada con alguna fuente de
carbono. Un material ampliamente utilizado es la espuma de poliuretano, acompariada de
una solucién de glucosa, sacarosa u otra fuente de carbono (Krishna, 2005; Singhania et al.,
2009).

La principal ventaja del cultivo en estado solido sobre el cultivo en liquido es la reduccion
de costos, derivada del tipo de sustrato utilizado y de los mayores rendimientos obtenidos.
Otras ventajas son la disminucion del consumo de agua, la facilidad del manejo de residuos
y el menor riesgo de contaminacion; sin embargo, estos sistemas también se ven
acompariados de una serie de desventajas, principalmente la dificultad de mantener la
humedad y la temperatura constantes durante todo el proceso, lo que, en consecuencia,
dificulta su escalamiento (Farinas, 2015; Mattedi et al., 2023).
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4. Antecedentes

4.1. Sistemas de produccion de eritropoyetina

4.1.1. Primeras fuentes de EPO
La existencia de la eritropoyetina como hormona para inducir la produccién de eritrocitos

fue predicha desde 1906 por Carnot & Deflendere pero fue hasta 70 afios después cuando
se logrd aislar por primera vez (Inoue et al., 1995). En 1977, Miyake y colaboradores
aislaron ocho mg de EPO pura a partir de la orina de pacientes con anemia aplastica (Bunn,
2013). Esto permitié caracterizar la hormona e iniciar su expresion heteréloga. La
clonacion de la EPO fue exitosa en 1985, cuando dos equipos de investigacion, por
separado, (Lin et al. 1985; Jacobs et al., 1985) expresaron el gen de la eritropoyetina en
células CHO. Tras este acontecimiento en 1989 aparecid la “Epoetin alfa”, la primera
forma comercial de rhEPO producida en masa dentro de los Estados Unidos de América
(Kalantar-Zadeh, 2017).

4.1.2. Panorama actual
Como se ha comentado previamente, la eritropoyetina es una glicoproteina compleja, por lo

que requiere sistemas de expresion eficaces para su sintesis adecuada. Los modelos mas
utilizados para la produccion de eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) son las
celulas CHO, seguidas por las células renales de cria de hamsteres (BHK) y las células
humanas de fibrosarcoma (HT1080) (Lee et al., 2012).

A primera vista, si se pensara en un sistema de expresion rapido se consideraria utilizar
sistemas de expresion procariontes, como Escherichia coli o Bacillus subtilis, los cuales
estdn ampliamente caracterizados y estandarizados. Sin embargo, estos sistemas no son
viables porque carecen de la capacidad para realizar N-glicosilaciones (Sethuraman &
Stadheim, 2006). Por otro lado, sistemas eucariontes unicelulares, como Pichia pastoris
(también conocida como Komagataella pastoris) tampoco producen los resultados
deseados, al presentar patrones de glicosilacion distintos a los de las células de mamiferos.
Se ha observado que P. pastoris hipermanosila la proteina, causando inmunogenicidad vy,
por ende, reduciendo su tiempo de vida en la sangre. Una respuesta a esta desventaja en el

uso de levaduras es la humanizacién de cepas, un proceso de ingenieria genética donde se
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apagan genes endogenos y se adicionan genes humanos buscando producir perfiles
farmacocinéticos de la rhEPO semejantes a los de la eritropoyetina humana (Hamilton et
al., 2003; Celik et al., 2007).

A pesar del uso favorecido de células CHO para la produccion comercial de rhEPO, los
patrones de glicosilacion de estas también difieren de los de la eritropoyetina humana
(hEPO), ya que estos son especificos de la especie, del tipo de célula y del tipo de tejido,
dando lugar a multiples isoformas de la hormona (Lee et al., 2012). Una de las principales
diferencias entre la rhEPO y la hEPO es la presencia de acido N-glicolilneuraminico
(Neu5Gc), que, al igual que la hipermanosilacion, provoca una respuesta del sistema
inmune humano y reduce el tiempo de vida de la hormona (Dammen-Brower et al., 2022).

Algunas estrategias que se han estudiado para promover la produccion de isoformas mas
eficientes de la rhEPO son: el mejoramiento de su estructura mediante ingenieria proteica,
el mejoramiento de los sistemas de expresion y la optimizacién de las condiciones de
cultivo (Lee et al., 2012).

4.1.3. Produccion en Pichia pastoris
Maleki y colaboradores disefiaron un sistema de produccion de rhEPO utilizando P.

pastoris X-33 como hospedero, clonaron el cDNA de la eritropoyetina en el vector
pPICZaA bajo accion del promotor Paox1. En ese proyecto se logré obtener transformantes
capaces de producir rhEPO a una tasa de 130-150 mg/L de cultivo cuando se estabilizaba el
medio a un pH de 6.0 durante la fase de induccion con metanol. La purificacion de la
proteina se realizd mediante cromatografia de afinidad en columnas de niquel,
consiguiendo una pureza del 80%. Finalmente, se utilizo el analisis por SDS-PAGE vy
Western blot para determinar el peso molecular de la rhEPO, lo que corroboré un peso
molecular de 33 kDa (Maleki et al., 2010).

Continuando con los esfuerzos por conseguir mejores sistemas de produccion en P.
pastoris, Soyaslan & Calik propusieron mejorar el rendimiento mediante un sistema en lote
con metanol y otro alimentado con sorbitol, ademas de un control de pH especifico para
cada fase del cultivo. Se utiliz6 P. pastoris-E17 Mut* en un cultivo en cuatro fases: una fase
en lote con glicerol (GB), una segunda fase en lote alimentada con glicerol (GFB), una

tercera fase de transicion con metanol (MT) y, finalmente, una Gltima fase de produccion
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alimentada con sorbitol (PP). Se observo que la mayor densidad celular y mayor tasa de
produccion de rhEPO se lograron cuando las fases GB y GFB se mantuvieron a pH de 5y
las fases MT y PP a un pH de 4.5, obteniéndose un rendimiento de 81.4 g/L de medio y una
produccion de rhEPO de 160 mg/ L de medio (Soyaslan & Calik, 2011).

Los sistemas presentados logran un incremento considerable en las tasas de produccion de
rhEPO en P. pastoris, comparado con lo reportado previamente en la literatura: 5 mg/L
(Maleki et al., 2010), un incremento de aproximadamente 30 veces sobre la capacidad
inicial. Sin embargo, previo a establecer este hongo como el sistema predilecto de
produccion de rhEPO hay una serie de consideraciones que se tienen que hacer: en este
caso, solamente se analizé el peso molecular de la hormona y su tasa de produccion, mas no
se realiz6 un estudio para identificar el patréon de glicosilacion de la rhEPO, el cual es el
principal impedimento para adoptar estos sistemas de expresién. Como se menciond
previamente, P. pastoris tiende a hipermanosilar las proteinas, lo que da lugar a moléculas
con un periodo de vida en sangre corto (Lee et al., 2012).

En respuesta a esta incertidumbre en el patron de glicosilacion de la rhEPO, Teh vy
colaboradores realizaron la caracterizacion de la proteina mediante la desglicosilacion y
analisis posterior por SDS-PAGE y Western blot. La sintesis heter6loga de la rhEPO se
realizd en una cepa de P. pastoris X-33 transformada con el vector de expresion pPICZaA
y un inserto que codifica la proteina de fusion rhEPO-His. La desglicosilacion de la rhEPO
se llevo a cabo con enzimas glicoliticas (PNGasas) y endoglicosidasas (Endo H). Se
observo que las glicosilaciones variaban entre el 30 y el 70% del peso total de la
eritropoyetina, patron que no corresponde al peso candnico del 40%. Este incremento en el
peso molecular de la hormona corresponde a la hipermanosilacion y la hiperglicosilacion,
fenOmenos ya mencionados que se presentan en levaduras. Sin embargo, también se
observaron moléculas con un peso menor que el deseado, lo que indica que no se llevaron a
cabo modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion, sulfatacion o sialilacién de
aminodcidos (Teh et al., 2011).

4.1.4. Produccion en células humanas
Otra alternativa al uso de células CHO o BHK, es el uso de lineas celulares humanas. Un

ejemplo de esto es el trabajo de Chin y colaboradores (2019) quienes utilizaron células
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embridticas de rifion 293 deficientes en GLUL (HEK293 GLUL™) para la produccion de
rhEPO. El uso de estas células elimina la posibilidad de presentar estructuras no humanas
como la adicién de &cido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) o la Galactosa-alfa-1,3-galactosa
(o-Gal) durante el proceso de glicosilacion, en comparacion con las células CHO que si las
presentan. Adicionalmente, las células HEK293 han demostrado ser un modelo humano de
facil manipulacién, que permite una produccion heterdloga estable y una sintesis rapida. En
este estudio, aquellas células transfectadas con un vector bicistronico que expresa GLUL y
rhEPO alcanzaron una tasa de produccion putativa de eritropoyetina de hasta 92,700 U/mL,
0 bien de 696 mg/L, durante un periodo de 10 dias. La rhEPO resultante fue analizada por
espectrometria de masas para determinar su patron de glicosilacion. En este analisis se
encontrd que los niveles de adicion de &cido sidlico se mantuvieron semejantes a los
producidos por las células CHO. Por otro lado, no se observo la formacién de estructuras
Neu5Gce o a-Gal, produciéndose una isoforma de la eritropoyetina mas aproximada a la

estructura candnica encontrada en las células renales de humanos (Chin et al., 2019).

4.2. Sistemas de cultivo solido con Neurospora crassa
A partir del afio 2000, aumento el interés por utilizar N. crassa para producir compuestos

de interés mediante cultivo en sélido. Sin embargo, estos trabajos se han concentrado en la
produccion de enzimas (lipasas, proteasas, celulasas, entre otras) propias del hongo, y se ha
mostrado un bajo interés en la aplicacion de este sistema para la produccion de proteinas

recombinantes.

Debido a que no se ha intentado la produccién de proteinas recombinantes por cultivo en
medio s6lido con Neurospora, a continuacion, se presentan los estudios que mas se acercan
al sistema de produccién propuesto en este trabajo. Estos nos permiten conocer las
metodologias, rendimientos y flujos de trabajo al montar SSC.

4.2.1. Produccion de invertasa
En 2024, Mora-Pérez y colaboradores evaluaron el crecimiento de N. crassa y la

produccion de invertasa bajo distintas condiciones de cultivo. Algunas de las condiciones
evaluadas en este trabajo fueron las siguientes: 1) Tipo de cultivo: cultivo sélido con

soporte inerte (SSC-PUF), con soporte natural (SSC-PS) y cultivo sumergido (SC). 2)

Casa abierta al tiempo




Concentracion inicial de fuente de carbono (sacarosa): 1.5, 3 y 5% y 3) Relacion de

volumen del medio de cultivo por masa del soporte (VCM/MS): 5, 10 y 15 mL/g.

Utilizaron la cepa auxotrofa a histidina N. crassa FGSC#9717 (Amus-51::bar+; mat A his-
3). Utilizaron espuma de poliuretano (densidad de 17 kg/m3) y aserrin de pino (tamafio de
particula de 1.19 a 2.38 mm) como soportes inertes y naturales, respectivamente. En ambos
soportes adicionaron una fase liquida conformada por medio mineral Vogel enriquecido
con sacarosa como fuente de carbono y con histidina, en una relacion de 20 ug de histidina

por cada 15 g de sacarosa.

En este estudio, se concluyd que los cultivos SSC-PUF y SSC-PS permitieron un mayor
crecimiento del hongo y una mayor produccion de la enzima invertasa que el cultivo SC.
Observaron que los cultivos mas eficientes fueron aquellos con una concentracion inicial de
fuente de carbono en el medio de 1.5% de sacarosa y recomiendan trabajar con una relacion
VCM/MS de 5 mL/g ya que no se observo una diferencia significativa entre las distintas

condiciones de esta relacién probadas.

4.2.2. Produccion de proteasas
En 2020, Zheng y colaboradores realizaron un cultivo solido para la produccién de una

enzima proteasa alcalina proveniente de una nueva cepa de N. crassa (CGMCC3088) y
disefiaron un modelo matematico que predijera las condiciones optimas de humedad, pH y
temperatura para obtener la mayor cantidad de proteina soluble y la mayor actividad
enzimatica. En este estudio utilizaron okara, un subproducto del procesamiento de las habas
de soja, como soporte natural y agua como fase liquida. Determinaron las siguientes
condiciones optimas de cultivo: 21 mL de agua por cada 10 g de okara seco, pH inicial de
5.0 y una temperatura de incubacion de 30 °C. Adicionalmente, trabajaron con un tiempo
de incubacion de 72 h. En estas condiciones de cultivo lograron obtener una concentracién
de proteina soluble en el medio extracelular de 9.99 mg/g y una actividad enzimética de
1959.82 U/g.

4.2.3. Produccion de celulasas y hemicelulasas
En 2009, Dogaris y colaboradores utilizaron la cepa N. crassa DSM 1129 para producir

endoglucanasa, exoglucanasa, B-glucosidasa, xilanasa y B-xilosidasa. En este trabajo,

compararon los efectos de dichas enzimas en la actividad enzimatica en funcion de la
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fuente de carbono (soporte natural), la humedad y el pH inicial. Los soportes que evaluaron
fueron paja de trigo, salvado de trigo, mazorca de maiz (olote), tallo de sorgo y un soporte
compuesto (mezcla de paja y salvado de trigo). Las condiciones de humedad fueron de 60,
70, 80y 87.5% (p/p) y las de pH inicial fueron 4, 5, 6 y 7. Todos los cultivos se realizaron
en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 2.5 g de masa seca del soporte adicionado con
medio mineral Toyama como la fase liquida y fueron incubados con 1 mL de suspension de
conidios (5.8 x 107 con/mL).

Concluyeron que el sustrato natural, individual, que permitia una mayor actividad
enzimatica era la paja de trigo, sin embargo, la actividad enzimatica aumentaba entre un 60-
70% cuando se utilizaba una mezcla de paja y salvado de trigo en relacion 25:5 (p/p). El pH
inicial no afecto significativamente a la actividad enzimatica de las enzimas exoglucanasa,
xilanasa y B-xilosidasa, pero si afecté a la de la endoglucanasa y la B-glucosidasa,
presentando una mayor actividad enzimatica a pH 5. Finalmente, la condicion Optima de
humedad inicial fue del 70%. Bajo estas condiciones lograron alcanzar la mayor actividad
enzimatica de cada enzima, sin embargo, estas las alcanzaron a diferentes tiempos de
cultivo; a los dos dias alcanzaron la mayor actividad de la exoglucanasa (1.08 U/g), a los 6
dias alcanzaron la mayor actividad de la xilanasa (297.8 U/g) y a los 8 dias alcanzaron la
mayor actividad de la endogluconasa (492.8 U/g), B-glucosidasa (26.7 U/g) y B-xilosidasa
(0.132 U/qg).
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5. Justificacion

Los sistemas de produccion de farmacos basados en células de mamiferos, como lo son las
células CHO o BHK, se han conservado como los preferidos a nivel industrial debido a su
capacidad de sintetizar proteinas con alta similitud a las encontradas en humanos. Sin
embargo, estos modelos de produccion traen consigo una serie de desventajas, como sus
altos costos de produccién, el riesgo de contaminacion por virus o priones y la incapacidad
para controlar los patrones de glicosilacién (Pauwels et al., 2007). Se ha observado que las
células CHO presentan distintas estructuras en los glucanos que son adicionadas en los sitos
de glicosilacidn, resultando en la produccién de isoformas de la misma proteina, cada una
con actividad biologica o eficiencia distintas (Sethuraman & Stadheim, 2006). Estas

desventajas pueden remediarse mediante el uso de otros sistemas de expresion.

En este proyecto se propone utilizar el hongo filamentoso Neurospora crassa como sistema
de expresion heterologa eficiente y accesible, tomando como modelo la eritropoyetina
humana recombinante. Se eligié N. crassa debido a sus bajos requerimientos nutricionales
(a diferencia de las células CHO, no requiere de medios adicionados con hormonas,
vitaminas y factores de crecimiento y es capaz de crecer en presencia de solamente una
fuente de carbono y minerales), su rapido crecimiento (al tener un ciclo de vida de entre 2 'y
3 semanas), su genoma totalmente caracterizado y su galeria de técnicas estandarizadas
para su manipulacion genética (Raju, 2009; Honda et al., 2020). Aunado a esto, el uso de
un hongo filamentoso trae consigo los beneficios de bajos costos de produccion, facilidad
de escalamiento, estandarizacion de procesos industriales y altos rendimientos de

produccion y secrecion de biomoléculas (Liu et al., 2023).
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6. Hipotesis

Si se transforma Neurospora crassa con un vector de expresion con el gen de la

eritropoyetina humana, se expresara la hormona recombinante.
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7. Objetivos

7.1. Objetivo general

1. Establecer a N. crassa como modelo de expresion heterdloga para la sintesis de

proteinas glicosiladas.

7.2. Objetivos especificos
1. Disefar in-silico un vector de expresion para la sintesis y secrecion de

eritropoyetina humana.
Construir in-vitro el vector disefiado.
Transformar N. crassa con el vector de expresion disefiado.

Producir eritropoyetina humana recombinante por cultivo en medio sélido.

a > DN

Identificar la secrecion de eritropoyetina humana recombinante.
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8. Materiales y métodos

8.1. Disefo in-silico
Se utilizaron las bases de datos NCBI y Ensembl para obtener las secuencias de los genes
de interés y el visualizador web Benchling para el disefio in-silico de oligonucle6tidos, gen

sintético y vector de expresion.

8.2. Manejo de cepas
A lo largo del proyecto se trabajaron con 2 microorganismos principales, Escherichia coli y

N. crassa. E. coli se utilizé para la construccion del vector de expresion y para la creacion
de una galeria biol6gica para conservar los genes y plasmidos de interés. Se seleccionaron
las cepas TOP 10 y DH5a debido a que son cepas disefiadas para favorecer la
incorporacion y preservacion de ADN exogeno (Kasap et al., 2008). Adicionalmente, se
trabajé con la cepa auxdétrofa a histidina N. crassa #9717 perteneciente al Fungal Genetics
Stock Center (FGSC). En las secciones siguientes se detalla el manejo y uso de cada una de

estas cepas.

8.2.1. Escherichia coli TOP 10 y DH5a
e Propagadas en medio Luria-Bertani e incubadas a 37 °C durante al menos 12 h.

e Conservadas en medio Luria-Bertani con glicerol al 40%, almacenadas a -20 °C.

8.2.1.1. Manejo de E. coli
El manejo de las cepas de E. coli TOP 10 y DH5a y sus correspondientes transformantes se

Ilevé a cabo como se describe a continuacion y el proceso es ilustrado en la figura 8.

1. Propagacion de la cepa: se inocularon 100 pL del conservado en glicerol en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de caldo Luria-Bertani (LB) y se incubo
con agitacion (215 rpm) a 37 °C, durante 6-8 h.

2. Preparacion de células ultracompetentes (Seccion 6.9.1.).

3. Transformacion de células por choque térmico (Seccion 6.9.2.).

4. Obtencion de cultivos puros: A partir de cada colonia aislada, se tom6 un inoculo y
se propagd por superficie en cajas de Petri con 30 mL de medio LB agar al 2%
(p/v). Se incubaron a 37 °C durante 24 h.
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5.

6.

Propagacion en medio liquido: Se tomo un inoculo de cada cultivo por superficie y
se sembrd en matraces Erlenmeyer con caldo LB.

Preparacion de conservados en glicerol: En tubos Eppendorf de 1.5 mL, se adicion6
una parte de la suspension de bacterias a una parte de glicerol al 80% (v/v) y se

almacenaron a -20 °C.

)
(— I —p [ 2 > 3 j
[ Cultivo en medio
_ | J

LB liquido
Células ultracompetentes

Cultivo en superficie en

Suspension de bacterias en f medio LB + antibidtico
medio LB con glicerol

@40% (Viv)

Cultivo en medio
J \ LB liquido
6 — S — < 5 — 4

Cultivo en superficie en
medio LB + antibiético

Figura 8. Ciclo de conservacion y manejo de cepas de E. coli.

8.2.2. Neurospora crassa #9717
Propagada en medio mineral Vogel (MMV) o medio Vogel agar (MVA)
enriquecido con histidina al 0.02% (p/v). Incubacién a 30 °C con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h.
Conservada a largo plazo: En liofilizados en agrolita, almacenados a temperatura
ambiente.
Conservada a mediano plazo (6 meses): En cultivo en superficie en tubo inclinado
con Medio Vogel Agar (MVA) enriquecido con histidina al 0.02% (p/v).
Almacenada en refrigeraciéon a 4 °C.
Conservada a corto plazo (72 h): En suspension de conidios en soluciéon de Tween

80 al 0.05% (p/v). Almacenada en refrigeracion a 4 °C.

8.2.2.1. Manejo de N. crassa

El manejo de la cepa de N. crassa #9717, y de la cepa transformante, se llevd a cabo como

se describe a continuacion y el proceso es ilustrado en las figuras 9 y 10.
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7.
8
9

Se prepar0 una suspension de conidios a partir del liofilizado de agrolita,
adicionando directamente a la ampolleta 3 mL de solucion de Tween 80 al 0.05%
(p/v).

Se inocul6 en bisel sobre MV A enriquecido con histidina al 0.02% (p/v) con 100 puL
de la suspensién de conidios previamente preparada (x 5 tubos).

Se incubaron los tubos durante 96 h a 30 °C con ciclos de fotoestimulacion
intermitente (luz blanca/oscuridad) de 12 h. De un tubo, se recolectaron las esporas
con 10 mL de solucion de Tween 80 al 0.05% (p/v) y el resto de los tubos fueron
almacenados a 4 °C.

Se inocularon 5 x 107 conidios totales en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de MVA
enriquecido con histidina al 0.02% (p/v) (x 3 matraces).

Se incubaron los matraces durante 96 h a 30 °C con ciclos de fotoestimulacion
intermitente (luz blanca/oscuridad) de 12 h. Se recolectaron las esporas de dos

matraces con 30 mL de solucion de Tween 80 al 0.05% (p/v).

. Se prepararon liofilizados.

Se transformd mediante electroporacién de conidios.

. Se sembraron las transformantes por estriado sobre medio MVA sin histidina.

. Se obtuvo un cultivo monospérico y homocarionte.

10. A partir de una colonia aislada, se sembrd en bisel sobre MVVA (x 2 tubos, 12 tubos

11.

12.

13.

14.

totales).

Se incubaron los tubos durante 96 h a 30 °C con ciclos de fotoestimulacion
intermitente (luz blanca/oscuridad) de 12 h cada uno. De un tubo, se recolectaron
las esporas con 10 mL de solucion de Tween 80 al 0.05 % (p/v) (x 6, 1 tubo por
cepa); el resto de los tubos fue almacenado a 4 °C.

Se inocularon 5 x 107 conidios totales en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de MVA
(x 2 matraces por cepa)

Se incubaron los matraces durante 96 h a 30 °C con ciclos de fotoestimulacion
intermitente (luz blanca/oscuridad) de 12 h. Se recolectaron las esporas con 30 mL
de solucion de Tween 80 al 0.05% (p/v).

Se prepararon liofilizados.
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Todos los ciclos de fotoestimulacion se realizaron con una tira de led RGB con irradiancia
de 0.1 a1 mW/cmz
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Liofilizado Cultivo en bisel Suspensién de conidios Sembrado en superficie Suspensién de conidios
Conidios
I transformados
19
‘—I—’ |
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auxotrofia
Figura 9. Ciclo de conservacion y manejo de Neurospora crassa #9717 previo a la electroporacion de conidios.
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Figura 10. Ciclo de conservacion y manejo de N. crassa posterior a la electroporacién de conidios.

8.3. Conservacion de genes y plasmidos
A continuacion, se presenta una tabla con los métodos de conservacion de cada uno de los

genes y vectores utilizados en este proyecto.
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Tabla 1. Conservacion de piezas bioldgicas.

Vector pMF272 En gliceroles de E.coli TOP 10

Secuencia SigGla — rhEPO — HisTag En gliceroles de E.coli TOP 10

Construccion pMF272_SigGla — rhEPO —

HisTag En gliceroles de E.coli DH5a

8.4. Extraccion de ADN

En esta seccion se detallan los protocolos empleados para extraer ADN plasmidico (Mega

Prep) y ADN genomico y fueron adaptados segun lo descrito por Cerén-Moreno (2020). El

Mega Prep se utilizé para la obtencion de las piezas biologicas necesarias para construir el

vector de expresion (Secciéon y 6.5), confirmar transformantes (Seccién 6.6) y aislar el

vector de expresion para la transformacién de Neurospora (Seccién 6.8). La extraccion de

ADN genomico se realizé para poder identificar cepas de N. crassa transformadas con el

gen SigGla — rhEPO — HisTag mediante un analisis por PCR de punto final (Seccion 6.8).

© N o g b

9.

8.4.1. Mega Prep

Se sembraron 50 mL de medio LB liquido con 100 pL de suspension de E. coli.

Se incubd a 28 °C con agitacion, durante 20 h.

Se transfirieron alicuotas de 1 mL de la suspension a tubos Eppendorf de 1.5 mL
nuevos Yy esteriles.

Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 1-5 min.

Se desechd el sobrenadante.

Este proceso se repitio hasta agotar los 50 mL de la suspension preparada.

Se resuspendio el pellet celular con 100 uL de agua estéril y 350 uLL de TENS.

A cada tubo se le adicion6 RNAsa a una concentracion final de 100 pg/uL seguido
de la adicion de 100 pL de acetato de sodio 3 M, pH 5.2.

Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 4 min.

10. Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 mL.

11. Se adicionaron 600 pL de isopropanol frio y se mezcl6 por inversion.

12. Se refrigerd a -20 °C durante 30 min.

13. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 4 min.

14. Se deseché el sobrenadante.
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15. Se adicion6 1 mL de etanol frio al 70%.

16. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 2 min.

17. Se desechd el sobrenadante.

18. Se repitio una segunda vez el lavado con etanol frio.

19. Se dejo secar el boton durante 10 min.

20. Se resuspendid en 100 pL de agua inyectable libre de nucleasas.
21. Se etiquetd y almacend a -20 °C.

8.4.2. Extraccion de ADN genomico de Neurospora crassa
1. Se sembraron 25 mL de Medio Mineral Vogel con 100 pL de una suspension de

conidios de N. crassa.

2. Se incubd con agitacion (200 rpm) a 30 °C durante 48 h.

3. Se transfirieron alicuotas de 1 mL de la suspension a tubos Eppendorf de 1.5 mL
nuevos y esteériles.

4. Se centrifugo a 14,000 rpm durante 5 min.

5. Se desecho el sobrenadante.

6. El proceso se repitié hasta obtener un boton celular de aproximadamente un tercio
del volumen del tubo o hasta agotar el cultivo.

7. Se dej6 secar la biomasa.

8. Se adicionaron perlas de vidrio en la superficie del boton celular.

9. Se congel6 a -80 °C durante 15 min.

10. Finalizado el tiempo, se adicionaron 800 pL de buffer de extraccién y se dio vortex
hasta homogeneizar.

11. Se incubo a 68 °C durante 30 min.

12. Se dio vortex.

13. Se adicionaron 100 pL de acetato de potasio 2.5 M, con pH 4.2.

14. Se mezclo por inversion y se enfrid a -20 °C durante 30 min.

15. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 min.

16. Se transfirid el sobrenadante a tubos nuevos y a cada uno se le adicioné isopropanol
frio en una relacion de volumen 1:1.

17. Se dejo precipitar toda la noche.

18. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 min.
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19. Se desech¢ el sobrenadante.

20. Se resuspendio el pellet en 400 puL de Buffer Tris-EDTA pH 8.

21. Se adicionaron 40 pL de acetato de sodio 3 M, con pH 7.

22. Se incubd durante 1 h a 68 °Cy 300 rpm.

23. Se adicion6 1 mL de etanol absoluto frio y se centrifugd a 1,500 rpm durante 5 min.

24. Se desech¢ el sobrenadante.

25. Se repitio el lavado con etanol.

26. Se resuspendio el ADN en 100 puL de Buffer Tris-EDTA pH 8.

27. Se adiciono 1 uLL de RNAse a 10 mg/mL.

28. Se dej6 reposar durante 10 min a temperatura ambiente.

29. Se adicionaron 300 pL de buffer Tris-EDTA pH 8.

30. Se adicionaron 300 uL de CIA (Cloroformo-alcohol isoamilico, 24:1).

31. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min.

32. Se conserva la fase superior y se transfirié a un tubo nuevo.

33. Se adicionaron 60 pL de acetato de sodio 3 My pH 5.2 y 700 uL de etanol absoluto
frio.

34. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min.

35. Se desecho el sobrenadante.

36. Se dejo secar el pellet.

37. Se resuspendid en 30 uL. de agua inyectable libre de nucleasas.

8.5. Amplificacion y purificacion de secuencias de
interés

Con el objetivo de tener la cantidad suficiente del gen inserto y del vector de clonacién, se

solicito la sintesis de gen SigGla — rhEPO — HisTag a Integrated DNA Technologies (IDT)

y se extrajo pMF272 por la técnica de Mega Prep. Ambas piezas fueron posteriormente

amplificadas por PCR punto final (Tabla 2 y 3) y purificadas por columna (Seccion 6.5.3.).

8.5.1. Amplificacion de genes por PCR de punto final

A continuacioén, se presentan los componentes y volimenes de las reacciones llevadas a

cabo.
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Tabla 2. Componentes para cada reaccion de PCR de punto final .

Reaccion/ Gen SigGla - rhEPO -
Componente HisTag
dNTPs 1.5 uL 2 uL
Primer Forward? 1ulL 1 uL
Primer Reverse? 1uL 1 pL
MgCl, 1L 1uL
ADN 1ulL 1 puL
Buffer 10 uL 10 uL
Polimerasa de ADN? 0.5 uL 0.5 uL
Agua 34 uL 33.5uL
Volumen total 50 uL 50 uL

L2 Revisar seccion 7.1.3.
3 Phusion Hot Start 11 DNA Polymerase de Thermo Scientific

A continuacion, se presentan los programas del termociclador utilizados durante la

amplificacion de genes.

Tabla 3. Protocolos en el termociclador para cada reaccién de PCR de punto final .

Gen SigGla - rhEPO -

Paso/Reaccion HisTag pMF272
Desnaturalizacion inicial 98 °C, 5 min 98 °C, 5 min
Desnaturalizacion 98 °C, 30s 98°C,30s
Alineamiento 64 °C, 30s 53°C,30s
Extension 72°C,30s 72 °C, 4 min
Extension final 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min
Numero de ciclos x34 x30

Temperatura en tapa del termociclador de 105 °C.

8.5.2. Electroforesis de ADN
Para visualizar todas las muestras de ADN en este proyecto, se utilizaron geles de 30 mL de

agarosa al 0.8% y para la purificaciéon de banda se utilizaron geles de 50 mL al 1.5%. En

ambos casos, se aplicd un voltaje constante de 90 V durante un intervalo de tiempo de entre
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50 y 75 min. Todas las muestras fueron tefiidas con el marcador intercalante GelRed y se

visualizaron con ayuda de un fotodocumentador (Bio-Rad Gel Doc EZ Imager).

8.5.3. Purificacion de ADN

Para purificar los fragmentos amplificados por PCR punto final y separados por
electroforesis en gel de agarosa, se utilizé y se siguié el protocolo establecido en el kit
comercial “Zimoclean Gel DNA Recovery Kit” (Zimo).

Se visualizé el gel de agarosa bajo luz UV y se cort6 la banda correspondiente.
Se transfiri6 cada banda por separado a un tubo de 2 mL.

A cada tubo se le adicionaron 0.5 pL de buffer ADB (Agarose Disolving Buffer).
Se incubd a 55 °C hasta disolucion del gel (aproximadamente 20 min).

Se homogeneizé periddicamente mediante inversion suave.

Se prepararon y etiquetaron las columnas de purificacion.

Se trasladé el contenido de cada tubo a una columna de purificacion.

Se dejo reposar durante 1 min.

© © N o gk~ w DN E

Se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min.

10. Se desechd el liquido.

11. Se repitio6 del paso 7 al paso 10 hasta agotar la suspension de la banda disuelta.
12. Se adicionaron 70 uL de buffer de lavado a cada columna.

13. Se dejo reposar durante 1 min.

14. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 1 min.

15. A cada columna se le adicionaron 10 pL de agua inyectable libre de nucleasas.
16. Se traspaso la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL.

17. Se dejo reposar durante 5 min.

18. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 1 min.

19. Se repitio el lavado con agua una segunda y tercera vez.

20. Se etiqueto el tubo con el volumen eluido y se almacen6 a -20 °C.
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8.6. Construccion del vector

8.6.1. In-Fusion
Se utiliz6 y se siguid el protocolo establecido en el kit comercial In-Fusion® HD Cloning

Kit (Clontech — TaKaRa) para insertar el gen SigGla — EPO — HisTag en el vector de
clonacion pMF272.

1. Se prepararon soluciones del purificado del gen y el plasmido en concentraciones de
40 ng/uL y 20 ng/uL, respectivamente.
2. Se prepararon microtubos estériles para PCR.
3. A cada tubo se le adicionaron:
a. 2 uL de la solucion del vector.
b. 2 uL de la solucion de gen.
c. 2 ulL de la solucion 5X In-Fusion HD Enzyme Premix.
En el orden sefialado.
4. Se completd hasta un volumen final de 10 uL con agua inyectable estéril, libre de
nucleasas.
Se mezclé suavemente con una pipeta.
Se incubo durante 15 min a 50 °C.

Se traspaso rapidamente a hielo.
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Inmediatamente, se utilizo la reaccion para transformar E. coli DH5a por choque

térmico (Seccion 6.9.3.).

Tabla 4. Componentes de cada reaccion In-Fusion.

Componente Volumen Concentracion
5X In-Fusion HD Enzyme Premix 2 uL NA
Plasmido 2 uL 20 ng/uL
Inserto 2 uL 40 ng/uL
Agua Cbp 10 pL NA
NA: No Aplica.
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8.6.2. Confirmacion de construcciones

Tras la transformacion por choque térmico y la obtencién de cultivos puros de las putativas

transformantes, se extrajo ADN plasmidico de cada cepa para confirmar la construccion del

vector.

Se utilizé la técnica de PCR punto final para identificar la presencia del gen SigGla —

rhEPO — HisTag y con ello, confirmar una exitosa construccion del plasmido

pMF272_SigGla — rhEPO — HisTag.

A continuacidn, se muestran tablas, indicando el contenido de las reacciones y el protocolo

del termociclador utilizado.

Tabla 5. Componentes para cada reaccion de PCR de punto final 1l.

Componente Cantidad
Master Mix* 5ulL
Primer: EPO_IF 2 F? 0.2 uL
Primer: EPO_IF 2R3 0.2 uL
ADN molde 0.2 pL
Agua 4.4 uL
VVolumen total 10 uL

! Enzima Master Mix (2X) Thermo Scientific™.
2 3Revisar seccion 7.1.3.

Tabla 6. Protocolos en el termociclador para cada reaccién de PCR de punto final I1.

Paso Condiciones
Desnaturalizacion inicial 95 °C, 5 min
Desnaturalizacion 95°C, 30s
Alineamiento 64 °C,30s
Extension 72°C,40s
Extension final 72 °C, 10 min
Numero de ciclos x34

AN\
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8.7. Transformacion de cepas de Escherichia coli

Para la preparacion de células competentes se sigui6 el protocolo segun lo descrito por

Perez-Perez (2022) y los dos protocolos de transformacion de E. coli por chogue térmico se

adaptaron segun lo descrito por Chavez-Velazco (2022).
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
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8.7.1. Preparacion de células competentes
Se sembro E. coli en la superficie de una placa con medio LB.

Se incub6 a 37 °C durante 10 h.

Se selecciond una colonia aislada y se sembré en 25 mL de medio LB.

Se incubo a 37 °C durante 10 h.

Se tomaron 2.5 mL (preinéculo) y se sembraron 250 mL de medio LB.

Se incubd a 18 °C con agitacion a 215 rpm hasta alcanzar una absorbancia de 0.5-
0.6 a 600 nm.

Se colocd en un bafio de hielo durante 10 min.

Se centrifug6 en frio (4 °C) a 5,000 rpm durante 10 min.

Se resuspendio el boton celular en 80 mL de buffer TB frio.

Se incubd en hielo durante 10 min.

Se centrifug6 en frio (4 °C) a 5,000 rpm durante 10 min.

El pellet celular se resuspendié en 20 mL de buffer TB més 1.4 mL de DMSO.
Se incubo en hielo durante 10 min.

El volumen final se repartié en alicuotas de 100 uL en tubos de 1.5 mL.

Los tubos fueron inmediatamente sumergidos en nitrogeno liquido.

Se almacenaron a -80 °C.

8.7.2. Transformacion por choque térmico
Se descongelaron células competentes en frio.

Se adicionaron 10 puL de plasmido a cada tubo.

Se mezcl6 suavemente con una pipeta.

Se dejo incubar en hielo durante 30 min.

Se traspasaron los tubos rapidamente al termobloque a 42 °C.
Se incub6 1 min.

Se traspasaron rapidamente los tubos de regreso al hielo.
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Se incubd durante 2 min.




9.

Se adicionaron 800 pL de medio LB.

10. Se incub6 a 37 °C durante 1 h.
11. Se sembrd en placas con medio LB agar.
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8.7.3. Transformacion por choque térmico para In-Fusion
Se descongelaron células competentes en frio.

Se adicion0 el contenido de una reaccién de In-Fusion a un tubo de células.
Se mezclé suavemente con una pipeta.

Se dej6 incubar en hielo durante 30 min.

Se traspasaron los tubos rapidamente al termobloque a 42 °C.

Se incubd durante 1 min.

Se traspasaron rapidamente los tubos de regreso al hielo.

Se incubo durante 2 min.

Se adicionaron 500 uL. de medio SOC.

10. Se incub6 a 37 °C durante 2 h.
11. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 4 min.

12. Se desecharon 300 mL del sobrenadante.

13. Se resuspendio el botdn celular en el volumen sobrante.

14. Se sembrd en placas con medio LB agar.

8.7.4. Seleccion de transformantes
En todos los experimentos de transformacion por choque térmico se utilizé un

control técnico (control negativo), que no recibié inserto, pero fue sometido al
mismo tratamiento que las demas muestras.

El control se sembrd por superficie en una caja de Petri con medio LB sin
antibiotico y una con medio LB con antibiotico (el requerido en funcion del
plasmido usado).

Las células que si recibieron el inserto fueron sembradas por superficie en cajas de
Petri con medio LB con antibi6tico, distribuyendo 100 mL de la suspension de
células en cada caja hasta agotar la suspension.

Se incubaron a 37 °C durante 12 h.
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Control Transformantes
) No hay crecimiento
Medio con )
o (Control de calidad y
antibiotico o N
condiciones de esterilidad)
o Crecimiento abundante
Medio sin o )
o (Muestra la viabilidad de las No se realiza
antibidtico .
células)

6. Las células transformadas exitosamente fueron sembradas en placas nuevas con
medio LB + antibidtico.

7. Se incubaron a 37 °C durante 12 h.

8. Se extrajo ADN plasmidico.

9. Se realizo6 la confirmacion de transformacion mediante un analisis de PCR punto
final (Seccion 6.8.).

10. Se analizaron las muestras en un gel de agarosa (Seccién 6.5.2.).

8.8. Transformacién de Neurospora crassa

8.8.1. Preparacion de muestras
1. Se sembrd en agar en tubos inclinados con medio VVogel agar + Histidina.

2. Se incubaron a 30 °C durante al menos 94 h.

w

A cada tubo se le adicionaron perlas de vidrio estériles y 10 mL de solucion de
Tween 80 al 0.05% (p/v).

Se mezcld en vortex.

Se filtraron las perlas de vidrio y biomasa con ayuda de un embudo y tela Nytal.

La suspension de conidios se recolecto en tubos Falcon de 50 mL estériles.

N o g s

Se calculd la concentracion de conidios mediante cuantificacién en camara de
Neubauer.

8. Se almacend la suspension de conidios a 4 °C.

8.8.2. Electroporacion de conidios
Protocolo adaptado por lo descrito por Cano-Dominguez y colaboradores (2008) y Colot y

colaboradores (2006).
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1. A partir de una suspension de conidios de N. crassa #9717 se tomd una alicuota con
1.25 x 108 conidios totales y se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.
2. Se centrifug6 a 5,000 rpm durante 30 segundos.
3. Se desecho el sobrenadante.
4. Se realizaron dos lavados con sorbitol.
a. Se adicionaron 500 mL de sorbitol 1 M frio.
b. Se centrifugd a 5,000 rpm durante 30 segundos.
c. Se desecho el sobrenadante.
d. Se repitio.
Tras los lavados, los conidios se resuspendieron en 40 uL de sorbitol 1 M.
Se adicionaron 10 ug del vector de expresion de la rhEPO.
La mezcla se incub6 a 4 °C durante 30 min.

El contenido del tubo (50 pL) se transfirid a una celda de electroporacion fria.
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Se coloco la celda en el electroporador (Bio-Rad GenePulse Xvell) y se sometié a

las siguientes condiciones: 1.5 kV, 600 Q y 10 pF durante 5 milisegundos.

10. A la celda de electroporacion se le adicionaron 950 pL de sorbitol 1 M frio y se
mezclé con una pipeta.

11. El contenido de la celda se transfirié a un tubo de vidrio de 50 mL con 25 mL de la
solucion de recuperacion liquida de VVogel.

12. Se incubo con agitacion a 30 °C y 100 rpm durante 2 h.

13. Se transfirio la solucion a un frasco de vidrio de 100 mL con 25 mL de agar de
regeneracion.

14. Se homogeneiz6é mediante agitacion suave.

15. El contenido del frasco se vertié en cajas de Petri con medio CA.

16. Las cajas se incubaron a 27 °C durante al menos 24 h (hasta la aparicion de

colonias).

8.8.3. Confirmacion de transformantes
La confirmacion de transformantes se realizd por amplificacion del gen SigGla — rhEPO —

HisTag, de igual forma a lo realizado en la seccién 6.6.2., con diferencia de que se utiliz6
como ADN molde el ADN genomico de las cepas transformadas de Neurospora.
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8.9. Cultivo en medio solido
Para la produccién de eritropoyetina humana recombinante se mont6é cultivo en medio

solido con una cepa N. crassa EPO+. Los protocolos descritos a continuacion se adaptaron

segun lo reportado por Mora-Pérez y colaboradores (2024).

8.9.1. Disefio experimental
Se analizaron los extractos extracelulares de la cepa nativa y transformada en distintos

tiempos de cultivo (0, 24, 48, 72 y 96 h). Posteriormente, se cuantifico la proteina
extracelular total para realizar un analisis del secretoma mediante SDS-PAGE.

N. crassa #9717 N. crassa EPO 6+
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Figura 11. Diagrama de los cultivos y del flujo de trabajo: 1. Cultivo en estado sélido, 2. Preparacion de muestras y 3. Anélisis por SDS-
PAGE.

8.9.2. Acondicionamiento de soporte sdlido
1. Se cortaron discos (diametro de 7 cm y altura de 2 cm) de espuma de poliuretano
(EPU) con densidad de 17 kg/m®.
Los discos EPU se lavaron dos veces con agua desionizada caliente (67 °C).
Posteriormente se lavaron una vez con agua desionizada a temperatura ambiente.
Se dejaron secar en horno a 60 °C durante 24 h.

Se pesaron los discos EPU vy se registrd el peso.
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Se calculd el volumen requerido de medio de acuerdo con el peso de los discos
EPU; por cada gramo de EPU, se adicionaron 5 mL de medio mineral Vogel
(MMV) con sacarosa al 10% (p/v)
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8.9.3. Acondicionamiento de unidades experimentales
Se lavaron y etiquetaron matraces Erlenmeyer (ME) de 250 mL.

Se introdujo un disco EPU previamente pesado por ME.
Se adiciond el 50% del volumen total de medio al ME.
a. Se tomd el volumen con una pipeta y se vacio el MMV sobre el disco EPU
asegurando la absorcion del MMV de manera uniforme sobre toda la
superficie del disco.

Se esterilizo a 121 °C durante 15 min

8.9.4. Inoculacion de unidades experimentales
Se coloco el 50% del MMV sobrante en tubos de ensayo de 20 mL con tapa.

Se esterilizaron a 121 °C durante 15 min.

A cada tubo se le agreg6 un volumen de suspension correspondiente a un indculo de
2.61 x 10° conidios.

Se mezclé suavemente con una pipeta.

A cada unidad experimental se le adicioné el contenido de tubo de ensayo (MMV
inoculado).

8.9.5. Incubacion de unidades experimentales
Los ME inoculados fueron incubados a 30 °C hasta por 120 h, con fotoestimulo

intermitente en ciclos de 12 h de luz blanca: 12 h de oscuridad.

8.9.6. Recuperacion de extractos extracelulares
Se rotularon discos de papel filtro Whatman 41 con un tamafio de poro de 90 mm.

Se dejaron secar en estufa a 60 °C durante 24 h.

Se colocaron en un desecador durante 15 min.

Posteriormente, se pesaron los discos individualmente y se registrd el peso de cada
uno.

Se monto el equipo de filtracion.

A cada ME se le adicionaron 20 mL de agua desionizada.

Se colocé un disco de papel filtro seco, rotulado y previamente pesado en el equipo
de filtracion (en el embudo Buchner).

Con unas pinzas limpias se removio el disco EPU de un ME, asegurando no dejar
biomasa ni MMV fermentado dentro del ME.
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9. Se coloco el disco EPU sobre el papel filtro y se prendié la bomba de vacio.

10. Se auxilié la filtracion aplicando presion sobre el EPU con ayuda de una varilla de
vidrio limpia.

11. Se apagd la bomba de vacio y se desmonto el matraz Kitasato.

12. Se recolecto el filtrado en un tubo Falcon de 50 mL estéril.

13. Se registro el volumen recuperado.

14. Se repitio el procedimiento con las unidades experimentales correspondientes.

15. Se centrifugaron los extractos a 3,500 rpm durante 10 min. con refrigeracion a 4 °C.

16. Posteriormente se transfirieron los extractos a tubos nuevos, decantando el extracto
extracelular

17.La biomasa residual en los tubos Falcon se resuspendi6 en 5 mL de agua
desionizada y se regreso al disco EPU filtrado correspondiente.

8.9.7. Cuantificacion de biomasa por gravimetria
1. Posterior a la recuperacion de los extractos extracelulares, se colocé el disco EPU

fermentado con su papel filtro en una caja de Petri de vidrio (sin tapa).

2. Adicionalmente, se lavé el micelio del ME y del tubo Falcon, y se vertié su
contenido sobre el disco EPU fermentado correspondiente.

3. Se secaron el disco EPU fermentado y el papel filtro a 60 °C durante 24 h.

4. Se pes6 la masa seca de los discos EPU fermentados, junto con su filtro
correspondiente.

5. Se calculé la biomasa.

8.9.8. Andlisis de pH

1. Inmediatamente tras la recuperacion de los extractos extracelulares, se midio el pH

con ayuda de un potenciometro (Bante PHS-3BW).

8.9.9. Cuantificacion de proteina extracelular por método
de Bradford

Se adapté a partir de lo establecido por el protocolo “Bio-Rad Protein Assay”

1. Una vez recolectado el extracto extracelular de todos los ME, se prepararon las

diluciones siguientes utilizando agua desionizada:
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Muestra segun tiempo Factor de dilucién

de extraccion (h) (FD)
0 1
24 5
48 10
72 20
96 20
120 40

Se etiquetaron tubos de ensayo limpios (triplicados para cada muestra).

A cada tubo de ensayo se le adicionaron 800 pL de la muestra (dilucion
correspondiente).

A cada tubo se le adicionaron 200 uL de reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent Concentrate)

Se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 5 min.

Se agitaron individualmente utilizando un Vortex.

Se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1800) a una
longitud de onda de 595 nm.
a. Blanco: 800 puL de agua destilada + 200 pL de reactivo de Bradford
b. Estandar: 400 uL de BSA + 400 pL de agua destilada + 200 pL de reactivo

de Bradford.

8.10. Expresion e identificacion de secrecion de rhEPO
por SDS-PAGE

Se analizaron los extractos extracelulares obtenidos de cultivos sélidos de las cepas N.
crassa #9717 y N. crassa EPO 6+.

1.

2.

8.10.1. Preparacion de muestras
Posterior a la cuantificacion de proteinas totales extracelulares se transfirieron

alicuotas correspondientes a 60 ug de proteinas totales a tubos Eppendorf de 1.5
mL.
A cada tubo se le adicion6 una solucién de acido tricloroacético al 20% en acetona,

en una relacion volumétrica de 1:1.

Casa abierta al tiempo




o 0o k~ w

a.
b.
c.
d.

Los tubos se almacenaron a -20 °C durante 12 h.

Se desecho el sobrenadante.

Se realizaron dos lavados con acetona.

Se centrifugd a 10,000 rpm con refrigeracion a 4 °C durante 10 min.

Se adiciond 1 mL de acetona al 80% (v/v) fria.

Se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min.
Se desechd el sobrenadante.

Se repitié una segunda vez.

7. Se realizo un ultimo lavado con acetona al 100%.

8. Se desechd el sobrenadante.

9. A cada tubo se le adicionaron 20 uL de buffer de carga sin azul de bromofenol.

10. Se re suspendio el pellet de proteinas con ayuda de una pipeta.

11. Los tubos se almacenaron a -20 °C durante, al menos, 12 h.

8.10.2. Preparacion de geles de poliacrilamida

1. Se prepararon geles de poliacrilamida con un espesor de 1 mm con base en las

siguientes indicaciones:

a.

Regidn separadora (al 12%):

Agua mili Q
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8
SDS al 10%

Acrilamida/Bisacrilamida al
30% (Bio-Rad)

Persulfato de amonio al 20%

TEMED (Bio-Rad)

AN\
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4.28 mL
3.29 mL
130 uL

5.2mL

65 uL
13 uL
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b.

Region concentradora (al 5%):

Agua mili Q
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8
SDS al 10%

Acrilamida/Bisacrilamida al
30% (Bio-Rad)

Persulfato de amonio al 20%

TEMED (Bio-Rad)
8.10.3. Electroforesis

3.4 mL
644.4 pL
50.7 pL

844.6 uL

25.4 uL
20.21 pL

. Se corrieron los geles a 90 Volts durante 15 min y posteriormente a 120 Volts
durante 60-90 min.

8.10.4. Tincion y visualizacion de

geles

. Finalizada la electroforesis, los geles, aun en los moldes de vidrio, fueron

enjuagados con agua desionizada.

. Se retiraron los geles de los moldes y cada gel fue colocado, por separado, en un

contenedor de plastico de 40 x 30 x 5 cm.

. Previo a la tincidn, los geles fueron incubados en solucidn fijadora (hasta cubrir el

gel), durante 30 min con agitacion.

. Posteriormente, se realizaron lavados con agua desionizada.

a.
b.
C.
d.

€.

Se desecho la solucion fijadora.

Se adicion¢ agua destilada hasta cubrir el gel.

Se incubo durante 10-15 min con agitacion.
El proceso se realizd 5 veces en total.

Se desecho el agua desionizada.

Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie durante 4.5 h con agitacion y

fueron visualizados en un fotodocumentador (Bio-Rad Gel Doc EZ Imager).
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8.11. Reactivos y medios de cultivo

8.11.1. Medios de cultivo
Medio Luria-Bertani (LB) bajo en sal (Miller, 1972)

Componente
Bactotriptona
NaCl
Extracto de levadura

*Agar bacteriolégico

Cantidad
1% (p/v)
0.5% (p/v)
0.5% (p/v)
2% (p/v)

*Adicionar en caso de desear medio sélido

Medio SOC (Hanahan, 1983)

Componente
Bactotriptona
Extracto de levadura
NaCl
KCI
MgCl; (1 M)
MgSOs - 7TH20 (1 M)
*Glucosa (2 M)

Agua desionizada

**Agar bacteriolégico

Cantidad
209
59
059
0.18¢g
10 mL
10 mL
10 mL
cbp. 1L
209

* La solucién de glucosa se esteriliza aparte y se adiciona previo a su uso
**Adicionar en caso de desear medio sélido

Medio Mineral Vogel (MV) (Vogel, 1956)

Componente
Sales Vogel
Sacarosa
*Agar bacteriologico

**Hijstidina

Concentracion

2% (vIv)
1.5% (p/v)
1.5% (p/v)

0.02% (p/v)

*Solo para cultivo solido, se convierte en Medio Vogel Agar (MVA)
**Solamente para el cultivo de cepas auxétrofas a histidina

AN\
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Medio Modificado Vogel (MMV)

Componente Concentracion

Sales Vogel 13.4% (viv)
Sacarosa 10% (p/v)
*Histidina 0.14% (p/v)

*Solamente para el cultivo de cepas auxétrofas a histidina

Sales Vogel (50x)

Componente Cantidad

NasCeHs07 5H20 150 g
KH2PO4 2509
NH4NOs 100 g
MgSO4 7H20 109
CaClz 2H.0 5¢g
Sol. de elemc_antos jt'raza (ver 5mL
a continuacion)
Sol. de biotina a 0.1 mg/mL 2.5mL
Agua desionizada chp. 1L

Diluir las sales lentamente con agitacion constante, por separado y en el orden dado, en 750 mL de agua
destilada. Adicionar 2 mL de cloroformo como agente conservador y aforara 1 L.

Solucién de elementos traza

Componente Concentracién

Acido citrico H.0 5% (p/v)

ZnS0; 7H;0 5% (p/v)

Fe(NH4)2(SO4)2 6H20 1% (plv)
CuSO4 5H20 0.25% (p/v)
MnSO; H,O 0.05% (p/v)
HsBOs 0.05% (p/v)
Na:MoOs -H>20 0.05% (p/v)
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Solucion de recuperacion Vogel (Colot et al., 2006)

Componente Cantidad
Sales Vogel 50x 20 mL
Extracto de levadura 2% (p/v)
Agar de recuperacion — Adaptado de Davis & De Serres (1970)
Sales Vogel (1x) 2% (vIv)
Sorbosa 2% (p/v)
Sorbitol 1M
Fructosa 0.05% (p/v)
Glucosa 0.05% (p/v)
Agar bacterioldgico 1% (p/v)

Se prepararon y esterilizaron dos soluciones por separado, que se mezclan previo a su uso. Solucion
1: Sorbosa, sorbitol y agar. Solucion 2: Vogel, fructosa y glucosa.

Medio CA — Adaptado de Davis & De Serres (1970)

Componente Concentracion

Sales Vogel (1x)
Sorbosa
Fructosa

Glucosa

Agar bacterioldgico

2% (vIv)
2% (p/v)
0.05% (p/v)
0.05% (p/v)
1% (p/v)

Se prepararon y esterilizaron dos soluciones por separado, que se mezclan previo a su uso. Solucion

1: Sorbosa y agar. Solucion 2: Vogel, fructosa y glucosa.

8.11.2. Para extraccion de ADN
CIA (cloroformo alcohol isoamilico)

Componente Concentracién

Cloroformo

Alcohol isoamilico

24 partes
1 parte

AN\
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TENS

Componente Concentracién

EDTA (pH 8)
Tris-HCI
NaOH

SDS

1 mM
10 mM
0.1N

0.5% (p/v)

Buffer Tris-EDTA

Componente

EDTA

Tris-HCI

Concentracion
1mM
10 mM 1:1

pH 8

8.11.3. Para preparar células competentes

Buffer TB

Componente

Concentracion

Pipes
CaCl;
KCI
MnCl;

10 mM
15 mM
250 mM
55 mM

pH 6.7

8.11.4. Para SDS-Page
Buffer de carga

Concentracion

Componente
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8
Glicerol
SDS al 10%

Azul de bromofenol al 0.5%

Agua milli Q

1.25mL
2.5mL
2mL
0.2mL
3.55 mL

AN\
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Buffer de corrida

Componente Concentracién
Tris base 30.3g/L
Glicina 144 g/L
SDS 10 g/L

Disolver en agua mili Q.

Solucion fijadora

Componente Concentracion
Etanol 40% (v/v)
Acido acético 10% (V/v)

Disolver en agua mili Q.

Solucion de tincion (Blue Silver Coomassie)

Componente Concentracion

H3PO4 10 % (p/v)
(NH3)2SO04 10 (p/v)
Metanol 20% (v/v)
*Coomassie 0.12 (p/v)
Agua milli Q c.b.

*Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad)

Solucién de lavado

Componente Concentracion

EtOH 35% (v/v)
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9. Resultados y discusion

9.1. Disefio in-silico

Para la produccion de rhEPO se decidid crear una proteina de fusion, en la que se adiciona
a la eritropoyetina una sefial de secrecidn en su extremo N-terminal y una cola de histidinas
en su extremo C-terminal. Al gen codificante de esta nueva proteina de fusion se le llamo
gen SigGla — EPO — HisTag. Se decidi6 esta estrategia debido a que la fusion de proteinas
recombinantes a secuencias de secrecion es una técnica ampliamente utilizada en la
biologia sintética la cual permite la purificacion de la proteina sin necesidad de lisis celular.
En N. crassa, esta técnica se ha utilizado desde finales del siglo pasado, como reportan
Rasmussen-Wilson y colaboradores (1997), aunque actualmente sigue vigente en la
investigacion de vanguardia como lo demuestra el trabajo de Havlik y cobradores (2017).

9.1.1. Biobricks

9.1.1.1. SigGla
La sefal de secrecion utilizada, a la cual se le llamé SigGla, corresponde a la fraccion del

gen enddgeno Gla-1 que codifica los primeros 70 aminoacidos de la glucoamilasa-1, tal
como se observa en la Figura 12. Se trabajo con este gen debido a las altas tasas de
secrecion constitutiva que ofrece, ya que, bajo condiciones nativas, la glucoamilasa-1

representa el 17% de las proteinas extracelulares (Havlik et al., 2017).

ATGGACGCAATATATAACCTCAAGCAAGTCCTCCTCAGCAACCATGATTTCACCACCAGCCTGGTCTCCAACGCAACAGACTT
TACCTGCGTTATATATTGGAGTTCGTTCAGGAGGAGTCGTTGGTACTAAAGTGGTGGTCGGACCAGAGGTTGCGTTGTCTGAA

M IVVESEERN TI® 0 XYBINS s v HENBT T s B s N ID T ING

SigGla

CTCGACAAGTCCCTTGACCTACTTCGCCATGCATCTCGTCTCTTCGCTCCTCGTCGTGGGCGCCGCCTTCCAGGCCGTGCTCG
GAGCTGTTCAGGGAACTGGATGAAGCGGTACGTAGAGCAGAGAAGCGAGGAGCAGCACCCGCGGCGGAAGGTCCGGCACGAGC

2s 7T s PIBT REEND v HINE s s THRINIES c Y9V o YIXES

SigGla

GTCTGCCGGATCCTCTGCATGAAAAGAGGCACAGCGACATCATCGCCCCACCACGCCTC
CAGACGGCCTAGGAGACGTACTTTTCTCCGTGTCGCTGTAGTAGCGGGGTGGTGCGGAG

9L 20D AL LDE K R ULEEND I 1 JANSEIR L J

SigGla

Figura 12. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos correspondiente al péptido sefial de la glucoamilasa-1 con una longitud de 225 pb.
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9.1.1.2. EPO
Para la produccién de proteinas recombinantes, se han empleado diferentes organismos

(hosts), entre los que podemos destacar a plantas, bacterias, hongos, células de insectos y de
mamiferos (Elliott et al., 2009). Particularmente, la EPO es producida por células CHO, sin
embargo, la levadura P. pastoris ha sido empelada con éxito en la produccién de esta
hormona (Celik et al., 2007). Para nuestro estudio, hemos empleado el gen EPO humano
libre de intrones, con la finalidad de evitar el empalme alternativo del ARN, permitiendo la
inmediata sintesis de la EPO funcional en el hongo N. crassa (Figura 13).

ATCTGTGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAAT
TAGACACTGTCGGCTCAGGACCTCTCCATGGAGAACCTCCGGTTCCTCCGGCTCTTATAGTGCTGCCCGACACGACTTGTGACGTCGAACTTA

)T JOD RPR V L E R vV L L EJA K EJAE LD REREICEGR A E LIRS L 1N

Matured EPO

GAGAATATCACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTCGGGCAGCAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTG
CTCTTATAGTGACAGGGTCTGTGGTTTCAATTAAAGATACGGACCTTCTCCTACCTCCAGCCCGTCGTCCGGCATCTTCAGACCGTCCCGGAC

JE LDI MV LD MK V LBF Y A M TN ¢ I

Matured EPO

GCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGGGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTGCAGCTGCATGTGGATAAAGCC
CGGGACGACAGCCTTCGACAGGACGCCCCGGTCCGGGACAACCAGTTGAGAAGGGTCGGCACCCTCGGGGACGTCGACGTACACCTATTTCGG

JAVL L FWE JAVV L R Je s s P WIIBr INo INH XEPEISY

Matured EPO

GTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCA
CAGTCACCGGAAGCGTCGGAGTGGTGAGACGAAGCCCGAGACCCTCGGGTCTTCCTTCGGTAGAGGGGAGGTCTACGCCGGAGTCGACGAGGT

XBs ¢ INEDS 1T T IS c 190 [EEWYISs P P DWW S LN P

Matured EPO

CTCCGAACAATCACTGCTGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCC
GAGGCTTGTTAGTGACGACTGTGAAAGGCGT TTGAGAAGGCTCAGATGAGGT TAAAGGAGGCCCCTTTCGACTTCGACATGTGTCCCCTCCGG

)L R AT ARA D ABF R K L F R V vV ERNBF L RJBK L K L v RENE AJ

Matured EPO

TGCAGGACAGGGGACAGA
ACGTCCTGTCCCCTGTCT

C IBT ¢ DELED

Matured EPO

Figura 13. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos correspondiente a la eritropoyetina humana madura con una longitud de 483 pb.

9.1.1.3. pMF272
Se selecciono el vector de clonacion pMF272 debido a que: 1) permite su clonacion en

bacterias 2) favorece la rapida replicacion del plasmido por accion del sitio de origen a la
replicacion (ORI) ColE1l/pMB1/pBR322/pUC, 3) permite la seleccion de transformantes de

bacterias por resistencia a ampicilina (AmpR), 4) permite la transfeccién guiada al locus

Pagina 50 de 84

Casa abierta al tiempo



his-3" de N. crassa, 5) permite la seleccion de cepas de N. crassa transformadas, mediante
la auxotrofia a histidina y prototrofia y 6) permite la regulacion del gen de interés bajo
accion del promotor endégeno regulado por luz Pccg-1. Otra caracteristica de este vector,
pero que no fue aprovechada durante este trabajo, es la capacidad de expresar la proteina
verde fluorescente (SGFP) (Ao et al., 2018; Sun et al., 2011). Este vector ha sido empleado
para estudios de localizacion subcelular de proteinas (Cano-Dominguez et al., 2019), asi
como para la produccion heteréloga de un fragmento de un anticuerpo humano (Havlik et
al., 2017).

En las figuras 15 y 16 se muestran las regiones de hibridacion de los oligonucle6tidos

utilizados para la linealizacién y amplificacion del vector por PCR inversa de punto final.

pMF272

8479 bp

*,ﬁ;,. .

T7 promoter D

Figura 14. Mapa genético del plasmido pMF272.
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cttttcttcttccatcatcagccaacaaagcaatcacatcttcactacttcaaatcaacacaacactcaaaccactttcacaacccctcacatcaaccaaatctagaactagtggatcce
gaaaagaagaaggtagtagtcggttgtttecgttagtgtagaagtgatgaagtttagttgtgtigtgagtttggtgaaagtgttggggagtgtagttggtttagatcttgatcacctagg
GGGGAGTGTAGTTGGTTTA

ccg-1 promoter SK primer

T T T T T
4,380 4,900 4,920 4,940 4,960 4,980

Figura 15. Region y secuencia del plasmido pMF272 donde hibrida el oligo pMF272 R.

GAATTCGATATCAAGCTTATCG
tggacgagctgtacaagtaagaattcgatatcaagettatcgataccgtecgacctecgaggggegggeceggtaccecagettttgttececctttagtgagggttaattagggegtggacgee
acctgctcgacatgttcattcttaagectatagttcgaatagetatggeagetggageteccecccegggecatgggtcgaaaacaagggaaatcactecccaattaateecegeacctgeeg

Ks primer
sGFP gene T3 promoter

T I T T T T
5,720 5,749 5,760 5,780 5,809 5,820

Figura 16. Region y secuencia del plasmido pMF272 donde hibrida el oligo pMF272 F.

9.1.2. Disefio del gen sintético

9.1.2.1. Gen SigGla — EPO — HisTag
En la figura 17 se muestra la secuencia de nucleétidos correspondiente al gen SigGla —

EPO — HisTag y la secuencia de aminoacidos que codifican a la proteina de fusion,
desefiada. Sin embargo, la secuencia mostrada no es la secuencia de la proteina secretada ya
que la regidon correspondiente al péptido sefial (subrayada en naranja) es removida durante
el procesamiento de la proteina en el reticulo endoplasmatico previo a su secrecion,
resultando en una proteina que contiene Unicamente a la rhPEO y a la cola de histidinas en

el extremo C-terminal (Keenan, 2001).
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TCACATCAACCAAATATGGACGCAATATATAACCTCAAGCAAGTCCTCCTCAGCAACCATGATTTCACCACCAGCCTGGTCTC
AGTGTAGTTGGTTTATACCTGCGTTATATATTGGAGTTCGTTCAGGAGGAGTCGTTGGTACTAAAGTGGTGGTCGGACCAGAG

SigGla

CAACGCAACAGACTTCTCGACAAGTCCCTTGACCTACTTCGCCATGCATCTCGTCTCTTCGCTCCTCGTCGTGGGCGCCGCCT
GTTGCGTTGTCTGAAGAGCTGTTCAGGGAACTGGATGAAGCGGTACGTAGAGCAGAGAAGCGAGGAGCAGCACCCGCGGCGGA

LV ERER L LV VA A

ﬁgﬂa

TCCAGGCCGTGCTCGGTCTGCCGGATCCTCTGCATGAAAAGAGGCACAGCGACATCATCGCCCCACCACGCCTCATCTGTGAC
AGGTCCGGCACGAGCCAGACGGCCTAGGAGACGTACTTTTCTCCGTGTCGCTGTAGTAGCGGGGTGGTGCGGAGTAGACACTG
F AV L X9 P
SigGla

AGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAA
TCGGCTCAGGACCTCTCCATGGAGAACCTCCGGTTCCTCCGGCTCTTATAGTGCTGCCCGACACGACTTGTGACGTCGAACTT

R V L E R Y L L E A K EJAE T T ¢ c YU C s TSN

TGAGAATATCACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTCGGGCAGCAGGCCGTAGAAGTCT
ACTCTTATAGTGACAGGGTCTGTGGTTTCAATTAAAGATACGGACCTTCTCCTACCTCCAGCCCGTCGTCCGGCATCTTCAGA

E i V 229D KV F Y JA K R JBE V XEURNOSA 'V E V

GGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGGGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTG
CCGTCCCGGACCGGGACGACAGCCTTCGACAGGACGCCCCGGTCCGGGACAACCAGTTGAGAAGGGTCGGCACCCTCGGGGAC

CAGCTGCATGTGGATAAAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCCCAGAAGGAAGCCAT
GTCGACGTACACCTATTTCGGCAGTCACCGGAAGCGTCGGAGTGGTGAGACGAAGCCCGAGACCCTCGGGTCTTCCTTCGGTA

e L R L ; L L R A L XB9A K E A I

CTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACAATCACTGCTGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCA
GAGGGGAGGTCTACGCCGGAGTCGACGAGGTGAGGCTTGTTAGTGACGACTGTGAAAGGCGTTTGAGAAGGCTCAGATGAGGT

ATTTCCTCCGGGGAAAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGACATCATCATCATCATCATTAAGAA
TAAAGGAGGCCCCTTTCGACTTCGACATGTGTCCCCTCCGGACGTCCTGTCCCCTGTCTGTAGTAGTAGTAGTAGTAATTCTT

T chEPOTF 2 R(DNAY

R GGCI_GBE

Figura 17. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos correspondientes al gen SigGla — EPO — HisTag con una longitud de 726 pb.
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9.1.3. Disefio del vector de expresion
El gen SigGla — EPO — HisTag fue clonado en el vector pMF272 bajo accion del promotor

inducible por luz, Pccg-1. Esto permitio la induccion de la produccion de la proteina por

fotoestimulacion durante el SSC.

Para lograr este objetivo, llevamos a cabo una novedosa técnica de clonacion, llamada In-
Fusion. Esta técnica, permite clonar mdultiples fragmentos de ADN en un vector de
clonacion durante una sola reaccion. Adicionalmente, elimina la necesidad de emplear
enzimas de restriccion o ligasa, ya que esta se basa en la actividad de la DNA polimerasa
del virus vaccinia, la cual, también presenta actividad exonucleasa 3'->5'. Esto permite la
generacion de sitios cohesivos sobresalientes, permitiendo la clonacién de los fragmentos
de interés en un vector de clonacién por recombinacién (“In-Fusion ® Cloning: Accuracy,
Not Background,” 2018).

En las figuras 19 y 20 se muestran las regiones del vector donde ocurre la clonacién del gen

por la técnica In-Fusion.
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9.1.3.1. pMF272_SigGla-rhEPO-HisTag

»
S e

©
2y a 8457 bp
- = o
oW
. g

P ]3

» x %

-

=3

k]

T7 promoter |7

Figura 18. Mapa genético del plasmido pMF272_SigGla — rhEPO — HisTag.

v

actacttcaaatcaacacaacactcaaaccactttcacaaccccjtcacatcaaccaaatATGGACGCAATATATAACCTCAAG
tgatgaagtttagttgtgttgtgagtttggtgaaagtgttggegagtgtagttggtttaTACCTGCGTTATATATTGGAGTTC

ccg-1 promoter |
T

CAAGTCCTCCTCAGCAACCATGAT
GTTCAGGAGGAGTCGTTGGTACTA

SigGla-rhER0-HisTag

Figura 19. Region y secuencia de la construccion donde se lleva a cabo la reaccién de In-Fusion.

T T
5,010 5,020

TGCAGGACAGGGGAJCAGACATCATCATCATCATCATtaagaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacctcgagggggggcccggtacccagettttgttece
ACGTCCTGTCCCCT|/GTCTGTAGTAGTAGTAGTAGTAattcttaagectatagttcgaatagectatggecagetggagetecccccccgggecatgggtecgaaaacaaggeg

sigGla-rhEPO-HisTag T3 promoter
T | T T T T | T
5,680 s 5,718 . 5,730

T
5,740

T
5,770

Figura 20. Regidn y secuencia de la construccion donde se lleva a cabo la reaccion de In-Fusion.
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9.1.4. Disefio de oligonucledtidos
Para esta seccion, utilizamos dos diferentes herramientas bioinformaticas, la herramienta de

IDT PrimerQuest y la herramienta de In-Fusion Cloning Primer Design Tool v1.0 de la
compafiia Takara, en la tabla 7 se muestra el disefio de oligonuclettidos empleados para el

presente estudio.

Tabla 7. Secuencias y uso de los oligonucle6tidos.

5°-GAA TTC GAT ATC AAG CTT

PpMF272_IF_2 F _ _ ATC-3"
Linealizar vector y
amplificar .
5°- ATT TGG TTG ATG TGA GGG
PMF272_IF 2R ,
1 G-3
Amplificacion del gen 5°-TCA CAT CAA CCA AAT ATG
EPO_IF 2F P h et g GAC GCA ATA TAT AAC CTC
- = sintetizado y adicion en los AAG-3"
emfgﬁf fersgnlés}iraef;ones 5'-CTT GAT ATC GAA TTC TTA
EPO_IF 2R P ATG ATG ATG ATG ATG ATG

pMF272 para el In- Fusion TCT-3

*Forward (F), Reverse (R).

9.2. Amplificacion de secuencias de intereés

9.2.1. PCR
En la figura 21 se muestran los amplicones productos de varias reacciones de PCR de punto

final con el objetivo de obtener suficiente cantidad del gen y vector para realizar la

construccion.

En el carril superior del gel, se pueden observar bandas correspondientes a un tamafo
aproximado de 7,700 pb obtenidas tras la linealizacion y amplificacion del vector pMF272
por PCR inversa. Los amplicones observados son 720 pb menores a la forma nativa del
vector ya que se elimind el gen sGFP para sustituirlo en la clonacién por el gen SigGla —
EPO - HisTag, Mientras tanto, en el carril inferior del gel, se observan bandas
correspondientes a un tamafo aproximado de 760 pb, productos de la amplificacion del gen
SigGla — EPO — HisTag por PCR de punto final. A diferencia de la secuencia mostrada en
la figura 13, estos amplicones son 33 pb mayores, ya que, con ayuda de los

oligonucleotidos, se les adiciond en ambos extremos regiones complementarias al vector
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pMF272 (Figuras 19 y 20), permitiendo la construccion del vector de expresion por la

técnica In-Fusion.

1 ] 3 C: R 6 7/ 8 9 10
.u”,-’uu....-«

D s G b BD e S e

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de ADN de interés amplificados por PCR.
En orden, en el carril superior, de izquierda a derecha; 1.° pozo: marcador de tamafio molecular de 1 kpb y 2.° a 10.° pozo: amplificacién
por PCR del plasmido pMF272. En el carril inferior, de izquierda a derecha; 1.° pozo: marcador de tamafio molecular de 1kpb, 2.°y 3.°
pozo: pMF272y 4.2 al 10.° pozo: amplificacion por PCR del gen sintético.

9.2.2. Purificacion por columna
A continuacion, se muestran los amplicones del gen SigGla — EPO — HisTag y el vector

pMF272 posterior a su purificacion. A diferencia de lo mostrado en la figura 21, se puede
observar que la banda del gen SigGla — EPO — HisTag se encuentra aislada y con menor
presencia de cadenas de nucle6tidos de menor o mayor tamafio. Por otro lado, la banda del
vector pMF272 aln presenta un barrido en el gel; sin embargo, esto puede ser producto al
tratamiento de las muestras con el buffer de carga y no por contaminacién de la muestra
purificada. Adicionalmente, se puede observar que en las figuras 21 y 22, la migracion de
los amplicones y del marcador de tamafio molecular se ve afectada por el mismo buffer de
carga. En respuesta a esto, se modifico la técnica de tincion para el gel presentado en la

figura 25 en donde se puede observar las bandas presentes a los correctos tamarios.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de ADN de interés, tras su purificacion por columna.
En orden, de izquierda a derecha; 1.° pozo: marcador de tamafio molecular, 2.° pozo: gen SigGla — EPO — HisTag y 3.° pozo: plasmido
PMF272.

9.2.3. Cuantificacion de ADN
A continuacion, se presenta la cuantificacion de las piezas bioldgicas por Nanodrop, este
equipo nos permite conocer de forma muy precisa la concentracion de &cidos nucleicos a
partir de micro-volimenes, que van de 1-2 pL (Yu et al., 2017) Esta técnica nos permitio
conocer la concentracion de las soluciones obtenidas tras la purificacion del gen y vector y

con ello, definir el protocolo del In-Fuision.

Tabla 8. Cuantificacion de ADN en Nanodrop.

SigGla— EPO - HisTag 4.2 4.3 4.2 4.23

pPMF272 19 1.7 1.9 1.83
*Concentraciones en ng sobre microlitro (ng/uL).

Tabla 9. Calculo de la concentracién de ADN en muestras.

SigGla - EPO — HisTag 4.23 20 84.4

pPMF272 1.83 20 36.6
*Factor de Dilucién (F.D.)
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9.3. Construccion del vector
Para la construccién del vector se optd por la clonacion In-Fusion (CloneTech — TaKaRa),

ya que esta ofrece un método rapido, eficiente y sin cicatrices para la clonacion de forma
simultdnea de uno o mas insertos en un solo vector. Comparando esta técnica con la
clonacion Gateway, una técnica similar y muy popular, se observa la evidente conveniencia
del método In-Fusion. En la clonacion Gateway se requiere que cada fragmento se integre a
un vector donador antes de ser insertado en el vector objetivo y requiere generalmente de
dos pasos de amplificacion por PCR punto final. De forma contraria, el In-Fusion requiere
Unicamente una reaccion de PCR y permite la insercion directa del gen al vector. Los
oligonucleotidos utilizados en el método In-Fusion requieren de un extremo protuberante
en la region 5" complementario al vector objetivo de una longitud de 15 pares de base (pb),
a diferencia de las 35 pb del protocolo Gateway, reduciendo costos en la sintesis de
oligonucleotidos (Chee & Chin, 2015; Park et al., 2015). Aunado a esto, el método In-
Fusion no requiere de una reaccion de ligacién, como si ocurre en el caso de la clonacion
mediante el uso de enzimas de restriccion, por el protocolo Golden Gate o el ensamblado de
Gibbson.

Derivado de la clonacién In-Fusion, se obtuvieron colonias de posibles transformantes con
el vector pMF272_SigGla — rhEPO — HisTag las cuales fueron resembradas por superficie
en medio SOC agar adicionado con ampicilina en una concentracion de 100 pg/mL. La
biomasa obtenida de dichos cultivos se utilizo para 1) preparar gliceroles para conservar la
construccion genética y 2) extraer ADN plasmidico para confirmar la transformacion

mediante la amplificacion de la secuencia SigGla — EPO — HisTag.
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9.3.1. Choque térmico

Control técnico Transformantes

LB con
Antibidtico

LB sin

antibidtico No Aplica

Figura 23. Cultivo de E. coli DH5a tras a la transformacién por choque térmico.

9.3.2. Resiembra de posibles transformantes

Figura 24. Sembrado de posibles transformantes sobre medio SOC agar adicionado con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL.
Se pueden observar las regiones donde se recolect6 biomasa para la extraccion de ADN plasmidico por la técnica de Mega Prep.
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9.3.3. Confirmacion de transformantes
Para confirmar las colonias transformadas, se realizaron reacciones de PCR punto final con

el par de oligonucledtidos EPO_IF 2 para identificar la presencia del gen SigGla — EPO —
HisTag. Las muestras que provinieran de colonias exitosamente transformadas presentaron
un amplicon de un tamafio aproximado a las 750 pb, mientras que en las muestras
provenientes de colonias no transformadas no presentaron dicha banda. Simultaneamente a
estas reacciones, se trabajé con un control positivo y negativo. El primero consistio en una
reaccion de PCR punto final utilizando una muestra purificada del gen SigGla — EPO —
HisTag como ADN molde y en el segundo, se utilizé6 una muestra purificada del vector
PMF272 sin inserto. Esto se realizd con el propdsito de demostrar que las bandas
obeservadas en las cepas transformantes no correspondian a un falso positivo; en otras

palabras, que, en lugar de corresponder al gen de interés, fueran producto de la union

inespecifica de los oligonucledtidos en otras regiones de pMF272.

Confirmacion de
transformantes

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR.
En orden de izquierda a derecha; 1.° y 6.° pozo: marcador de tamafio molecular, 2.° pozo: control negativo, 3.° pozo: control positivo y 4.°
y 5.% pozo: muestras de transformantes positivas.

9.4. Transformacion de Neurospora crassa

9.4.1. Cultivo de N. crassa

9.4.1.1. Pruebas de auxotrofia
Se sembr0 la cepa Neurospora crassa FGSC #9717 en medio Vogel agar (MVVA) con y sin

histidina, para corroborar que se estaba trabajando con la cepa auxotrofa. Como se puede
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observar en la figura 26, no hubo crecimiento de la cepa los medios preparados sin histidina
y se observa un crecimiento abundante en aquellos medios que si fueron adicionados con
esta. Lo observado corrobora que se esta trabajando con la cepa N. crassa FGS#9717 y que

no hay contaminacion en los cultivos de una cepa protrétofa de Neurospora.
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Figura 26. Pruebas de auxotrofia de Neurospora crassa #9717.
1-3) Siembra en medio MVA sin histidina posterior a 48 h de incubacién a 30 °C, sin fotoestimulo. B) Siembra en medio MVA
adicionado con histidina a una concentracion final de 0.02%. (p/v)Posterior a 48 h de incubacion a 30 °C, sin fotoestimulo.
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9.4.1.2. Siembra de N. crassay recoleccion de conidios
Una vez confirmada la auxotrofia de la cepa, se cultivo en tubos en bisel para obtener un

preinoculo, que se utilizd para sembrar en matraces Erlenmeyer. A partir de éstos, se
recolectaron conidios para su posterior transformacion mediante electroporacion.

2)

Figura 27. 1) Cultivos de N. crassa #9717 en bisel. 2) Cultivo de N. crassa #9717 en matraz Erlenmeyer. 3) Suspension de conidios
utilizada para la electroporacion.

9.4.2. Electroporacion de conidios
Producto de la electroporacién se consiguieron las cepas mostradas en la figura 28,

utilizando como marcador para identificar posibles colonias transformadas la auxotrofia a
histidina. Estas colonias fueron resembradas por estriado en superficie en medio MVA

adicionado con sorbosa, para permitir el crecimiento de colonias aisladas (Figura 29).

De igual forma que para la transformacion de E. coli, se us6 un control técnico (negativo)
durante la transformacion. En este caso, el control técnico consistié en una cepa de N.
crassa #9717 sometida a todo el proceso de electroporacion, pero en ausencia del vector
pMF272_SigGla — EPO — HisTag. Tal como se muestra en la figura 28, este control creci6
exclusivamente en medio adicionado con histidina, ya que se conserva como una cepa
auxatrofa; sin embargo, este crecimiento no se presenté como en los cultivos reportados en
la imagen 25 debido a la presencia de sorbosa en el medio. La sorbosa impide la
propagacion del micelio por lo que el control positivo crecié como una capa fina sobre la

superficie del medio, dificultando su visualizacion en fotografia.

Pagina 64 de 84

Casa abierta al tiempo



Control técnico Transformantes

Medio CA + Agar
de regeneracién

sin histidina

Medio CA + Agar
de regeneracion e : - : No Aplica

con histidina

Figura 28. Cultivo de N. crassa posterior a la electroporacién de conidios.
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9.4.3. Obtencion de cultivo monospdrico

9.4.3.1. Resiembra de posibles transformantes
En la figura 29 se presentan los cultivos producto de la resiembra de las colonias aisladas

posterior a la electroporacién por estriado en superficie. Se obtuvieron en total 7 probables

cepas transformantes que fueron posteriormente resembradas por separado.

T

Figura 29. Siembra de N. crassa tras la electroporacion.
Sembrado en medio MVA adicionado con sorbosa a una concentracion final de 0.02%. (p/v). Fotos tomadas tras 24 h de incubacion a 30
°C. Las siete colonias aisladas obtenidas se encierran dentro de los circulos rojos.

9.4.3.2. Cepas monospdricas y homocariontes
A partir de las colonias mostradas en la figura 29, se tomaron las colonias aisladas y se

resembraron por picadura en cajas Petri individuales con medio MVA sin histidina,

obteniendo cultivos monospoéricos y homocariontes (Figura 30).
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Figura 30. Cepas monospéricas y homocariontes de N. crassa transformadas con el gen SigGla — EPO — HisTag.
La 7.° cepa no creci6 en el segundo paso de resiembra en ausencia de histidina, por lo que fue descartada.
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9.4.4. Confirmacion de transformantes
Se extrajo ADN gendmico a partir de cultivos monosporicos homocariontes, para confirmar

la presencia del gen SigGla — EPO — HisTag por medio de PCR punto final, utilizando el
par de oligonucleotidos EPO_IF_2. En forma similar a la realizada en la seccion 7.3.3., la
confirmacion de transformantes fue acompafiada de un control positivo y uno negativo. Se
conservo el control positivo como una reaccion de PCR utilizando el gen SigGla — EPO —
HisTag como ADN molde y como control negativo se realizé una reaccion de PCR a partir
de ADN genomico de N. crassa 9717 (Figura 32 A). Ambos controles se realizaron con el
mismo objetivo: verificar la existencia de bandas en 750 pb, las cuales confirman una
transformacion exitosa, ya que son producto Unicamente de la amplificacion del gen SigGla
— EPO - HisTag y no de otras regiones del genoma del hongo.

Las reacciones de PCR confirmaron la transformacion de las seis cepas aisladas, a las

cuales se nombraron N. crassa EPO n+, donde n € [1,6] (Figura 32 B).

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de extraccion de ADN genomico de cepas transformadas de N. crassa.
En orden de izquierda a derecha; 1.er pozo: marcador de tamafio molecular y 2.° a 7.° pozo: ADN gendmico (encerrado en el cuadro
verde).
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR punto final de controles y cepas transformadas.
A) En orden de izquierda a derecha; 1.° pozo: Marcador de tamafio molecular, 2.° pozo: Muestra transformante positiva (N. crassa EPO
1+), 3.° pozo: Control negativo y 4.° pozo: Control positivo. B) En orden de izquierda a derecha; 1.er pozo: marcador de tamafio
molecular y 2.° y 3.° pozo: controles positivos y 4.° a 8.° pozo: muestras de cepas exitosamente transformadas.

9.5. Cultivo en medio sélido
Debido a que, durante las pruebas de confirmacion de transformantes por PCR punto final y

durante los cultivos en ausencia de histidina, la cepa N. crassa EPO 6+ presentd mayor
reproducibilidad en los resultados, se decidié continuar los experimentos de produccién de
rhEPO por SSC con esta cepa. Adicional al SSC de la cepa N. crassa EPO 6+, se monto, al
mismo tiempo y bajo las mismas condiciones, SSC con la cepa no transformada de N.
crassa #9717 para fungir como control negativo. Se omitio la construccion de un control de
una cepa de N. crassa transformada con el vector pMF272 sin el gen SigGla — EPO —
HisTag debido a que pMF272 revierte la auxotrofia a histidina y la nueva cepa protrotrofa
sin el gen representaba un riesgo de contaminacion cruzada con las cepas N. crassa EPO

n+.

9.5.1. Biomasa
Segun lo observado en la variacion de peso seco de biomasa a lo largo del cultivo, se puede

apreciar que la cepa transformada presenta un crecimiento mayor al de la cepa nativa,

siendo este de casi un 70% mayor finalizadas las 96 h de cultivo.

Este incremento de biomasa se puede deber a la reversion de la auxotrofia a histidina de la
cepa N. crassa EPO 6+, reduciendo el estrés metabdlico del hongo. Por otro lado, la cepa

auxétrofa, N. crassa #9717, se encuentra bajo constante estrés metabdlico causado por la
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competencia entre rutas metabolicas. A pesar de que el medio donde crece la cepa
auxotrofa estd adicionado con histidina, la taza de transporte del aminoacido al interior de
la célula no es lo suficientemente rapido para abastecer los requerimientos nutricionales del
hongo. Esto provoca que el flujo del carbono sea parcialmente desviado al metabolismo de
aminoéacidos, pero, ya que no se permite la sintesis de histidina, comienza la acumulacién
de intermediarios metabolicos que afectan a la regulacion metabdlica. En conjunto, esto no
representa una incompatibilidad con la proliferacion de la cepa N. crassa #9717; sin
embargo, provoca que su crecimiento sea menor al de la cepa protrétrofa (Landi et al.,
2011; Kaplan et al., 2024).

0.25

©
o
[en]

0.15

0.10

Biomasa seca (g)/gramo de EPU
—o—
e

©
=
Il

0.00
0 24 48 72 96

Tiempo (h)

Figura 33. Gréfica de biomasa seca por gramo de soporte (espuma de poliuretano, EPU) en funcion del tiempo de cultivo.
En rojo se muestra el crecimiento de la cepa N. crassa #9717 y, en verde, el de la cepa N. crassa EPO 6+.

9.5.2. pH

En la figura 34 se observa el comportamiento del pH extracelular a lo largo del proceso de
SSC. Se puede notar que, en ambos casos, hay una alcalinizacion del medio a medida que
avanza el cultivo; sin embargo, el cambio es significativamente mayor en los cultivos con
la cepa transformada que en los con la nativa. La cepa de N. crassa EPO 6+ muestra una
alcalinizacién del medio, partiendo de un pH inicial de 5 y alcanzando un pH final de casi

7, mientras que la cepa de N. crassa #9717 muestra una estabilizacion del pH extracelular a
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las 48 h. Dicha alcalinizacién del medio coincide con lo reportado en trabajos previos, en

los que la variacion del pH durante el cultivo oscila entre 5y 6 (Havlik et al., 2017).

Este fendmeno se puede deber al incremento de produccion de COz2 tras el metabolismo de
la fuente de carbono. ElI COq, al ser transportado al exterior de la célula, es ligeramente
solubilizado en la fase acuosa, formando carbonatos (H2COzs-) que alcalinizan el medio.
Esta teoria se puede sostener comparando la variacion del pH con el perfil de produccion de
biomasa reportado en la figura 33, donde se observa que el pH aumenta de forma
simultanea al incremento de biomasa. Otra posible explicacion a este fendmeno de
alcalinizacién se puede deber al metabolismo propio de aminoécidos y a la secrecion de
amoniaco, algo observado en levaduras como Candida y hongos filamentosos como
Trichoderma guizhouense (Miao et al., 2020; Huang et al., 2025). No obstante, se
requeriria un analisis de azucares residuales en medio para poder sostener con mayor
evidencia que la alcalinizacion del medio es producto del metabolismo de la fuente de

carbono.
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Figura 34. Gréfica de la variacion de pH en los extractos recolectados en funcion del tiempo de cultivo.
En rojo se muestra el pH correspondiente a los cultivos de la cepa N. crassa #9717 y, en verde, el de la cepa N. crassa EPO 6+.

9.5.3. Proteina extracelular
A continuacidn, en la figura 35, se presenta una grafica que muestra la cantidad de proteina

extracelular en el medio cada 24 h de cultivo. Se observa que los cultivos de la cepa N.
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crassa EPO 6+ presentan una mayor secrecion de proteinas extracelulares que la de la cepa
N. crassa #9717. Este comportamiento es similar a lo reportado por Sun y colaboradores
(2011), quienes clonaron la endoglucanasa GH5-1 bajo la accion del promotor Pccg-1 en
una cepa de N. crassa FGSC #2489, observandose un aumento aproximado del 15% en la

secrecion de proteinas en la cepa transformada.

Adicionalmente, se puede observar un maximo en la concentracion de proteina extracelular,
a las 72 h de cultivo. Esto puede deberse a la variacion del secretoma de N. crassa a lo
largo del cultivo, producto de la variacion en la concentracion de nutrientes disponibles, tal
como proponen Salgado-Bautista y colaboradores (2025). Para tiempos superiores a 72 h de
cultivo, tentativamente habria un incremento en la secrecion de proteasas, lo que provocaria

la disminucion de proteinas extracelulares observada a las 96 h de fermentacion.
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Figura 35. Gréfica de la produccién de proteina extracelular (mg) por gramo de soporte (EPU) en funcién del tiempo de cultivo.
En rojo se muestra la cantidad de proteina correspondiente a la cepa N. crassa #9717 y, en verde, a la cepa N. crassa EPO 6+.

9.6. Produccion de eritropoyetina
9.6.1. SDS-PAGE

Para visualizar la rhEPO se realizé un analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de los extractos
extracelulares obtenidos de los SSC. Se compararon los secretomas de las cepas N. crassa

#9717 y N. crassa EPO 6+ para determinar la presencia o ausencia de la banda

Péagina 72 de 84

Casa abierta al tiempo



correspondiente al peso de la rhEPO (=34 kDa). Sin embargo, se debe considerar que el
peso molecular de la rhEPO producida en este trabajo difiere de lo reportado en la
literatura, debido a las diferencias en los patrones de glicosilacion empleados por cada

sistema de produccién.

Segun la figura 36, se puede observar la presencia de bandas en los extractos de la cepa
transformante de un tamafio aproximado de 37 kDa y que estas bandas se ausentan en los
extractos de la cepa nativa, siendo tentativamente rhEPO. Esta variacién de peso se
corresponde con lo observado en otros modelos de produccion de rhEPO. Algunos
referentes de esto son el trabajo de Chin y colaboradores (2019), en el que obtuvieron
rhEPO glicosilada en células HEK293 con un tamafio mayor a 40 kDa, o el trabajo de Goh
y colaboradores (2013), donde obtuvieron en células CHO isoformas de rhEPO con pesos
entre 25y 37 kDa.

Debido a que no se ha intentado producir rhEPO en N. crassa es complicado estimar los
patrones de glicosilacion esperados; sin embargo, se puede comparar con otros sistemas
fungicos y el més utilizado en este caso es Pichia pastoris. En este sistema se puede
observar una amplia variacion en el peso de la rhEPO glicosilada en funcién de la cepa
utilizada, produciendo rhEPO glicosilada con tamarios de 30 kDa (Celik et al., 2007), 33
kDa (Maleki et al., 2010) y con un peso mayor a 40 kDa (Soyaslan & Calik, 2011).

Para corroborar que las bandas observadas a 37 kDa corresponden a rhEPO glicosilada
producida por la cepa N. crassa EPO 6+, es necesaria la purificacion de la proteina
mediante cromatografia de afinidad en columna de niquel, gracias a la cola de histidina, y
un segundo andlisis por SDS-PAGE. Adicionalmente, se requiere de la identificacion y
cuantificacion de rhEPO por inmunoensayos (ensayo ELISA).
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Figura 36. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
En orden de izquierda a derecha; 1.° pozo: Marcador de tamafio molecular, 2.° a 5.° pozo: secretoma de N. crassa #9717 a 24, 48, 72 y 96
h de cultivo 6.° a 9.° pozo: secretoma de N. crassa EPO 6+ a 24, 48, 72 y 96 h de cultivo y 10° pozo: marcador de tamafio molecular (Bio-
Rad Precision Plus Protein Dual Color Standards).
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10. Conclusion

El presente trabajo tuvo como objetivo transformar una cepa del hongo filamentoso N.
crassa con el gen de la eritropoyetina humana (modificada con una sefial de secrecion y
una cola de histidinas), permitiendo su sintesis heteréloga y secrecién al medio extracelular,

lo que facilitaria su purificacion.

Esto se realizé para probar a N. crassa como modelo biotecnoldgico para la produccion de
proteinas recombinantes. Se utilizd la eritropoyetina humana como modelo de estudio
debido a que es una proteina ampliamente caracterizada y conocida, y a su compleja
estructura, dada por sus importantes modificaciones postraduccionales. En otras palabras,
utilizar EPO como modelo tiene el potencial de permitir determinar la capacidad de N.
crassa para producir glicoproteinas complejas, informacion atil para la expresion

heter6loga de moléculas de alto interés farmacéutico, como los anticuerpos monoclonales.

El vector de expresion pMF272_SigGla — EPO — HisTag se construy6 mediante clonacién
In-Fusion y, posteriormente, se utilizé para transformar una cepa de N. crassa #9717. De
este proceso se obtuvieron seis cepas exitosamente transformadas, a las cuales se les

denomind N. crassa EPO n+.

Se tomo la cepa N. crassa EPO 6+ para establecer un cultivo sélido destinado a la
produccion de rhEPO. A partir del andlisis de SDS-PAGE, comparando los secretomas (las
proteinas secreteadas presentes en los extractos recolectados tras el SSC) de las cepas N.
crassa #9717 y N. crassa EPO 6+, se observd que desde las primeras 24 h de cultivo la
cepa transformante ya producia lo que tentativamente es rhEPO. Se observo la produccion,
exclusivamente por la cepa transformante, de una proteina de un tamafio aproximado a 37
kDa; sin embargo, para poder identificar con certeza la proteina, aun se requieren pasos
adicionales de purificacion mediante cromatografia de afinidad y caracterizacion mediante
espectrometria de masas. Adicionalmente, se requiere de la cuantificacion de rhEPO
secretada mediante ensayo ELISA, permitiendo, en conjunto con los analisis previos,
evaluar los rendimientos de produccion, la pureza y los patrones de glicosilaciéon de la
rhEPO producida por el hongo.
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