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Resumen

El dafio multisistémico persistente provocado por el virus del SARS-CoV-2, conocido
como Long-COVID, es considerado una enfermedad grave que afecta la calidad de vida
a nivel mundial. Hasta ahora, no existe un tratamiento dirigido a su causa, sino
unicamente al manejo de sus sintomas. Por tal motivo, se han estudiado metabolitos
secundarios, como los flavonoides hesperetin 7-rutinoside (H7R) y flavanone-7-O-
glucoside (F7G), con potencial inhibitorio contra la proteina Spike, considerada un
posible blanco terapéutico. Esta proteina se une al receptor ACE-2 de la célula
hospedadora a través de su dominio de union al receptor (RBD) y ha sido sefialada
como una posible responsable del Long-COVID. Por lo tanto, la produccion heterdloga
de la proteina Spike o de su dominio RBD resulta fundamental para estudios de
interaccién con los flavonoides H7R y F7G, que han mostrado, in silico e in vitro,
capacidad para inhibir dicha union. Es por esto por lo que el objetivo de este proyecto
fue producir de manera heteréloga el dominio RBD de la proteina Spike en Escherichia
coli BL21 (DE3), con el fin de generar una herramienta funcional para estudios

posteriores, como determinacion de la unién de ligandos por resonancia de plasmones.

Se realizo la clonacion del gen de interés en el plasmido pTWIN1, mediante digestion
con las enzimas Ndel y Xhol, seguida de ligacién y transformacion por choque térmico
en E. coli BL21(DE3). La insercion del gen se confirmé en las colonias transformadas
mediante analisis de restriccion y PCR. La expresion heterdloga de la proteina se indujo
con IPTG, y su purificacion se realizé por afinidad, utilizando perlas magnéticas

recubiertas con quitina.

Se logro, transformar E. coli BL21 (DE3), con el gen que codifica el dominio RBD, cuya
expresion fue inducida con 0.5 mM de IPTG. La purificaciéon requirié tratamiento previo
con urea, debido a la formacion de cuerpos de inclusion. Se obtuvo la proteina de interés
purificada, evidenciada por una banda de aproximadamente 25 kDa en un gel SDS-
PAGE, aunque con una concentracion baja, posiblemente por poca solubilizacién de las
proteinas o por tratarse de un método de purificacion rapido y a pequefia escala con las
perlas magnéticas recubiertas con quitina. Estos resultados constituyen una base para

optimizar futuras estrategias de expresion y purificacion del dominio RBD.



Abstract

Long COVID, characterized by persistent multisystem symptoms after SARS-CoV-2
infection, is a serious disease that significantly impacts quality of life worldwide. To date,
there is no treatment targeting its cause, only symptomatic management. For this
reason, secondary metabolites such as the flavonoids hesperetin 7-rutinoside (H7R) and
flavanone-7-O-glucoside (F7G) have been studied for their inhibitory potential against
the Spike protein. This protein binds to the ACEZ2 receptor on the host cell through its
receptor binding domain (RBD) and has been implicated as a possible contributor to
Long-COVID. Therefore, the heterologous production of the Spike protein or its RBD
domain is essential for interaction studies with the H7R and F7G flavonoids, which have
shown, in silico and in vitro, the potential to inhibit the binding of the Spike protein to the
ACE2 receptor. The aim of this work was the heterologous production of the RBD domain
of the Spike protein in Escherichia coliBL21 (DE3), to generate a functional tool for future

studies, such as ligand-binding determination using plasmon resonance.

Cloning of gene of interest into the pTWIN1 plasmid was carried out by digestion with
the restriction enzymes Ndel and Xhol, followed by ligation and transformation via the
heat shock method in E. coli BL21 (DE3). The presence of the insert in the transformed
colonies was verified by restriction analysis and PCR. Heterologous protein expression
was induced with IPTG, and purification was performed by affinity using chitin magnetic

beats.

The RBD domain was successfully cloned in E. coli BL21 (DE3). Its expression was
induced with 0.5 mM IPTG. Purification required prior treatment with urea due to the

formation of inclusion bodies, which were attempt solubility.

Purified protein was obtained, as evidenced by a band of approximately in 25 kDa on an
SDS-PAGE; however, the protein concentration was low, possibly due to insufficient
protein solubilization and/or the use of a rapid, small-scale purification method with chitin
magnetic beads. Despite this, these results represent a valuable starting point for

improving future strategies for RBD domain expression and purification.



1. Introduccion

En 2020, el mundo enfrent6é una pandemia derivada del virus del SARS-CoV-2 causante
de la enfermedad COVID-19, que hasta junio de 2025 ha afectado a mas de 796
millones de personas y causado aproximadamente 7.2 millones de muertes confirmadas
(Our World in Data, 2025b). Algunas estimaciones, sin embargo, indican un incremento
acumulado de alrededor de 27 millones de muertes atribuibles directa e indirectamente
al COVID-19 (Our World in Data, 2025a).

A cuatro afios de la emergencia sanitaria, la enfermedad COVID-19 comenzé6 a ser
catalogada como enfermedad endémica. No obstante, persiste como una amenaza a la
salud publica debido a las limitadas opciones de tratamiento y a la persistencia de
secuelas prolongadas después de la infeccion, conocidas como Long-COVID. Aunque
las vacunas han reducido el numero de casos graves, aun no se tiene certeza de si
previenen las manifestaciones a largo plazo (Chow et al., 2024; Quach et al., 2024). Por
ello, se requiere investigar alternativas terapéuticas que contribuyan tanto a la

prevencion como al tratamiento de las complicaciones asociadas al virus.

La entrada del SARS-CoV-2 a las células humanas inicia con la interaccién de la
proteina Spike (S) viral y el receptor ACE-2, presente en células del pulmon, corazén,
rindn e intestino, entre otros tejidos (Sodhi et al., 2022; Yadav et al.,, 2021). Esta
interaccion es mediada por el dominio de unién al receptor (RBD) encontrado en la
subunidad S1 de la proteina Spike, que presenta un cambio conformacional que mejora
la unidn con el receptor y la entrada del material genético a la célula hospedadora
(Gorkhali et al., 2021; Kumar et al., 2022; Qian et al., 2024)

Investigaciones recientes han detectado la persistencia de la proteina Spike en diversos
tejidos hasta un afo después de la infeccidn por SARS-CoV-2, lo cual se asocia con
una inflamacion crénica que lleva, a su vez, a un dafio multiorganico (Davis et al., 2023),
provocando complicaciones respiratorias, neurologicas, cardiovasculares, metabdlicas,
autoinmunes, entre otras (Talwar et al., 2025). En este contexto, el bloqueo de la
interaccién entre la proteina Spike y el receptor ACE-2 representa una estrategia

terapéutica potencial para mitigar las secuelas asociadas al Long-COVID.



Desde el inicio de la pandemia en México se exploraron las nanoparticulas (NPs) de
TiO2 funcionalizado como posibles agentes contra el virus causante del COVID-19,
basandose en estudios previos que demostraron la capacidad del TiO2 no
funcionalizado para inactivar el virus de la influenza (Mazurkova et al., 2010). Ademas,
el conocimiento sobre metabolitos secundarios con propiedades antivirales condujo a la
investigacion de flavonoides y terpenos como posibles candidatos para aportar valor
agregado a la terapia antiviral (Castro-Jiménez, 2022; Fernandez et al., 2022; Tandon
et al., 2024).

Entre los compuestos estudiados, los flavonoides hesperetina-7-rutinosido (H7R) vy
flavanona-7-O-glucésido (F7G) han mostrado un efecto antiviral contra el SARS-CoV-2,
tanto en su forma libre como adsorbidos sobre NPs de TiO2 funcionalizadas. Estudios
de dinamica molecular, acoplamiento molecular y calculos de energia de afinidad
indican que estos flavonoides se unen a regiones clave de la proteina Spike, tanto en
su conformacion abierta como cerrada, lo que podria impedir su interaccion con el
receptor ACE-2. Estos hallazgos se respaldan con ensayos de fusion célula a célula

mediados por la proteina Spike. (Castro-Jiménez, 2022; Ledn-Gutiérrez et al., 2022).

Lo anterior resulta novedoso, ya que podria representar la obtencion de un antiviral
capaz de interferir directamente con la unién de la proteina Spike del SARS-CoV-2 vy el
receptor ACE-2 del hospedador, evitando asi la infeccion y disminuyendo la incidencia
de padecer Long-COVID. Ademas, ofrece la ventaja de ser un tratamiento relativamente

econdmico, debido a su eficacia a bajas concentraciones.

Para poder estudiar la interaccion de los flavonoides H7R y F7G con la proteina Spike
del SARS-CoV-2 se requiere disponer de dicha proteina y/o su dominio RBD. En este
contexto, el presente proyecto se enfoca en la expresion heteréloga de la proteina Spike
y/o su dominio RBD, con el objetivo de generar una herramienta para investigaciones
futuras sobre mecanismos de interaccion molecular y evaluacion de potenciales

antivirales.



2. Generalidades

21. COVID

El Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) broté en la capital
de la provincia de Hubei (China) en diciembre de 2019 y se propag¢ rapidamente a nivel
mundial debido a su alta transmisibilidad, dando lugar a una neumonia viral inusual
conocida como COVID-19 (Hu et al., 2021). El 11 de marzo de 2020, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) declaré la enfermedad de COVID-19 como pandemia (World
Health Organization, 2021a).

La manifestacion de la enfermedad COVID-19 puede presentarse con sintomas leves,
como tos, fiebre, mialgias y dolor de cabeza. Sin embargo, puede dar lugar a
complicaciones graves como disnea, infiltraciones pulmonares e, incluso, la muerte
(Polatoglu et al., 2023). En 2024, las complicaciones graves han disminuido, pero un
gran numero de personas sigue presentando secuelas de la enfermedad, como niebla
mental, fatiga, problemas cardiovasculares, enfermedades autoinmunes, tos crénica,
entre otras, que persisten durante meses como consecuencia de haber padecido la
COVID-19 (Davis et al., 2023).

2.2. Long-COVID

Los términos: Long-COVID, COVID-19 prolongado o sindrome post-COVID, hacen
referencia a los padecimientos posteriores a la enfermedad por el virus del SARS-CoV-
2. Esta condicién es considerada una enfermedad multisistémica que puede persistir
durante semanas, meses e incluso afnos. Los sintomas que presentan aquellas
personas que lo han padecido incluyen, perdida del olfato y del gusto, pérdida de
audicion, fatiga, “niebla mental”, debilidad muscular, problemas respiratorios y, en
algunos casos, el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, trombdticas,
neurolégicas, diabetes tipo 2 y/o la reactivacion de patdgenos subyacentes (Davis et al.,
2023; Tandon et al., 2024).

La incidencia de padecer Long-COVID varia en funcién de la evolucion clinica del
paciente durante la infeccidon, de la necesidad de hospitalizacién y de la presencia de

condiciones comorbidas. En general, las estimaciones indican que se presenta con una
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frecuencia de entre 10 al 30% en los casos no hospitalizados, de entre 50 al 70% en los
casos hospitalizados y hasta de 10 al 12% en aquellos que no presentaron la

enfermedad, pero fueron vacunados (Davis et al., 2023).

Estudios sobre este padecimiento sugieren que el Long-COVID puede ser consecuencia
de una inflamacién crénica provocada por un reservorio viral, donde el SARS-CoV-2 se
replica y mantiene su material genético en diversos tejidos, incluidos higado, rifidn,
estomago, intestino, cerebro y vasos sanguineos, entre otros (Rodriguez-Torres et al.,
2025; Tandon et al., 2024). Ademas, se han detectado proteinas virales, generalmente
la proteina Spike, circulando en el organismo de pacientes con COVID prolongado,

hasta un afno después del diagnéstico (Davis et al., 2023).

Hasta ahora, las herramientas para el diagnéstico del Long-COVID continian en
desarrollo, y aun no existe un tratamiento aprobado para tratar esta condicion (Mueller
et al., 2025). Ademas, la evidencia sobre el efecto protector de la vacunacién frente a
este padecimiento sigue siendo contradictorio: algunos estudios reportan una reduccion
del riesgo, mientras que otros no encuentran diferencias significativas entre pacientes

vacunados y no vacunados (Quach et al., 2024).

2.3. SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un miembro de familia de los coronavirus, un grupo de virus que se
caracterizan por su forma esférica y las glicoproteinas incrustadas formando una
corona. Anteriormente, estos virus no eran considerados mortales para los humanos,
sin embargo, el interés en su estudio aumentd a partir del brote del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV) en 2002, que reveld su potencial para causar

enfermedades graves (Burrell et al., 2017).

El material genético de los virus como el SARS-CoV-2 consiste en ARN monocatenario,
envuelto y de sentido positivo (Pal et al., 2020), que lo clasifica en el orden de los
Nidovirales siguiendo el sistema de Baltimore. Pertenecen a la familia Coronaviridae y
subfamilia Orthocoronavirinae, misma que se divide en cuatro géneros: Alfa, Beta,
Gamma y Deltacoronavirus (a, B, y y 6CoV) (Chan et al., 2020). Aunque regularmente

los coronavirus infectan animales, algunos han cruzado las barreras entre especies,



existiendo actualmente siete que infectan a los humanos (zoonosis) y son

pertenecientes a los géneros CoV a y B (Chan et al., 2020; Zmasek et al., 2022).

El SARS-CoV-2 es un Betacoronavirus (Zmasek et al., 2022) con genoma similar en un
79-82% con SARS-CoV y un 50% con MERS-CoV (Hu et al., 2021). El banco de
informacion estructural de proteinas (Protein Data Bank, 2020) define el genoma y

proteinas del virus SARS-CoV-2 de la siguiente manera:

“El genoma del SARS-COV-2 es una sola hebra de ARN que codifica una gran coleccion
de proteinas que son sintetizados por la maquinaria ribosomal después de que el virus
infecta una célula hospedadora. Cuatro PROTEINAS ESTRUCTURALES (S, E, M, N)
empaquetan el GENOMA DE ARN dentro de una BICAPA LIPIDICA DE MEMBRANA
para formar particulas virales infecciosas. Dieciséis PROTEINAS NO
ESTRUCTURALES (Nsp 1-16) y seis facilitan la
construccion y liberacién de nuevas particulas virales y apoyan la evasion de las

defensas celulares y del sistema inmunolégico del hospedador” (Figura 1).
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Figura 1. Organizacién del genoma y proteinas del SARS-CoV-2, extraida de Protein
Data Bank (2020).



De acuerdo con lo anterior, se observa que 2/3 del genoma estan constituidos por genes
que codifican 16 proteinas no estructurales (Nsp1-16), mientras que el tercio restante
esta destinado a las proteinas estructurales: espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N). Ademas, se observan ocho marcos de lectura abiertos que codifican

proteinas accesorias (Yadav et al., 2021).

ACEZ2 (receptor)

Proteina Espicula (S)

Proteina de

Proteina Espicula (S) del
Nucleocépside (N)

coronavirus humano

Proteina de
Membrana (M)

Proteina de
Envoltura (E)

..............

Dominio de Unién
al Receptor

Genoma ARN viral
(sentido +, ~ 30 knt)

Figura 2. Localizacion de las proteinas estructurales de membrana (Cortés, 2020)

Las proteinas no estructurales participan en la replicacion del genoma del virus,
formando una maquinaria en donde se generan extensas interacciones entre si, con el
fin de realizar una sintesis eficiente de ARN. Por otro lado, las proteinas estructurales

de membrana presentan funciones independientes (Gorkhali et al., 2021).

La proteina de nucleocapside (N), entre sus diversas funciones, mantiene estable y
organizado al ARN gendmico dentro del virus, protegiendo los ribonucledtidos virales.
Ademas, controla el proceso metabdlico de la célula hospedadora, desregulando su
ciclo de vida y regulando negativa y positivamente sus productos génicos. Un ejemplo
de esto es la produccién de la proteina ciclooxigenasa 2 (COX2), un elemento

proinflamatorio inducido durante la infeccion por coronavirus (Gorkhali et al., 2021).

La proteina de membrana (M) es la mas abundante de las proteinas estructurales.
Debido a su emparejamiento con la proteina N, su unién a la proteina S y sus
interacciones con algunos receptores de la superficie del hospedador, esta relacionada
con la morfogénesis y el buen ensamble del virus a la célula infectada (Gorkhali et al.,
2021; Qian et al., 2024).



La proteina de envoltura (E) es pequefia (76-109 aminoacidos), en comparacion con las
otras proteinas estructurales. Del mismo modo que la proteina M, participa en el
ensamblaje del virus, y también promueve funciones relacionadas con la morfogénesis
y patogénesis durante el proceso infectivo; ademas, forma canales en la membrana

para el intercambio de iones (Gorkhali et al., 2021).

Finalmente, la proteina spike (S) reconoce, interactua y se ancla al receptor, la enzima
convertidora de angiotensina Il humana (ACE-2). De este modo, media la invasion del

virus y participa en la entrada viral (Gorkhali et al., 2021).

2.4. Proteina Spike (S)

Spike es una proteina estructural homotrimérica glicosilada, responsable de la entrada
del virus a la célula hospedadora (Qian et al., 2024; Zhang et al., 2024). Estas proteinas
se encuentran expuestas en la superficie del virus y desempefian un papel crucial en la
fusion de membranas y en la entrada viral. Es una proteina conservada dentro de la
familia Coronaviridae, con 1273 aminoacidos y un peso por monoémero de alrededor de
140 a 200 kDa (UniProt Consortium, 2025; Yadav et al., 2021).

Estructuralmente, esta proteina tiene dos subunidades, S1 (aminoacidos 13 —685) y S2
(aminoacidos 686 — 1273) (Zhang et al., 2024) que, en conjunto, comprenden sitios
altamente funcionales, como el dominio N-terminal (NTD), el dominio C-terminal (CTD),
el dominio de union al receptor (RBD, que contiene el motivo de union al receptor (RBM),
el péptido de fusién (FP) y el dominio transmembrana (TM), entre otros (Yadav et al.,
2021). De forma general, la subunidad S1 identifica los receptores del hospedador y se
une a ellos, mientras que la subunidad S2 se encarga de la fusién entre la membrana

viral y la célula que sera infectada (Gorkhali et al., 2021).

La proteina Spike tiene aproximadamente un 40% de su superficie rodeada de
modificaciones glucidicas, 22 de las cuales estan ligados al aminoacido asparagina
(Asn) que corresponden a N-glicosilaciones; ademas, hasta el momento se han

identificado 17 sitios con O-glicosilaciones (Zhang et al., 2024).

La subunidad S1, ubicada en la regidén externa y superior de la proteina Spike, estabiliza

a la subunidad S2 en su estado de prefusion y es responsable de las distintas
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conformaciones que puede adoptar la proteina, ya que contiene el dominio de unién al
receptor (RBD), el cual es el encargado de interactuar directamente con el receptor
ACE-2 (Gorkhali et al., 2021). Por su parte, la subunidad S2 contiene cuatro sitios
importantes: un péptido de fusion (FP) que media la asociacion entre el hospedador y
el virus; una repeticion de siete aminoacidos en tandem (HR1/2) que forma una
protuberancia esencial para iniciar la fusién entre la envoltura viral y la membrana del,;
un dominio transmembrana (TM) que sujeta a la proteina S en la membrana viral; y un
dominio de citoplasma (CT). Estos sitios no se exponen hasta el momento de la union
de la subunidad S1 con el receptor ACE-2. (Qian et al., 2024; Yadav et al., 2021).

A diferencia de otros coronavirus, las subunidades S1 y S2 de la proteina Spike del
SARS-CoV-2 estan separadas por una secuencia de cinco aminoacidos (PRRAR), que
es el sitio de escisidon reconocido por la proteasa furina, el cual contribuye a la
transmisibilidad del virus (Yadav et al., 2021; Zhang et al., 2024). Ademas, la subunidad
S2 es escindida por una proteasa de serina transmembrana || (TMPRSS2), dando lugar
a la region S2’ e induciendo la accion del péptido de fusidn (Gorkhali et al., 2021; Qian
et al., 2024; Xia, 2021).

2.5. Dominio de Unién al Receptor (RBD)

El dominio de unién al receptor (RBD) es el actor principal para la uniéon de la proteina
Spike con el receptor ACE-2 del hospedador. Se encuentra entre los residuos 319 a 541
de la subunidad S1 de Spike, con un peso de aproximadamente 25 kDa sin
glicosilaciones (Protein Data Bank, 2023). Posee nueve residuos de cisteina que forman
ocho puentes disulfuro y dos N-glicosilaciones ubicados en los aminoacidos N331 y
N343 (Arbeitman et al., 2020). EI dominio RBD tiene a su vez dos regiones importantes,
una region central plegada como una lamina B antiparalela y el motivo de unién al

receptor (RBM) con dos hélices a cortas y hebras B (Ciccozzi & Pascarella, 2023).

Durante el inicio del proceso infectivo, ocurre un cambio conformacional en el dominio
RBD, de la posicion “abajo” hacia la posicion “arriba”, que es determinante para que
pueda unirse con el receptor ACE-2 humano. Este cambio conformacional expone el

motivo de union al receptor (RBM), que es el que directamente hace una fuerte unién
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con ACE-2 (Qian et al., 2024). Debido a esta interaccion, la region RBD se considera un

buen objetivo para las vacunas y medicamentos antivirales (Borkotoky et al., 2023).

Figura 3. Dominio de union al receptor (RBD) del SARS-CoV-2 unido a ACE-2.
Hélices a: purpura; hélice 310: azul grisaceo; hojas B: amarillo; giros/espiras: cian. Los
puentes disulfuro se muestran en rojo; los residuos de triptéfano, en azul; y los
residuos de asparagina como esferas verdes. Los residuos 1-115 de ACE-2 que
interactuan con RBD mostrada en blanco. Tomada de Arbeitman et al. (2020)

Sin embargo, el dominio RBD ha sido una regién particularmente variable debido a las
mutaciones registradas, las cuales aumentan su afinidad por el receptor ACE-2 e
influyen en el desarrollo, deteccion, tratamiento e inmunizacion frente a la enfermedad
(Barton et al., 2021; Polatoglu et al., 2023; Qian et al., 2024).

2.6. Variantes

Desde el 2020, la OMS ha clasificado las variantes del SARS-CoV-2 derivadas de
mutaciones. A partir de marzo del 2023, se han mantenido tres categorias oficiales:
variantes de interés (VOI), variantes de preocupaciéon (VOC) y variantes bajo monitoreo
(VUM), segun la OMS; o variantes bajo supervision (VMB) segun el Centro para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) (CDC, 2023; OMS, 2024).

Dentro de esta clasificacion, las variantes VOC se caracterizan por provocar una mayor
gravedad clinica de la enfermedad, una significativa disminucién en la neutralizacién por
anticuerpos generados tras infeccidn previa o vacunacién, asi como una baja respuesta
a los tratamientos (CDC, 2023; OMS, 2024).
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Hasta 2024, se han registrado al menos 12 variantes en el mundo, que son Alfa, Beta,
Gamma, Delta, Delta plus, Epsilon, Eta, Theta, lota, Kappa, Lambda y Omicron (Verma
et al., 2024). De estas variantes, a partir de mayo de 2022, Alfa (B.1.1.7), Beta (B.
1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), y Omicron (B.1.1.529) han sido clasificadas
como variantes de preocupacion (VOC) ya que se han extendido por todo el mundo,
mientras que las variantes restantes se consideraron como de interés (Polatoglu et al.,
2023; Verma et al., 2024).

En comparacion con el prototipo inicial encontrado en Wuhan, se han identificado
distintas mutaciones en cada una de las variantes del SARS-CoV-2. Hasta la fecha,
Omicron es la variante con el mayor nimero de mutaciones, con aproximadamente 15
en el dominio RBD y 30 en total (Polatoglu et al., 2023; Verma et al., 2024).

El estudio de las mutaciones del virus SARS-CoV-2 y, principalmente, las de la proteina
Spike ha sido de gran importancia para el desarrollo de tratamientos terapéuticos que

puedan atacar a este nivel.

2.7. Compuestos de interés terapéutico
2.7.1. Flavonoides

Antes de la pandemia por SARS-CoV-2, los flavonoides ya eran estudiados por
presentar actividad antiviral contra el virus SARS-CoV, al inhibir sus enzimas
proteoliticas fundamentales, como la proteasa viral tipo quimiotripsina 3CLpro o

proteasa viral tipo papaina PLpro (Fernandez et al., 2022).

Dos casos particulares son el flavonoide quercetina, que junto con el acido ascaérbico
presenta una actividad antiviral sinérgica util para el tratamiento de la COVID-19, y el
flavonoide luteolina y su analogo eriodictyol, los cuales han mostrado capacidad para
inhibir los efectos de la proteina Spike asociados al Long-COVID (Tandon et al., 2024;
Theoharides et al., 2021). De manera general, diversos estudios destacan los posibles
efectos antivirales de otros flavonoides contra la COVID-19, y para finales de 2023 se
contaba con evidencia adicional de que estos compuestos podrian reducir los sintomas

principales de la COVID-19 al interactuar con la proteina Spike (Toigo et al., 2023).
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Los flavonoides son productos naturales, obtenidos principalmente como metabolitos
secundarios de plantas, flores y vegetales. Se caracterizan por ser un grupo amplio de
compuestos polifendlicos, con una estructura de esqueleto de quince carbonos que
forma dos anillos de benceno conectados por un anillo pirano (Liskova et al., 2021).
Tradicionalmente reconocidos por su actividad antioxidante, actualmente investigados
por sus propiedades hepatoprotectoras, antiinflamatorias, antibacterianas y/o antivirales
(Toigo et al., 2023).

Es importante mencionar que, a pesar de su potencial terapéutico, los flavonoides
pueden presentar limitaciones relacionadas con su estabilidad y biodisponibilidad. Ante
esto, se han explorado estrategias nanotecnolégicas como via para potenciar sus
efectos bioldgicos, mejorar su funcionalidad y desarrollar herramientas terapéuticas mas

eficientes (Nguyen et al., 2015).

2.7.2. Nanoparticulas funcionalizadas

Las nanoparticulas funcionalizadas representan un area emergente de la
nanotecnologia, centrada en el disefio y manipulacion de estructuras con dimensiones
nanomeétricas, que pueden ser modificadas a nivel atbmico o molecular. En los ultimos
afos, las nanoparticulas (NP), en especial las de origen metélico, han sido estudiadas
para su uso en aplicaciones diagndsticas y terapéuticas debido a su alta relacion
superficie-volumen, su capacidad para interactuar con tejidos biologicos, y su poder

para atravesar membranas celulares (Ahmad et al., 2022).

No obstante, algunas NP presentan limitaciones importantes, como una tendencia a la
oxidacion y agregaciéon recién sintetizadas, lo que puede afectar su estabilidad y
reactividad. Por ello, se han desarrollado estrategias de funcionalizacion, que consisten
en incorporar grupos funcionales, polimeros, biomoléculas o ligandos especificos en la
superficie de las nanoparticulas. (Martinelli et al., 2003). Estas modificaciones permiten
mejorar su estabilidad, aumentan su valor y amplian su aplicacion a diversas areas
(Ahmad et al., 2022).
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Este enfoque despierta el interés en el uso de la funcionalizacion con extractos
naturales, como flavonoides y terpenos, para el desarrollo de productos con potencial

antiviral.

2.8. Flavonoides adsorbidos en nanoparticulas funcionalizadas de TiOa.

La pandemia de COVID-19 impulsoé la busqueda de nuevas estrategias para desarrollar
principios activos que beneficiaran la salud de la poblacion frente a este nuevo agente.
Importantes farmacéuticas han desarrollado antivirales que ya cuentan con la
autorizacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en
inglés) para su uso contra el SARS-CoV-2; sin embargo, su uso controlado y sus altos

costos limitan el acceso para una parte importante de la poblacion (Tabla 1).

Tabla 1. Farmacos aprobados contra la COVID-19, uso restringido para el sector

salud.

Farmaco Precio Disponibilidad
Paxlovid® o
Nirmatrelvir / Ritonavir $8,570 Restringida
Veklury® o
Remdesivir $8,190 Restringida
P $14,000 Restringido

Molnupiravir

Diversos estudios han reportado el uso de nanoparticulas con actividad antiviral contra
diferentes virus, sin generar toxicidad en la célula hospedadora (Cagno et al., 2018).
Entre ellas, las nanoparticulas de TiO, han demostrado capacidad para inactivar el virus
de la influenza (Mazurkova et al., 2010). Por otro lado, investigaciones sobre metabolitos
secundarios, como los flavonoides y terpenos, han mostrado propiedades antivirales
prometedoras. A partir de esta evidencia, surge el interés por desarrollar una molécula
de flavonoides adsorbidos en nanoparticulas funcionalizadas como una alternativa
nano-biotecnoldgica innovadora frente al virus SARS-CoV-2 (Castro-Jiménez, 2022;
Tandon et al., 2024; Toigo et al., 2023).

Ledn-Gutiérrez et al. (2022) ha realizado un analisis de acoplamiento molecular en el
que evaluo la interaccion de diversos flavonoides y terpenos con la proteina Spike del

SARS-CoV-2. Los resultados mostraron que los flavonoides Hesperetin-7-rutinoside
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(H7R) y Flavanone-7-O-glucoside (F7G) presentaron los valores mas bajos de energia
de afinidad, lo cual indica una alta afinidad de unién. Estas interacciones se localizaron
en regiones criticas, tanto dentro como fuera del dominio RBD, interfiriendo con la
transicion al estado abierto de la proteina y, ademas de ser especificas, mostraron una
alta estabilidad en estudios de dinamica molecular. Cabe destacar que, al unirse a
distintas regiones, es posible que los efectos antivirales se mantengan en caso de

variacion genética de la proteina Spike.

Partiendo de estos resultados, se llevaron a cabo ensayos in vitro con los flavonoides
H7R y F7G, tanto en forma libre como adsorbidos a nanoparticulas de TiO2
funcionalizadas, con el fin de evaluar su efecto sobre la infectividad de dos coronavirus
(HCoV 229E y SARS-CoV-2) y sobre la interaccion de la proteina Spike con el receptor
ACE-2.

Lo anterior evidencio el efecto antiviral de H7R y F7G, tanto en su forma libre como
adsorbidos en nanoparticulas de TiOz2, en un rango de diluciones entre 10° y 10°. Se
observé una disminucion significativa en el titulo viral durante el periodo de
preincubacion con estos compuestos bioactivos, manteniéndose en niveles cercanos a
cero incluso después de 96 horas de cultivo en células infectadas, lo cual no se observé

con otros agentes como la ivermectina y la azitromicina (Figura 4).

=¥~ Células infectadas + M.S =& Células no infectadas, sin M.S
Células no infectadas + M.S Células infectadas, sin M.S

108 (b)’\ 1.0

Figura 4. Resultados de ensayos in vitro
en células VeroE6 con H7R y F7G. (a)
Titulo viral de SARS-CoV-2 en funcion
del tiempo de preincubacion con H7R y
F7G. (b) Viabilidad celular infectada con
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El efecto protector de los metabolitos secundarios se observé nuevamente en el ensayo
de interaccion con la proteina Spike, utilizando un sistema de deteccidon con luciferasa
como proteina reportera. En este ensayo, la intensidad de la bioluminiscencia reflejaba
el grado de interaccion entre la proteina Spike y el receptor ACE-2. Se observo que, en
presencia de H7R y F7G, la intensidad en la bioluminiscencia disminuia, lo que sugiere
que estas moléculas interfieren en la unién entre la proteina Spike y el receptor ACE-2
(Figura 5).

Panel c): Bioluminiscencia de la interaccion entre la proteina Spike y ACE-2 durante la
fusion célula-a-célula en presencia de TiO2 (NPs), H7TR + F7G, y TiO2 NPs
funcionalizadas con H7R + F7G. Adaptado de Leon-Gutiérrez et al., (2022).

Partiendo de esto, se tiene la necesidad de contar con modelos moleculares adecuados

que permitan evaluar la actividad de estas nuevas moléculas frente a agentes virales
especificos. En este contexto, la produccién recombinante de proteinas virales ofrece
una alternativa segura y eficaz para su estudio, al evitar los riesgos asociados con el

manejo del virus completo.

2.9. Expresion heteréloga de proteinas.

Figura 5. Fusion celular mediada por @ eftectorcen i oo

Spike y ACE-2 Con e/ reportero SgP ﬁ Q—* — :‘cftividad chgerasa positiva
. . [ ( X ) ‘ormacion de sincitios
luciferasa. Panel a): presencia de ACE- ACE-2 .

Spike de SARS-CoV-2 con Ia

2; Panel b): ausencia de ACE-2. b) No fusion
Células efectoras que co-expresan sp T = Actividad luciferasa negativa
. — ~— & sin formacién de sincitios
pCDN.
&

y [

,o'
polimerasa T7, co-cultivadas con la ’

célula diana que co-expresan Spike de l l l —
SARS-CoV-2 con la polimerasa T7, co- 08 ‘ I y—l

—

cultivadas con la célula diana que co-
expresa ACE-2 con el gen luciferasa
(panel a) y un plasmido pCDNA3.1 2 0a

a normalizada
Luminiscencia normalizada

K

vacio con plasmido de luciferasa (panel .
b). Actividad de luciferasa a las 24 h de o
co-cultivo en presencia y ausencia de B e o T Lo e

nanoparticulas. Sl control control

Luminisce:

- - -

M H7R+F7G H7R+F7G O Tioanes

Es una técnica que consiste en integrar Porihorlisndis Funclonelizedos

un gen de interés, generalmente exdégeno, en un microorganismo distinto al original
(New England Biolabs, 2025a). Los sistemas utilizados para la expresion heterdloga
incluyen bacterias, levaduras, hongos y células de mamifero y la eleccion del sistema

depende de las caracteristicas deseadas.
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2.9.1. Técnica de clonacion por enzimas de restriccion.

Una de las estrategias para la clonacion de un gen consiste es el uso de endonucleasas
de restriccion, que permiten cortar el ADN en sitios especificos. En el gen de interés,
estos sitios pueden afiadirse en ambos extremos mediante PCR, lo que permite que el
fragmento sea digerido con las enzimas seleccionadas. El ADN escindido se liga a un
plasmido con extremos compatibles y posteriormente puede ser transformado en
Escherichia coli (Tirabassi, n.d.) Los fragmentos de interés pueden provenir de ADN
genomico o transferirse de un vector a otro mediante digestion con endonucleasas,

como se ilustra en la figura 6.

— ——
 ——— —
Fragment A : = Vector B Vector A + Vector B

(PCR-ampilified or
annealed oligos)

Reetriction Restriction
Enzymes . Enzymee

= R
— 2 2
-
Digeated } Digssted Digsetad } Digeated
Fragment A Vector B Vector A Vector B

"~ DNAligase

Assembled
DNA

Figura 6. Esquema de clonacion de genes por enzimas de restriccion. Tomada de
Tirabassi (n.d.).

2.9.2. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria Gramnegativa, tiene forma de bacilo y, por lo
general, es movil gracias a la presencia de flagelos distribuidos por toda su superficie.
(Incir & Kaplan, 2024). Aunque en su forma silvestre se considera patdgena, las cepas
utilizadas en el laboratorio estan genéticamente “atenuadas”, por lo que se consideran
seguras y no perjudiciales. En condiciones optimas (37°C y un pH de 7.0), este
microorganismo tiene un tiempo de duplicacién de aproximadamente 20 minutos (Tuttle
et al., 2021).

E. coli ha sido ampliamente caracterizada, a diferencia de otras bacterias, lo que la

convierte en un modelo frecuente tanto en la ensefianza como en la investigacion. Su
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uso en la produccion de proteinas recombinantes continua en aumento, debido a su
facilidad de manipulacion genética, eficiente cultivo, sencillo manejo durante la
induccion y un bajo costo en la produccion de ADN plasmidico y proteinas
recombinantes. Actualmente, existe una gran cantidad de proteinas terapéuticas
aprobadas que han sido producidas en E. coli, lo que la ha colocado como un
hospedador ampliamente utilizado en diversas industrias biotecnoldgicas (incir &
Kaplan, 2024).

Cabe sefalar que, a pesar de sus numerosas ventajas, E. coli también presenta ciertas
limitaciones, como la incapacidad de realizar modificaciones postraduccionales. Esta
caracteristica puede dificultar el correcto plegamiento de las proteinas heterdlogas y, en
consecuencia, afectar su solubilidad favoreciendo la formacién de cuerpos de inclusion

y comprometiendo su funcionalidad.

No obstante, dicha limitacion no representa un obstaculo significativo en el contexto del
presente estudio, ya que el dominio RBD de la proteina Spike producido en este
sistema, resulta adecuado para evaluar su interaccién con los flavonoides estudiados,
incluso careciendo de dichas modificaciones postraduccionales correspondientes. En
nuestro grupo de investigacion; mediante estudios de acoplamiento molecular in silico,
se ha podido comprobar que las energias de afinidad con los ligandos estudiados no se
ven modificadas de manera significativa por la presencia o ausencia de las

glicosilaciones.
3. Antecedentes

3.1. Expresion heteréloga de las proteinas del SARS-CoV-2.

Desde el afo 2020, diversas proteinas estructurales del SARS-CoV-2 han sido objeto
de estudio debido a su papel clave en la infeccién viral y en la busqueda de tratamientos
terapéuticos. Gracias al desarrollo biotecnolégico, proteinas como la Spike y la
Nucleocapside han podido expresarse en sistemas heterélogos, como bacterias,
levaduras, células de mamifero, plantas e insectos (Nithya Shree et al., 2024). Esto ha

facilitado su estudio intensivo de manera mas accesible, permitiendo su uso en

18



investigacion, diagnostico, prevencion y desarrollo de tratamientos y/o vacunas
(Arbeitman et al., 2020; McGuire et al., 2022; Rahbar et al., 2022).

Tobon et al. (2025) realizaron la expresion heterdloga de cinco variantes del dominio
RBD del SARS-CoV-2 en E. coli BL21 (DE3); dos versiones de RBD Wuhan (Wt), Delta,
Omicron BA.2 y Omicron JN.1. El objetivo del estudio fue comprender la interaccién del
dominio RBD con el receptor ACE-2 y contribuir al desarrollo de estrategias contra la
enfermedad. La proteina, expresada en cuerpos de inclusion, fue solubilizada con
cloruro de guanidina, renaturalizada mediante buffer redox de GSH/GSSG vy

posteriormente fue purificada por cromatografia de exclusion por tamafio.

El dominio RBD expresado en E. coli fue analizado y comparado con los dominios RBD
de Wuhan y de la variante Omicron BA.5, ambos expresados en células de hamster
chino (CHO). Mediante estudios de resonancia de plasmones superficiales (RPS)
demostraron la capacidad del dominio RBD bacteriano para unirse al receptor ACE-2,

mostrando una afinidad comparable a la de los RBD producidos en células eucariotas.

Ademas, los resultados de RPS permitieron saber que, a pesar de que el dominio RBD
replegado no cuente con glicosilaciones, conserva su capacidad de unirse al receptor
ACE-2. Por lo tanto, los residuos glicosilados no resultan cruciales para la interaccion

entre el RBD y el receptor ACE-2.

Rahbar et al. (2022) llevaron a cabo la clonacion heteréloga del dominio RBD del SARS-
CoV-2 en E. coli BL21 (DE3). El fragmento del gen RBD fue insertado en el vector pET-
28a mediante extremos compatibles generados por las enzimas Hindlll y EcoRI. Las
células transformadas con el plasmido pET-28a-RBD fueron seleccionadas en medio
LB suplementado con kanamicina, y la expresion de la proteina recombinante fue
inducida con 1,0 mM de isopropil-B-D-galactopirandsido (IPTG). Posteriormente, la
proteina fue purificada por cromatografia de afinidad con resina Ni-NTA.

Sus resultados confirman la presencia del gen RBD en el plasmido pET-28a por PCR
utilizando cebadores universales, asi como por digestién enzimatica con Hindlll y EcoRI.
Debido a la formaciéon de cuerpos de inclusion durante la expresion, la proteina

recombinante fue solubilizada con urea antes de su purificacion por afinidad. Por analisis
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SDS-PAGE al 12% se verifico la presencia del dominio RBD mediante la deteccion de
una banda correspondiente a su peso molecular estimado (~25kDa). Los autores
continuaron con analisis por Wester blot y pruebas inmunoldgicas posteriores para
evaluar su antigenicidad, encontraron que la glicosilacion no es esencial para la

induccién de inmunidad protectora utilizando RBD producido en bacterias.

Hussein et al. (2022) estudiaron la respuesta de anticuerpos en sueros humanos, para
lo cual expresaron la regién 319-541 correspondiente al dominio RBD de la proteina
Spike del SARS-CoV-2 en diferentes cepas de E. coli: BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS,
Arctic RIL, C43 y Rosetta. La expresion de la proteina se realizé utilizando
concentraciones de IPTG entre 0.2 y 0.5 mM, a temperatura de 28 a 37°C durante
periodos de 4 a 12 horas. Un hallazgo importante fue que no se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion del dominio RBD entre las distintas cepas
hospedadoras, obteniendo la proteina principalmente en la fraccion insoluble. El
proceso de purificacidon en condiciones desnaturalizantes permitié su solubilizacion, y la
proteina resultante mostré una sensibilidad y especificidad superiores al 50% en la

deteccion de IgG anti-SARS-CoV-2 en sueros humanos.

De igual manera, Fitzgerald et al. (2021) ante la necesidad de contar con una prueba
seroldgica especifica que ayudara a predecir la inmunidad adquirida, expresaron en E.
coli BL21 (DE3) el fragmento de 319 — 640 de la proteina Spike del SARS-CoV-2 que
contiene el dominio RBD. La induccién de la expresion se realizé utilizando 0.2 mM de
IPTG durante 2 horas a 37°C. Para la solubilizacién de la proteina utilizaron un tampén
base suplementado con urea y el pellet celular fue sometido a procesos de sonicacion
y centrifugacion. El sobrenadante obtenido fue renaturalizado y la proteina de interés se
purific6 mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna HisTrap HP. La
proteina obtenida permitio la deteccion de anticuerpos contra SARS-CoV-2 en muestras
de suero humano y ademas presento propiedades antigénicas similares a las de un

fragmento que contiene RBD expresado en células humanas.

Asi como Escherichia coli ha sido empleada para la expresion de proteinas del SARS-
CoV-2 (McGuire et al.,, 2022), levaduras como Pichia pastoris representan una

alternativa eficaz debido a su capacidad para realizar modificaciones postraduccionales
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y secretar proteinas. Se ha observado que el dominio RBD, expresado tanto en células
HEK-293T como en P. pastoris, presenta una estructura similar a pesar de sus

diferentes patrones de glicosilacion (Arbeitman et al., 2020; Nithya Shree et al., 2024).

Como antecedente a este trabajo de investigacién, nuestro grupo de trabajo llevé a cabo
la clonacion heterdloga del gen que codifica la proteina Spike del SARS-CoV-2 en P.
pastoris X-33 y actualmente se estan evaluando las condiciones Optimas para la
expresion de la proteina. Independientemente de esto, la expresion heteréloga del
dominio RBD en E. coli proporcionaria una herramienta util para los fines del estudio
con los metabolitos secundarios adsorbidos en nanoparticulas. Asi, E. coli, ademas de
ofrecer las ventajas como rapidez, bajo costo y facilidad de cultivo, permitiria evaluar
y/o validar la interaccion de las moléculas de flavonoides a estas proteinas virales, en

ausencia de glicosilaciones.
4. Justificaciéon

En paralelo con el gran numero de casos registrados a nivel mundial de COVID-19, que
provocaron millones de muertes, la Organizacion Mundial de la Salud reconoci6 desde
el inicio de la pandemia la existencia de afecciones posteriores a la infeccion. Asi, el 6
de octubre de 2021 publicé la primera definicidon clinica de sindrome post COVID-19

(Long-COVID) como enfermedad patoldégica (World Health Organization, 2021b).

En México, hasta el 1 de junio de 2025, mas de 7.7 millones de personas se contagiaron
de SARS-CoV-2 y mas de 340 mil fallecieron, aun después de haberse aplicado mas de
225 millones de vacunas contra la COVID-19 (OPS, 2023; Our World in Data, 2025a).
A esto se suma la presencia de sintomas prolongados en una proporcion significativa

de personas, tanto en México como a nivel mundial.

En el reporte del 26 de octubre de 2022 del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2022), la COVID-19 fue la principal causa de muerte en México, superando
incluso a las enfermedades del corazén y a la diabetes mellitus. Aunque la OMS declar6
fin de la emergencia sanitaria, la enfermedad continu6é ubicandose entre las primeras
seis causas de muerte en México (INEGI, 2023). Incluso con la disminucion de pruebas

diagndsticas, en el reporte mas reciente de INEGI (2024), la COVID-19 aun figura entre
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las primeras veinte causas de muerte, considerando ahora complicaciones como el

sindrome inflamatorio multisistémico y los efectos adversos de las vacunas.

Diversos estudios, tanto en México como en otros paises, indican que quienes
superaron la fase aguda de la enfermedad tienen hasta 33 veces mas riesgo de
desarrollar Long-COVID (Davis et al., 2023; Wong Chew et al., 2021). Ademas, otras
investigaciones recientes han documentado efectos adversos neuroldgicos,
cardiovasculares y auditivos incluso en personas previamente sanas, tras la
administracion de alguna vacuna contra COVID-19 (Yaamika et al., 2023; Yang &
Huang, 2023). Esto subraya la necesidad urgente de contar con tratamientos antivirales

efectivos y accesibles.

Desde finales del 2021 se han aprobado antivirales como el Molnupiravir, Paxlovid y
Remdesivir para el tratamiento en pacientes positivos a COVID-19. Asimismo, el uso de
anticuerpos monoclonales (mAbs) ha representado una alternativa para contrarrestar la
infeccion, al dirigirse a proteinas virales como blanco de ataque. Sin embargo, la FDA
ha limitado su uso debido a la aparicién de nuevas variantes del SARS-CoV-2 que
disminuyen su efectividad (Centers for Disease Control and Prevention, 2025; Vangeel
et al.,, 2022). Ademas de la baja disponibilidad de estos tratamientos, su principal

desventaja es el alto costo de adquisicion.

Actualmente, la proteina Spike del virus sigue considerandose el principal blanco
terapéutico, tanto por su papel en el proceso infectivo como por su posible vinculo con
el sindrome post-COVID (Davis et al., 2023; Gannage, 2024). De este modo, interrumpir

la union ACE2/RBD de Spike representaria un mecanismo antiviral prometedor.

En este contexto, cobran relevancia los metabolitos secundarios adsorbidos en
nanoparticulas funcionalizadas de TiO2, molécula desarrollada por nuestro grupo de
investigacion. A través de estudios de dinamica molecular, estas moléculas han
mostrado potencial para interferir en la unién de la proteina Spike con el receptor ACE-
2, lo que podria bloquear la entrada del virus al hospedador y llegar a reducir la
incidencia del Long-COVID.
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Continuando con este enfoque, en el presente trabajo se tiene como propdsito expresar
el dominio RBD de la proteina Spike del SARS-CoV-2 en Escherichia coli, con el fin de
disponer de una herramienta accesible que, en futuras investigaciones, permita evaluar
interacciones moleculares con compuestos antivirales prometedores, como los
reportados previamente por nuestro grupo. Esto permitiria validar experimentalmente
posibles inhibidores de la unién entre la proteina Spike y el receptor ACE-2, y asi
contribuir al desarrollo de estrategias terapéuticas contra la COVID-19 y sus secuelas

prolongadas.
5. Hipétesis

Es posible expresar y purificar la proteina Spike y/o el dominio RBD del SARS-CoV-2
en un sistema de expresion de Escherichia coli, mediante el uso del vector pTWIN y

un sistema de purificacion de afinidad a quitina.
6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Expresar el dominio RBD de la proteina Spike del SARS-CoV-2 en Escherichia coli y
purificarlo en su forma nativa mediante afinidad a quitina, con el fin de generar una
herramienta funcional que permita validar in vitro su interaccion con los metabolitos
secundarios H7R y F7G.

6.2. Objetivos particulares

e Construir el vector de expresion pTWIN1-SARS2-RBD.

e Obtener colonias transformantes de E. coli TOP-10 con el vector pTWIN1-
SARS2-RBD.

e Inducir la expresion del dominio RBD de la proteina Spike recombinante en E.
coliBL21 (DE3)

e Purificar el dominio RBD recombinante mediante cromatografia de afinidad,

empleando perlas magnéticas recubiertas con quitina (Chitin Magnetic Beads).
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e Evaluar la identidad del dominio de RBD purificado mediante técnicas como
electroforesis SDS-PAGE y Western Blot.

7. Diagrama experimental
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Figura 7. Diagrama de flujo metodologico.

En la Figura 7 se describen de manera general los pasos para lograr el proceso de

expresion con IPTG del dominio RBD en E. coli BL21 (DE3). Este proceso incluye la

construccion del vector pTWIN1 con la secuencia del gen correspondiente a Spike y/o

al dominio RBD, esta construccion fue posteriormente integrada en la bacteria mediante

transformacion.

Para llevar a cabo la induccién, fue necesario probar diferentes condiciones

experimentales, siendo las mas representativas aquellas que se muestran en la figura

7. Todos los experimentos fueron acompafiados de controles positivos y negativos para

validar la expresion y asegurar la confiabilidad de los resultados.
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8. Materiales y métodos

8.1. Microorganismos

Escherichia coli Top10: Es una cepa de E. coli ideal para la clonacion y manipulacién
del ADN. Permite la replicacion estable de plasmidos de numero de copias alto y
presenta una eficiencia de transformacion mayor a 1x10° transformantes/ug (Thermo
Fisher Scientific, 2024). Esta cepa fue utilizada para la clonacién y el mantenimiento de
los vectores pcDNA SARS2 Spike, pTWIN1 sin inserto y pTWIN1 con inserto (dominio

RBD). La conservacion de las cepas trasformadas fue a -20 °C en glicerol al 40%.

Escherichia coli BL21 (DE3): Publicada por primera vez por Studier & Moffatt (1986) es
una cepa utilizada para la expresion de proteinas recombinantes a partir del promotor
T7 de plasmidos de bajo o alto numero de copias. Posee dos mutaciones importantes
gue disminuyen la actividad de las proteasas Lon y ompT encargadas de la degradacion
de proteinas durante su expresion y/o purificacion, ademas, presenta la capacidad de
expresar la ARN polimerasa T7 (Thermo Fisher Scientific, n.d.). Por lo anterior, esta
cepa fue utilizada para la expresion de la proteina de interés tras su induccién con IPTG

(isopropil B-D-tiogalactésido).

8.1.1. Condiciones de cultivo
Crecimiento: Para el cultivo de las cepas se utiliz6 medio solido y liquido Luria-Bertani
(LB) a 37 °C y 180 rpm durante 12 horas (Cerén-Moreno, 2020). EI medio LB,
suplementado con el antibiético correspondiente, fue empleado para la seleccién de
transformantes. Ambos plasmidos utilizados conferian resistencia a ampicilina a las

células hospedadoras.

Induccion: Confirmada la presencia del gen de interés en las colonias de E. coli BL21,
se continué con el proceso de induccion, siguiendo el protocolo descrito por New
England Biolabs (2025b).

A un cultivo con densidad éptica (ODeoo) entre 0.5 -0.7, se le anadié IPTG en un rango
de 0.4 a 1 mM para inducir la expresién proteica. Posteriormente, la incubacion continué
a 220 rpm, bajo alguna de las siguientes condiciones: 37 °C por 2 horas, 30 °C por 6

horas o entre 20 — 25 °C durante la noche.

25



8.1.2. Antibiético e inductor

Ampicilina: Se preparo una solucion stock con una concentracion de 200 mg/mL en agua
inyectable. Para conservar sus propiedades, se esterilizé por filtracion utilizando una
jeringa con una membrana de 0.22 ym de tamafio de poro, y se almacend bien cerrada
a-20°C.

IPTG: Se preparo una solucion stock a una concentracion de 1 M en agua inyectable.
La esterilizacion se realizé mediante filtracion a través de una membrana de 0.22 ym, y
se almacen6 a —20 °C.

8.2. Medios de cultivo y soluciones amortiguadoras

Los medios de cultivo para el desarrollo de este trabajo se esterilizaron a121°C, a 15

Ib/in? durante 15 minutos.

Medios de cultivo

Medio Luria Bertani

Bacto-Triptona (BD) 109

Extracto de levadura (BD Bioxon) 5¢g

NACI (Meyer) 109

Agua destilada 1L
pH: 7.0

antes de esterilizar
Para preparar medio solido, afadir agar bacteriolégico al 2%.

Soluciones amortiguadoras

Solucion TENS

EDTA pH 8 (J.T. Baker) 1 mM
Tris-HCI pH 8 (J.T. Baker) 10 mM
NaOH (J.T. Baker) 0.1N
SDS (Bio-Rad) 0.5 % (p/v)

Se recomienda realizar la solucion de EDTA y Tris-HCI a las concentraciones indicadas

en el mismo recipiente y posteriormente realizar el ajuste de pH.
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Solucion TAE 50X

Tris-base (Meyer) 242 g
Acido acético glacial (Meyer) 57.1 mL
EDTA (J.T. Baker) 18.61 g

Disolver Tris-base en aproximadamente 700 mL de agua. Luego, agregar EDTA vy, a

continuacion, afadir acido acético. Finalmente, ajustar el volumen hasta 1 L con agua.

B
PIPES (Sigma Aldrich) 10 mM
CaClz (Meyer) 15 mM
KCI (Meyer) 250 mM
MnCl2 (Meyer) 50 mM
pH: 6.7

Buffer de corrida SDS-PAGE 10X

Tris-base (Meyer) 30.3¢g
Glicina 144 g
SDS (Bio-Rad) 109

Disolver en aproximadamente 800 mL de agua. Luego ajustar el volumen a 1 L con

agua.

Soluciones amortiguadoras para extraccion y purificacion.

Solucién B1
Na-HEPES pH: 8.5* (Sigma Aldrich) 20 mM
NaCl (Meyer) 500 mM
EDTA (J.T. Baker) 1 mM
SDS**(Bio-Rad) 0.06 %
Tween20** (Bio-Rad) 0.2%

*Se puede usar Tris-HCI o Na-Fosfato
**Reactivos utilizados para mejorar la solubilidad de las proteinas.
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Solucién B3

HEPES pH: 8.5 (Sigma Aldrich) 20 mM
NaCl (Meyer) 500 mM
DTT (Thermo Scientific) 40 Mm
EDTA (J.T. Baker) 1 mM

Preparar antes de usar o preparar alicuotas y guardar a -20°C.

Solucién 1x CBD Column Binding

NaCl (Meyer) 500 mM

Tris-HCI (J.T. Baker) 20 mM

EDTA (J.T. Baker) 1 mM

Tween-20* (Bio-Rad) 0.1%
pH: 8.0

*Se agregdb 0.2% para mejorar la solubilidad de la proteina objetivo.

Geles de poliacrilamida.

Gel separador 12% 2X

Agua Milli-Q 4.28 mL
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 3.29 mL
SDS al 10 % 130 uL
Acrilamida/Bisacrilamida al 30% (Bio-Rad) 5.2mL
Persulfato de amonio al 20 % (Bio-Rad) 65 L
TEMED (Bio-Rad) 13 pL
Gel concentrador 12% 2X
Agua Milli-Q 3.4 mL
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 644.4 pL
SDS al 10 % 50.7 uL
Acrilamida/Bisacrilamida al 30% (Bio-Rad) 844.6 uL
Persulfato de amonio al 20 % (Bio-Rad) 25.4 uL
TEMED (Bio-Rad) 10.1 L
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8.3. Manipulacion genética

8.3.1. Células ultracompetentes

Las células ultracompetentes tienen sus paredes celulares alteradas, lo cual les permite
permanecer en un estado inducido que permite la captacion de material genético del
exterior (Fisher scientific, 2024). La obtencion de estas se realizdé de acuerdo con lo

descrito por Zuiiga-Leodn (2010).

Para el precultivo, se inocularon 10 colonias de E. coli TOP-10 y de BL21, por separado,
en 25 mL de medio LB, se incubd a 37°C durante 8-10 horas. Luego, se tomaron 2.5
mL de precultivo y se adicionaron en 250 mL de medio LB, se incub6 a 37 °C y 180 rpm
hasta alcanzar una ODeoo entre 0.5-0.6. Alcanzada la OD, el cultivo se colocé en un
bafo de hielo durante 10 min y se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El
botdn celular se resuspendié en 80 mL de buffer TB frio, se mantuvo en hielo por otros
10 min y se centrifugd nuevamente bajo las condiciones anteriores. El nuevo boton
celular se resuspendié en 20 mL de TB mas 1.4 mL de DMSO y se dejo en hielo por 10
minutos. Finalmente, el volumen se distribuy6 en alicuotas de 100 uL en tubos de 1.5
mL, los cuales se sumergieron rapidamente en nitrégeno liquido y fueron almacenados
a-80 °C.

8.3.2. Transformacién por choque térmico sin ligacién

Se llevé a cabo una primera transformacion utilizando células ultracompetentes de E.
coli Top 10. A muestras independientes de estas células se les introdujo, por separado,
uno de los vectores plasmidicos: pcDNA3.1 y/o pTWIN1, como se menciona a

continuacion:

Las células se descongelaron en hielo y se agregd rapidamente 5 pyL del plasmido
correspondiente en cada uno de los tubos que las contenian. Se mantuvieron en hielo
durante 35 minutos. Transcurrido el tiempo, los tubos se pasaron a 42°C por un minuto.
Luego, se regresaron al hielo por dos minutos mas. Posteriormente, se agregd 1 mL de
medio liquido LB y se incubdé durante una hora a 37°C y 180 rpm. Al finalizar la
incubacion, se concentro y distribuy6 el contenido de los tubos en placas de Agar LB

con ampicilina (placas de seleccion de transformantes). Las placas se incubaron durante
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una noche a 37 °C. Este mismo procedimiento se realizd para insertar la construccién

del vector verificada en E. coli BL21.

8.3.3. Extraccion de DNA plasmidico

Se recomienda extraer el plasmido de interés de cultivos bacterianos que han sido
inoculados con una sola colonia transformada obtenida de la placa de agar realizada
para la seleccion de transformantes (Sambrook & Russell, 2001). Para ello, se toma una
colonia bacteriana de una placa de agar LB con ampicilina, que ha crecido durante 12
a 16 horas, se siembra en una nueva placa de agar LB con ampicilina y se deja incubar
a 37 °C durante una noche. Las extracciones de DNA plasmidico pueden realizarse a
partir de esta ultima siembra o realizar una siembra extra en medio liquido LB con
antibidtico.
8.3.3.1. TENS-Miniprep (Zhou et al., 1990)

Con un asa bacteriologica se recogié una parte de la pelicula bacteriana formada en la
placa LB agar con ampicilina y se resuspendié en 50 yL de agua estéril y 300 uL de
amortiguador TENS con un vértex por 2 a 5 segundos. Posteriormente se agregaron
100 pL de acetato de sodio 3.0 M, pH 5.2, y se volvié a resuspender perfectamente en
vortex. Se centrifugd a 14000 rpm durante 3 minutos y el sobrenadante se transfirio a
un nuevo microtubo de 1.5 mL. A continuacién, fueron adicionados 900 uL de etanol
absoluto frio y se mezclo por inversion. Nuevamente se centrifugd por 2 minutos y se
retird el sobrenadante. El boton se lavé dos veces con 1 mL de etanol al 70% y se
centrifugo durante 2 minutos para retirar el sobrenadante. El boton de ADN se dejo secar
al aire durante aproximadamente 15 minutos y finalmente se resuspendié con 100 pL
de agua estéril. Se verifico la correcta extraccion del ADN plasmidico mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.

8.3.3.2. Megaprep (Zhou et al., 1990)

Se tomod una porcion de pelicula bacteriana formada en el cultivo de agar LB con
antibidtico, se resuspendié en medio LB liquido con ampicilina y se incubd una noche a
37 °C y 180 rpm. En tubos Eppendorf de 1.5 mL se agregd 1 mL del cultivo, se centrifugd

a 14000 rpm durante 2 minutos y se desechd el sobrenadante. El botén celular fue
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resuspendido en 100 uL de agua estéril y 350 yL de amortiguador TENS con vortex por
5 min. A esta mezcla se le afiadi6 RNAsa a una concentracion final de 100 yL/mL y, de
inmediato, 100 pyL de acetato de sodio. Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos y
el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 mL limpio y estéril. Se afiadieron
600 uL de isopropanol frio y se mezcldé por inversidn. La precipitaciéon de acidos
nucleicos se facilité dejando el tubo a -20 °C durante 20 a 30 minutos. Transcurrido el
tiempo, se centrifugd a 14000 rpm durante 4 minutos para retirar el sobrenadante. Se
realizaron dos lavados con 1 mL de etanol al 70% frio, centrifugando durante 2 minutos
y retirando el sobrenadante en cada lavado. El boton de DNA se dejo secar durante 15
minutos o hasta no observar alcohol residual y finalmente se resuspendié con 100 uL
de agua estéril. Se analizaron 2 pL de la muestra en un gel de agarosa al 0.8%, a 90V
durante 60 minutos. Para verificar la construccion se realizé una digestion con la enzima

de restriccion Xhol.

8.3.4. Vector de clonacion

Para la amplificacion del gen S, que expresa a la proteina Spike, se empled el plasmido
pcDNA3.1 SARS2 Spike (figura 8). Este vector fue proporcionado por el Laboratorio de
Mejoramiento Genético de Microorganismos Industriales de la UAM. El pcDNA3.1
SARS2 Spike tiene un tamafio de 9202 pb y contiene el gen de resistencia a ampicilina
-AmpR-. El gen de la proteina Spike se encuentra situado inmediatamente después del

promotor de citomegalovirus y antes de la secuencia sefial de poliadenilacion BGH.
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Figura 8. Mapa del vector pcDNA3.1, el cual contiene el gen S de SARS-CoV-2.

8.3.5. Vector de expresion

Se empled el plasmido pTWIN1, un vector de 7375 pares de bases (pb) utilizado para
expresar proteinas recombinantes en E. coli. Al igual que el pcDNA3.1, este vector
posee el gen -AmpR- que le transfiere resistencia a ampicilina a la célula hospedadora.
Se selecciond este plasmido por el fuerte control de la expresion del gen de fusién que
presentan los vectores pTWIN por utilizar un promotor T7, esto se deriva de la presencia
del gen lacl que codifica el represor Lacl, el cual mediante su unién al operador lac,
suprime la expresion basal del gen de fusion, permitiendo un control transcripcional
estricto incluso en cepas de E. coli que no presentan lac/ endégeno. Ademas, contiene
cinco terminadores en tandem que reducen la transcripcion basal en ausencia de IPTG
(New England Biolabs, 2025b).
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Figura 9. Mapa de restriccion del vector pTWINT.

Otro punto importante es su innovador sistema de purificacion de proteinas mediado por
inteinas. El plasmido pTWIN1 contiene una etiqueta de unién a quitina (CBD) unida a
proteinas con actividad de autoescisién inducible (denominadas inteinas), lo que
permite separar la proteina objetivo de la etiqueta CBD mediante afinidad en una resina
de quitina. Este sistema posibilita la obtencion de proteinas recombinantes en su forma
nativa. Las dos inteinas que posee estan disefiadas para sufrir escision en el extremo
C-terminal o N-terminal en respuesta de condiciones especificas como presencia de
grupos tiol, temperatura y pH. (New England Biolabs, 2025b). En este estudio, el
amplicon de interés fue insertado corriente abajo del promotor T7, con la fusién de la

etiqueta interna en el extremo C-terminal de la proteina de interés.
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8.3.6. Oligonucleétidos

Se disenaron los oligonucleétidos Forward y Reverse para el gen que codifica el dominio
RBD y para el gen S de Spike, este ultimo con la finalidad de contar con una alternativa
secundaria al objetivo principal de la tesis. El disefio de ambos pares de oligonucleotidos
incluyo secuencias de restriccidn para las enzimas Ndel y Xhol en los extremos 3’y &’,

respectivamente, con el fin de facilitar la construccion y la ligacion posterior.

Asimismo, se disefiaron oligos para el vector pTWIN1 con el propdsito de utilizarlos

como método de comprobacion de la construccion.

Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion.

Oligonucledtido Secuencia Funcidn
F-Spike 5 GGTGGTCATATGTTTGTCTTCCTGGTCCTGC 3 Amplificacion de
R-SpikesinH 5 GGTGGTCTCGAGCCTGTATAGTGCAGTTTGACG 3 Spike
F-RBD 5 GGTGGTCATATGAACCTGTGCCCATTCGG & Amplificacion de
R-RBD 5 GGTGGTCTCGAGTCTTTGGTCCGCACACGGTA & RBD

Confirmacioén de la

F-pTWIN 5 TAATACGACTCACTATAGGGGA & construceion del
vector de expresion
R-pTWIN 5" AAAAAACCCCTCAAGACCCGT 3 en transformantes.

8.3.7. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de las secuencias que expresan la proteina Spike y el dominio
RBD se utilizé el plasmido pcDNA3.1 SARS2 Spike.

8.3.7.1. Obtencidn del amplicones

Los amplicones esperados tienen un tamano de 3855 pb para el gen S de Spike y de
582 pb para el dominio RBD. Para la amplificaciéon se utilizo la enzima iProof™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad, Catalogo: 172-5300). Las condiciones de mezcla de

reaccidon se encuentran a continuacion.

Tabla 3. Mezcla de reaccion para la amplificacion del gen S 'y dominio RBD.

Componente Volumen (uL)
Agua libre de nucleasas c.b.p. 50 yL
5X iProof HF Buffer 10
10 mM dNTP mix 1
F-Spike / F-RBD 2.5
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R-SpikesinH / R-RBD 2.5

DNA plasmidico 90 ng
iProof™ High-Fidelity DNA
0.5
Polymerase

Tabla 4. Condiciones programadas en el Termociclador para Spike.

Etapa Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Ciclo Desnaturalizacion 95°C 1 min
extenso Hibridacion 64°C 30s
Extension 72°C 3.5 min
Desnaturalizaciéon 95°C 1 min
34 ciclos Hibridacion 64°C 30s
Extension 72°C 3.5 min
Extension final 72°C 5 min
Infinity Hold 10°C 0
Tabla 5. Condiciones programadas en el Termociclador para RBD.
Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Ciclo Desnaturalizacion 95°C 1 min
extenso Hibridacion 62°C 30s
Extension 72°C 30s
Desnaturalizaciéon 95°C 1 min
34 ciclos Hibridacion 62°C 30s
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 5 min
Infinity Hold 10°C 0
8.3.7.2. Confirmacion de la construccion del vector pTWIN1-RBD

Para este proceso se utilizaron los primers universales del plasmido pTWIN1, la
amplificacion del fragmento en la construccion se realizd a partir de ADN plasmidico
extraido por miniprep de las colonias transformadas, utilizando el pTWIN1 vacio como
control. La enzima utilizada para este proceso fue GoTaq® Flexi DNA Polymerase
(Promega, Catalogo: M8291).
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Tabla 6. Mezcla de reaccion para la amplificacion de confirmacion.

Componente Volumen (uL)
Agua libre de nucleasas c.b.p. 50 pL
5X GoTaq® Flexi Buffer 10
MgClz2, 25mM 5
10 mM dNTP mix 1
F-pTWIN 2.5
R-pTWIN 2.5
DNA plasmidico 50 ng
GoTag® DNA Polymerase 0.25

Tabla 7. Condiciones programadas en el Termociclador para comprobacion.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Ciclo Desnaturalizacion 95°C 1 min
extenso Hibridacion 64°C 30s
Extension 72°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 1 min
34 ciclos Hibridacion 64°C 30s
Extension 72°C 5 min
Extension final 72°C 5 min

Infinity Hold 10°C o0

8.3.8. Digestiones enzimaticas

Las digestiones enzimaticas se realizaron con dos propésitos. El primero de ellos es
para linealizar el vector, lo cual permite verificar que se trata del plasmido deseado, y
comprobar que las ligaciones se han realizado correctamente. El seqgundo propdsito de
las digestiones enzimaticas es para realizar la insercion de genes en un vector de

interés.

Se utilizé la enzima Xhol (Promega, Catalogo: R6161) para linealizar los plasmidos
pcDNA3.1 SARS2 Spike y pTWIN1 previamente extraidos mediante megaprep, con el
unico fin de comprobar su tamafo. Las condiciones de la reaccion se realizaron segun

las indicaciones del proveedor.
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Para la clonacion de los amplicones obtenidos por PCR en el vector pTWIN1, se
realizaron digestiones enzimaticas tanto de los productos de PCR como del plasmido.
En este caso, se utilizaron las enzimas de restriccion: Ndel 10 U/p (Jena Bioscience,
Catalogo: EN-E2293-01) y Xhol 10 U/uL (Thermo Scientific, Catalogo: ER0691)

siguiendo los protocolos recomendados por cada proveedor.

El uso de estas enzimas de restriccion permitio la fusion del gen objetivo en el extremo
N-terminal de la inteina 2, Mxe Gyra Intein, encontrada corriente arriba del dominio de

unién a quitina (CBD).

| Target Gene|
/ N

Nr;e 1 — ) Xho | Pst 1 BamH |
= |CBD| Intein1[MCS| Intein2 |CBD|_—
T7 Promoter A VAN

Figura 10. Esquema que muestra el método de fusion del gen objetivo dentro del
vector de expresion pTWIN1, representando los cortes de las enzimas utilizadas.
Tomada de New England Biolabs (2025b).

8.3.9. Purificacion

Los productos de PCR y el vector de expresién digeridos fueron purificados siguiendo
las indicaciones del protocolo del Kit PCR Clean-Up & Gel Extraction (PureDireX,
Catalogo: PDC01-0100)

8.3.10. Ligacion de amplicones en el vector pTWIN1

Una vez obtenidos y purificados tanto el vector como los amplicones digeridos, se
realizd la ligacion de estos, considerando una relacion molar vector:inserto 1:3,
utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Promega, Catalogo: M1801), con su protocolo

correspondiente.

8.3.11. Transformacion por choque térmico de las construcciones.

Se realiz6 otra transformacion con el objetivo de introducir la construccion del vector de
expresion pTWIN1 SARS2-Spike/RBD a las células de E. coli Top10.
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A células ultracompetentes se le adicionaron 10 pyL de la reaccidon de ligacion, y la
mezcla se mantuvo en hielo durante 35 minutos. Posteriormente, se continué con el

protocolo de transformacion descrito previamente.

8.3.12. Seleccion, aislamiento y comprobacién de clonas

A partir de la placa obtenida tras la transformacion, se aislaron colonias, y se comprobd
la presencia de E. coli mediante tinciéon de Gram (Hycel, Catalogo: 541). Posteriormente,
se realizd una resiembra en una segunda placa con medio LB con ampicilina (100
pg/mL), la cual fue etiquetada como parche bacteriano. Para asegurar la presencia del
plasmido se realizaron resiembras en diferentes medios LB incrementando la

concentracion de ampicilina hasta 120 pg/mL.

Previo a la transformacion en E. coli BL21 (DE3) se extrajo el ADN plasmidico mediante
la técnica de megaprep, y la construccion de pTWIN1-SARS2-RBD fue verificada por
digestion enzimatica con Ndel y analisis por PCR utilizando primers universales de
pTWIN1. Ademas, se realizé un analisis de secuenciacion para confirmar la integracion

del inserto (Anexo 3).

8.4. Produccion de la proteina recombinante
8.4.1. Induccion y extraccion proteica

Para el proceso de inducciéon y extraccidn de la proteina heterdloga se siguieron las
condiciones descritas en el manual NEB #6960S de New England Biolabs (2025b),

basadas en los protocolos de Vaillancourt (2003), con algunas modificaciones.

El proceso de induccion se llevo a cabo en tres etapas:

1. Cultivo inicial: A partir de una colonia transformada de E. coli BL21 aislada o de
una alicuota de glicerol proveniente de la misma, se crecié un precultivo durante
la noche a 37°C y 180 rpm en medio LB con ampicilina (100ug/mL).

2. Inoculo: En un matraz de 250 mL se agregaron 60 mL de medio LB con 100
pug/mL de ampicilina. Se anadié una alicuota de 0.6 mL del cultivo inicial para
obtener una dilucién 1:100 y se incubd a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una
densidad 6ptica (ODeoo) entre 0.5 -0.7. En todos los matraces la ODesoo obtenida

fue cercana a 0.55.
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3.

Induccion: Al cultivo de in6culo se le afnadié IPTG para alcanzar una
concentracion de 0.5 mM vy asi iniciar la induccion de la expresion.
Posteriormente, la incubacion se realizé en dos condiciones diferentes: a 220

rpm, 37°C durante 2 horas y a 220 rpm, 30°C durante 6 horas.

En este proceso se incluyeron controles negativos, cultivos de transformantes sin

adicionar el inductor.

Se continud con el proceso de extraccion descrito a continuacion:

1.

Recoleccion: El cultivo de induccion se centrifugd a 5000 x g durante 15 minutos
a 4°C y el sobrenadante fue descartado. En esta etapa el pellet celular se puede

almacenar a -20 °C.

. Extracto de células crudas: El pellet de células se resuspendio en 5 mL de buffer

B1 preparado con SDS y Tween20. Tras la resuspension, las células fueron
lisadas por sonicacion pulsada al 40% de amplitud, con ciclos de 10 segundos
encendido / 20 segundos apagado durante 5 minutos en un equipo disruptor
ultrasonico. Todo el proceso se realizé en hielo.

Extracto de células clarificadas: La suspension se centrifugé a 19000 x g durante
30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recuperd, se concentrd en unidades de

ultrafiltracion (Sartorius, Catalogo: VS0192) y se almacené a -20 °C.

Rompimiento de cuerpos de inclusién

4.

Tratamiento con urea: El pellet de células lisadas se resuspendié en buffer B1
suplementado con 2.5 M de urea. La mezcla se agité durante una noche a 4 °C.
Al dia siguiente, se centrifugé a 19000 xg durante 30 minutos a 4 °C y el
sobrenadante se recupero, luego se ultrafiltré para eliminar la urea y se almacené
a -20 °C. Este proceso se realiz6 siguiendo las consideraciones del manual NEB
#E6901S New England Biolabs (2020).

Las muestras se cuantificaron y analizaron por SDS-PAGE al 12%,

8.4.2. Cuantificacion de la concentracion de proteina

Para medir la concentracion de la proteina se utilizé la técnica de microensayo descrita

por Bradford (1976), siguiendo las indicaciones del reactivo Sigma-Aldrich (Bulletin

39



Bradford Reagent, B6916). Se mezclaron 5 pL de la muestra con 250 uL del reactivo de
Bradford, se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos y se midié la absorbancia
a 595 nm. La concentracion de proteina se determiné a partir de una curva patron con

albumina bovina (BSA) como estandar (Anexo 1).

8.4.3. Purificacién por cromatografia de afinidad

Para el proceso de purificacion por afinidad se utilizaron perlas magnéticas recubiertas
con quitina (New England Biolabs, catalogo: E8036S), siguiendo el protocolo del

proveedor, basado en lo reportado por Chong et al. (1997), con algunas modificaciones.

En este procedimiento se utilizé el buffer B3 que promueve la escision inducible por tiol

de la etiqueta en el extremo C-terminal de la proteina objetivo.

i N CBD

T7 Promoter N )
—_ Inteini__|MCS Intein2

Cloning & ﬂ
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Cleavage
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| C
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Figura 11. Purificacion de proteinas en vector pTWIN1. Fusion de Intein2 al extremo
C-terminal de la proteina objetivo y liberacion de esta por escision inducida por tiol.
Tomada de New England Biolabs (2025b).

1. Se tomaron dos alicuotas de 50 uL de perlas resuspendidas y se transfirieron a
tubos estériles de 2 mL.

2. Se agrego 500 pL de buffer de columna CBD con 0.2% de Tween20 y se mezcld
en vortex. Se aplicd el iman durante 30 segundos y se decanto el sobrenadante.

Este proceso se realizo tres veces.
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3. En dos tubos se agregaron 800 uL del extracto clarificado (1.5 pg/uL) y 800 uL
del extracto tratado con urea (0.7 ug/pL), de manera independiente. Se
mezclaron en voértex y se incubaron a 4 °C con agitacion durante 3 horas.

4. Se aplico el iman y se descartaron los sobrenadantes. Cada tubo se lavo con 500
WL de buffer de columna CBD con 0.2% de Tween20 como en el paso 2.

5. Se agregaron 180 uL de buffer B3 en cada tubo y se dejaron incubando a 4 °C
con agitacion durante una noche. Al dia siguiente se recupero el sobrenadante y
se ultrafiltré para eliminar el DTT y concentrar la muestra.

Las muestras se analizaron por SDS-PAGE al 12%.

8.4.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida
Para esta técnica se utilizaron modificaciones del protocolo descrito por Laemmli (1970).
Se prepararon geles separadores al 12% y concentradores al 5%, el voltaje aplicado fue
de 120 V en una camara Mini-PROTEAN®Tetra Cell (Bio-Rad). La deteccion de

proteinas se llevo a cabo mediante tincion con Coomassie y tincion con plata.

8.4.5. Tincioén
Tincion con Coomassie: Esta técnica se basa en lo reportado por (Neuhoff et al., 1988).
Una vez terminada la electroforesis, se fijaron los geles con una solucién de 40 % etanol
y 10 % acido acético durante 30 minutos. Posterior a esto, los geles se enjuagaron
durante 10 minutos con agua Milli-Q tres veces. Finalmente, se adiciond la solucion de
Bio-Safe Coomassie G-250 (BioRad, Catalogo: 161-0786) a los geles por separado y
se dejaron en agitacién durante la noche. Los geles se destifien con lavados de agua

Milli-Q antes de su digitalizacién.

Tincion de plata: Para el desarrollo de esta técnica se siguio el protocolo del kit Silver
Stain Plus kit (BioRad, Catalogo: 161-0449).
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9. Resultados y discusion

9.1. Verificacion del plasmido de clonacién y el plasmido de expresion.

La transformacion por choque térmico inicial permitié insertar los plasmidos pCDNA3. 1
SARS2 Spike y pTWIN1 en células de E. coli Top10, observando colonias bacterianas
resistentes a ampicilina tras una noche en incubacion y posterior resiembra de colonias
aisladas en medio LB suplementado con ampicilina (Figura 12). Esto confirma la
insercidn de los plasmidos dentro de E. coli y permite el mantenimiento estable de estos

plasmidos para usos subsecuentes.

Células sin transformar Plasmido Transformantes Transformantes seleccionadas
pcDNA3.1
Control (-) SARS2
LB Agar + Amp Spike
Control (+)
LB Agar pTWIN1

Figura 12. Colonias obtenidas después de 14 horas de incubacién. El control negativo
no presenté crecimiento bacteriano, lo cual confirma la efectividad de la ampicilina. El
control positivo mostré crecimiento, confirmando la viabilidad de las células
ultracompetentes. Las colonias transformadas se seleccionaron y se resembraron en
medio LB agar con ampicilina, con el fin de conservar colonias aisladas.

Después de extraer ADN plasmidico por megaprep, se confirmé el tamafio en pares de
bases de ambos plasmidos mediante digestion enzimatica con la enzima Xhol. La figura
13 muestra el gel de agarosa al 0.8% en donde se observan bandas correspondientes
a los plasmidos linealizados, con tamafios consistentes con los tedricos esperados:
9202 pb para pcDNA3.1 SARS2 Spike y 7375 pb para pTWIN1.
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Figura 13. Gel de agarosa al 0.8%. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular
(ThermoScientific, 1kb), el carril 2 al plasmido pcDNA3.1 SARS2 Spike obtenido por
megaprep Yy el carril 3 al mismo plasmido linealizado con Xhol. Los carriles 4 y 5
corresponden al plasmido pTWIN1 obtenido por megaprep y linealizado con Xhol,
respectivamente. Se utilizo el buffer de carga RedGel para este procedimiento.

El ADN plasmidico sin digestion enzimatica puede presentarse en diferentes
conformaciones: superenrrollado, circular relajado y lineal. Por esta razén, en geles de
agarosa, bajo ciertas condiciones, se observa la migracion de dos o mas bandas
(Sambrook & Russell, 2001), como ocurre en los carriles dos y cuatro del gel analizado,

donde se distinguen hasta tres conformaciones del ADN plasmidico.

La presencia de doble banda en los carriles tres y cinco sugiere que el ADN plasmidico
no fue completamente digerido con Xhol, no obstante, las bandas observadas son claras
para corroborar sus tamanos y asegurar la integridad de los plasmidos. Cabe mencionar
que, el uso del buffer con GelRed puede retardar la migracion del ADN en los geles de
agarosa, lo que puede explicar la ligera diferencia en los tamafnos aparentes observados
(Merck, 2018).
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Ademas, se realizd una verificacién por PCR del vector pTWIN1 utilizando primers que
hibridan en el promotor y terminador T7, obteniéndose una banda de aproximadamente

1713 pb, como se observa en la figura 14, lo cual concuerda con el tamafio predicho por
analisis in silico.

—
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3000 pb e B i
-
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1000 pb = e " ‘
-
- " &
- ..
250 pb .
pTWIN megaprep pTWIN
control
1 A U T Y SV At o
6000! 6500! 7000! 1 "
E\'. D [ | [ Mxe GyrA intein > CBD ’::

T7 promoter \ RBS Ssp Inteinl T7 terminator
lac operator

Figura 14. Gel de agarosa al 0.8% cargado con reacciones de PCR a partir del
plasmido pTWIN1 utilizando los primers F-pTWIN y R-pTWIN. En el esquema inferior
se visualiza la region dentro de pTWIN que fue amplificada para esta comprobacion
del vector.

9.2. Obtencioén purificacion y digestion del amplicén.

Se amplificd un fragmento correspondiente a los aminoacidos 334 a 527, que representa
una porcion significativa del dominio RBD, con una longitud de 586 pb. Este fragmento
se obtuvo a partir del gen S, que codifica a la proteina Spike (Wuhan-Hu-1, GenBank:

QHD43416.1), contenido en el vector pcDNA3.1-SARS2-Spike (Nurisyah et al., 2025) y
tiene una longitud total de 3855 pb.
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Adicionalmente, se amplificé la region completa del gen S con el fin de contar con una
alternativa experimental complementaria. Ambas regiones fueron amplificadas con el

proposito de ser clonadas en el vector pTWIN1 (Figura 15).

Para generar extremos cohesivos compatibles, se realizaron digestiones enzimaticas

con Ndel y Xhol de cada uno de los amplicones.

|

!

|

10000 pb

6000 pb e |

- \

- |

3000 pb &3 ' . |
L

el ‘

L ‘

1000 pb Mt |

. |

™ |

250 pb ; Gen Spike 1

|

Gen RBD |

|

1 2R At 3

Figura 16. Gel de agarosa al 0.8% cargado con productos de PCR purificados. Los
carriles 2 y 3 muestran el amplicon de 582 pb, correspondiente al dominio RBD y los
carriles 4 y 5 contienen el amplicon de el gen S de 3855pb.

F-Spike (836 .. 854) F-RBD (1832 .. 1848) R-RBD (2398 .. 2417) R-Spike (4633 .. 4653)

1000! 20007 B 30007 4000! -
N SARS Cov2 Spike :
CMV promoter | bGH poly(A) signal
T7 promoter

—~y

Figura 15. Esquema que representa los sitios de anillamiento de los oligonucledtidos
para el gen Spike y el gen RBD.
Cabe destacar que, las digestiones enzimaticas de los amplicones no son visibles en
geles de agarosa, ya que la eliminacion de pocos nucledtidos (~24 pb) no genera un
cambio significativo en su tamano. Por lo tanto, los amplicones digeridos presentan un

patrén de migracion similar al de los no digeridos durante la electroforesis.
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9.3. Digestion enzimatica del vector pTWIN.

El vector de expresiéon pTWIN fue digerido de forma independiente con las enzimas Ndel
y Xhol. Esta doble digestidn se realizd, en primer lugar, para linealizar el vector y generar
extremos cohesivos compatibles con el amplicon y, en segundo lugar, para garantizar
la correcta orientacion del inserto en el vector después de la ligacion (Sambrook &
Russell, 2001).

10000 pb
6000 pb

3000 pb

1000 pb

250 pb

Figura 17. Gel de agarosa al 0.8% obtenido tras las digestiones enzimaticas. Se cargd
1 yL de muestra por carril, excepto en el carril 4. En el carril 2 se observa el plasmido
pTWIN1 en su conformacion circular no digerida; en el carril 3, el mismo plasmido
digerido con la enzima Xhol. Los carriles 4 y 5 contienen el plasmido digerido con las
enzimas Xhol y Ndel. Finalmente, en los carriles 6 y 7 se observan los fragmentos
correspondientes a los amplicones de Spike y RBD, respectivamente, ambos
doblemente digeridos.

El vector pTWIN, al ser doblemente digerido, pierde un fragmento de 707 pb, quedando
de un tamano de 6668 pb. Por este motivo, en un gel de agarosa al 0.8% se observa
una ligera diferencia de migracion entre la banda correspondiente al plasmido
unicamente digerido con Xhol (carril 3, 7375 pb) y la banda de pTWIN1 digerido con
ambas enzimas (carril 4 y 5, 6668pb). Con esto, fue posible continuar con la ligacion

entre el vector y los fragmentos.
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El proceso de clonacién con el gen para Spike no se concretd, ya que no se obtuvieron
colonias transformadas tras la ligacion y transformacion en E. coli TOP-10. Esto puede
deberse a multiples factores, como la pureza de los fragmentos y/o vector, la
concentracion del plasmido, asi como la estructura y longitud del fragmento a insertar
(Sambrook & Russell, 2001).

Siguret et al. (1994) mencionan que la eficacia de la ligacion y posterior transformacion
se ve afectada cuando el tamafo del plasmido supera los 10 kb. Por lo tanto,
considerando que el gen de la proteina Spike tiene una longitud de aproximadamente
3.8 kb, es posible que se hayan presentado dos factores, un impedimento estérico que
afectd la ligacién y/o una disminucion en la eficiencia de transformacion debido al

tamafio total del plasmido construido (~10.5 kb).

Dado los resultados, se realizdé una electroforesis en gel de agarosa de la reaccion de
ligacion entre pTWIN1 y la secuencia de Spike; sin embargo, no se observo ninguna
banda que indicara que la ligacion entre el plasmido pTWIN1 y el gen S de Spike se

hubiera logrado (datos no mostrados).

Cabe destacar que, de acuerdo con Nithya Shree et al. (2024), la proteina Spike solo
ha sido expresada como fragmentos en E. coli, siendo el dominio RBD el mas
comunmente expresado. Esto pone en evidencia el desafio que representa clonar y
expresar la proteina Spike en dicho sistema. Desafortunadamente, por falta de tiempo,
no fue posible evaluar otras condiciones de clonacion y se continud con el objetivo inicial
de la tesis. Por lo tanto, para estudios posteriores, la implementacion de estrategias
alternativas, como la técnica de Golden Gate Assemble o la transformacion por
electroporacién, podrian favorecer la insercidn y expresién exitosa del gen de Spike en

E. coli.

9.4. Obtencion de transformantes en E. coli TOP-10.

Se obtuvo una colonia tras la transformacién en E. coli TOP-10 con el plasmido pTWIN1
que contenia el gen que codifica el dominio RBD (Figura 18). Para el analisis de la clona

se realiz6 una tincion de Gram y posteriormente una mega preparacion que permitio la
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extraccion de ADN plasmidico, cuya integridad se comprobé mediante electroforesis
(Figura 19).

Controles Transformantes obtenidas

pTWINI de megaprep pTWINI religado LB+Amp

Figura 18. Colonias bacterianas observadas tras 16 horas de cultivo. Los controles
positivo y negativo confirman, respectivamente, la viabilidad de las células
competentes y la efectividad de la ampicilina. El control con pTWIN1 de megaprep
valida el correcto desarrollo del protocolo de transformacion, mientras que el control
pTWIN1 religado permite evaluar la funcionalidad de la enzima T4 ligasa. La colonia
transformante obtenida fue resembrada en medio LB agar con ampicilina

a)

10000 pb
6000 pb |

Figura 19. a) Gel de
agarosa al 0.8% que
muestra el ADN plasmidico
del vector pTWIN-RBD
extraido por megaprep
(carriles 3, 4y 5). A partir de
estas muestras se
realizaron digestiones
enzimaticas y reacciones
de PCR para su
verificacion. b) Tincion de
Gram a partir de la colonia
obtenida de E. coli TOP-10.

3000 pb |

1000 pb |

o
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9.5. Digestion Megapreps

ElI ADN plasmidico de las megapreps fue digerido con Ndel con el propésito de confirmar
la construccion del vector pTWIN1-SARS2-RBD, utilizando el vector vacio como control.
Aunque la diferencia tedrica entre ambos vectores es de solo 120 pb, fue posible
observar una ligera variacion en la migracion de las bandas correspondientes al vector
pTWIN1 control y a la construccion de pTWIN1-SARS2-RBD (Figura 20).

10000 pb

6000 pb

3000 pb

1000 pb

250 pb

Figura 20. Gel de agarosa al 0.8% que muestra las digestiones con la enzima Ndel.
En el carril 2 se observa el vector pTWIN1 linealizado (7375pb), mientras que en el
carril 3 se muestra el vector pTWIN1-SARS2-RBD linealizado (7256 pb). Se aprecia
una diferencia en la migracion entre ambos productos, correspondiente a la insercion
del fragmento.

9.6. PCR de Megapreps

Para esta confirmacion, se emplearon dos pares de oligonucleétidos. Un par
correspondia a los oligonucledtidos que hibridan en extremos del gen RBD, mientras
que el segundo consistia en los oligos universales del vector pTWIN1 (Ver Tabla 2).
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Con el primer par de primers, se esperaba que en el caso del vector vacio (control), no
se obtuviera amplificacion; en cambio, si la construccion del vector pTWIN1-SARS2-
RBD es correcta, se observaria una banda en aproximadamente 586 pb,

correspondiente al tamafio del amplicon esperado.
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Figura 21. Gel de agarosa al 0.8%. Primer par de primers (amarillo), el control -vector
vacio- presenta una banda en un tamafio similar que el amplicén esperado, no
obstante, la banda obtenida en la construccion presenta una mayor intensidad, lo que
sugiere una mejor especificidad. Segundo par de primers (morado) el control presenta
un amplicon en aproximadamente 1713 pb, mientras que en la construccion se
observa un amplicon que ronda las 1594 pb, valor cercano al tamafio esperado.
Sin embargo, los primers disefiados para amplificar el gen RBD presentan una ligera
hibridacién inespecifica con regiones de vector pTWIN1 sin inserto. Esta uniéon no
especifica genera un producto de amplificacion en baja concentracién, de
aproximadamente 567 pb, cuyo tamafo es muy similar al esperado para el gen RBD, lo

que explica la banda observada en el control negativo.

En la segunda PCR, el resultado se interpreta mejor ya que se observa diferencia en la
migraciéon entre el vector control y la construccién del vector pTWIN-SARS2-RBD
atribuible a la diferencia de 120 pb entre ambos, lo que respalda la correcta

incorporacion del fragmento del gen RBD en el vector, lo que fue corroborado por
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alineamiento de la regién secuenciada con los oligos F-RBD y R-RBD vy la regién control

esperada de pTWIN1-RBD.

gD | AmpR
C-W rerminator pro”’ogSr

RBS|—_Jf

|T7 promoter|— ,,
|
|

pTWIN-RBD

|rrB T1 terminator|—
7256 bp

[rmB T1 terminator|~— ||
[rrnB T1 terminator| \

[rrnB T1 terminator|

[rmB T1 terminator|

Figura 22. Construccion del vector de expresion pTWIN-SARS2-RBD.

9.7. Obtencion de transformantes en E. coli BL21 (DE3).

El proceso de transformacién se realizé en tres ocasiones para obtener las 8 colonias
transformadas con morfologia correspondiente a E. coli (Figura 23). Para su analisis se

realizé una extraccion de ADN plasmidico por mega preparacion.

Transformantes obtenidas

negativo.

LB+Amp (Dia 3)

Figura 23. Colonias obtenidas
de E. coli BL21 (DE3). Cada
colonia fue resembrada en
medio LB Agar mas ampicilina
para generar parches celulares
con fines de conservacion. El
procedimiento fue contrastado
con controles

y
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9.8. Comprobacion de la integracion del vector pTWIN1-SARS2-RBD

Para esta comprobacion se utilizaron nuevamente los oligos universales para el vector
pTWIN1. El tamafo del amplicén observado en la construccion fue de aproximadamente
1594 pb, lo que confirma que la transformacion con el vector pTWIN1-SARS2-RBD en
E. coli BL21 (DE3) se realizé correctamente (Figura 24). Las colonias transformantes
fueron conservadas en glicerol al 40%, y a partir de estas se inicié el proceso de

induccion para la expresién de la proteina, eligiendo una transformante de cada dia.

10000 pb
6000 pb

3000 pb

1000 pb

250 pb

Figura 24. PCR de confirmacion de integracion del vector pTWIN-SARS2-RBD en la
cepa E. coli BL21, junto con un control que presenta el mismo patrén observado en la
Figura 14. Las transformantes estan identificadas por nimero de colonia y por la fecha

de transformacion.

F-pTWIN R-pTWIN

.0
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WO [ ek > @b >

rmB T1 terminator ~ T7 promoter \ RBS T7 terminator
lac operator

Figura 25. Diagrama que representa la region que se amplifica con los oligos universales de
PTWIN en la construccion con el gen objetivo. Notese que la secuencia correspondiente a RBD se
localiza en el N-terminal de la Inteina 2.
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9.9. Obtencion de extractos intracelulares de E. coli BL21

Para inducir la expresion de la proteina se evaluaron dos condiciones: 37°C durante 2
horas y 30°C durante 6 horas, utilizando en ambos casos una concentracion de IPTG
de 0.5 mM y 220 rpm. El analisis por SDS-PAGE de los extractos celulares clarificados
revel6 diferencias significativas en los niveles de expresion. A pesar de cargar
cantidades equivalentes de proteina total (15 ug por pozo), las muestras inducidas a 37
°C mostraron un patrén de bandas de menor intensidad y mas difuso en comparacién

con las obtenidas a 30 °C (Figura 26).

Lo anterior coincide con lo reportado por Huang et al. (2021), quienes observaron que
las bandas proteicas eran mas abundantes cuando la induccion se realizaba a 25°C en
comparaciéon con 37°C. Por lo tanto, una sobreproduccién de proteinas debido a una
induccion rapida en E. coli favorece la degradacién proteolitica y, en consecuencia, la
formacion de cuerpos de inclusion, lo que podria explicar el resultado de un patron de
bandas con sefial poco definida de los extractos clarificados de 37 °C (Baneyx, 1999).

Figura 26. Analisis por SDS-PAGE al 12 % de extractos celulares clarificados. Carriles
2y 6: E. coli BL21 sin plasmido (control negativo). Carriles 3y 7: E. coli BL21
transformada con el vector pTWIN1 sin inserto, inducida con IPTG (control con vector
vacio). Los carriles restantes contienen extractos de las cepas transformadas con el
plasmido pTWIN1-SARS2-RBD.
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Ademas de los niveles de expresion observados, en el gel de SDS-PAGE (Figura 26)
se detectd una aparente sobreexpresion en los controles con el vector pTWIN1 sin
inserto (carriles 3 y 7). Esto se debe a que, al agregar IPTG, se activa la transcripcion
de la regién de la etiqueta de fusidn, ya que esta posee todos los elementos necesarios
para iniciar la transcripcioén (promotor T7, secuencia Shine-Dalgarno, codén de inicio y

terminador).

En los extractos clarificados correspondientes a la construccion pTWIN1-SARS2-RBD
(carriles 4, 5, 9 y 10) no se detecta una sobreexpresion evidente; sin embargo, se
observa una banda en aproximadamente 55 kDa (indicada con una flecha roja), la cual
podria corresponder al dominio RBD (~25 kDa) fusionado con la etiqueta inteina-CBD
(~26.9 kDa).

En los extractos crudos no se observé una diferencia significativa en el perfil de bandas
con respecto a los extractos clarificados (datos no mostrados). Se realizé una primera
purificacion; sin embargo, esta no permitié recuperar una banda definida en el peso

esperado (~25 kDa), correspondiente al dominio RBD escindido.

9.10. Analisis de la expresiéon

Una segunda induccién a 30 °C durante 6 horas con 0.5 mM de IPTG y agitacion a 220
rom permitié verificar el buen funcionamiento del inductor (IPTG) en las cepas
transformadas con pTWIN1-SARS2-RBD. En el gel correspondiente (Figura 27), se
observan los extractos proteicos (10 ug de proteina total) sin inducir junto con sus
respectivas muestras inducidas, notandose claramente que, en presencia de IPTG, el
patron de bandas cambia, ademas, se detecta nuevamente la banda en ~55 kDa (flecha

roja).

Se realiz6 una segunda purificacion del extracto correspondiente a la construccion
pTWIN1-SARS2-RBD, incluyendo como control el extracto de pTWIN1 sin inserto
(Figura 28). En este procedimiento, se obtuvo una banda de aproximadamente 27 kDa
en el control con pTWIN1 sin inserto; sin embargo, en las muestras correspondientes a

la construccion con el dominio RBD no se logré recuperar una banda en el peso
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esperado (~25 kDa). No obstante, este resultado permitié confirmar que el proceso de

purificacion se estaba llevando a cabo correctamente.

250 kDa |

S

Figura 27. Extractos celulares clarificédos. Carriles 2 y 3, controles negativos de E.
coli con pTWIN1 sin inserto, sin inducir (carril 2) e inducido con IPTG (carril 3). Carriles
4, 6 y 8, transformantes con pTWIN1-SARS2-RBD sin inducir. Carriles 5, 7 y 9 mismas

muestras que los carriles previos, inducidas con IPTG.
250 kD

75 kD
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Figura 28. SDS-PAGE al 12% que muestra la banda obtenida para el control pTWIN1
sin inserto (carril 4).
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Estos resultados afirman el desafio que representa expresar el dominio RBD en
sistemas heterdlogos debido a su compleja topologia (Figura 3), por ejemplo, los
requerimientos para la formacién de enlaces disulfuro (Arbeitman et al., 2020). No
obstante, otros grupos de investigacion han logrado expresar fragmentos de la proteina
Spike del SARS-CoV-2, incluido el dominio RBD, en E. coli, aunque en forma insoluble

(McGuire et al., 2022), como podria ser el caso de este estudio.

La insolubilidad de esta proteina en E. coli podria deberse al ambiente reductor del
citoplasma bacteriano, que es incompatible con la formacién de los cuatro enlaces
disulfuro necesarios en la estructura nativa del RBD y/o por los glicanos ausentes en su
estructura (McGuire et al., 2022); incluso por el sistema deficiente de chaperonas en E.
coli para plegar proteinas complejas. Todo ello conduce a proteinas mal plegadas y, en

consecuencia, a la formacion de cuerpos de inclusion (Vaillancourt, 2003).

Las soluciones suplementadas con 0.06 % de SDS y 0.2 % de Tween20 mejoran la
solubilidad sin interferir en la unién con la quitina. Por otro lado, el tratamiento del pellet
con solo 2 M de urea favorece la desnaturalizacion sin reducir la eficiencia de unién a

la columna de afinidad (New England Biolabs, 2020).

250 kDa
75 kDa

50 kDa

25 kDa

-

Figura 29. SDS-PAGE al 12% con 10 ug de extracto proteico obtenido después del
tratamiento con urea. Mismo orden de muestras que en la figura 27.
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Los extractos ultrafiltrados tras el tratamiento con urea se muestran en la figura 29. En
ellos, se observa que los extractos de la construccion pTWIN1-SARS2-RBD presentan
una ligera sobreexpresion en un peso aproximado de 55 kDa, en contraste con lo
observado antes del tratamiento (Figura 27). Esto podria sugerir que se alcanzé una

solubilizacion parcial del dominio RBD.

9.11. Purificacion de la proteina

A partir de los extractos mencionados se realizé la purificacion de la proteina, 1o obtenido
se ultrafiltré nuevamente, con el fin de concentrar la muestra y eliminar el DTT.
Posteriormente, se realiz6 un SDS-PAGE teinido con plata. En la figura 30 se observa
la comparacién de una misma transformante sin induccion (-IPTG), con induccion
(+IPTG) y tras la purificacién. Se detectaron dos bandas prometedoras alrededor de los

25y 30 kDa, correspondientes al peso esperado del dominio RBD.

250 kDa 250 kDa

75 kDa 75 kDa

50 kDa 50 kDa

25 kDa 25 kDa

I5 kDa |5 kDa

10 kDa 10 kDa

Figura 30. SDS-PAGE al 12 % con tincién de plata de extractos tratados con urea.
Carril 2: extracto de la construccion C2D2 sin induccion; carril 3: extracto de la misma
muestra inducida; carril 4: muestra purificada.

La tinciéon de plata es hasta 30 veces mas sensible que la tincion con Bio-Safe
Coomassie G-250, permitiendo detectar de 0.6 a 1.2 ng de proteina en un gel de
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poliacrilamida (Electrophoresis Guide, Bulletin 6040, Rio-Rad). Esto sugiere que la
concentracion de proteina recuperada tras la purificacion (Figura 30) podria encontrarse
dentro de ese rango, lo que indica una baja cantidad de proteina purificada, y resalta la
necesidad de optimizar el sistema de expresion y/o purificacion para mejorar el

rendimiento.
10.Conclusiones

e Se logro insertar el gen del dominio RBD de la proteina Spike en el vector de
expresion pTWIN1 obteniendo una colonia transformada con la construccion
pTWIN1-SARS2-RBD de E. coli TOP-10.

e Aunque no era el objetivo primordial de este trabajo, la clonacion del gen
completo de la proteina Spike del SARS-CoV-2 no fue exitosa, lo que impidié su
posterior expresion en Escherichia coli. Esta dificultad podria atribuirse al gran
tamafo del gen y a caracteristicas estructurales que complican su manipulacion
en sistemas bacterianos.

e El analisis de restriccion con Ndel y la reaccién de PCR con primers universales
de pTWIN1 verificaron la adecuada construccién del vector pTWIN1-SARS2-
RBD.

e El dominio RBD fue expresado de manera heterdloga en la fraccion insoluble de
E. coli BL21 (DE3), lo que requirié tratamiento con urea para su solubilizacion.
Se logro la purificacion del dominio RBD por afinidad utilizando perlas magnéticas
recubiertas con quitina.

e El analisis por SDS-PAGE con tincion de plata evidencié dos bandas dentro del
peso molecular esperado (~25 - 30 kDa) lo que sugiere la presencia del dominio

RBD, aunque en una baja concentracion.

Estos resultados constituyen una base experimental para futuros estudios de validacién
in vitro de la interaccion entre el dominio RBD y los metabolitos secundarios H7/R 'y F7G,
previamente identificados como posibles inhibidores mediante estudios in silico. La
optimizacién de las condiciones de expresion y purificacidon podria mejorar el

rendimiento y funcionalidad de la proteina recombinante para dichos fines.
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11.Perspectivas

Probar un proceso de repliegue posterior a la purificacion de la proteina con

concentraciones decrecientes de urea y presencia de glutatién (GSH y GSSG)

Producir el dominio RBD a gran escala y purificarlo con columnas de cromatografia de

afinidad para obtener una mayor concentracién de proteina.

Analisis por Western Blot y espectrofotometria de masas (MS) para confirmar la

obtencién del dominio RBD purificado.

Secuenciacion de la fraccion purificada (banda) para confirmar la identidad del dominio
RBD.

Ensayos de union especifico entre el RBD y ACE-2 en presencia y ausencia de

metabolitos:

« Resonancia de plasmones de superficie (Biacore) para registrar la interaccién en

tiempo real y obtener datos cinéticos de union y disociacion.

o Cromatografia de exclusién molecular para determinar la tasa de disociaciéon y
asociacién entre los flavonoides nanoparticulados y el receptor ACE-2 con base

en el analisis de sus tiempos de retencion.

e ELISA de unioén donde el receptor ACE-2 se inmoviliza en la placa y se anade el
RBD recombinante. La union se detecta con un anticuerpo especifico contra el

RBD o una etiqueta de este, indicando interaccion directa.

e Uso de marcadores fluorescentes (como AlexaFluor) en el RBD para incubarlo
con células que expresan ACE-2 y medir la unién por citometria de flujo o

microscopia de fluorescencia.

« Difraccion de rayos X o crio-EM para la obtencién de estructuras cristalinas del

complejo RBD-ACE2 que demuestren la interaccion directa.
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13. Anexos

Anexo 1. Curva patrén para la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Tabla 8. Datos del estandar.

Solucion Estandar Albumina
Merck Cat: A7030- Lote:
10G 0000301727

% de
Pureza: 103 proteina
Soluciéon madre

Peso: 0.0141|g
Concentracion 145 |mg/mL

Calculo para la preparacion de los puntos de la curva

0.0141g o 1000mg

Solucion madre: X 1.03 = 14.5mg/mL

1mL 1g
1':;:?9 x 1000uL
Concentracion 1 = Mg = 96.6uL
14.5m

A partir de la concentracion 1 se utiliza la formula de dilucién para las concentraciones

subsecuentes.
Ejemplo:
1'12&‘9 x 100uL
Concentracion 2 = T = 85.71uL
9
1.4m

Tabla 9. Concentraciones de la curva.

Concentraciones
C1 1.40
C2 1.20
C3 1.00
C4 0.80
C5 0.60
C6 0.40
Cc7 0.20
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Calculo de los valores de la curva con absorbancias, la medicion de absorbancias se

hace por triplicado en una placa de 96 pocillos.

Tabla 10. Datos de concentracion con sus respectivas absorbancias obtenidas.

Concentracion (mg/mL) |R1 R2 R3 Promedio Desv C.V. R-Blanco
Blanco 0.336 0.359 0.416 0.347 0.016 4.61 0
0.2 0.408 0.438 0.433 0.426 0.016 3.755 0.079
0.4 0.48 0.476 0.474 0.476 0.003 0.63 0.129
0.6 0.583 0.613 0.594 0.596 0.015 2.516 0.249
0.801 0.662 0.667 0.625 0.651 0.022 3.379 0.304
1.001 0.722 0.722 0.701 0.715 0.012 1.678 0.368
1.201 0.796 0.737 0.745 0.759 0.032 4,216 0.412
1.402 0.824 0.818 0.884 0.842 0.036 4.275 0.495
Curva patron
0.6
0.5
y =0.3446x+0.0149
0.4 R?=0.9862
203
2 0.

0.2

0.1

0

0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 1.4 16

Concenfraciones

Grafico 1. Curva patrén de concentraciones vs absorbancias.
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Anexo 2. Célculo de peso molecular con programa Image Lab 6.01

T == e— 4 — b 7 = 8

Figura 31. SDS-PAGE al 12% del extracto después del tratamiento con urea
calculado. Mismo gel que en la figura 29.

Std

Figura 32. SDS-PAGE al 12 % con tincién de plata de extractos tratados con urea y
muestra purificada, la banda purificada se observa dentro del rango esperado.
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Tabla 11. Peso molecular obtenido por el software Imagen Lab para la linea 4
correspondiente al extracto purificado.

Lane

Band No. Band Label Mol Wt. (KDa)
1 284
4 2 243

Anexo 3. Analisis de secuenciacion por método de Sanger.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

pTWIN-RBD_TOP1@_F-pTWIN
RBD_SeqControl

AGATATACATATGAACCTGTGCCCATTCGGCGAGGTGTTCAACGCTACCAGGTTCGCCAG
————————————— AACCTGTGCCCATTCGGCGAGGTGTTCAACGCTACCAGGTTCGCCAG

S R R i R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk R R R R R R Rk R R Rk

CGTGTACGCTTGGAATCGCAAGCGCATCTCCAACTGCGTGGCCGACTACAGCGTGCTGTA
CGTGTACGCTTGGAATCGCAAGCGCATCTCCAACTGCGTGGCCGACTACAGCGTGCTGTA

EE S S S S S A S S S S S IS

CAACTCCGCCAGCTTCTCCACCTTCAAGTGCTACGGCGTGTCCCCCACCAAGCTGAATGA
CAACTCCGCCAGCTTCTCCACCTTCAAGTGCTACGGCGTGTCCCCCACCAAGCTGAATGA

EE S S S S S A S S S S S IS

TCTGTGCTTCACCAACGTGTACGCCGATAGCTTCGTGATCAGGGGCGACGAGGTGCGCCA

TCTGTGCTTCACCAACGTGTACGCCGATAGCTTCGTGATCAGGGGCGACGAGGTGCGCCA
ok ok R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GATCGCTCCAGGACAGACCGGCAAGATCGCTGACTACAATTACAAGCTGCCCGACGATTT

GATCGCTCCAGGACAGACCGGCAAGATCGCTGACTACAATTACAAGCTGCCCGACGATTT
ok ok R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CTTCCCCCTGCAGAGCTACGGCTTCCAGCCAACCAACGGAGTGGGATACCAGCCATACAG

------------------------------------------------------- 300
GGTGGTGGTGCTGTCCTTCGAGCTGCTGCACGCTCCAGCTACCGTGTGCGGACCA 582

60
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Figura 33. Alineamiento entre la secuenciacion de la construccion pTWIN1-SARS2-
RBD (oligonucleotido F-pTWIN) y la secuencia control del gen RBD. Se observa como

la secuenciacion obtenida se alinea perfectamente con el inicio del gen RBD.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

RBLD_F-RBD:
pPTWIN-REBD SeqControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SeqControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SegControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SegControl

RBD_F-RBD
PTWIN-REBD _SeqControl

RBLD_F-RBD:
pPTWIN-REBD SeqControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SeqControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SegControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SegControl

RBD_F-RBD
PTWIN-REBD _SeqControl

RBLD_F-RBD:
pPTWIN-REBD SeqControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SeqControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SegControl

RBD_F-RBD:
PTWIN-RBD SegControl

RBD_F-RBD
PTWIN-REBD _SeqControl

TETTTAACT T TAAGAAGRAGATATACATATRAACCTGTEOCCATTOGECGAGETGTTCAA

---------------------------------- CGCAAGOGCATCTCCAACTGCGTGEE
CGCTACCAGETTCGCCAGOGTGTACGCTTGGAATCGCAAGCGCATCTCCAM TGCGTGEC

EEEZEEEREEEEEEREREEEERERE R

CRACTACAGCGTECTETACAACTCOGCCAGCTTCTCCACCTTCAAGTGL TACGEIGTGTC
CRACTACAGCGTECTETACAACTCOGCCAGCTTCTCCACCTTCAAGTGL TACGEIGTGTC

EEEZEEEEEE AR A SRR R R R R R AR R R R AR R R R R R R R R R RN R R

COCCACCAAGCTGAATGATCTETGCTTCACCAACGTGTACGCCGATAGCTTCEGTEATCAG
COCCACCAAGCTGAATGATCTETGCTTCACCAACGTGTACGCCGATAGCTTCEGTEATCAG

R Py

GEGLEACGAGGTELGLCAGATCGCTCCAGGACAGACCGECAAGATOGCTGACTACAATTA
GEGCGACGAGGTEOGCCAGATCGC TCCAGRACAGACCGRCAAGATOGCTEGACTACAATTA

s e ]

CAAGCTROCCRACGATTTCACCEECTGOGTRATCGOCTERAACTCCAACAATCTGRATAG
CAAGCTROCCRACGATTTCACCEECTGOGTRATCGOCTERAACTCCAACAATCTGRATAG

s e ]

CAAAGTEREOGECAACTACAATTACCTGTACCGLCTGT TOORCAAGTCCAATCTRAAGCC
CAAAGTEREOGECAACTACAATTACCTGTACCGLCTGT TOORCAAGTCCAATCTRAAGCC

EEEZEEEEEE AR A SRR R R R R R AR R R R AR R R R R R R R R R RN R R

ATTCGAGCEOGACATCTCCACCGARGATC TACCAGRC TERAAGCACCOCATGCAATGRAGT
ATTCGAGCEOGACATCTCCACCGARGATC TACCAGRC TERAAGCACCOCATGCAATGRAGT

EEEZEEEEEE AR A SRR R R R R R AR R R R AR R R R R R R R R R RN R R

GEAGGGCTTCAACTECTACTTCOCCCTECAGAGCTACGELTTCCAGCCAACCAALGGAGT
GEAGGGCTTCAACTECTACTTCOCCCTECAGAGCTACGELTTCCAGCCAACCAALGGAGT

R Py

GEGATACCAGCCATACAGGGTGGTGGTGLTGTCCTTCGAGC TG TGCACGCTCCAGCTALC
GOGATACCAGCCATACAGGGTGATGATGCTGTCCTTCGAGCTGCTGCACGCTCCAGCTAL

s e ]

TCCACTOOGECGAGCATCCGETE TACACGGTGLGTACGETCRAAGETCTGLGTETEALGE
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Figura 34. Alineamiento entre la secuenciacion del gen RBD (oligonucledtido F-RBD)
y la secuencia control de pTWIN1-RBD. Se observa como la secuenciacion obtenida

se alinea casi en su totalidad con la region de RBD de la secuencia control.
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CLUSTAL O0(1.2.4) multiple sequence alignment

RED_R-RBED
pTWIN-RBD_SeqControl

RED_R-REBED
pTWIN-RBD_SeqControl

RED_R-REBED
pTWIN-RBD_SeqControl

RED_R-RED
pTWIN-RBD_SeqControl

RED_R-RED
pTWIN-RBD_SeqControl

RED_R-REBD
pTWIN-RBD SeqControl

RED_R-REBD
pTWIN-RBD SeqControl

RBD_R-RBD
pTWIN-RBD_SeqControl

RBD_R-RBD
pTWIN-RBD_SeqControl

RBD_R-RBD
pTWIN-RBD_SeqControl

RBD_R-RBD
pTWIN-RBD_SeqControl

RBD_R-RBD
pTWIN-RBD_SeqControl

RBD_R-RBD
pTWIN-RBD_SeqControl

TAATACGACTCACTATAGEOGAAT TATGAGCGEATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTT

--------------------------------------------------- GGTGTTCAA
TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAACCTGTGCCCATTCGGCGAGGTGTTCAA

3 R R

CeCTACCAGGT TCGCCAGCGTETACGCTTOEAAT COCAMGCGCATCTCCAACTOCGTGET
CeCTACCAGGT TCGCCAGCAGTATACGCT TGGAAT CGCAAGCGCATCTCCAACTGCGTGEC

bR E e L R R R R E Rl b e e e e e

CeACTACAGCATECTETACAACTCCOGCCAGCTTCTCCACCTTCAAGTECTACGGCGTATL
CoACTACAGCOTOGCTOTACAACTCCGCCAGCTTCTCCACCTTCAAGTGCTACGGCGTGTC

e e o o e o o o e o ok ok e o ok o e ke ok o o e e o e o ok ok o ke ke e ok ok o o e ke ok ok o ke ok e ke ke ke ok e ok ok ok ek ke ke

COCCACCAAGCTOAATGATCTGTECTTCACCAACGTOTACGCCOATAGCTTCGTGATCAG
CCCCACCAAGCTOAATGATCTGTGCTTCACCAACGTOTACGCCOATAGCTTCOTGATCAG

e e o o e o o o e o ok ok e o ok o e ke ok o o e e o e o ok ok o ke ke e ok ok o o e ke ok ok o ke ok e ke ke ke ok e ok ok ok ek ke ke

GeGCEACGAGRTECGCCAGATCOCTCCAGEACAGACCORCAAGATCOGCTRACTACAATTA
GeGCEACGAGGTOGCECCAGATCOCTCCAGEACAGACCOECAAGATCOCTEGACTACAATTA

B e B b b ke b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

CAAGCTECCCAACGAT TTCACCOGECTECATEATCGCCTROAAC TCCAACAATC TREATAG
CAAGCTECCCAACGAT TTCACCOGECTOCATEATCGCCTOAACTCCAACAATCTGGATAG

B et e

CAAAGTOOECOOCAACTACAATTACCTOTACCGCCTAGT TCCOCAAGTCCAATCTRAAGCC
CAAAGTOEECEaCAACTACAATTACCTETACCGCCTAT TCCGCAAGTCCAATCTRAAGCC

B et e

ATTCOAGCECGACATCTCCACCOARATCTACCAGOC TROAAGCACCCCATOCAATORAGT
ATTCEAGCGCGACATCTCCACCAARATCTACCAGGC TRRAMGCACCCCATOCAATGEAGT

kkkkkkkkkkbkbkkkkkkbkhkkkkhkkkkkkhkkkk kb kkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkdkdkkk

GEAGOOCTTCAACTECTACT TCCCCCTOCAGAGC TACGRCT TCCAGCCAACCAACORAGT
GEAGEECTTCAACTECTACT TCCCCCTOCAGAGC TACGRC T TCCAGCCALMCCARACGRAGT

kkkkkkkkkkbkbkkkkkkbkhkkkkhkkkkkkhkkkk kb kkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkdkdkkk
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Figura 35. Alineamiento entre la secuenciacion del gen RBD (oligonucledtido R-RBD)
y la secuencia control de pTWIN1-RBD. Se observa como la secuenciacion obtenida
se alinea casi en su totalidad con la region de RBD de la secuencia control.
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