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RESUMEN

La subunidad B1 de la Na*/K*-ATPasa es una proteina de membrana celular, que mas alla
de sus funciones clasicas, también es una molécula de adhesion celular. Las subunidades 1 en la
membrana lateral de las células epiteliales de rifién de perro interactian en posicion trans con las
subunidades P1 de otra célula vecina. La interaccion Pi1-f1 esencial para la formacion vy
estabilizacion de las uniones intercelulares. Estudios in silico y mutagénesis dirigida al sitio
revelaron que la interfaz de interaccion involucra los residuos 198-207 y 221-229. Sin embargo, es
necesario reportar experimentalmente la interfaz de interaccion a nivel estructural. En este trabajo,
se describe la clonacion, la sobreexpresion en E. coli y la purificacién del dominio extracelular de
la subunidad B a partir de cuerpos de inclusién. Asi como, la caracterizacion por cromatografia de
exclusion por tamarfio. El analisis del radio hidrodinamico de la proteina por DLS indico que la
proteina se repleg6 con el tamafio esperado. Los resultados de dicroismo circular y espectroscopia
Raman revelaron que las estructuras secundarias en la proteina plegada son de tipo -hoja, a-hélice
y del tipo aleatoria (loops). Ademas, al comparar estos datos experimentales del CD con un modelo
generado en Alphafold2 se encontré que los datos son muy similares. También se realizaron
ensayos de interaccion B1-B1 con la proteina recombinante, los cuales sugirieron la formacion de
dimeros (6xHisP1-B1). Dadas las evidencias obtenidas, concluimos que, tanto el plegamiento, como
la funcion del dominio extracelular recombinante de la subunidad 1 es muy similar a la proteina
nativa, por lo que el trabajo futuro en nuestro laboratorio tendra como objetivo caracterizar a nivel

atémico la interfaz de interaccion entre EDp:.



ABSTRACT

The B1 subunit of Na*/K*-ATPase is a cell membrane protein, which, beyond its classical
functions, is also a cell adhesion molecule. 1 subunits on the lateral membrane of dog kidney
epithelial cells interact in the trans-position with B1 subunits of the same species from another
neighboring cell. The Bi-P1 interaction is essential for the formation and stabilization of
intercellular junctions. Previous site-directed and in silico mutagenesis studies revealed that the
interaction interface involves residues 198-207 and 221-229. However, it is necessary to report the
interaction interface at the structural level experimentally. In this work, we are describing the
cloning, overexpression in E. coli and purification of the extracellular domain of the B: subunit
from inclusion bodies. As well as the experimental characterization by size exclusion
chromatography. Analysis of the hydrodynamic radius of the purified protein by DLS indicated
that the protein was refolded. Circular dichroismand Raman spectroscopy results revealed that the
secondary structures in the folded protein were of the B-sheet, a-helix, and loops. In addition, when
comparing the secondary structure experimental data from the CD with a model generated in
Alphafold2, found that the data are very similar. Finally, we also found B:-B1 interaction by
measuring the formation of hetero-dimers (6xHisP1-B1). Given the evidence obtained, we conclude
that the fold and activity of the recombinant extracellular domain of the B1 subunit is highly similar
to the native protein. Hence, the future work in our laboratory aims to characterize the interaction

interface at the atomic level.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Lananocienciay la nanotecnologia

La nanociencia es el estudio de sistemas y procesos con al menos una dimension
nanométrica (10° m) (Murty et al., 2013; Rafique et al., 2020). Por su parte, la nanotecnologia es
la aplicacion de la nanociencia, se encarga del disefio, sintesis, caracterizacion y aplicaciones de
materiales, dispositivos y sistemas con dimensiones entre 1-100 nm (Zhu et al., 2021), ademas, de
la explotacién de nuevos fendmenos y propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas en esta escala
(Murty et al., 2013). EI término nanotecnologia fue acufiado por primera vez en 1974 por Norio
Taguchi (Murty et al., 2013), pero en el afio de 1959 Richard Feynman dio una conferencia acerca
de nanotecnologia, lo que dio pie a un gran debate entre los cientificos contemporaneos acerca de
las posibilidades o imposibilidades de manipular y controlar los materiales a escala molecular. En
esta conferencia Feynman también mencion6 que un sistema bioldgico puede ser extremadamente
pequefio y que las células eran capaces de fabricar sustancias, movilizarse y realizar un sin fin de
cosas, todas en una escala muy pequefia, incluyendo almacenar informacién. Aqui mismo, se
planted la posibilidad de producir algo muy pequefio que se pudiera manipular al nivel que lo hacen
las células (Gazit & Mitraki, 2013). Actualmente, una de las perspectivas mas interesantes de la
nanocienciay la nanotecnologia (N&N) es inspirarse o utilizar directamente las herramientas y los
procesos que la naturaleza ha desarrollado a lo largo de millones de afios mediante procesos

evolutivos (Murty et al., 2013).

Desde el punto de vista bioldgico, las investigaciones en N&N pueden realizarse a nivel
celular. Las células tienen una organizacion funcional con productos a nanoescala, son capaces de
construir estructuras desde un enfoque “Bottom-up” (ascendente), en donde a través del
autoensamblaje se disefian y construyen nanoestructuras. Un ejemplo son los acidos nucleicos,
tienen la capacidad para almacenar informacion y autoensamblarse. Actualmente el ADN (acido
desoxirribonucleico) origami aprovecha estas caracteristicas para formar estructuras complejas de
dos y tres dimensiones (Zhang et al., 2014). Las proteinas también son un buen ejemplo, porque
presentan capacidades estructurales y funcionales Unicas a nanoescala (Curnow, 2009), estas se
autoensamblan a partir de polimeros de aminoacidos codificados por ADN y se pueden producir

proteinas con una actividad bioldgica especifica (Renugopalakrishnan & Lewis, 2006). Por lo



tanto, se puede decir que las proteinas son los dispositivos mas pequefios de una célula que
muestran una sensible adaptacion a su entorno mediante la produccién de un comportamiento
adecuado ante un estimulo especifico, este hecho califica a las proteinas como nanoméaquinas
(Herman & Lee, 2021). En este sentido, han surgido dos subdisciplinas para abordar a mayor
profundidad estudios relacionados con la célula; la “nanobiotecnologia” y la “bionanotecnologia”.
La primera esta relacionada con la aplicacion de principios y herramientas a nanoescala para el
estudio del mundo biol6gico o para aplicaciones bioldgicas muy especificas. Mientras tanto, la
“bionanotecnologia” estd inspirada y guiada por los biosistemas, el cual puede ser desde el uso de
blogques de construccion bioldgicos, como carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos, hasta el uso de
proteinas (actividad bioldgica y reconocimiento) para aplicaciones nanotecnoldgicas que no
necesariamente estan asociadas con la biologia(Gazit & Mitraki, 2013; Lee & Moon, 2020).

1.2.  Las proteinas

Todos los organismos desde las bacterias mas simples hasta los mamiferos tienen decenas
de miles de proteinas diferentes como parte de su arsenal molecular (Gazit & Mitraki, 2013). Sus
funciones pueden ser estructurales, cataliticas o de transduccién de sefiales (Renugopalakrishnan
& Lewis, 2006), entre muchas otras. Los bloques de construccion basicos a partir de los cuales se
forman las proteinas son los aminoacidos (Tabla 1), estos se unen a través del enlace peptidico
para formar una cadena polipeptidica. El enlace tiene caracter covalente y se da por la asociacion
entre dos aminoacidos consecutivos entre el extremo carboxilo de un aminoacido y el extremo
amino de otro, en el proceso se elimina una molécula de agua (Figura 1) y se repite varias veces
en la etapa de elongacion durante la sintesis ribosomal. La cadena polipeptidica se conoce también
como esqueleto o cadena principal, la cual tiene una cadena lateral (R) por residuo de aminoé&cido.
Los atomos que forman parte de la cadena principal es el grupo NH, el carbono alpha (C,) vy el
carbono carbonilico simultineamente unido al NH del siguiente residuo (Figura 2), por lo tanto,
consta de unidades repetitivasde - N — C, — C— N — C, — C---. Ademas, las proteinas tienen dos
grupos terminales, el amino terminal (-NHZ) denotado por N y el carboxilo terminal (-CO3)
denotado por C (Frauenfelder, 2010). Una de las caracteristicas mas importantes del enlace
peptidico es que los &tomos que lo forman tienen una geometria plana debido al caracter de doble

enlace en un 40 % lo que representa una limitacion de rotacion o movimiento, por esta razon, el



enlace en su mayoria tiene una configuracion trans con un angulo de torsién o cercano a 180°, en
algunos casos especiales esté presente la configuracion cis (o = 0°). La cadena principal tiene dos
grados de libertad de rotacion en torno a los enlaces C,-N (¢) y C,-C(y), que sirven de punto de
union entre los distintos planos que componen el esqueleto de la proteina. Al éangulo
conformacional que se forma entre los enlaces se les llama phi (¢) y psi (y). La libertad
conformacional es clave en la disposicion espacial de la estructura proteica. En la Figura 2 se
muestra la geometria plana (cuadro azul claro) del enlace peptidico, se identifican los angulos

conformacionales y las distancias entre los atamos.

Tabla 1. Aminoacidos segln su tipo quimico. Se enlistan por nombre, tipo de abreviatura, y cadena lateral
(Frauenfelder, 2010).

Aminoacidos | Simbolo | Letra Gnica | Grupo R de cadena lateral | Estructura de la cadena lateral R

Glicina Gly G H-
Alanina Ala A CHs-
Valina Val \% Hidrocarburo alifatico (CHs).CH-
Isoleucina lle | (CH3)2CH2CH,-
Leucina Leu L (CH3)2CH,CH,-
Fenilalanina Phe F CsHsCH,-
Tirosina Tyr Y Hidrocarburo aromético HOCgHsCH»-
Triptéfano Trp W C¢H4sHNHC=CH »-
Serina Ser S HOCH-
Treonina Thr T Alcohol HOCH (CHs)-
Cisteina Cys C Tiol HSCH,-
Metionina Met M Sulfuro H3CSCH,CH,-
Asparag_ina Asn N Amida H2NCOCH,.
Glutamina Gln Q H2NCOCH,CH;
Arginina Arg R HN=C (NH2) NH(CH>)s-
Lisina Lys K Bases HoN(CHy)4-
Histidina His H HN=CHNH-
Acido aspartico Asp D Acido HOOCCH,-
Acido glutdmico Glu E HOOCCH,CH>-
Prolina Pro P Amina secundaria H,CCH,CH,-
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Figura 1. Representacidn del enlace peptidico en el dipéptido glicilalanina.

Figura 2. Parametros estructurales que describen el enlace peptidico. La planaridad del enlace en cuadro azul claro,
se indican las distancias entre cada atomo y los &ngulos alrededor del carbono carbonilo y el nitrégeno. Se hace la

distincion de los dngulos diedros (¢ y y) alrededor del carbono a.



1.2.1. Niveles de organizacion en la estructura de una proteina

Las proteinas muestran cuatro diferentes niveles de estructura (primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria), la Figura 3 ejemplifica estos niveles estructurales. La estructura primaria
esta defina por una secuencia de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos y cualquier
modificacion postraduccional®. La estructura secundaria se refiere a fragmentos en las proteinas
que presentan un patron de plegamiento de la cadena polipeptidica, aqui se presentan patrones
repetitivos y ordenados, los tipos principales son a-hélices, B-laminas, giros y bucles, estas
estructuras generalmente se definen por los angulos diedros caracteristicos (¢ y y) y por patrones
regulares de enlaces de hidrogeno en la cadena principal. La estructura terciaria es ya considerada
la forma plegada y tridimensional (3D) que estd construida de interacciones entre las estructuras
secundarias. Por ultimo, la estructura cuaternaria es la disposicion espacial precisa de las
subunidades dentro de una proteina (>100 kDa), son oligbmeros que consisten en mas de una
cadena polipeptidica (Kuhar et al., 2021; Lee & Moon, 2020; Sun et al., 2004).

Estructura primaria Estructura secundaria
Cadena polipeptidica a-hélice
L. . A
2.48.20.408.8 RIRFAAR
o Pe%e oYe%e o%e ne) oo o) o e ©
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Estructura terciaria
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Figura 3. Niveles estructurales de una proteina.

Estructura cuartenaria

Subunidad 1

Subunidad 2
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! Modificaciones postraduccionales: modificaciones covalentes de la estructura de una proteina.



1.2.1. Tipos de interacciones en una proteina

El plegamiento es un proceso mediante el cual una proteina obtiene su estado funcional
nativo a partir de una cadena polipeptidica no estructurada. Se conoce al estado nativo
generalmente a la estructura 3D unica y bien definida de una proteina (Campos, 2022;
Silvers et al., 2011). Una cadena polipeptidica (1D) que emerge del ribosoma debe hacer un gran
namero de contactos e interacciones para plegarse a su estructura correcta, cada una de ellas del
orden de picosegundos de duracion. El plegado de una proteina depende de interacciones no
covalentes especificas e inespecificas que aseguran la estabilizacion de la estructura terciaria. Las
interacciones no covalentes inespecificas son esencialmente interacciones no polares
(hidrofobicas) y de van der Waals que son importantes para impulsar el proceso de plegado. Las
interacciones especificas son del tipo electrostaticas, comprenden puentes salinos y enlaces de
hidrogeno, que son fundamentales para el plegamiento, la conformacion estructural y la dindmica
de las proteinas (Gazit & Mitraki, 2013; Lee & Moon, 2020). En la Tabla 2 se muestran las
interacciones presentes en una proteina y la energia tipica de cada una de ellas
(Gomes & Faisca, 2019) y en la Figura 4 se representan estas interacciones.

Tabla 2. Energias tipicas de interacciones fisicas en proteinas (Gomes & Faisca, 2019).

Interaccion Energia (kJ/mol)
van de Waals 1
Enlace de hidrogeno 8-29
Electrostatica 17-50
No polar (hidrofébicas) 60-80
Enlace disulfuro (S-S) 250
Enlace covalente simple 200-500



Enlace idnico

|
-CH.-CH,-CH.-CH2-NH;+0O-C-CH:-

Enlace disulfuro

polipeptidica

Figura 4. Representacion de las interacciones que intervienen en el plegado de una proteina.

Las interacciones de van der Waals surgen cuando un 4&tomo con carga parcial esta cerca de
uno sin carga, provocando una redistribucion instantanea de la densidad electrénica, lo que resulta
en una interaccion de atraccién débil (1 kJ/mol) entre los &tomos vecinos. Esta interaccion sucede
tanto en grupos polares como no polares, son muy débiles individualmente, pero fuertes
colectivamente y de corto alcance, por consiguiente, estdn estrechamente acopladas al
empaquetamiento hidrofobico de una proteina. Por su parte, los enlaces de hidrogeno (H) se
establecen entre dos 4&tomos electronegativos con un hidrégeno intermedio. En el exterior de una
proteina, los grupos peptidicos se unen con el hidrégeno de las moléculas de agua circundante,
mientras que, dentro de una proteina, los grupos peptidicos se unen con el hidrégeno a otro grupo
peptidico o a una molécula de agua que esta dentro del nucleo de la proteina. La mayoria de los
grupos CO y NH de la cadena principal (90 %) estan unidos por enlaces de hidrogeno, lo que
favorece la organizacion interna y limita las conformaciones proteicas. Los enlaces de hidrégeno
en las proteinas son direccionales ya que su fuerza depende de la orientacion del dipolo, que van
desde 8 a 29 kJ/mol. Esta es una caracteristica muy importante ya que proporciona especificidad
para la interaccion. Ademas, los enlaces de H contribuyen a determinar la estabilidad estructural

de la estructura terciaria de una proteina (Gomes & Faisca, 2019).



Las interacciones electrostaticas son interacciones carga-carga establecidas entre iones
permanentemente cargados y se extienden a distancias significativas. En su mayoria involucran
grupos polares de cadenas laterales. Sin embargo, los atomos del esqueleto polipeptidico estan
parcialmente cargados y también pueden participar en interacciones atractivas y repulsivas. Por
otro lado, los puentes salinos se forman dentro del mismo dominio o elemento estructural
secundario, contribuyen a la estabilidad de la proteina al restringir los movimientos de la cadena
principal. Otra interaccion importante que impulsa el plegamiento de proteinas son las hidrofobicas
que se establecen entre las cadenas de aminoacidos no polares (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Proy
Met) en el interior de las proteinas. Estos se forman para minimizar la exposicion de las regiones
no polares a las moléculas de agua que rodean a las proteinas y brindan una importante contribucion
estabilizadora. Para finalizar, los enlaces disulfuro (S-S) son interacciones que se establecen entre

cadenas laterales oxidadas de residuos de cisteina (Gomes & Faisca, 2019).

1.3.  Proteina de membrana

Las proteinas de membrana (MPs) estan asociadas con la membrana de una célula o un
organulo en particular, representan aproximadamente el 30 % del marco abierto de lectura® del
genoma de un organismo y desempefian funciones cruciales, incluida la transduccion de sefiales,
la produccion de energia (ATP sintasas), el transporte especifico y no especifico de solutos y iones
(bombas, transportadores y canales), la regulacion osmética (porinas), la absorcion de nutrientes y
la comunicacion célula-célula (Almeida et al., 2017; Moraes et al., 2014; van der Spoel et al.,
2015). Estas proteinas se caracterizan normalmente por tener al menos un dominio transmembrana
(TM). Ademas, se les considera como un medio de comunicacion entre dos entornos distintos
separados por una bicapa lipidica. La mayoria tiende a formar dimeros (homo o heterodimeros) u
oligbmeros de orden superior estableciendo contactos entre TM especificos (Almeida et al., 2017).
Se clasifican en proteinas de membrana periféricas e integrales, que se asocian en diversos grados
con la bicapa lipidica. Las primeras interactian con la superficie de la membrana de forma no

covalente por medio de interacciones electrostaticas y enlaces de hidrdgeno. Por su parte, las

2 Marco abierto de lectura: En genomica, es una porcion de una secuencia de ADN que no incluye un codon
de terminacion (que funciona como una sefial de detencion) (Recuperado en mayo 2023 de
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Marco-abierto-de-lectura)
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proteinas integrales de membrana estan asociadas fuertemente con la membrana e interactian de
forma hidrofébica con fosfolipidos de la bicapa. Cabe mencionar que las proteinas integrales de
membrana a su vez se clasifican en Tipo | (su extremo carboxilo estd del lado del citosol o

citoplasma) o en Tipo Il (el extremo amino esta hacia el citosol) (Almeida et al., 2017).

Debido a las diferentes funciones que desempefian las MPs es fundamental comprender de
manera integral su estructura y funcion. A la fecha, mas de 750 estructuras de proteinas de
membrana se han resuelto mediante varios métodos experimentales, como la resonancia magnética
nuclear (RMN), cristalografia de rayos X y la microscopia crioelectronica (Cryo-EM, por sus siglas
en inglés) se encuentran disponibles en el Protein Data Bank (Almeida et al., 2017
Moraes et al., 2014). Su analisis representa un importante desafio técnico y existen varias razones
por la que su purificacion es més dificil que la de proteinas solubles. En primer lugar, las cantidades
de MPs purificadas a partir de los sistemas enddgenos es relativamente baja, por lo general, se
requieren cantidades de 0.1 a 10 mM de proteina purificada, homogénea y correctamente plegada
para las investigaciones estructurales de RMN vy de cristalografia de Rayos X. Una opcién para
obtener un mayor rendimiento de proteina es mediante su sobreexpresion utilizando sistemas
heter6logos como bacterias, levaduras, células de mamiferos o insectos (Curnow, 2009;
Murty et al., 2013). Las primeras estructuras de proteinas de membrana expresadas en E. coli
fueron el canal de MscL (canal de conductividad mecanosensible) de Mycobacterium tuberculosis
y KcsA (canal de potasio) de Streptomyces lividans. Igualmente, las primeras MPs de mamifero
recombinantes se resolvieron en 2005, la Ca?*-ATPasa de conejo se produjo en Saccharomyces
cerevisiae y el canal de iones de potasio de rata (Kv1.2) fue producido en Pichia pastoris. En el
presente escrito se reportan resultados relacionados con la subunidad B1 de la Na*, K*™-ATPasa de

perro, en la seccién 1.5 abordaremos acerca de esta proteina de membrana.

1.4.  Sistemas de expresion para proteinas recombinantes

La produccion de proteinas en sistemas de expresion heterologos es debido a la
imposibilidad de obtener rendimientos satisfactorios a partir de las fuentes naturales
(Walker, 2015) y un cuello de botella importante en los estudios estructurales, bioquimicos y

biofisicos de proteinas, ya que se tiene la necesidad de obtener una cantidad considerable de
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material homogeneo (Goulas et al., 2014). En la sobreexpresion de MPs especialmente de origen
eucariota es clave encontrar un sistema de expresion ideal y realizar la optimizacion de la
sobreexpresion posterior. La tecnologia del ADN recombinante permite la sintesis de
practicamente cualquier secuencia polipeptidica. La seleccion adecuada del sistema de expresion
depende del nivel de productividad, el fin y de las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina. Las
alternativas incluyen el uso de bacterias, levaduras, plantas y células de insectos o mamifero,
incluso, la aplicacion de sistemas libres de células (Kaur et al., 2018; Kwon et al., 2019;
Renugopalakrishnan & Lewis, 2006; Walker, 2015). En la Tabla 3 se resumen a los sistemas de
expresion para proteinas recombinantes junto con sus caracteristicas, inconvenientes y ejemplos
estandar. Particularmente para la expresion de proteinas de membrana los sistemas més utilizados
son E. coli, S. cerevisiae y P. pastoris. En menos ocasiones Lactococcus lactis, Pseudomonas

fluorescens y Schizosaccharomyces pombe (Dilworth et al., 2018)
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Tabla 3. Sistemas de expresién de proteinas recombinantes mas comunes (Dilworth et al., 2018; Reena et al., 2016; Walker, 2015).

Slstema},de Tipo/ejemplos Caracteristicas Inconvenientes
expresion
1) Alto costo de produccion y bajas tasas de
, . e . . crecimiento.
Células de mamifero / HEK- | 1) Modificaciones postraduccionales y plegamiento adecuado. S . . .
. ) . . . ~ P 2) Contaminacién potencial con virus animales y
293 (rifibn embrionario 2) Reconocen apropiada y eficientemente las sefiales para la sintesis, el bacterias
humano), CHO (ovario de procesamiento y la secrecion de proteinas eucariotas. ) .
) . e p = o L 3) Las lineas estables tienen un proceso que tarda
hamster chino), BHK (rifion de | 3) Lineas celulares estables o con expresion genética transitoria (TGE). Varios meses
hamster bebé), etc. 4) Cultivo en monocapa o en solucion. AN . .
4) La glicosilacion entre lineas celulares es diferente.
5) Bajos rendimientos de proteina pura.
1) Modificaciones postraduccionales similares a las de mamiferos.
) . 2) Sistema de expresion de baculovirus 1) Tasa de crecimiento lenta.
Células de insecto / Sf 9, Sf . s, . o . .
- 3) Altos niveles de expresion (1-500 mg/L de cultivo). 2) Condiciones de cultivo exigentes.
21, Hib5, etc. ) - . L . ., . AR
4) Mas resistentes al estrés y faciles de manejar en comparacion con | 3) Proceso de infeccion litica limitado.
sistemas de mamiferos.
Eucariota 1) Modificaciones postraduccionales.
2) Puede secretar proteinas correctamente plegadas y procesadas.
3) Produccion de proteinas de hasta 1400 aminoacidos (~150 kDa).
Levaduras/ Saccharomyces . S . - . L . .
Lo T . 4) Cepas con vias de glicosilacion humanizadas o deficientes de | 1) Hiperglicosilacion de proteinas (glicano
cerevisia, Pichia pastoris y hi lad
Hansenulla polymorpha proteasas. 3 ] _ . ipermanosilado).
5) Para la produccién de proteinas eucariotas complejas.
6) Produccion econdmica, altas tasas de crecimiento y niveles de
expresion, y facilmente escalables.
Hongos filamentosos / 1) Rendimientos de produccién de hasta de 100 g/L de proteina. . . - . .
: . e . - 1) No se tiene amplio conocimiento de su fisiologia y
Trichoderma. 2) La celulosa funciona como fuente de nutricién y de induccién. " g ;
e ; o ; genética en comparacion con las bacterias.
3) Modificacion postraduccional similar a la de mamiferos.
. 1) Son fotoautétrofas, solo requieren luz, agua y nutrientes basicos para
Microalgas / Chlamydomonas, . . _ . .
su cultivo. 1) Bajos rendimientos de proteina recombinante.
Chlorella, Volvox, . - - L . .
: 2) Cultivos liguidos a gran escala y alta tasa de crecimiento. 2) Contaminacion por bacteriana en el cultivo.
Haematococcus, Dunaliella r e :
3) Modificaciones postraduccionales de las plantas.
1) Alto nivel de expresion de proteina recombinante.
2) Multiplicacion celular rapida. 1) Formacién de cuerpos de inclusion.
Procariota Bacterias / E. coli y Bacillus | 3) Requisito de medios simples. 2) Falta de modificaciones postranscripcionales;

subtilis

4) Amplio conocimiento de su genética.
5) Proteinas con menos de 100 kDa.
6) Cepas optimizadas para la expresion de proteinas.

3) Incapacidad de formar enlaces disulfuro en el
citoplasma.
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1.4.1. Produccion de proteinas en E. coli

E. coli es un sistema de expresion rapido, rentable y de alto rendimiento para la obtencién de
proteinas recombinantes. Esta bacteria Gram negativa tiene una alta tasa de crecimiento, permite tener
un sistema de induccion controlado de la proteina de interés y un amplio conocimiento de su genoma
(Moghadam et al., 2015), lo que ha permitido el desarrollo de nuevas cepas especializadas que portan
mutaciones o plasmidos que coexpresan proteinas que favorecen la expresion a nivel transcripcional
o traduccional. Sin embargo, en algunos casos la produccién de proteinas, principalmente de
membrana se conduce a la formacion de particulas agregadas insolubles conocidas como cuerpos de
inclusion (IBs) (Dilworth et al., 2018). En un intento por minimizar la formacién de IBs y favorecer
la produccion de proteinas solubles se han desarrollado muchas estrategias que incluyen la
optimizacion de codones, la coexpresan con chaperonas moleculares y el uso de etiquetas de fusion.
Asi como, probar con muchas variables como la limitacién de fuentes de carbono, concentracion del
inductor, el método de cultivo (fermentacion por lotes o lotes alimentados), la composicion del medio
de crecimiento y las condiciones de cultivo (temperatura, agitacion, aireacion y densidad Optica de la
bacteria). Todas estas variables pueden afectar los niveles de produccién, el plegamiento de proteinas,
la solubilidad y la actividad proteolitica de la bacteria (Goulas et al., 2014; Rinas et al., 2017).

Una chaperona es una "acompafiante molecular" que las células requieren para prevenir y/o
revertir las interacciones incorrectas que pueden ocurrir cuando las superficies potencialmente
interactivas de otras macromoléculas se exponen al entorno intracelular saturado (Ellis, 2006; Gomes
& Faisca, 2019; Kaur et al., 2018). Una de las estrategias para mejorar la solubilidad de las proteinas
es el uso de etiquetas de fusidn, que tienen como objetivo mejorar el plegamiento de la proteina al
promover la adquisicion de la estructura correcta, mejorar la solubilidad, proteger de la protedlisis
intracelular, neutralizar la toxicidad de la proteina para el huésped y facilitar la purificacion de la
proteina. La adicién de una etiqueta de histidina es la estrategia mas popular para la purificacion a
gran escala y es comin usarla con otras etiquetas. Independientemente del sistema de expresion
utilizado, la ubicacion de la etiqueta de histidina se favorece por igual en el N-terminal o C-terminal
de la proteina de interés. Las etiquetas que pueden aumentar la solubilidad de la proteina recombinante
son la proteina de unién a maltosa (MBP), la glutation-S-transferasa (GST), la tiorredoxina (Trx) y la
proteina A sustancia utilizacion-N (NusA). Otras proteinas cominmente utilizadas son el modificador

pequefio similar a ubiquitina (SUMO), la proteina portadora de biotina carboxilo (BCCP), la proteina
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fluorescente verde (GFP) (Kaur et al., 2018; Roca-Pinilla et al., 2020). Las etiquetas de fusion
generalmente se eliminan después de la purificacion y esto se logra mediante la incorporacion de sitios
de escision especificos entre la etiqueta de fusion y la proteina recombinante, lo que facilita la

proteolisis.

Particularmente la MBP es una proteina de 42 kDa codificada por el gen malE de E. coli K12.
Se han utilizado para la purificacion en un solo paso por afinidad con la amilosa entrecruzada. Puede
aumentar la solubilidad de las proteinas, especialmente las proteinas eucariotas expresadas en
bacterias. Al igual que disminuir la toxicidad y mejorar el nivel de expresion. Pese a estas mejoras, se
ha observado en algunas ocasiones que la incision de la etiqueta de fusion da como resultado una baja
solubilidad y estabilidad, por lo que se opta por realizar mediciones directas para los analisis
estructurales, con excepcion de la RMN ya que la MBP es muy grande y no es adecuado hacer
directamente la medicion. Por otro lado, la etiqueta GST tiene un peso de alrededor de 26 kDa y tiene
la funcidn de proteger contra la protedlisis intracelular, estabiliza a la proteina en la fraccion soluble
y ayuda en la purificacion. Por otra parte, la etiqueta Trx (11 kDa) ayuda en el replegamiento de
proteinas que requieren un entorno reductor (Goulas et al., 2014; Kaur et al., 2018).

1.4.2. Cuerpos de inclusion bacterianos

Los cuerpos de inclusion (IBs) son agregados no cristalinos que forman nanoparticulas
proteicas naturales que van desde 0.5 a ~800 nm (Rinas et al., 2017). Tienen la caracteristica de ser
insolubles en agua, ser porosos y mecanicamente estables ya que pueden resistir condiciones duras de
lisis celular por sonicacion o homogeneizacion a alta presion (French pressure cell press), asi como,
la liofilizacion o el almacenamiento a largo plazo en diferentes condiciones. Estan principalmente
formados por la proteina de interés con hasta un 99 % y son mas densos (~1.3 mg/mL) que muchos
otros componentes celulares lo que facilita su separacion mediante centrifugacion despues de una lisis
celular (Choi et al., 2014; Roca-Pinilla et al., 2020). Para no volverse toxicos, las propias bacterias
los almacenan en el citoplasma o periplasma, aumentando considerablemente la concentracion local,
preferentemente en la region polar, ya sea en ambos polos o en el polo mas antiguo después de la
division celular (Curtis-Fisk et al., 2008; Lebendiker & Danieli, 2014; Prasad et al., 2011;

Rinas et al., 2017; Singh et al., 2015). Los IBs vistos por microscopia electronica de transmision
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(TEM) aparecen como areas electrodensas, en la Figura 5A se aprecian estas areas en gris oscuro y
la Figura 5B corresponde a una imagen de microscopia electrénica de barrido (MEB) de IBs

purificadas con una forma pseudo esférica reportados por Rinas et al. (2017).

Figura 5. Micrografias de microscopia electronica de I1Bs. A) micrografia de TEM, las &reas electrodensas corresponden
alos IBs dentro de la bacteria E. coli MC4100, en la misma imagen se indican los extremos polares (*) y la region nuclear
(N). B) Microscopia de MEB de IBs purificadas. Las imagenes fueron tomadas del reporte de Rinas et al.
(Rinas et al., 2017).

Dentro de la composicion de los I1Bs pueden quedar atrapadas cantidades menores de otras
moléculas durante su formacién, incluyendo chaperonas, acidos nucleicos (ADN plasmidico y ARN
ribosémico) y las proteinas enddgenas de la bacteria (p. ej. proteinas ribosdmicas). Asimismo,
depende de las condiciones de fermentacion, los antecedentes genéticos del huésped y los
procedimientos de purificacion de IBs. Este ultimo, se refiere a los componentes de la pared celular
liberados durante la lisis celular, principalmente fosfolipidos o proteinas de membrana (p. ej. OmpF,
OmpC y OmpA), las cuales pueden llegar a coprecipitar durante su aislamiento (Krachmarova et al.,
2020; Rinas et al., 2017). Dado que los I1Bs son acumulados por la bacteria en el citoplasma, se ha
propuesto que el proceso de formacion es pasivo, ya que una consistencia vitrea del citoplasma no
permite el movimiento de particulas grandes (>30 nm). En la literatura se menciona que la formacion
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de IBs altera la estructura vitrea del citoplasma (Rinas et al., 2017). La consistencia fluida es mas
favorable ya que permite el movimiento de particulas mas grandes (>30 nm) involucrando la hidrolisis
de ATP.

La formacidn de IBs en las bacterias comienza inmediatamente después de la induccién de la
expresion génica y se atribuye a la alta concentracion de cadenas polipeptidicas que emergen de los
ribosomas, plegamiento ineficiente (Rinas et al., 2017), al origen de la proteina recombinante
(especialmente las virales o de mamifero) (Rodriguez-Carmona et al., 2010), al tamafio de la proteina,
punto isoeléctrico (pl), la presencia de regiones hidrofdbicas especificas en la moléculay a la cantidad
limitada de chaperonas y proteasas bacterianas que afectan el plegamiento o la degradacion de los
polipéptidos desplegados o mal plegados (Krachmarova et al., 2020; Rinas et al., 2017). Algunos
investigadores asumen que la agregacion de proteinas in vivo ocurre simultdneamente con la sintesis
de proteinas (Krachmarova et al., 2020) y que, de hecho, se puede decir que los IBs estan formados a
través de interacciones moleculares proteina-proteina bajo un comportamiento de tipo amiloide

(Rodriguez-Carmona et al., 2010).

La cinética de la formacion de I1Bs se puede describir como proceso de pseudo-primer-orden
que puede iniciar por dos posibles mecanismos (Rinas et al., 2017). El primero trata a los IBs como
cumulos de agregados en los que los de menor tamafio tienden a ensamblarse para dar lugar a
agregados de mayor tamario (Rinas et al., 2017; Upadhyay et al., 2012). En el segundo, cada IBs se
forma por un Unico o un limitado nimero de moléculas (proteinas) que actGan como sitios de
nucleacion. Como estos sitios de nucleacion son entidades termodindmicamente estables, se favorece
la adicion de mondmeros hasta formar agregados de mayor tamafio (Upadhyay et al., 2012), este
mecanismo se ha usado para describir la formacion de amiloides en E. coli (Rinas et al., 2017). Como
ejemplo representativo, se encuentra el péptido AB42 que esta presente en las placas seniles (depdsitos
amiloides) de la enfermedad de Alzheimer, el cual fue expresado en E. coli BL21 (DE3) como modelo
de estudio para comprender la formacién de IBs dado que tiene un comportamiento similar a los

amiloides nativas (Villar-Piqué et al., 2016).

Los estudios in vivo en la formacion de 1Bs también han proporcionada informacion acerca
del control en la distribucion de tamafio. EI tamafio se puede controlar seleccionando el tiempo de
recoleccion después de la induccidn de la sintesis de proteinas ya que crecen progresivamente durante

este tiempo (Rinas et al., 2017), esto también va de la mano con las condiciones de cultivo e induccion
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(Rodriguez-Carmona et al., 2010). Dentro de las condiciones de cultivo, la temperatura puede definir
el tipo se IBs que se obtengan; los IBs no clésicos se obtienen con temperaturas bajas y estan formados
mayormente por proteinas activas (Upadhyay et al., 2012); mientras que los IBs clasicos se forman
con temperaturas (40-42 °C) de cultivo més altas y tienen la caracteristica de ser agregados mas densos
y resistentes a las proteasas (Margreiter et al., 2008). Retomando el péptido AB42 como ejemplo, los
IBs formados a 18 °C tuvieron 16 veces mayor actividad que los formados a 42 °C
(de Groot & Ventura, 2006).

La percepcion de que los IBs contienen proteinas inactivas y sin posibilidades de
replegamiento fisiologico dentro de la célula bacteriana ha sido comun durante mucho tiempo. No
obstante, los avances en las investigaciones han demostrado que tienen diferentes conformaciones,
incluidas estructuras activas y ricas en B-ldmina (Choi et al., 2014; Prasad et al., 2011;
Rinas et al., 2017; Upadhyay et al., 2012). Esto se demostroé primero con las estructuras amiloides,
mediante técnicas de espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de
dicroismo circular (CD) y difraccién de rayos X de baja resolucion (Rinas et al., 2017). La actividad
bioldgica de los IBs ha permitido explorar aplicaciones directas, es decir, después su aislamiento o
seguir una serie de pasos que permite obtener proteinas con caracteristicas similares a sus versiones
nativas para diferentes fines incluidos los analisis estructurales. Un ejemplo de aplicacion directa
incluye su uso como acarreadores al interior de las células; son capaces de tener penetrabilidad
espontdnea en células de mamiferos lo que ha permitido adaptarlos como materiales
nanoestructurados para la decoracién de superficies en ingenieria de tejidos, con aplicaciones
potenciales en biomedicina y ciencias de los materiales, por lo que se les puede considerar un
biomaterial (Rinas et al., 2017).

Por otro lado, el aislamiento de proteinas activas y con caracteristicas estructurales similares a
la versién nativa a partir de IBs es un proceso que requiere de al menos tres pasos; aislamiento,
solubilizacion y replegamiento. En la literatura estan disponibles una amplia gama de protocolos para
la purificacion de IBs, todos ellos incluyen lisis celular y pasos de lavado. La lisis celular se logra
utilizando métodos mecanicos 0 no mecanicos, o una combinacion de ambos, mientras que los pasos
de lavado incluyen, entre otros, tratamientos con detergentes (Triton X-100 (0.1- 4 % (v/v), sarkosyl)
y/o ADNasa (Rodriguez-Carmona et al., 2010), algunos otros incluyen el uso de bajas concentraciones

de desnaturalizantes como la urea, ya que eliminan los contaminantes hidrofobicos adsorbidos en los
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IBs (Kaur et al., 2018). Un buen protocolo debe permitir recuperar cantidades elevadas de IBs puros
que suelen representar entre el 90 y el 95 % del total de proteinas agregada (Upadhyay et al., 2012),
ya que, la calidad y la composicion de los IBs afectan el rendimiento de replegamiento y la posterior

purificacion de la proteina recombinante (Krachmarova et al., 2020).

El paso de solubilizacion de los IBs es relativamente fécil y se realiza agregando un
desnaturalizante, cominmente, se usan los agentes caotropicos como la urea y/o cloruro de guanidinio
(GUHCI) o el tiocianato de guanidinio (GUSCN). Por lo general los IBs pequefios son blandos y son
solubles en una concentracion baja del caotropico, mientras que, los cuerpos de inclusién de tamafio
grande son mas densos y requieren una concentracién molar alta de caotrépico (8 M de urea o 6 M de
GuHCI) para una solubilizacion completa. Otras alternativas de solubilizacion incluyen detergentes
como SDS, sarkosyl y un pH alcalino. La reduccion de los enlaces disulfuro presentes en la proteina
generalmente se logra con B-mercaptoetanol o DTT (5-100 mM). Los agentes quelantes como el
EDTA se utilizan para la quelacién de iones metalicos e inhibir reacciones de oxidacion no deseadas.
Las proteinas de los IBs pueden poseer una estructura secundaria similar a la nativa y es util en el
replegamiento de la proteina a su forma activa. La solubilizacion con disolventes suaves restaura la
estructura secundaria similar a la nativa, lo que mejora la recuperacion de la proteina bioactiva en
comparacion con la solubilizacidn con una alta concentracion de agente caotropico (Kaur et al., 2018).

En la siguiente seccion abordaremos los métodos de replegamiento empleados en este trabajo.

1.4.3. Técnicas de replegamiento in vitro

El replegamiento de la proteina solubilizada a la forma activa es un paso muy critico ya que la
muestra se agrega durante este proceso. Para llevar a la proteina solubilizada a su conformacion nativa
es necesario eliminar gradualmente el desnaturalizante. Para maximizar el rendimiento del
replegamiento se requiere la optimizacion de las condiciones experimentales, sin embargo, los
protocolos difieren de una proteina a otra. Primero se debe de considerar el protocolo de
replegamiento, a la fecha se han informado numerosos procedimientos, los mas comunes son la
dilucion y didlisis de la proteina en un buffer de replegamiento (Kato & Ohashi, 2021;
Wingfield et al., 1995). Pero también es posible realizar el replegamiento en columnas

19



cromatograficas preempacadas las cuales ofrecen ciertas ventajas sobre los metodos maés utilizados
(Wingfield et al., 1995).

El replegamiento por dilucion puede ser rapido o lento. En una dilucion rapida, la
concentracion de proteina y desnaturalizante disminuye drasticamente a medida que la proteina
solubilizada se incorpora al buffer de replegamiento, pero puede ser perjudicial para las proteinas que
necesitan mas tiempo para replegarse al estado nativo. Por lo tanto, la dilucion lenta es el método
alternativo, ya que es un proceso mas suave (Kaur et al., 2018). En el método de dialisis, la proteina
desnaturalizada concentrada se dializa frente a un buffer de replegamiento, lamentablemente es comun

gue ocurra la agregacion con mas frecuencia que con otros métodos (Kaur et al., 2018).

El replegado en columnas cromatograficas preempacadas es una alternativa donde otros
métodos fallan. El uso de columnas incluye las columnas de afinidad y columnas de filtracion en gel.
En las columnas de afinidad la proteina inmovilizada puede replegarse disminuyendo la concentracion
de desnaturalizante a la velocidad deseada y luego eluir la proteina. La cromatografia de exclusion
por tamafio (SEC) tiene la ventaja de separar la forma plegada de las formas agregadas y mal plegadas
durante la elucién (Prasad et al., 2011), particularmente en el volumen vacio, pero es importante
aplicar pasos previos de purificacién (Kwon et al., 2019). Varias proteinas han sido exitosamente
purificadas y replegadas con este método (de la Cruz et al., 2019; Gu et al., 2001, 2004;
Lartey et al., 2021; NUfiez-Mufioz et al., 2021; Singh et al., 2015).

Un aspecto importante que se bebe de considerar es el buffer de replegamiento,
desafortunadamente no es universal, ya que cada proteina tiene caracteristicas fisicoquimicas que la
distinguen de las demas. Por lo tanto, es necesario examinar las condiciones de replegamiento de cada
proteina. Los aditivos son un componente que ayuda a estabilizar en estado nativo de la proteina,
ayuda en la cinética de plegamiento y suprime la agregacion no especifica. Los aditivos incluidos en
los buffers de replegamiento mas utilizados son la L-arginina, la urea en baja concentracion o el
GuHCl y los detergentes (Kaur et al., 2018). La L-arginina mejora la eficiencia de replegamiento de
las proteinas de los IBs al suprimir la agregacion de los intermediarios de plegamiento. Ademas, el
grupo guanidino de la arginina interactta con los residuos de triptéfano para reducir la agregacion de
proteinas. Aunque la arginina afecta débilmente la estructura local de los residuos circundantes de
triptéfano y tirosina; no es un desnaturalizante de proteinas ya que difiere en el modo de accion del

clorhidrato de guanidina o urea. Estos aditivos se eliminan facilmente del buffer de replegamiento,
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pero los detergentes necesitan un tratamiento especial para su eliminacion después del replegamiento

de proteinas (Kaur et al., 2018).

El pH es una de las variables que puede tener un papel importante, dado que la pl no debe
usarse para experimentos de replegamiento para evitar la precipitacion. La temperatura es otra variable
que tiene un efecto sobre la estabilidad y movilidad de los intermedios de replegamiento.
Es importante considerar la concentracidn de proteinas ya que determina el grado de aglomeracion y,
por lo tanto, la frecuencia de las colisiones moleculares entre las moléculas desplegadas y los
intermediarios de plegamiento, que pueden promover la agregacion. Dado que la tasa de agregacion
es mayor que la tasa de plegamiento a una concentracion inicial alta de proteinas es recomendable
utilizar concentraciones de proteina de 10 a 15 pg/ml durante el replegamiento. La eficiencia del
proceso de replegamiento es mayor si la concentracion de proteina final es menor durante el
replegamiento. Otro componente imprescindible para incluir en el buffer de replegamiento es un
sistema redox para la renaturalizacion de proteinas con enlaces disulfuro nativos. La combinacion de
formas reducidas y oxidadas de agentes redox se utilizan en proporciones molares de 1:1 a 10:1, por
ejemplo, glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG), DTT/GSSG, cisteina/cistina
(Kaur et al., 2018).

1.5. La Na*, K*-ATPasa

La Na*, K*-ATPasa, también llamada Na*/K*-adenosintrifosfatasa, bomba de sodio 0 NKA es
miembro de la familia P-ATPasas dentro de la subfamilia P2-ATPasas. La NKA es una proteina
hetero-oligomérica que se encuentra en la membrana plasmatica de todas las células animales
(Lacidogna et al., 2017). Su funcion fue descrita por Skou en 1957 (Jgrgensen, 1986;
Silva et al., 2021; Skou, 1957). Esta familia también incluye a la Ca?*-ATPasa del reticulo
sarcoplasmico, la H*, K*™-ATPasa gastrica, las bombas de metales pesados y las flipasas lipidicas
(Axelsen & Palmgren, 2001; Kathi Geering, 2001). Las P-ATPasas se caracterizan por formar un
intermediario fosforilado durante el proceso catalitico, es por ello el nombre de tipo P, ademas, son
inhibidas por vanadato, y por tener varios motivos de secuencia en comun entre los miembros
(Axelsen & Palmgren, 2001). La bomba de sodio suele estar formada por las subunidades o y 3, pero

en algunos tejidos las células producen adicionalmente a la subunidad y. La subunidad a es la
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catalitica, tiene un peso molecular de aproximadamente 110 kDa y los sitios de union de Mg?*, ATP,
Na*, K* y esteroides cardiotonicos (Kaplan, 2002; Lobato-Alvarez et al., 2016; Silva et al., 2021), se
conocen cuatro isoformas (o1, o2, a3 y a4). La subunidad B es una glicoproteina que se compone de
alrededor de 310 aminoacidos y que esta involucrada en la maduracion estructural y funcional de la
bomba de sodio (Kaplan, 2002), existen tres isoformas (B1, B2 y B3). Finalmente, la subunidad y
(FXYD2) pertenece a la familia FXYD, que es una familia de pequefias proteinas reguladoras,
compuestas por un segmento transmembrana, un extremo extracelular N-terminal y un extremo
citoplasmico C-terminal. Reciben su nombre de la secuencia FXYD conservada en el dominio
extracelular, se dispone de siete miembros homologos (FXYD1-7). FXYD?2 se encarga de modular la
afinidad de la NKA por diferentes ligandos, siendo considerada, de esta forma, reguladora como la
subunidad B (Kaethi Geering, 2008; Lacidogna et al., 2017; Mishra et al., 2011). La alteracién en la
expresion y funcion de las diferentes subunidades de la NKA esta asociada con algunas condiciones
patoldgicas, como la diabetes, hipertension, los trastornos cardiovasculares y renales, la artritis
reumatoide, la sepsis, los trastornos neurol6gicos, la eliminacion del edema pulmonar, la preeclampsia
y el cancer (Bejcek et al., 2021; Silva et al., 2021).

La Na*, K*-ATPasa transporta tres iones Na* del interior al exterior de la célula acoplados a
la autofosforilacion a partir de ATP, y dos iones K* del exterior al interior acoplados a la auto
desfosforilacion. Este proceso ocurre en un ciclo de reaccion en el cual se distinguen dos
conformaciones: E1, con alta afinidad por Na*, y E», con alta afinidad por K* (para mayor detalle
consultar el Anexo 1). Las estructuras cristalinas de la Na*, K*-ATPasa se han obtenido a partir del
rifidn de cerdo y de las glandulas rectales de tiburdn, y han contribuido a la comprension de la funcidn
y la estructura tridimensional de esta bomba. Se han reportado estructuras cristalinas de la NKA en
estado E, (E2-2K2*'Pi) de las glandulas rectales de tiburdn, tanto con y sin ouabaina unida, con
resoluciones de 2.8 A y 2.4 A, respectivamente (Ogawa et al., 2009; Shinoda et al., 2009).
También se ha informado sobre la estructura de la NKA en estado E> de rifion de cerdo, con una
resolucion de 3.5 A (Morth et al., 2007b). Ademas, las estructuras de la NKA de rifi6n de cerdo a una
resolucion de 2.8 A han proporcionado informacion sobre el estado de transicion E;P-ADP-Na*, que
precede a E1P-3Na* (Kanai et al., 2013). Cabe destacar que la secuencia de la NKA de rifidn de cerdo
presenta un 92 % de identidad con la NKA de rifién de perro (Paez et al., 2019). Las estructuras
mencionadas aqui son las de mayor resolucion y se han obtenido utilizando la técnica de cristalografia

de rayos X. Recientemente, se han reportado las estructuras de la NKA de las glandulas rectales de
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tiburdn utilizando Cryo-EM (Kanai et al., 2022) en dos estados E2P, que muestran modos de union
diferentes a los previamente informados para los esteroides cardiotonicos. Estos estados se estabilizan
mediante ATP y fosfato inorganico (Pi), y se han estudiado tanto con y sin ouabaina o istaroxima.
La resolucion mas alta obtenida fue de 3.0 A en el estado E2PPi-Mg?* (unido a ouabaina)
(Kanai et al., 2022). En la Figura 6 se presentan los modelos de cintas de la NKA de las glandulas
rectales de tiburén (cédigo PDB: 2ZXE) y de rifion de cerdo (cédigo PDB: 3WGU), obtenidos
mediante cristalografia de rayos X, asi como, el modelo obtenido por Cryo-EM de las glandulas
rectales de tiburdn (codigo PDB: 7WY). De acuerdo con lo informado por Shinoda et al. (Figura 6A)

se sabe que la proteina completa tiene un tamarfio de 15-16 nm (Shinoda et al., 2009).

Espacio
extracelular
R
g £
s &
=it
Espacio

intracelular

NKA de glandula rectal de NKA de rifion de cerdo NKA de glandula rectal de
tiburén a 2.4 A a28 A tiburén a 3.40 A
PDB ID: 2ZXE PDB ID: 3WGU PDB ID: 7TWYZ

Figura 6. Modelos en cinta de la NKA. A) y B) son las estructuras obtenidas por cristalografia de rayos X. C) modelo en
cintas obtenido por Cryo-EM. En todos los casos el color cian corresponde a la subunidad a1, en azul marino se asigno

a la subunidad f1y el azul denso indica a la subunidad y.
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1.5.1. LaNa*, K*-ATPasa de las células epiteliales

En los tejidos epiteliales, las células estan conectadas entre si mediante uniones celulares que
pueden ser: estrechas (TJs, tight junctions), adherentes (AJs, adherent junctions) y comunicantes
(GJs, gap junctions) (Lobato-Alvarez et al., 2016). Las TJsy las AJs unen las células individualmente
para restringir la difusion a través del epitelio, proporcionan importantes contactos adhesivos entre
células vecinas (Hartsock & Nelson, 2008). Las uniones estrechas dividen la membrana plasmética
en un dominio apical y uno basolateral, ademas, controlan el paso paracelular de iones y solutos entre
células (Campbell et al., 2017; Hartsock & Nelson, 2008). Las GJs comunican los espacios
intercelulares y se ubican basalmente. Las uniones adherentes median la adhesion célula-célula a
través de las regiones extracelulares de las proteinas nectinas y cadherinas (Campbell et al., 2017).
La NKA se transporta desde la red trans-Golgi al dominio lateral de las células epiteliales
(Caplan et al., 1986; Cereijido et al., 1980; Contreras et al., 1995; Mays et al., 1995), se localiza en
las AJs y desempefia un papel en el mantenimiento de estas uniones junto con la E-cadherina
(Rajasekaran et al., 2001). Varios estudios han demostrado que esta funcion de la NKA esta mediada

por la subunidad 1, de la cual se hablara a continuacion.

1.6. La subunidad f1de la NKA

Las subunidades P son proteinas de membrana tipo II, tienen un segmento transmembrana, un
dominio citoplasmatico N-terminal y un gran dominio globular extracelular o ectodominio (ED)
C-terminal que contiene seis residuos de cisteina extracelulares que forman tres puentes disulfuro que
son completamente conservados entre las isoformas (Kéathi Geering, 2001; Kanai et al., 2013). Para
el caso de Canis lupus familiaris (perro) se ubican en la Cys126-Cys149, Cys159-Cysl75 y
Cys213-Cys276. La subunidad B tiene una masa molecular aparente de 55 kDa debido a que entre las
isoformas hay diferentes grados de N-glicosilacion. Particularmente, la isoforma 1 de la NKA del
riidn de perro tiene tres sitios de N-glicosilacion, estos se ubican en la Asn158, Asn193 y Asn265.
La subunidad B1 de la NKA de rifion de perro y de cordero tiene glicanos con el extremo terminal
sialilado (Treuheit et al., 1993). EI modelo atomico de la NKA de tiburdn reportado recientemente
por Cryo-EM (Kanai et al., 2013) reveld que las estructuras de los glicanos que sobresalen de la

subunidad P estan formados por cadenas de cuatro azUcares en los cuatro residuos de Asn (Asnl114,
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Asn159, Asn194 y Asn267 de la secuencia de aminoacidos para tiburones), en dos de ellos, la cadena
de azUcar esta ramificada en el segundo residuo, lo que indica que esta fucosilado. La cadena de azlcar
en la Asn114 es especifica para la bomba de sodio de tiburdn (Kanai et al., 2022). Del modelo anterior
de rifion de cerdo obtenido por cristalografia de rayos X (Kanai et al., 2013) también se identificaron
dos cadenas de azucares en los residuos Asnl158 y Asn265 (numeracion de la secuencia para cerdo),
sin embargo, se aprecian mejor en los modelos obtenidos por Cryo-EM (Kanai et al., 2022). El modelo
de la NKA reportado por Shinoda et al. (2009) revelé que el dominio extracelular de la subunidad 1
contiene un motivo bien conservado YYPYY que media varios puentes salinos con el bucle L7/8 de
la subunidad a (Shinoda et al., 2009).

Las funciones biologicas de la subunidad B1 incluyen el plegamiento, trafico e insercion
adecuada de NKA en la membrana plasmatica. Ademas, es una chaperona, le confiere estabilidad y
modula la afinidad de unién de cationes de la subunidad o (Ké&thi Geering, 2001;
Lobato-Alvarez et al., 2016). Asimismo, la subunidad 1 es una molécula de adhesion celular (CAM,
por sus siglas en inglés). Las CAMs son proteinas transmembrana responsables de la matriz celular o
reconocimiento célula-célula. En las células epiteliales la adhesion intercelular es por la via CAMs
(Campbell et al., 2017; Cereijido et al., 2016). La estructura secundaria tipo B sandwich del EDp1
junto con las N-glicosilaciones son caracteristicas de las CAMs en las uniones célula-célula
(Péez et al., 2019). De manera similar, la isoforma B2 (AMOG) expresada en los astrocitos se
identifico originalmente como una molécula de adhesion en las células gliales (Gloor et al., 1990).
Recientemente, en nuestro laboratorio se demostré que la subunidad B2 expresada en células epiteliales
(células de rifion canino de Madin-Darby, MDCK) o en fibroblastos (células derivadas de ovario de
hamster chino, CHO) es una molécula de adhesion homotipica (Roldan et al., 2022).Un aspecto
interesante es que las CAMs suelen tener dominios extracelulares repetidos, en cambio, el dominio
extracelular de las subunidades 1 y P2 de la NKA consta de un solo dominio globular
(Péez et al., 2019).

Particularmente, en las células MDCK, al igual que en la mayoria de los epitelios, la NKA esta
compuesta por las subunidades a1y y Se polariza hacia el dominio lateral en los contactos
célula-célula (Cereijido et al., 2001; Shoshani et al., 2005) (Figura 7A). La subunidad B1 de la
Na*, K*™-ATPasa se localiza con las proteinas de union adherente desde la formacion de contactos

celulares (Vagin et al., 2006). Ademas, la expresion de la bomba de sodio en el borde lateral solo se
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observa cuando ambas células vecinas son homotipicas, es decir, reconocen a otra NKA de la misma
especie en la célula adyacente a través de la subunidad B1 (Padilla-Benavides et al., 2010;
Shoshani et al., 2005) (Figura 7C, D y E). Cuando la subunidad f; de MDCK se expresa en células
no polarizados (CHO), estas se vuelven adhesivos y se observa a la NKA en los bordes de contacto
célula-célula (Figura 7B, D, E y F) (Shoshani et al., 2005). Los trabajos de nuestro laboratorio han
demostrado que la localizacion lateral de la Na*, K*-ATPasa en las células MDCK depende del
reconocimiento 'y la adhesion entre las subunidades P1 de las células vecinas
(Padilla-Benavides et al., 2010; Shoshani et al., 2005). La Figura 7 corresponde a las imagenes de

inmunofluorescencia que ilustran estas observaciones.

MDCK/CHO

MDCK CHO

CHO-(3; perro
CHO His6

Figura 7. Imagenes confocales de inmunofluorescencia de la localizacién de la NKA en la membrana lateral en células
epiteliales. A) monocapa de células MDCK (nucleos tefiidos en rojo con yoduro de propidio) que muestra que la
subunidad B1 solo se expresa en las en el dominio lateral (en verde, panel superior x-y e inferior x-z) donde las células se
ponen en contacto entre si (Shoshani et al., 2005). B) la deteccién de la subunidad $: en monocapa de células CHO
(ndcleos en rojo) no muestra a la NKA de perro (Shoshani et al., 2005). C) co-cultivos en donde las células MDCK solo
expresan a la NKA en los bordes homotipicos de MDCK/MDCK (en verde), pero no en los que estan en contacto con las
células CHO (ntcleos en rojo), tal como se indica con las flechas de borde blanco (Shoshani et al., 2005). D) células
MDCK co-cultivada con CHO transfectada con la subunidad /1 de MDCK (CHO- f1); la subunidad f1 se detecta en los

contactos tanto homotipicos como heterotipicos (flechas blancas) (Shoshani et al., 2005). E) co-cultivos de

26



CHO/CHO-44, las células CHO-p1 expresan a la subunidad 1, de perro en la membrana en los contactos heterotipicos
(flecha de borde blanco) y homotipicos (Shoshani et al., 2005). F) células CHO que expresan a la subunidad 1 de MDCK

en sus membranas plasmaticas laterales (verde) (Padilla-Benavidez et al., 2015).

La interaccion directa en trans de la subunidad Bz (B1-B1) en el epitelio ha sido confirmada por
estudios de mutagénesis dirigida al sitio, co-inmunoprecipitacion y transferencia de energia de
resonancia de Forster (FRET) (Padilla-Benavides et al., 2010; Tokhtaeva et al., 2011). Varios estudios
han sugerido que esta interaccion B1-B1 ocurre a nivel molecular. Con el fin de identificar la interfaz
de interaccion, el grupo de Vagin et al. estudié la regidn variable entre la subunidad de perro y de rata,
ya que, a pesar de su alta homologia mostraron muy baja adhesion. Ellos demostraron que la secuencia
de 197-208 aminoacidos en el dominio extracelular de la subunidad B1 que estd expuesta hacia una
célula vecina esta involucrada tanto en la interacciéon B1-p1 como en la adhesion intercelular
(Tokhtaeva et al., 2012). Mediante mutagénesis dirigida al sitio identificaron cuatro residuos
conservados (Leul96, Glul97, Tyr199 y Tyr205) en la secuencia de aminoacidos 197-208 de la
subunidad B1 que son responsables de la especificidad de la interaccion entre las subunidades 1 de la
misma especie (Tokhtaeva et al., 2016). Posteriormente, en nuestro laboratorio se demostr6 mediante
analisis in silico y mutagénesis que ademas de ese dominio de especificidad a la especie, existe al
menos un dominio mas de interaccidn que se extiende entre los residuos 221-229 (Péez et al., 2019).
En este trabajo, se realizaron simulaciones de Dindmica Molecular (MD) y acoplamiento
proteina-proteina del dominio extracelular (residuos de aminoacidos 61 al 303) de la subunidad B1 de
la Na*, K*-ATPasa de rifién de perro. El modelo del EDB: fue construido por homologia, ya que la
NKA de perro tiene un 92 % identidad con la secuencia de la NKA de cerdo, se considerd la estructura
cristalina con codigo PDB 3WGU la cual tiene una resolucion del 2.8 A. EI modelo de dimeros de
interaccion (B1-P1) reportado se muestra en la Figura 8 y se propone que la asociacion trans es a través
de los residuos 198-207 y 221-229, en este modelo no se consideran las N-glicosilaciones
(Péez et al., 2019). Los analisis de mutagénesis mostraron que es mas probable que los residuos
222-224 'y 227-229 estéen més implicados en la asociacion entre las subunidades 1. Los residuos
231-233 también podrian desempefiar un papel en el reconocimiento entre las subunidades 1, aunque
en menor medida (Péaez et al., 2019). Las regiones glicosiladas unidas a la subunidad 1 se ha reportado
que tienen un rol en la adhesion célula-célula, ya que en células MDCK que expresan a la subunidad

B1 no glicosilada forman los contactos célula-celula mas lentamente en contraste con las células
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MDCK con la subunidad B: silvestre (Vagin et al., 2006). Vagin et al. (2008) reportaron que la
reduccion de la ramificacion de N-glicanos en la subunidad 1 acerca y estabiliza las uniones
celula-célula. Pero la eliminacién mutagénica de los sitios de N-glicosilacion deteriora la adhesion
ceélula-célula (Vagin et al., 2008). Las interacciones Pi-f1 forman la adhesion intercelular y su
debilitamiento puede contribuir a la migracion y la metastasis (Lubarski-Gotliv et al., 2017).
Los glucocorticoides (triamcinolona, dexametasona y fluorometolona) utilizados como agentes
clinicos en numerosos canceres pueden inducir una expresion elevada de la subunidad B1 lo que
conduce a una mayor adhesion célula-célula, reducen la motilidad, la invasion, dando como resultado

la atenuacion en la progresion tumoral en el carcinoma de células renales (Huynh et al., 2015).
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Figura 8. Modelo de la prediccién de la interfaz de interaccion fi-p1, 10s dos segmentos que forman la interfaz estan
marcados en la secuencia de la subunidad 1 en color verde y magenta. Los Residuos de interfaz estan resaltados en

representacion de palos (Paez et al., 2019).

1.7. Tecnicas de caracterizacion en la N&N

En la actualidad se tienen disponibles varias técnicas para ver, medir y manipular la materia a

escala nanométrica. En el estudio de las proteinas estas técnicas son aplicadas. La caracterizacion de
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las proteinas purificadas a partir de IBs es un paso fundamental para garantizar la estructura y
funcionalidad adecuada de las proteinas obtenidas después de replegarse. El analisis de la estructura
secundaria y terciaria de las proteinas es un enfoque complementario valioso en el control de calidad
para validar el plegamiento in vitro de proteinas. A continuacién, se mencionan las tres técnicas

empleadas para caracterizar a la subunidad B1 replegada desde IBs en este trabajo.

1.7.1. Dispersion de luz dinamica

La dispersion de luz dindmica (DLS, Dynamic light Scattering) mide las fluctuaciones
dependientes del tiempo en la intensidad de la luz dispersa que ocurren debido a que las particulas,
moléculas o agregados experimentan un movimiento browniano (Jachimska et al., 2008), el cual se
define como: “el movimiento aleatorio de particulas en un liquido debido al bombardeo de las
moléculas que las rodean”. Una caracteristica de este movimiento es que las particulas pequefias se
mueven mas rapido que las grandes. Por tanto, las fluctuaciones de intensidad de luz dispersada
registradas durante un andlisis DLS contiene informacion sobre la escala de tiempo del movimiento
de los dispersores (Lorber et al., 2012). La DLS es particularmente adecuada para estudios de
plegamiento y agregacion de proteinas recombinantes, ya que la formacion de agregados proteicos se
puede dar durante su produccion debido a diversos factores fisicos y quimicos, por ejemplo,

fluctuacién de temperatura, variacion del pH, oxidacién, agitacion, etc.

1.7.2. Espectroscopia Raman

El analisis de proteinas por espectroscopia Raman se centra comidnmente en la estructura
secundaria, especialmente por la sensibilidad de los dngulos diedros ¢ y y del esqueleto polipeptidico
y la fuerza del enlace hidrogeno entre los grupos C=0 y N-H (Kuhar et al., 2021). Los espectros
obtenidos proporcionan firmas unicas de estructuras como a-hélices, B-lamina, giros, estructuras
aleatorias, entre otras (Dolui et al., 2020; Kuhar et al., 2021; Kurouski et al., 2015). Por lo tanto, un
espectro Raman de una proteina se compone de contribuciones de tres tipos principales de modos
vibracionales, los que se originan en la cadena polipeptidica principal (banda de la amida), las de

cadenas laterales de residuos de aminoacidos aromaticos y no aromaticos (Kurouski et al., 2015).
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La sefial de los aminoacidos no aromaticos en la espectrometria Raman suele ser muy débil debido a
la baja polarizacion de las cadenas laterales alifaticas; sin embargo, la contribucion de las cadenas
laterales no aromaticas al espectro Raman de una proteina puede ser significativa debido a su
abundancia relativa en la estructura de la proteina. Las bandas Raman de estas cadenas laterales se
distribuyen a lo largo del intervalo espectral de 500-1700 cm™ y a menudo interfieren con otros
marcadores estructurales en el espectro, particularmente con la banda ancha de la amida I11 dentro del
intervalo de 1200-1400 cm™. Las bandas son sensibles a las estructuras proteicas secundarias y de
orden superior y, en general, difieren entre proteinas nativas y polipéptidos sintéticos 0 aminoacidos
individuales (Nemecek et al., 2013).

1.7.3. Dicroismo circular

El dicroismo circular (CD) se basa en la diferencia de absorcion que se produce en las
moléculas con quiralidad (grupos absorbentes de luz) cuando se excitan con luz polarizada
circularmente hacia la izquierda o hacia la derecha (Campos, 2022; Gomes & Faisca, 2019). En las
proteinas, el esqueleto peptidico se compone de centros quirales que muestran sefiales caracteristicas
de UV-lejano (190-250 nm) y controlan la conformacion de la estructura secundaria en la proteina
(Campos, 2022). Ademas, los residuos aromaticos (Trp (300-280 nm), Tyr (290-270 nm) y Phe
(270-250 nm)) se orientan quiralmente cuando el resto de la estructura de la proteina restringe la
movilidad de su cadena lateral, mostrando un espectro de CD caracteristico en la region del
UV-cercano (250-300 nm) con intensidades mas bajas que se pueden sumar al espectro de UV-cercano
correspondiente a la estructura secundaria (Campos, 2022; Gomes & Faisca, 2019). Idealmente las
proteinas que son en su mayoria a-helicoidales tienen espectros intensos con una banda positiva a
190 nm y dos caidas con minimos en alrededor de 208 y 222 nm. Las proteinas con una estructura
regular de B-hoja (Tipo B-1: con cadenas largas y alineadas) exhiben bandas menos intensas con un
méaximo a 190 nm. Las proteinas con estructura aleatoria 'y de Tipo B-II (proteinas ricas en estructura
[ que contienen solo cadenas cortas que no estan alineadas) exhiben un espectro de CD similar, con
una banda negativa a 200 nm y casi ninguna banda positiva, en la Figura 9 se muestra un espectro de

CD ilustrando del comportamiento de las principales estructuras secundarias.
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Figura 9. Espectros caracteristicos de CD de estructuras secundarias en proteinas (Gomes & Faisca, 2019).



CAPITULO Il. JUSTIFICACION

La subunidad B1 de la Na*, K*-ATPasa de perro es una proteina de adhesion celular homotipica
en el epitelio. La base estructural de la interaccion B1-p1en trans solo se ha descrito por simulaciones
de dindmica y acoplamiento molecular, y se ha propuesto que la asociacion es a través de los residuos
198-207 y 221-229. Sin embargo, es necesario conocer la interfaz de interaccion de forma
experimental. A la fecha, estan disponibles en el PDB varias estructuras de rayos X
(Kanai et al., 2013, 2022; Laursen et al., 2013; Morth et al., 2007a; Toyoshima et al., 2011) y
Cryo-EM (Kanai et al., 2022) de la NKA de cerdo y de tiburdn de alta resolucion. A pesar de esto no
es posible observar dimeros B1- p1 en estos modelos. Estudios previos de nuestro laboratorio indican
que el dominio extracelular (EDf1) de la subunidad 1 es una estructura estable que permanece plegada
independientemente del resto de la NKA. Ademas, de demostrar que la version soluble del EDpB1
recombinante de células animales tiene propiedades adhesivas. Por lo tanto, es posible estudiar la
formacion de dimeros B1-B1. En este contexto, la produccion recombinante de proteinas de membrana
en E. coli puede conducir a la formacion de cuerpos de inclusion. Se han reportado varios protocolos
para la recuperacion de proteinas desde cuerpos de inclusién con caracteristicas bioldgicas y
estructurales similares a sus versiones nativas; por lo que la recuperacion del EDB1 desde IBs 'y el uso
de técnicas aplicadas para el estudio a nanoescala puede ser una alternativa para la obtencién de
proteina pura y estable que permitan la formacion de dimeros para su posterior andlisis a resolucion

atdmica y de esta forma corroborar la interfaz de interaccion propuesta.

32



CAPITULO IIl. HIPOTESIS

Para conocer el mecanismo de adhesion celular de la subunidad B1 de la NKA en las células
epiteliales, los dominios extracelulares de la subunidad B1 recuperados desde cuerpos de inclusion

formarén dimeros en solucién que sirven para estudios a resolucion atémica.
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CAPITULO IV. OBJETIVOS

4.1.  Objetivo general

Producir al dominio extracelular de la subunidad B1 recombinante de la Na*, K*-ATPasa con
caracteristicas estructurales y bioldgicas analogas a su version nativa que permita conocer la interfaz

de interaccion Pi-Pi.

4.1.1. Objetivos especificos

1. Expresar al EDPB: de la Na*, K*-ATPasa empleando Escherichia coli SoluBL21 y
Rosetta (DE3) como sistema de expresion.

2. Establecer un protocolo de purificacion para el EDB1 empleando técnicas cromatograficas con
la finalidad de obtenerlo en alta pureza y concentracion.

3. Evaluar mediante técnicas de caracterizacion y ensayos de interaccion Pi-f1 al EDp:1

recombinante para conocer si su estructura y funcion son anélogas a la version nativa.
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CAPITULO V. METODOLOGIA

La estrategia experimental desarrollada en este proyecto se dividié en cuatro etapas. En la
Figura 10 se muestra el esquema general, en la etapa 1 se obtuvieron los diferentes vectores de
expresion para el EDB1. La etapa 2 se centrd en establecer la estrategia de purificacion del ED1
recombinante para obtenerlo en alta concentracién, de forma soluble y estable. En la etapa 3 se
caracterizd el radio hidrodindmico (rn) y la estructura secundaria de la proteina purificada mediante
analisis de dicroismo circular y espectroscopia Raman. Por ultimo, con la finalidad de demostrar que
el EDp1 obtenido tenia una funcion biologica analoga a la proteina nativa de las células epiteliales del

rifidn de perro, en la etapa 4 se enfoco en realizar ensayos de interaccion B1-pi.

pRSET-EDf,

Raman >

Obtencion de los ’ Caracterizacién |
vectores de expresion . |
para el ED,
: Etapa 2 : Etapa 4
Etapa 1 | Etapa 3 ; I
i Purificacion y Bl Ensayoiside
replegamiento del interaccion
l ED, | bioldgica f3;-B,
N
®e B
o  Bhi= 237
I — A S °
NAAN pllCe & N p
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Figura 10. Esquema general de la estrategia experimental.
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5.1. Etapa1l: Obtencion de los vectores de expresion

La secuencia que codifica para la subunidad 1 completa de la NKA de Canis lupus con
codones optimizados para E. coli se adquirié comercialmente dentro del vector pUC57 (pUC57-p1).
La optimizacion de codones fue realizada por la empresa GenScrip empleando el algoritmo
OptimumGene™. La secuencia de aminoécidos de referencia que se proporciond se consulté en la
base de datos UniProt (codigo ID: P06583) y en la base de datos del Nacional Center for
Biotechnology Information (codigo NCBI: NP_001003283.2) (Figura 11). El vector pUC57-B1 se
reconstituy0 en agua desionizada y estéril, en seguida se procedio a transformar células quimicamente
competentes E. coli Top10 (DH5a) por el método de choque térmico (ver Anexo 2). A continuacion,
se extrajo el ADN plasmidico de varias clonas (ver Anexo 3) y mediante corrimiento electroforético
en gel de agarosa se verifico la presencia del vector. Para obtener a los vectores de expresion se

siguieron dos métodos: clonacion IVA (In Vivo Assembly) y clonacion tradicional.
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Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la subunidad 1. La flecha verde indica el inicio del dominio extracelular.

5.1.1. Clonacion IVA

Para el método de clonacion IVA (Garcia-Nafria et al., 2016), primero se disefiaron primers
para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) del EDp: (inserto)
y del vector pRSET, los cuales se disefiaron en el software SnapGene Viewer. En la Figura 12 se
esquematiza la estrategia para el disefio de primers (Forward y Reverse) y en la Tabla 4 se enlistan

cada uno de ellos. Una consideracion importante es que los primers que amplifican al vector deben
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de incluir ademas de la secuencia que se une al ADN molde una pequefia secuencia del inserto (11 y
12, Figura 12), para el caso del inserto deben de incluir una pequefia secuencia del vector (V1y V2,

Figura 12), estas pequefias secuencias se introdujeron en el extremo 5.
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Figura 12. Esquema del diserio de primers Forward y Reverse usados en la PCR del vector pRSET e EDJ31 siguiendo el

método de clonacion IVA.

Tabla 4. Secuencia de nucledtidos de los primers empleados en la PCR para el vector pRSET y el EDf1

Clave Secuencia de nucleétidos
EDp:-Forward 5" CAGGGTGGATCCGAGTTCAAACCG 3
EDp1-Reverse 5 CAAGCTTTTAGCTTTTAACCTC 3’

pRSET-Forward 5" AAGCTAAAAGCTTGATCCGGCTG 3°
pRSET-Reverse 5" GGTTTGAACTCGGATCCACCCTGGAAG 3’

Las reacciones de PCR se prepararon siguiendo el protocolo indicado por el fabricante para la
enzima Phusion High-Fidelity DNA polymerase. La concentracion de ADN molde (pRSET o
pUC57-ED:1) se varié de 1-10 ng/rxn, también se omitio el uso de dimetilsulféxido (DMSO). Tal
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como lo indica el fabricante, las reacciones se incubaron en un termociclador y se programé un
gradiente de temperatura de 50, 53.8, 65.9 y 70 °C en el paso de alineamiento con la finalidad de
encontrar la Tm (melting temperatura) éptima de hibridacién. Los fragmentos amplificados se trataron
con la enzima Dpnl para digerir el ADN molde; para un amplificado de alrededor de 45 pL se
adicionaron 5 pL de 10X NEBuffer y la enzima siguiendo la relacion de 1 pL:1 pg (Dpnl:ADN).

La digestion se incubd durante 30 min a 37 °C y se inactivo incubando a 80 °C durante 20 min.

Para subclonar el EDB1 en el vector pRSET, como ya se menciono se siguio el método de
clonacion IVA, el cual se basa en el In Vivo Assembly de fragmentos de ADN (vector e inserto) guiados
por regiones flanqueantes homdlogas cortas (Figura 12) que se fusionan mediante recombinacion,
este proceso es llevado a cabo por E. coli (Figura 13), aunque el mecanismo exacto aun se desconoce
(Garcia-Nafria et al., 2016). El procedimiento consistié en transformar células quimicamente
competentes E. coli TOP10 (DH5a) (Anexo 2) con la mezcla de fragmentos de ADN amplificados
por PCR (pRSET y el EDp:) y tratados con la enzima Dpnl en relaciones de 1:1, 1:2 y 1:5
(ng de vector: ng de inserto), las bacterias transformadas que ensamblaron los fragmentos de ADN

fueron las que crecieron en las placas con agar LB suplementado con ampicilina.
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Figura 13. Esquema del In Vivo Assembly llevado a cabo por E. coli TOP10 (DH5a,).
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El vector pRSET-EDp: codifica en el extremo N-terminal una etiqueta de 6 histidina (6xHis),
seguido de un dominio de la lipoamino oxidasa, un sitio de reconocimiento para la proteasa del virus
del grabado del tabaco (TEV), el sitio de restriccion BamHI y el EDB: (Figura 14). Para evaluar la
correcta insercion del EDP1 dentro del vector de expresion después de la extraccion del ADN
(Anexo 2) de varias clonas, se realizaron dos reacciones de doble restriccion, la primera con las
enzimas BamHI y Hindlll, y la segunda con Xbal y Hindlll. Posteriormente mediante secuenciacion
se corrobord la correcta orientacion del inserto. Todas las enzimas de restriccion utilizados fueron de

la marca New England BioLabs.

1092 pb

) 732 pb

Xbal 6xHis BamH1 HindI1
! t
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u oxidasa EDB,
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SiticTEV

Figura 14. Mapa del EDfy subclonado en el vector pRSET por el método de clonacién IVA. El EDp1 esta flanqueado

entre los sitios de restriccion en BamHI y HindllIl.

5.1.2. Clonacion tradicional

Para el método de clonacidn tradicional, el vector pUC57-B1 se transformé en células quimicamente
competentes E. coli Machl T1 (DHS5a). Posteriormente se extrajo el ADN plasmidico con el kit comercial
QIAGEN Plasmid Kits (QIAGEN, EE. UU), siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Para la PCR
del EDp; se usaron primers que incluyeron los sitios de restriccion en el extremo 5' Ncol y 3' Xhol (Tabla 5),
se empleé como molde el vector pUC57-B; y a la Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen). Para preparar
las reacciones y el protocolo de amplificacion se siguid tal cual las indicaciones del fabricante, incluyendo una
concentracion del ADN molde de 100-300 ng/rxn. De igual forma en el paso de amplificacion se programé un
gradiente de temperatura (50, 53.8, 65.9 y 70 °C) para encontrar la Tm de hibridacién adecuada. EI amplificado
de PCR se cloné en el vector pCR8/GW/TOPO (pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit, Invitrogen), el cual
se asignd como pCR8-EDp:. Enseguida se transformé en E. coli Machl T1 (DH5a) y se extrajo el ADN con el
QIAGEN Plasmid Kits (QIAGEN, USA). El vector pCR8-ED; Yy los vectores de expresion del sistema pCri
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(pCri-1a, pCri-4a y pCri-8a) (Goulas et al., 2014) se sometieron a una reaccion de doble restriccion con las

enzimas Ncol y Xhol. Los productos de restriccion EDp1 y los vectores pCri vacios se purificaron en un gel de
agarosa al 1 % con el QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit (QIAGEN, USA). Los fragmentos de ADN purificados
se ligaron con la enzima T4 DNA Ligase (New England BioLabs) y se transformaron en E. coli Machl T1
(DH50a) (Anexo 1). Cada vector se etiquetdé como pCri-la-EDs1, pCri-4a-EDf1 y pCri-8a-EDp1. EI ADN de

diferentes clonas se extrajo y se analizd mediante ensayos de restriccion con las enzimas Ncol-Xhol y por

secuenciacion. Los mapas de cada uno de los vectores obtenidos se muestran en la Figura 15, Figura 16 y

Figura 17.

Tabla 5. Primers empleados en la PCR del EDf para la insercion en los vectores pCri.

Clave Secuencia de nucleotidos

Forward | 5° GCCATGGAGTTCAAACCGACCTATCAAGATCG ¥

Reverse | 5" CTCGAGTTAGCTTTTAACCTCAATCTTCACGTC 3
pCri-1a-EDf34
71.1 kDa
30.4 kDa -
6xHis Ncol 738 pb Xhol
| t 1
Promotor Proteina de unién a
OT'.? ’ || maltosa (MBP) EDE,
+
Operador
Lac pBs SitioTEV

Figura 15. Mapa del vector pCri-la-EDp, el cual incluye la proteina de unié a maltosa, el peso molecular teérica de la

proteina es de 71 kDa.
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pCri-4a-EDf,

42.4 kDa
30.4 kDa
Xbal | 6xHis Ncol 738 pb Xhol
t ot 1 t
Promotor Tiorredoxina
ED
T7 | (TRX) By
Operador
Lac pBs Sitio TEV

Figura 16. Mapa del vector pCri-4a-EDp1, el cual incluye la proteina tiorreduxina.

pCri-8a-EDf3

30.4 kDa
738 pb
Xbal 6xHis Ncol Xhol
t t t
Promotor
T7 EDB,
!
Operador
Lac pBS SitioTEV

Figura 17. Mapa del vector pCri-8a-EDp. El peso molecular del EDf1.

5.2.  Etapa 2: Purificacion y replegamiento del EDf:

Cabe mencionar que con las construcciones pRSET-EDf: (Anexo 3), pCri-4a-EDf:1 ¥y
pCri-8a-EDp: la proteina se expresé como IBs. Mientras que con el vector pCri-1la-EDp: la proteina
se expreso tanto en la fraccion soluble como en la insoluble. A continuacion, se describira la estrategia

experimental.
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5.2.1. Expresion del dominio extracelular de la subunidad p1

E. coli SoluBL21 (DE3) previamente transformada con el vector pPRSET-EDf1 se sembré en
20 mL de caldo LB con su antibidtico de seleccidn apropiado (Anexo 2), inmediatamente se incub6 a
37 °C con agitacion orbital constante (150 rpm) durante 12 h. Se inoculé 2 % (v/v) del cultivo anterior
en 0.5 L de caldo 2xYT (peptona 16 g/L, extracto de levadura 10 g/L, NaCl 5 g/L) suplementado con
ampicilina (50 pg/pL). El cultivo se mantuvo a 37 °C bajo agitacion constante (200 rpm) hasta
alcanzar una densidad dptica (D.O.s00nm) de 0.6-0.8. Para iniciar la expresion de la proteina al cultivo
E. coli SoluBL21 (DE3) se le adicionaron 0.5 L de 2xYT con su respectivo antibidtico a temperatura
ambiente, enseguida se adiciono isopropil -d-galactopiranosido (IPTG) y MgSO., ambos hasta una
concentracion final de 1 mM. El cultivo se incub6 a 37 °C durante 16 h con agitacion constante
(150 rpm). Es importante mencionar que las condiciones de expresion se determinaron previamente
mediante pruebas de expresion variando la temperatura de induccién y tiempo de cultivo, para mayor

detalle consultar el Anexo 4.

E. coli Rosetta (DE3) previamente transformada con pCri-1a-EDp1 0 pCri-8a-EDp1 (Anexo 1)
se sembr6 en 20 mL de caldo LB, siguiendo las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente.
Se empled 1 L de caldo 2xYT suplementado con kanamicina (50 mg/mL) y cloranfenicol (30 mg/mL)
el cual se inocul6 con 2 % (v/v) del cultivo del dia anterior y se dejo hasta que alcanzara una
D.0O.600nm de 0.8. Enseguida los cultivos se enfriaron en bafio de hielo, para después adicionarles IPTG
(1 mM de concentracidn final) y llevarlos a incubacion durante 16 h a 20 °C con agitacion contrastante
(150 rpm). Las células se concentraron al finalizar su tiempo de incubacion por centrifugaron a

5053 x g durante 35 min, el sobrenadante se descartd y la biomasa se almacend a -80 °C.

5.2.2. Replegamiento en Ni?*-IMAC del EDp:

La biomasa (~2 g) previamente almacenada (E. coli SoluBL21 (DE3) / pRSET-EDp1) se
resuspendio en buffer de lisis celular (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, PMFS 1 mM,
clorhidrato de benzamidinal mMy DTT 1 mM) y se coloco en un bafio de hielo, enseguida se sometio
a sonicacion usando un homogeneizador ultrasénico (500 Watt Cold Palmer, USA) con una amplitud
del 50 %. Cada ciclo se realizé alternando 5 s de ultrasonido y 30 s de descanso hasta completar

48 ciclos. Enseguida el lisado celular (fraccion total) se centrifugé 3260 x g durante 10 min a 4 °C.
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La pastilla que contenia los cuerpos de inclusion se lavo cinco veces suspendiendo en 10 mL de una
solucion de Triton-100 al 2 % y EDTA 1 mM, y un lavado final con NaCl 25 mM y Tris 10 mM pH
8.0. Entre cada lavado se homogeniz6 con vortex y se centrifugé a 3260 x g durante 10 min a 4 °C.
Los IBs se solubilizaron en urea 8 M y Tris 8 mM pH 8.0 con agitacion vigorosa (150 rpm) durante

12 h a temperatura ambiente.

Los IBs solubilizados (sobrenadante) se centrifugaron a 164, 685 x g, 30 min a 4 °C.
Enseguida, el sobrenadante se filtro a través de una membrana de 0.22 um (Millipore, USA) y para
continuar con el replegamiento se aplico este sobrenadante a una columna de Ni?*-IMAC (5 mL,
HisTrap HP, Cytiva, USA) previamente equilibrada con urea 8 M en el FPLC (AKTApure 25, Cytiva,
USA). Después de cargar la muestra, la columna se lavo con 3 CV (volumen de columna) de urea.
Posteriormente, mediante un gradiente lineal (urea 8-0 M) con 5 CV de buffer I (Tris 1700 mM pH 8.0,
L-arginina 400 mM, glutation reducido (GSH) 5 mM, glutation oxidado (GSSG) 0.4 mM, glicerol
5 %) con un flujo de 1 mL/min, cuando se alcanzd una concentracion de 0 M de urea se continu6 con
el replegamiento pasando 3 CV de buffer 1. Por altimo, se eluy0 la proteina con un gradiente lineal
(imidazol 0-250 mM) con buffer Il (Tris 100 mM pH 8.0, L-arginina 400 mM, GSH 5 mM,
GSSG 0.4 mM, glicerol 5 %, imidazol 250 mM). Para encontrar las mejores condiciones de union de
los IBs solubilizados a la columna de Ni?*-IMAC se realizaron modificaciones en el buffer 1 y II, las
cuales fueron la concentracion de L-arginina y de GSH/GSSG. Se realizaron geles SDS-PAGE
(Anexo 5) para analizar las fracciones recolectadas. Dado que con el vector pRSET el EDp1 se expresé
unido a la lipoamino oxidasa, se realizaron pruebas de escision con la enzima TEV. Después de la
cromatografia Ni2*-IMAC las fracciones que contenian a la proteina de interés se cargaron en una
columna de desalinizacion HiPrep 26/10 (Cytiva, USA) previamente equilibrada con buffer I.
La proteina se eluyo con 1 CV. Posteriormente la proteina se sometio a protedlisis agregando la

enzima TEV en unarelacion de 100:1 (EDB1: TEV), enseguida se incubd a 4 °C durante toda la noche.

5.2.3. Replegamiento del EDf1por SEC

Aproximadamente 5g (peso humedo) de biomasa de E. coli Rosetta (DE3) / pCri-8a-EDp:1 se
resuspendio en buffer de lisis (Tris 20 mM pH 8.5, NaCl 100 mM, PMSF 1 mM, clorhidrato de

benzamidinal mM y DTT 1 mM) y se coloco en un bafio de hielo, enseguida las células se lisaron
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por sonicacion usando un homogeneizador ultrasonico (500 Watt Cold Palmer, USA) programando
una amplitud al 40 %. EI programa consto de 48 ciclos, cada ciclo alternaba 5 s de ultrasonido y 30 s
de descanso. Para separar los IBs de la fraccion soluble el lisado celular se centrifugd a 33 349 x g

durante 20 mina 4 °C.

El EDB: se purificd desde IBs siguiendo la metodologia reportada por de la Cruz et al.
(de la Cruz et al., 2019) con algunas modificaciones para adaptar este método a la proteina de este
proyecto, las cuales se describen a continuacion. Los IBs se lavaron dos veces en soluciones mediante
homogeneizacién de alto cizallamiento empleando el equipo ULTRA-TURRAX T18
(IKA, Alemania) en el siguiente orden: solucion de lavado 1 (Tris 20 mM pH 8,5, NaCl 500 mM,
Triton X-100 al 2 % y urea 2 M), solucién de lavado 2 (Tris 20 mM pH 8.5, DTT 1 mM y clorhidrato
de guanidina 1 M), solucién de lavado 3 (Tris 20 mM pH 8.5, DTT 1 mM y Triton X-100 al 1 %) y
finalmente la solucion de lavado 4 (Tris 20 mM pH 8.5). En cada lavado, los IBs se suspendieron en
la solucion correspondiente mediante un ciclo de 14, 000 rpm durante 1 min del homogeneizador.
Una vez suspendida, la fraccion insoluble se recuperd centrifugando a 3260 x g durante 10 min a
4 °C. Los IBs se solubilizaron en buffer A (Tris 20 mM pH 8.5, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, DTT

1 mM y urea 8 M) y se incubaron durante 16 h en agitacion orbital constante de 150 rpm a 20 °C.

Los cuerpos de inclusion solubilizados (sobrenadante) se recuperaron mediante centrifugacion
a 164, 685 x g, durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de 0.22 pm
(Millipore, USA) y se aplicd a la columna de Ni?*-IMAC previamente equilibrada con el buffer A en
el FPLC. Después de cargar la muestra, la columna se lavo con 7 CV de buffer A para eliminar las
proteinas no unidas. Posteriormente, la proteina se eluyd mediante un gradiente lineal
(imidazol 20-500 mM) con buffer B (Tris 20 mM pH 8.5, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM,
DTT 1 mM y urea 8 M) con 7 CV. Todo se trabajo a un flujo de 2 ml/min. Se realizaron geles

SDS-PAGE para analizar las fracciones recolectadas.

El replegamiento del EDp; se realizo en cromatografia de exclusion por tamario utilizando la
columna Superdex 75 Increase 10/300 GL (Cytiva, USA), ya que esta columna es recomendada para
el analisis de proteinas con pesos moleculares entre 30 y 70 kDa. La columna se equilibr6 con 1.2 CV
de buffer de replegamiento (Tris 20 mM pH 8.5, NaCl 100 mM, glicerol al 5 %, GSSG 5 mM,
GSH 1 mM, L-arginina 400 mM y PMSF 1 mM), el procedimiento requirié de un gradiente lineal de

0.2 CV de urea 0-8 M antes de la inyeccion de la muestra. Para cada operacion de replegamiento, se
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aplico a la columna 1 ml de la muestra obtenida en el paso de purificacion anterior. La proteina se
eluyo con 1.2 CV de buffer de replegamiento. La concentracion de la proteina replegada se determino
mediante el ensayo de proteinas de Bradford (Bio-Rad, USA).

5.1.4 Anélisis de Western blot

Las proteinas resueltas en los geles de SDS-PAGE del replegamiento en SEC (Anexo 4) se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Hybond-P, GE Healthcare) en
buffer Towbin (Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20 %) utilizando una cdmara de
transferencia semiseca a 25 V durante 40 min. Las membranas con las proteinas transferidas fueron
bloqueadas con 5 % de leche descremada y 3 % de seroalbimina bovina (BSA) en buffer TBS-Tween
(Tris 10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, Tween-20 0.2 %) durante 1 h a temperatura ambiente y con
agitacion suave. Enseguida las proteinas de interés se detectaron con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-histidina (Bethyl Laboratories, USA) o con el anticuerpo monoclonal de raton anti-
subunidad 3 de la NKA de perro (MA3-930, Invitrogen, USA) disueltos en TBS-Tween suplementado
con leche y BSA, esto se incubd durante toda la noche a 4 °C con agitacion suave. Para continuar, las
membranas se lavaron 10 veces con TBS-Tween. Los anticuerpos secundarios conjugados con enzima
peroxidasa (Zymed Laboratories, USA) se adicionaron e incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente, tanto el anticuerpo primario como el secundario fueron de la misma especie. Enseguida las
membranas se lavaron 15 veces con TBS-Tween. Para finalizar las proteinas se detectaron con
qguimioluminiscencia adicionando el reactivo de deteccion de Western blotting Amersham™ ECL
Select (Cytiva, USA).

5.3. Etapa 3: Caracterizacion fisicoquimica del EDp:

5.3.1. Calibracion de la columna Superdex 75

La columna SEC se calibré empleando estandares de proteina del Gel Filtration Calibration
kit LMW (Cytiva, USA). Las proteinas estandar se prepararon de acuerdo con las indicaciones del
fabricante y se aplicaron a la columna Superdex 75 Increase. Para determinar el volumen vacio (Vo)
de la columna se considerd el perfil de elucion del azul dextrano 200. Posteriormente se determino el
volumen de elucion (Ve) para los estandares (conalbimina, ovoalblmina, anhidrasa carbénica,

rinonucleasa A y aprotinina) considerando la altura méxima de los picos de cada proteina. Enseguida
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se elaboré la curva de calibracién calculando los valores del coeficiente de distribucion (Kay) con la

siguiente ecuacion 1:

v, -V, 1)

Donde V. = volumen geométrico de la columna, que para el caso de la Superdex 75 es de
24 mL. Los valores Ka se graficaron versus el logaritmico del peso molecular de las proteinas
estandar. Posteriormente para complementar se calculd el radio Stoke (Rs) a partir de la ecuacion

2 para una proteina globular en su estado nativo (Permyakov et al., 2003).

log log (Rg) = —(0.204 + 0.023) + (0.357 + 0.005) log (MW) )

5.3.2. Microscopia de fuerza atomica

Los IBs de EDp1 dispersos en la solucion de lavado 4 se analizaron por AFM, para ello se
colocaron 5 pL de muestra sobre un sustrato de mica y se secé durante 15 min con flujo de aire a
temperatura ambiente. La muestra se enjuago tres veces con 5 pL de agua desionizada filtrada y estéril.
Para ultimo, se dejo secar por 15 min con flujo de aire a temperatura ambiente, inmediatamente se
hicieron las mediciones en el equipo AFM-Raman NTEGRA SPECTRA (NT-MDT, Moscu, Rusia)

utilizando una punta en modo semi-contacto.

5.3.3. Dispersion de luz dinamica

Las mediciones del radio hidrodinamico (rn) se realizaron sobre los IBs solubilizados vy el
EDp: replegado. La proteina replegada se cambi6 de buffer de replegamiento a PBS en una columna

de cromatografia de desalinizacion HisTrap de 5 ml (Cytiva, USA). Las mediciones se realizaron en
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el equipo Zetasizer Nano ZSP con un laser rojo de 632.8 nm a 10 mW (Microtrac, USA) manejando
una concentracion de 0.5 mg/mL de proteina. Se emple6 un volumen de muestra de 500 pL y una
celda de poliestireno desechable.

5.3.4. Espectroscopia de dicroismo circular

Para analizar la estructura secundaria en el ED; se realizaron mediciones de CD. Las muestras
en PBS se analizaron en un espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Inc., Easton, MD) equipado con
un soporte de celdas tipo Peltier PFD-425S para control de temperatura y agitacion magnética.
Los espectros de CD se registraron de 200 a 250 nm utilizando una celda de 0.1 cm de longitud de
trayectoria. El contenido de la estructura secundaria se estimo a partir de los datos de CD usando
BESTSEL (Micsonai et al., 2021).

5.3.5. Espectroscopia Raman

Finalmente se utilizd espectroscopia Raman para detectar cambios estructurales en EDf1
mediante el seguimiento de los diferentes modos vibracionales de la proteina. Para este analisis se
utilizé un sistema Micro Raman con una microscopia BX40 Olympus (Horiba, USA), un laser rojo
de estado sélido a 632 nm. Para la preparacion de la muestra, la proteina (0.1 mg/mL) en buffer Ay
en buffer de replegado se colocé por separado sobre una pelicula de aluminio para su analisis.
Los analisis se realizaron a temperatura ambiente escaneando en un rango de 1500-2000 cm™ con una
velocidad de escaneo de 10 nm/min y un tiempo de adquisicion de 60 s. El espectro de datos fue

suavizado con 5 puntos con el método Savitzky-Golay en el software Origin.

5.4. Etapa 4: Ensayo de interaccion Bi1-p1

En esta etapa se utilizo la proteina con (6xHisPy1) y sin la etiqueta de His (1) para un ensayo
de interaccion entre subunidades. Primero, la etiqueta de histidina se eliminé con la proteasa TEV de
la proteina replegado. La reaccion se llevd a cabo en buffer de replegamiento a 4 °C durante

aproximadamente 10 h. Posteriormente, para separar la etiqueta de histidinas de la proteina de interés
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se realizo un paso en Ni>*-IMAC, con un procedimiento similar al descrito anteriormente, utilizando
buffer Al (Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 500 mM, PMSF1 mM, benzamidina 2 mM, imidazol 20 mM,
DTT 1 mM) y buffer B1 (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 2 mM,
imidazol 500 mM, DTT 1 mM). El siguiente paso fue mezclar el EDB1 con y sin la etiqueta de
histidinas en proporcion 1:1 (6xHisP1-B1) en un buffer que contenia Tris 50 mM pH 7.5, NaCl
100 mM, PMSF 1 mM y benzamidina 2 mM. La concentracion final fue de 0.4 mg/mL. La mezcla se
incubé a 4 °C con agitacion suave durante 30 min. La muestra final se aplico a una columna
Ni2*-IMAC utilizando los buffers A1 y B1 sin DTT. Por separado, se realizaron cromatografias
independientes con las versiones 6xHisp:1 y P1 como controles. Para analizar las fracciones

recolectadas se realizaron geles de SDS-PAGE y Western blot.
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CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se obtuvieron en total cuatro vectores para expresar al EDB1 recombinante con
la finalidad de producirlo en alta concentracion y pureza, con caracteristicas estructurales y bioldgicas
similares a la proteina nativa de las células epiteliales de rifion de perro, para posteriormente
comprobar a nivel atdmico la interfaz de interaccion entre dos subunidades 1. Anteriormente, la NKA
de cerdo se ha expresado en Pichia pastoris y en Saccharomyces cerevisiae para estudios
estructurales/funcionales (Cohen et al., 2005; Kolb et al., 2011). Ademas, existe un trabajo previo que
describe la expresion de tres fragmentos del C-terminal de la subunidad f1 humana en E. coli BL21
(DE3), los cuales fueron resistentes a la escision proteolitica (Bab-Dinitz et al., 2009). Al igual que
ocurrid con la expresion de los fragmentos mencionados, el dominio extracelular de la subunidad 1

de la NKA de perro de este trabajo se expresé como IBs.

En la etapa 1, por el método de clonacién IVA se obtuvo al vector pPRSET-EDp1, pero con esta
construccion solo se lleg6 a la etapa 2 (seccion 6.1.1.), dado que los resultados obtenidos no fueron
los deseables para producir y purificar a la proteina de interés. Por el método de clonacion tradicional
se obtuvieron tres construcciones con clave pCri-1a-EDf1, pCri-4a-EDp1 y pCri-8a-EDp1. Se descarto
la proteina unida a la TRX (Cri-4a-EDf1) dado que se expresé como IBs. Con el vector pCri-1a-EDp:1
la proteina se encontré en la fraccion soluble e insoluble. Cuando el EDp1 se expreso con el plasmido
pCri-8a la proteina se encontro en la fraccion insoluble en forma de IBs, a partir de aqui se precedio

a la etapa 2, 3y 4. A continuacion, se describe a mayor detalle los resultados obtenidos.
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6.1.  Vectores de expresion

6.1.1. Vector pRSET-EDp:

Mediante clonacion IVA se obtuvo al vector pRSET-EDz, este método inicialmente consistio
en obtener por PCR el vector pRSET y el inserto (gen de interés). En la Figura 18A y 18B se muestran
los geles de agarosa correspondientes a los amplificados, el inserto de 745 pares de bases (pb) vy el
PRSET de 3096 pb, sus Tm de hibridacion fueron de 50 °C y 70 °C, respectivamente. La relacion
molar 1:2 (323.5 ng vector:625.6 ng inserto) fue la mas adecuada para que E. coli ensamblara mediante
recombinacion homdloga los fragmentos de ADN, esto acorde con los ensayos de doble restriccion
(Figura 19A y 19B). El gel de agarosa de la Figura 19A corresponde al ensayo de doble restriccion
al que sometio el vector pRSET-EDp: con las enzimas BamHI y Hindlll que flanquean a la secuencia
del EDB1. En este gel se apreciaron dos bandas de 3072 y 732 pb aproximadamente. Para corroborar
aun maés la correcta orientacion del inserto en el vector se usaron las enzimas Xbal y Hindlll
(Figura 19B) y se observaron dos bandas alrededor de 2712 y1092 pb. En ambos ensayos de
restriccion los pesos de los fragmentos corresponden con los tamafios tedricos (ver secciéon 5.1.1).
La secuencia del marco de lectura se corroboro por secuenciacion empleando los primers T7-promotor
y CIFS1, en la Figura 20 se muestra el alineamiento multiple realizado en Clustal W 2.0 con los datos

de los cromatogramas de secuenciacion y la secuencia.

A) B)
(pb) MP_1 (pb) MP 1
40005 5000
4000—
1500 — h
2000
1000 — 1500
8007w [«745 pb
800 |
500 800
400 500

Figura 18. Geles de agarosa al 0.8 % de los productos de PCR empleados para la clonacion IVA. A) Gel del EDp1
(carril 1) y B) Gel del vector de expresion (carril 1). El carril MP corresponde al estdndar de peso molecular de ADN

indicado en pares de bases (pb).
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Figura 19. Analisis de la construccion pRSET-EDp1. A) gel de agarosa al 0.8 % del ensayo de restriccion utilizando las

enzimas BamHI y Hindlll, los fragmentos resultantes fueron de 3072y 732 pb (carril 1). B) doble restriccién usando las

enzimas Xbal y HindlIll, se observan dos fragmentos de 2712 y 1092 pb (carril 1). El carril MP es el marcador de peso

de ADN en ambos geles.
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CLUSTAL W 2.0 Multiple sequence alignment

PRSET-EDBL I . GACCACAACGGT TTCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTTTAAGARGG 70
T7-promotor 70
CIFS1 70
PRSET-EDB1 AGATATACATATG] 140
T7-promotor  AGATATACATATGCACCACCACCACCACCACAGCGGCGCTTTTGAATTTAAGCTGCCGGACATTGGCGAA 140
CIFS1 - s 140

PREET-ENE.  GOCATCCACGAAGGTGARATIGICAAATGGTTIGTGARACCGGGCGATGAAGTGAACGRAGACGATTAT 210
T7 —promo tor GGCATCCACGAAGGTGARATTGTCAAATGGT TTGT GAAACCGGGCGATGAAGTGAACGAAGACGATGTAT 210
CIFS1 S 210

PRSET-EDBL TGTCCCAAGTCCARRATGACAAGGCGETTGICGAAATTCCCTCCCCGGTCARAGGGARRGTCCTTCARAT 280
T7-promotor  TGTGCGAAGTGCAAAATGACAAGGCGGTTGTCGAAATTCCCTCCCCGGTCAAAGGGAAAGTGCTTGAAAT 280

CIFSl ~ —=mmmmmmmmmmeo e 280
PRSET-ED?1 350
T7-promotor  CCTCGICCCGGAGGGAACAGTGGCAACGGTCGGGCAAACGCTCATCACGCTCGATGCGCCGGGTTATGAA 350
CIFS1 ~  ==mmmmmmmmmemeo e e 350

pReET-mopl  ANCHIGACGACESGEAGEaACACeSCC RN o o> CGAGTICARACGGACEE 420
T7-promotor AACATGACGACCGGCAGCGACACCGGCGAAAACCTGTACTTCCAGGGTGGATCCGAGTTCAAACCGACCT 420

CIFS1 420
PRSET-ED?1 ATCAAGATCGTGTTGCTCCGCCGGGTCTGACCCAAATCCCGCAGATT CARAAGACCGARATCAGCTTTCG 490
T7-promotor ATCAAGATCGTGTTGCTCCGCCGGGTCTGACCCAAATCCCGCAGATT CAAAAGACCGARATCAGCTTTCG 490
CIFS1 = =  —mmmmm oo e 4390
PRSET-EDB1 TCCGAACGACCCGAAAAGCTACGAGGAATATGTGCGTAACATTGTTCGTTTTCTGGAGAAGTATAAAGAT 560
T7-promotor TCCGAACGACCCGAAAAGCTACGAGGARTATGTGCGTAACATTGTTCGTTTTCTGGAGAAGTATARAGAT 560
CIFSl 560
PRSET-EDB1 AGCGCGCAAAAGGACGAAATGATCTTCGAGGAT TGCGGTAACATGCCGAGCGAGATTARAGAACGTGETG 630
T7-promotor  AGCGCGCAARAGGACGAAATGATCTTCGAGGATTGCGGTAACATGCCGAGCGAGATTAAAGAACGTGGTG 630
CIFSl =~ mmmmmmm e TGCCGAGCGAGATTAAAGAACGTGGTG 630
ARKK AR KKK RRRRRRARK AR XA AAR
PRSET-EDB1 AGTTTAACAACGAACGTGGCGAGCGT, T GTTTCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCAGCGG 700
T7-promotor AGTTTAACAACGAACGTGGCGAGCGTAAGGTTTGCCGTTTCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCAGCGG 700
CIFS1 AGTTTAACAACGAACGTGGCGAGCGTAARGGT TTGCCGTT TCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCAGCGG 700
B e
PRSET-EDB1 TATCAACGATGAGACCTACGGCTATCGTGACGGCAAGCCGTGCGTGCTGATTARACTGAACCGTGTTCTG 770
T7-promotor TATCAACGATGAGACCTACGGCTATCGTGACGGCAAGCCGTGCGTGCTGAT TAAACTGAACCGTGTTCTG 770
CIFS1 TATCAACGATGAGACCTACGGCTATCGTGACGGCAAGCCGTGCGTGCTGATTAAARCTGAACCGTGTTCTG 770
KKK R AR R AR R AR KRR R AR A AR A KRR A KRR AR AR R A A KK AR R KRR A KRR AR AR AAR
PRSET-EDB1 GGTTTTAAGCCGAAACCGCCGAAGAACGAAAGCC CC TATGAAA AACC TATG 840
T7-promotor GGTTTTAAGCCGARACCGCCGAAGAACGAARAGCCT GGAGGCGTACCCGGTTATGRAATACAACCCGTATG 840
CIFS1 GGTTTTAAGCCGAAACCGCCGAAGAACGAAAGCCTGGAGGCGTACCCGGTTATGAAATACAACCCGTATG 840
KA KK AR AR A A KA A K AR R KA T AR AN AR AR AR KA A AR K AR KRR KA KAKK
PRSET-EDB1 TGCTGCCGGTTCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAGATAAAGACCGTAT CGGCAACGTGGAGTACTTCGG 910
T7-promotor TGCTGCCGGTTCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAGATAAAGACCGTATCGGCAACGTGGAGTACTTCGG 210
CIFS1 TGCTGCCGGTTCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAGATAARAGACCGTATCGGCARCGTGGAGTACTTCGG 910
B T T T T e
PRSET-EDB1 TCTGGGTGGCTATCCGGGCTTTCCGCTGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGC TGCT GCAGCCGAAATAC 980
T7-promotor TCTGGGTGGCTATCCGGGCTTTCCGCTGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGCTGCTGCAGCCGAAATAC 980
CIFS1 TCTGGGTGGCTATCCGGGCTTTCCGCTGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGCTGCTGCAGCCGARATAC 980
B R
PRSET-EDB1 CTGCAACCGCTGCTGGCGGTGCAATTCACCAACCTGACGAT GGACACCGAAATCCGTATTGAGTGCAAGG 1050
T7-promotor CTGCAACCGCTGCTGGCGGTGCAATTCACCAACCT GACGATGGACACCGAAATCCGTATTGAGTGCAAGG 1050
CIFS1 CTGCARCCGCTGCTGGCGGTGCAATTCACCAACCTGACGATGGACACCGARATCCGTATTGAGTGCAAGG 1050
KKK R A KK KKK R KRR R KR AR R AR AR AK KRR KRR KR AR KRR AR KK AR KA KRR AR KRR AR AR AR K AKR
PRSET-EDB1 CGTACGGCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAAAGATCGTTTCCAAGGCCGTTTTGACGTGAAGATTGAGGT 1120
T7-promotor CGTACGGCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAA s——— e 1120
CIFS1 CGTACGGCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAAAGAT CGTTTCCAAGGCCGTTTTGACGTGAAGATTGAGGT 1120
B
PRSET-EDB1 TAAAAGCTAAAAGCTTGATCCGGCTGCTAACAARGCCCGAAAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGCCACCGCT 1190
T7-promotor = 1190
CIFS1 TAAAAGCTAARAGCTTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGARAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCT 1190
PRSET-ZDBL  GAGCAATAACTAGCATA A COE OGN CCCC O E G 1247
T7-promotor -— 1247
CIFSl GAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG 1247

Figura 20. Alineamiento multiple con los datos de los cromatogramas de secuenciacion del vector pRSET-EDS: con
respecto a la secuencia teérica del vector, el sombreado color morado indica el inicio del promotor T7 iniciador y el T7
promotor terminador. EI sombreado color menta, magenta, naranja y el rosa claro corresponden el EDps, la etiqueta de

6xHis, la lipoamino oxidasasa y el sitio TEV, respectivamente.
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6.1.2. Vectores pCri-EDf1

El gen de la subunidad B1 del dominio extracelular correspondiente a los residuos 63-303 se
clono en los vectores pCri-1a, pCri-4a y pCri-8a. Primero se realizo la PCR del gen de interés como
ya se describid en la seccion 5.1.2. En la Figura 21A se muestra el gel de agarosa del amplificado de
738 pb, las Tm de hibridacién fueron de 50 °C (carril 1), 53.8 °C (carril 2), 65.9 °C (carril 3) y 70 °C
(carril 4). Para clonar en el vector pCR8/GW/TOPO se considerd el amplificado con una Tm de
65.9 °C, el cual se purificé previamente del gel de agarosa. La Figura 21B corresponde al ADN
plasmidico de varias clonas portadoras del pCR8-EDf:. Para continuar con la clonacion en los
vectores pCri se realizd una reaccion de doble restriccion con las enzimas Ncol y Xhol, las
Figuras 22A, 22B y 22C corresponden a estas reacciones para el vector pCR8-EDp1, pCri-8a,
pCri-la 'y pCri-4a. Los geles de agarosa fueron elaborados con pozos de mayor tamafio para mejorar
la apreciacion de las bandas y facilitar su extraccion de ADN. A partir de estos geles se purifico el
EDp1 y los tres vectores del sistema pCri con un kit de purificacion. Las bandas del pCR8 y de la
proteina fluorescente amarilla mejorada (EYFP, por sus siglas en inglés) se descartaron. Después de
la ligacion entre el gen y los vectores se analiz6 el ADN plasmidico, en la Figura 23A se muestra el
gel de agarosa de los vectores pCri-1la-EDp1, pCri-4a-EDp1 y pCri-8a-EDp:1 de aproximadamente
7925, 7125 y 6825 pb, respectivamente. Para confirmar la correcta insercion del gen se llevaron a
cabo reacciones de restriccién, la Figura 23B corresponde a estas reacciones y se observan los
productos obtenidos de 725 pb para el EDp1. Para terminar de comprobar la correcta insercion, se
secuenciaron los vectores usando los primers VI, VII'y el promotor T7. La Figura 24 corresponde al
alineamiento representativo realizado en Clustal W 2.0 con los datos de los cromatogramas de
secuenciacion desde una parte de la secuencia de la MBP hasta el ED1. En la Figura 25 se muestra
el alineamiento de los datos obtenidos de la secuenciacion del vector pCri-8a- EDf1 desde el sitio de

union a ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés) hasta el EDp:.
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Figura 21. Geles de agarosa al 0.8 % del amplificado por PCR y ADN plasmidico. A) Gel del gen, el carril 1, 2,3y 4
corresponde a una Tm de 50, 53.8, 65.9 y 70 °C, respectivamente. B) gel del vector pCR8-EDp; de diferentes clonas
(carriles 1-5). El carril MP es el marcado de peso molecular en pares de bases (pb).

A) B) 0
(pb) MP 1 1 MP (pb) 2 (pb) MP 1
l J l \ pCri-8a 2 pCri-la pCri-da
D ) —
4000 f - -y
2000~ \wet/ 2000
1650M ' \1650/ 1650 —{wss
1000—& EYFP o EYFP 1000 {5 EYFP
830+ o — 6501 S
650 - -
SOO—E poe 500
300" 300
100

Figura 22. Geles de agarosa al 0.8 % de las reacciones de restriccion con las enzimas Ncol y Xhol. A) Gel de la reaccion
del vector pCR8-EDp1. B) Gel de la reaccion del pCri-8a- EDpS1 y pCri-la- EDf1. C) Gel del vector pCri-4a- EDph.
En todos los casos se etiquetan los dos fragmentos resultantes y el marcado de peso molecular (MP) en pb.
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Figura 23. Reaccion de doble restriccion de las vectores obtenidos con el sistema pCri usando las enzimas Ncol y Xhol.
A) gel de agarosa al 1 % de los vectores; carril 1: pCri-1la-EDpx; carril 2: pCri-4a-EDp1; carril 3: pCri-8a-EDf:. B) gel
de agarosa al 1 % de las reacciones de doble restriccion: carril 1: producto de la reaccion de restriccion de la

construccion pCri-la-EDps; carril 2: productos obtenidos de la reaccion del vector pCri-4a-EDp1 y carril 3: productos
de la restriccion del pCri-la-EDp:.
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CLUSTAL 2.1 Multiple sequence alignment
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VII
VI
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VII
VI
pCrilaEDBRl

VII
VI
pCrilaEDf1

VII
VI
pCrilaEDBl

VII
VI
pCrilaEDB1l

AATATGTGCGTAACATTGTTCGTTTTCTGGAGAAGTATAAAGATAGCGCGCAARAGGACG

AAATGATCTTCGAGGAT TGCGGTAACATGCCGAGCGAGATTAAAGAACGTGGTGAGTTTA
CGAGCGAGATTAAAGAACGTGGTGAGTTTA

Y

»* -

EEEE T

ACAACGARCGTGGCGAGCGTAAGGTTTGCCGTTTCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCA
ACAACGAACGTGGCGAGCGTAAGGTTTGCCGTTTCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCA

GCGGTATCAACGATGAGACCTACGGCTATCGTGACGGCAAGCCGTGCGTGCTGATTAAAC
GCGGTATCAACGATGAGACCTALubL1A1LuluACGGCAAbLLbLuLuxuLquTTAAAC

FkE kA kAR kA AR AR AR RA AR AR AR AR AR AT AR AR AT A F AT ER AT RE AT RERE AR AT T T

TGAACCGTGTTCTGGGT TTTAAGCCGAAACCGCCGAAGAACGAAAGCCTGGAGGCGTACC
TGAACCGTGTTCTGGGT TTTAAGCCGAAACCGCCGAAGAACGAAAGC AGGCGTACC

B

CGGTTATGAAATACAACCCGTATGTGCTGCCGGTTCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAG
CGGTTATGAAATACAACCCGTATGTGCTGCCGGTTCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAG

S S S S S S S S S S S S S S A O S S R s

ATAAAGACCGTATCGGCAACGTGGAGTACTTCGGTCTGGGTGGCTATCCGGGCTTTCCGC
ATAAAGACCGTATCGGCAACGTGGRGTACTTCGGTCTGGGTGGCTA CGGGCTTTCCGC

PR AR R RARRRARRRRRRR AR RRRR AR RARRRARR AR RRARAARRARRRR AR RS

TGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGCTGCTGCAGCCGAAATACCTGCAACCGCTGCTGG
TGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGCTGCTGCAGCCGAAATACCTGCAACCGCTGCTGG

e T L L T T L T

CGGTGCAATTCACCAACCTGACGATGGACACCGAAATCCGTATTGAGTGCAAGGCGTACG
CGGTGCAATTCACCAACCTGACGATGGACACCGAAATCCGTATTGAGTGCAAGGCGTACG

AR AR AR AR AR RN AR AR AR AR RE AR AR AR AR RS AR AR AR IR AR R R RN R Rk

GCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAAAGATCGTTTCCAAGGCCGTTTTGACGTGAAGATTG
GCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAAAGATCGTTTCCAAGGCCGTTTTGACGTGAAGATTG

AGGTTAAAAGCTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAG
BGGTTAARAGETARC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAG

CCCGAAA~-
CCCGARAAG

Figura 24. Alineamiento de los datos
de los cromatogramas de
secuenciacion del vector pCri-1la-EDp:
con respecto a la secuencia tedrica, se
muestra una parte de la secuencia de la
MBP en color lila. EI sombreado color
naranja indica el sitio TEV y en el color
rosa claro el EDf
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CLUSTAL 2.1 Multiple sequence alignment

pCri8aEDRl e - 1A TA TGGGCAGCAGK
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VI
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pCri8aEDRL

7

VI

pCri8aEDRL G : AACG GTTT2 [GGCGAGCGTA T
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VI --GAGATTAAAGAACGTGGTGAGTTTAACAACGAACGTGGCGAGCGTAAGGTTTGCCGTT
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T7 TCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCAGCGGTATCAACGATGAGACCTACGGCTATCGTG

Vi TCAAACTGGAATGGCTGGGCAACTGCAGCGGTAT CAACGATGAGACCTACGGCTATCGTG
Khkrhhkkrhkkk F ok kA kA kh kA Ak kr ok ok k Ak kA hhkk ko hkkkhkxhkkd *kk

pCri8aEDBL \AGCCGTGCGTGCTGATTARACTGAACCGTGTTCTGGGTTTTAAGCCGAAA

7 ACGGCAAGCCGTGCGTGCTGATTAAACTGAACCGTGTTCTGGGTTTTAAGCCGARACCGC

VI ACGGCAAGCCGTGCGTGCTGATTAAACTGAACCGTGTTCTGGGTTTTAAGCCGAAACCGC
khkhkhhkhkhdhkhhkrhhrdhhhd bk dhhhrdh bk r bk bk hd bk rd bk d b h kb b rhhhdhhk

pCri8aEDplL ‘GAAGRACGRA [GEAGGCGT. GGT ATACAACCCGTATGTGCTGCCGE

T7 CGAAGAACGAAAGCCTGGAGGCGTACCCGGTTATGAAATACAACCCGTATGTGCTGCCGG

VI CGAAGAACGAAAGCCTGGAGGCGTACCCGGTTATGAAATACAACCCGTATGTGCTGCCGG
hhkhkhhkhkhhhhkhhhhhhhhhhhhkhhhhhkrhhhhhhh ok hrhhhh bk bbbk hhhkk

pCri8aEDRL i A e \CGAAGATAAAGACCGTATCGGCAACGTGGAGTACTTCG

T7 T TCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAGATAMAGACCGTATCGGCARCGT GEAGTACTTCE

Vi TTCAGTGCACCGGCAAGCGTGACGAAGATAAAGACCGTATCGGCAACGTGGAGTACTTCG
Kkxkkhhkkkhkhkkkrhkhkrrh bk rdhh bbbk r bbb r bk kr kb r b bk rhhkrr kb rhhhdrhd

pCri8aEDBL GTCTGGGTGGCTATC 0 CGCTGCAGTACTATCCGTACTATGGCA!

T7 GTCTGGGTGGCTATCCGGGCTTTCCGCTGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGCTGCTGC

VI GTCTGGGTGGCTATCCGGGCTTTCCGCTGCAGTACTATCCGTACTATGGCAAGCTGCTGC
B I

pCri8aEDRL AGCCG. “TGCAACCGC! 5CGG! C2 g TGGACACCG

T7 AGCCGAAATACCTGCAACCGCTGCTGGCGGTGCAATTCACCAACCTGACGATGGACACCG

VI AGCCGAAATACCTGCAACCGCTGCTGGCGGTGCAATTCACCAACCTGACGATGGACACCG
kkkkhkkhhkkhhhkhhhhhrrhhk Ak kb rkhhr bk hrhhbk bk kb rhhkrhhhkrhhbhhkhk

pCri8aEDR1 > C afz

T7 AAAT CCGTATTGAGTGCAAGGCGTACGGCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAAAGATCGTT

VI AAATCCGTATTGAGTGCAAGGCGTACGGCGAAAACATCGGTTATAGCGAGAAAGATCGTT
e A sk o ek ok ok e ok ok e ok ok ok ok ok ok ke e e ok ok o o ok ok e e ok ok e e o ok ke ok ok ke e e ok e ok ok ke Rk ok e

pCri8aEDRL TCCAAGGCCGTTTTGACGTGAAGATTGAGGTTAAAAGCTAACTCGAGCACCACCACCACC

T7 TCCAAGGCCGT TTTGACGTGAAGATTGAGGTTAAAAGCTAACTCGAGCACCACCACCACC

VI TCCAAGGCCGT TTTGACGTGAAGATTGAGGTTAAAAGCTAACTCGAGCACCACCACCACC
khkkhkhkhkhkhkhkk khhhkkdhhhd bk kb A d bbbk hkdh kb dh kb rh kA b rdhhdhhk

pCri8aEDBL ACCACTGA

7 ACCACTGA

VI ACCACTGA

deok ok ko ok Kk

Figura 25. Alineamiento de los datos de los cromatogramas de secuenciacion del vector pCri-8a-EDf1 con respecto a la
secuencia tedrica del vector, en color verde se destaca el sitio de union a ribosoma (RBS), en color menta la etiqueta

6xHis, en color naranja el sitio TEV y en el color rosa claro el EDp:.
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6.2.3. Pruebas de expresion del EDf1

Estas pruebas tuvieron como objetivo determinar si la proteina era expresada por la bacteria y
la forma en que lo estaba haciendo, soluble o como IBs. En la prueba de expresion primero se cultivo
a E. coli BL21 (DE3)/pRSET-EDp: bajo las condiciones mencionadas en la etapa 2 de la metodologia.
La Figura 26 corresponde al gel SDS-PAGE de este andlisis después de la lisis celular y
centrifugacion, el carril 1 es la fraccion insoluble y el carril 2 la fraccion soluble, es evidente una
banda de alrededor de 39.9 kDa en la fraccion insoluble que corresponde al EDf1 unido a la lipoamino
oxidasa y a la etiqueta 6xHis (ver Figura 14). Es importante indicar que de aqui en adelante todos los

geles SDS-PAGE que se presentan fueron tefiidos con Coomassie azul brillante G 250.

(kDa) MP 1 2
250
150—

100—

- <+EDf,;

154

Figura 26. Gel SDS-PAGE del andlisis después de la lisis celular de la biomasa de E. coli BL21 (DE3)/pRSET- EDp:.
Carril 1: fraccion insoluble y carril 2: fraccién soluble. El carril MP es el marcado de peso molecular para proteinas en
kDa.

Para el caso de los vectores pCri-EDp1 se emple6 a E. coli Rosetta (DE3) previamente
transformada para la prueba de expresion y analisis por SDS-PAGE después de la lisis celular. Con el
vector pCri-1a-EDp1 la proteina se expreso tanto en la fraccion soluble como la insoluble, la proteina

tuvo un peso molecular de 71.1 kDa (Figura 27A), con el vector pCri-4a-EDp1 y pCri-8a-EDp: la
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proteina se expresé totalmente en la fraccion insoluble, asi como se muestra en la Figura 27A carril

3y Figura 27B carril 1, ambas con un peso de 42.4 kDa y 30.4 kDa, respectivamente.

A)
(kDa) MP 1 2 3 4

250
150

100 .
. “-— «71.1 kDa

- © (€424 kDa
37

25—

20— -
15

< 30.4 kDa

10—

Figura 27. Andlisis de la prueba de expresion del EDf1 con el sistema pCri. A) SDS-PAGE de las fracciones insolubles
(carriles 1y 3) y solubles (carriles 2 y 4), el cultivo de E. coli Rosetta/ pCri-la-EDp: se analizd en los carriles 1y 2, para
el caso de E. coli Rosetta/ pCri-4a-EDf, se usaron los carriles 3 y 4. B) gel SDS-PAGE de la lisis celular de
E. coli Rosetta/ pCri-8a-EDJ, la fraccidn insoluble es el carril 1 y la fraccion soluble el carril 2. En ambos geles se

indica el marcador de peso (MP en kDa) y con una flecha negra los pesos moleculares de las proteinas.

6.2.  Purificacién y replegamiento del EDf1
6.2.1. Replegamiento en Ni>*"IMAC: vector pRSET-EDp:

Como ya se ha venido mencionando, las proteinas que se expresan como cuerpos de inclusion
requieren un tratamiento adicional para su correcto aislamiento, solubilizacion y replegamiento.
La Figura 28 muestra el analisis por SDS-PAGE de los sobrenadantes después de centrifugar entre
cada lavado (seccion 5.2.2). Posteriormente se procedio a desnaturalizar en presencia de urea, seguido
del replegamiento por cromatografia usando una columna de Ni?*-IMAC y programando un doble
gradiente en el FPLC. Idealmente la proteina plegada debe eluir hasta en el segundo gradiente donde
ya se elimin6 por completo a la urea. Sin embargo, observamos que cuando se emple6 el buffer 1y 11
con todos sus componentes (ver seccion 5.2.2), o cuando se omitid el uso de agentes redox
(GSH/GSSG) o se bajo la concentracion de L-arginina a 100 mM, el EDp1 se eluyo en el primer

gradiente aun en presencia del agente desnaturalizante, tal como se aprecia en los cromatogramas de
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las Figuras 29A, 29B y 29C, donde la proteina eluyé a concentracion de 2.29, 2.32'y 1.61 M de urea,
respectivamente. Se encontro que ¢l EDP1 se eluyd en el segundo gradiente cuando se empleo
buffer 1'y Il en ausencia de L-arginina, con un méaximo de absorbancia a una concentracion de imidazol
de 181.30 mM (Figura 29D). Se ha reportado que la L-arginina mejora la eficiencia de replegamiento
de proteinas recombinantes por su capacidad para suprimir la agregacion de los intermediarios de
plegamiento (Arakawa & Tsumoto, 2003), sin embargo, en el replegamiento del EDp: por
cromatografia de Ni>*-IMAC la L-arginina obstaculizo la unién entre 6xHis y Ni*. Por consiguiente,
la arginina no solo previene las interacciones proteina-proteina sino también las interacciones
proteina-matriz no especificas (Kudou et al., 2015). Estudios previos han encontrado que claramente
la arginina interfiere con la union de proteinas a la columna de Ni?*-IMAC y que esta relacionado con
la concentracion, se ha reportado que a concentraciones inferiores de 200 mM se reduce esta
obstaculizacion de union (Abe et al., 2009). No obstante, otros reportes han demostrado que se
requiere una mayor concentracion de Arg (500 mM) para la purificacion de la B-1,3-xilanasa
(Kudou et al., 2015). En general, se tiene como propuesta que los grupos aminos de la La-arginina

compiten con la etiqueta de histidina por la unidn de metales.

El andlisis de las fracciones colectadas bajo las diferentes condiciones probadas se muestra en
la Figura 30, en el carril 1 se pueden apreciar la banda de los I1Bs solubilizados antes de ser aplicados
a la columna y en los carriles 2-4 las distintas fracciones del pico de elucion. El siguiente paso fue
eliminar del extremo N-terminal a la lipoamino oxidasa y a la etiqueta 6xHis, para esto se uso la
enzima TEV. El resultado de esta incision fue que la proteina se precipitd, por consiguiente, se
buscaron otras alternativas. Incluyeron el uso de otras proteinas de fusion, otras cepas de expresion,
variables como la temperatura de expresion, asi como, cambiar el método de recuperacion de los 1Bs

y replegamiento de la proteina.
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Figura 28. Gel SDS-PAGE del anélisis del sobrenadante después de los lavados de los IBs, carriles 1-5: lavados con
Triton-100 2% y EDTA 1 mM; carril 6: lavado final con NaCl 25 mM y Tris 10 mM. Se indica el marcado de peso (MP)
en kDa.
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Figura 29. Cromatogramas de Ni?*-IMAC del replegamiento por doble gradiente. A) Condiciones iniciales, B) buffers
sin GSH/GSSG, C) buffers con una concentracion de L-arginina 100 mM y D) buffers en ausencia de L-arginina. En todos
los casos se sefiala el doble gradiente con la linea discontinua.
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Figura 30. Gel SDS-PAGE del replegamiento por doble gradiente usando buffers en ausencia de L-arginina. Carril MP:
marcado de peso molecular en kDa; carril 1: IBs solubilizados; carril 2-3: fracciones del pico eluido en el segundo
gradiente.

6.2.2. Replegamiento en cromatografia de exclusion por tamafio: vector
pCri-8a-EDf1

A partir del lisado celular de la biomasa de E. coli Rosetta (DE3)/pCri-8a-EDp1 se recupero
por centrifugacion los IBs, seguido de una serie de lavados (seccion 5.2.3.). En la Figura 31 se
muestra el gel SDS-PAGE del andlisis de los sobrenadantes después de centrifugar entre cada lavado.
En ninguno de los lavados hubo pérdidas significativas del EDf:. La distribucion de tamafio y
morfologia de los IBs previo a su solubilizacion se analiz6 por DLS y AFM. La Figura 32A muestra
a los 1Bs aislados con dos distribuciones de tamafio en ry con una moda de 18.9+3.0 nmy 265.5+37.5
nm cada una. La micrografia AFM revel6 que los IBs tenian una morfologia esférica (Figura 32B),
ademas, de corroborar la moda con tamafios mas grande proporcionada por DLS. Este método de
aislamiento permitio obtener tamarios de particula principalmente homogéneos. La homogeneizacion
de alto cizallamiento proporciona un tamafio de finura de 10-50 um y el uso de diferentes soluciones
de lavado que incluyen el uso de Triton X-100, una baja concentracién de GuHCI, DTT y un pH
alcalino entre cada paso de lavado permiten la eliminacion de moléculas contaminantes. En este
contexto, el tipo de método ya sea mecanico o quimico empleado para la recuperacion de IBs de
bacterias influye en la actividad bioldgica del producto final (Gast & Modler, 2008; Peternel & Komel,
2010).
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Figura 31. Gel SDS-PAGE de los sobrenadantes de los lavados de los IBs.
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Figura 32. Caracterizacion de los IBs previo a ser solubilizados en urea. A) medicion del radio hidrodinamico de los
IBs no solubilizados por DLS. B) micrografia de AFM de los IBs con una morfologia esférica.

Los IBs solubilizados se purificaron por Ni?*'IMAC en condiciones desnaturalizantes, el
cromatograma del perfil de elucion se muestra en la Figura 33A, el EDp1 eluyd a una concentracion
de 106-211 mM imidazol. Las fracciones colectadas se analizaron por SDS-PAGE (Figura 33B) y
Western blot (Figura 33C). Se apreci6 una banda de aproximadamente 30.4 kDa (carriles 1-4,
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Figura 33B) la cual coincide con el peso molecular tedrico esperado. Adicionalmente, se observaron
bandas de mayor peso molecular las cuales corresponden a estados oligoméricos del EDB1 (HOS-

EDp1) como lo confirma el analisis WB (Figura 33C).
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Figura 33. Purificacion de los IBs solubilizados. A) cromatografia de Ni**-IMAC de los IBs solubilizados. C) gel
SDS-PAGE de las fracciones recolectadas (carriles 1-4) del pico del perfil de elucién del EDpB1 solubilizado (30.4 kDa)
y C) identificacion del EDf1 por Western blot (WB)y bandas de mayor peso molecular (HSO) en las fracciones

recolectadas (carril 1-4) con el anticuerpo anti-subunidad 1 de la NKA de perro.
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Después del paso de purificacion en Ni?*-IMAC del EDP: solubilizado, se procedio al
replegamiento por SEC. En el perfil de elucion en linea azul de la Figura 34 corresponde al EDf1
plegado y se distinguen tres sectores cromatogréaficos I, 11y I11, las cuales tuvieron un Ve de 9.14 mL,
10.11 mL y 10.66 mL, respectivamente. Las fracciones correspondientes a cada sector del perfil de
elucion se analizaron en SDS-PAGE (Figura 35A). Se observé que los sectores |y 11 tienen bandas
de mayor peso molecular que se atribuyeron a las formas agregadas del EDP1 y también esta presente
la banda de 30.4 kDa. Esto contrasta con el sector 111, donde solo se observo la banda de 30.4 kDa.
La deteccion de Western blot de la Figura 35B confirm6 que las bandas observadas en SDS-PAGE
corresponden completamente a EDp1. Para determinar el volumen vacio (Vo) se procedio a calibrar
la columna Superdex 75, la Figura 36 corresponde al cromatograma del perfil de elucion de los
estandares; los primeros 8.4 mL después de la inyeccion de la muestra corresponden al azul dextrano
2000 (estandar 1), este corresponde a los solutos que no interacttan con la resina de la columna.
El volumen de elucion (Ve) de cada proteina estdndar se resumen en la Tabla 6. Un aspecto
importante en el replegamiento del EDB1en SEC fue la adaptacion de la composicion del buffer de
replegamiento anteriormente reportado por de la Cruz et al. (2019). En la misma Figura 34A pero
con linea punteada se muestra en comparativa el EDB1 no plegado cuando se uso en el buffer de
replegamiento un sistema redox a baja concentracion (GSSG 0.4 mM / GSH 0.2 mM) y sin L-arginina.
En este perfil de elucion se aprecia un pico (Ve=8.79 mL) con un hombro ancho que se extiende hasta
los 15.01 mL, de igual forma se observa un segundo pico con un Ve = 18.70 mL, este ultimo se asignd
a la proteina que se agreg6 y la cual migro a lo largo de la columna junto con la urea, es decir, se
volvié a desnaturalizar parcialmente. Ademas, de acuerdo con los estandares la proteina de menor
tamafno molecular es la aprotinina con 6.5 kDa y tiene un Ve de 16.8 mL. Por lo tanto, la presencia
del sistema redox de GSSG 5 mM / GSH 1 mM y L-arginina 400 mM en el buffer replegamiento
(linea azul, Figura 34A) es esencial. Se ha informado que el sistema redox promueve la formacion de
enlaces disulfuro nativos y el EDpB1 contiene tres puentes disulfuro (Kathi Geering, 2001). Es necesario
resaltar que el correcto plegamiento en un alto rendimiento de las proteinas ricas en cisteina necesita
de buffers que contengan glutation, arginina o cisteamina (Moghadam et al., 2015). Agregando a lo
anterior, la L-arginina se ha utilizado favorablemente como un supresor de la agregacion en el proceso

de replegamiento de proteinas con diferentes propiedades fisicas y quimicas (Bajorunaite et al., 2007).

Otro punto importante por destacar es que el método de replegamiento en SEC requiere un

gradiente de 0.2 CV de urea antes de inyectar a la proteina solubilizada, ya que se observé que cuando
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se utilizé 0.1 CV de urea la proteina de interés estaba presente en dos secciones cromatograficas, en
la primera con un pico de Ve = 9.21 mL y la segunda con un Ve =18.71 mL. Si se omite el uso del
gradiente de urea tiene un comportamiento similar, el primer pico (Ve = 8.64 mL) con un pequefio
hombro que se extiende hasta los 17.56 mL y una segunda seccidn cromatografica que se empieza a
eluiralos 19.98 mL. El replegamiento en SEC ofrece ciertas ventajas sobre los métodos mas utilizados
(Werner et al., 1994), como separar la forma plegada de las formas agregadas y mal plegadas (Singh
et al., 2015), ademas, evita la dilucion descontrolada de la proteina, llevando a la proteina a un
ambiente libre de desnaturalizantes, es por ello que es importante incluir el gradiente de 0.2 CV de
urea antes de inyectar la proteina desnaturalizada, efecto que observamos claramente en los perfiles
de elucion de la Figura 37. Esto sugiere que el EDB1 no deberia sufrir un cambio rapido de las
condiciones de desnaturalizacion al buffer de replegamiento. El rendimiento final por litro de cultivo
de los pasos de replegamiento se resumen en la Tabla 7. Para los sectores I/I1 y el sector Il

(Figura 34) fue de hasta 12.35 mg y 9.67 mg, respectivamente.

110 g Vo= — EDB4 plegado
100 - — EDB4 no plegado
90:
80
70
60:-
50-.
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20.: L}
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Absorbancia 280 nm (mUA)

'I'l'l'l"l'l'l'l

|
8 10 12 14 16 18 20 22 24

Volumen de elucion (mL)

Figura 34. Replegamiento de EDp1 por SEC. La linea azul es perfil de elucion del EDS1 plegado con los sectores
cromatogrdficos I, Il y IIl vs. EDf1no plegado en linea punteada.
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Figura 35. Replegamiento de EDf1 por SEC. A) SDS-PAGE de las fracciones recolectadas de los sectores

cromatogrdficos y B) Western blot (WB) para la deteccion del replegamiento de EDf1 por SEC usando un anticuerpo

contra la subunidad f1 de perro de NKA.
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Figura 36. Cromatograma de SEC con el perfil de elucién de los estandares de peso molecular aplicados a la Superdex

75 Increase. Se indica el volumen vacio (Vo). La tabla insertada resumen las proteinas usadas, su peso molecular y su

volumen de elucion (Ve).
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Tabla 6. Estandares usados para la calibracion de la columna Superdex 75.

Pico

Proteina kDa | Volumen de elucién

2

Conalbimina 75 9.5
Ovoalbimina 43 10.3

Ribonucleasa A 13.7 13.8

3
4 Anhidrasa carbénica 29 11.8
5
6

A) 150-
140 3
130 4
120 3
1103
100 4
90
80
704
60
50 4
40{

(mUA)

Absorbancia 280 nm

Aprotinina 6.5 16.8

——0.1 CV urea

Vo=—

v .' L DL LI LI
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Figura 37. Cromatogramas del efecto del gradiente de urea antes de la inyeccion de la muestra a la columna de SEC.

A) empleando 0.1 CV de ureay B) se omitio el uso de urea.
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Tabla 7. Rendimiento de purificacion de EDf1 por 1 L de cultivo de E. coli procesado. El peso himedo inicial fue de 2.5

g de biomasa.
e Volumen total Concentracion Proteina total
Paso de purificacion
(mL) (mg/ml) (mg)
IBs 35 0.85 29.65
Replegamiento en
SEC:
Sector 1y 1l 35 0.35 12.35
Sector Il 35 0.28 9.67

6.3.  Caracterizacion fisicoquimica del EDf1

Para obtener informacidn sobre los pardmetros hidrodindmicos relacionados con el tamafio del
EDps, primero se retomaron los datos obtenidos con la calibracion de la columna de SEC (Figura 36,
Tabla 6) para calcular los valores del coeficiente de distribucion (Kay, ecuacion 1) considerando su
pardmetro de volumen de elucién, asi mismo, se calcul6 el radio Stokes con la ecuacion 2 de cada una
de las proteinas estandar. En la Figura 38 se muestra la curva de calibracién de la columna SEC del
Kav VS. Rs de los estandares. Para calcular el Rs del EDf1 de la seccion 111 del perfil de elucion se
considerd su Ve (10.66 mL) y su peso molecular de 39.9 kDa, el valor calculado fue de 28.7 A
(2.87 nm). Dado que en los sectores [ y II se observaron bandas de mayor peso molecular del ED1
en el gel SDS-PAGE ya no se continuo con ellas. Posteriormente, se midié por DLS la seccion 111 del
replegamiento, la Figura 39 muestra la distribucion de tamafio por la intensidad del EDp; replegado;
la muestra medida mostré distribuciones monodispersas con una moda de 3.0 £ 0.5y 15.5 £ 2.1 nm,
las cuales presentaron una distribucion de masa de 99.9 % y 0.1 % (Figura 40), respectivamente.
En paralelo se analizé el EDB1 purificado por Ni?*-IMAC, los resultados muestran que la ry de la
proteina desplegada es mayor, la moda de las distribuciones fue 5.6 + 0.6 y 20.4 + 2.6 nm (linea con
triangulos, Figura 39), para este caso tienen una distribucion por masa del 99.1 % y del 0.9 %,
respetivamente. Informes anteriores ya han establecido que la dimension hidrodinamica de una
proteina aumenta en condiciones de desnaturalizacién (Gast & Modler, 2008; Yu et al., 2013), por lo
que la disminucion del ry después del replegamiento del EDB: de 5.6 £ 0.6 nm hasta 3.0 + 0.5 nm se
puede atribuir al proceso de plegamiento. Con respecto a la distribucion de 20.4 £ 2.6 nm (0.9 % en
masa) observada en el EDp1 solubilizado, esta se puede atribuir a agregados solubles que el proceso

de replegamiento por SEC puede separar de la forma plegada. Asi mismo, también observamos una
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segunda distribucion de 15.5 £ 2.1 nm (% en masa 0.1 %) en el EDp1 replegado. En DLS se sabe que
las particulas méas grandes contribuyen a la dispersion total de la intensidad aumentando
exponencialmente con el tamafio de la particula (Yu et al., 2013), por lo que, a pesar de ser un

porcentaje bajo llega a contribuir a la intensidad de la dispersion.
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Figura 38. Curva de calibracion de la columna Superdex 75. Radio Stokes de los estandares de proteina, los valores del
coeficiente de particion (Ka) (cuadrados morados) se representan frente a sus correspondientes Rs de los estandares de

proteina en el buffer de replegamiento. El circulo rosa indica el EDf1 plegado, que tiene un Rs de 28.7 A.
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Figura 39. Medicion del radio hidrodinamico del EDB1 por DLS. La proteina plegada en linea con hexagonos y la

proteina solubilizada en linea con triangulos.
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Figura 40. Medicion por DLS del radio hidrodinamico del EDf1 en % de distribucion por masa proporcionado por el
software del equipo. A) proteina replegado y B) proteina solubilizada en urea.
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Para confirmar el estado correctamente plegado de EDp1, se analiz6 el EDf1 solubilizado y
replegado por espectroscopia Raman en la region caracteristica para la amida 1 (1600-1700 cm™
(Dolui et al., 2020; Kurouski, 2017; Oladepo et al., 2012; R. Wang et al., 2020). En un espectro
Raman, los cambios ligeros en la posicion y la forma del pico de la amida I son usados comunmente
para interpretar la estructura secundaria de las proteinas (Lacidogna et al., 2017). En este contexto, la
posicion del pico de la amida | depende completamente del esqueleto polipeptidico y de los enlaces
de hidrégeno intramoleculares e intermoleculares (Kurouski et al., 2015; Wen, 2007), esto aumenta
la sefial de varios subpicos directamente relacionados con el tipo de estructura secundaria.
Estas sefiales corresponden en un 80 % a vibraciones de estiramiento C=0 y en un 20 % a
estiramientos fuera del plano del C-N (Kuhar et al., 2021; Kurouski et al., 2015; Oladepo et al., 2012;
C.-H. Wang et al., 2016; R. Wang et al., 2020). Un reporte previo relacionada con la bomba de sodio
de la corteza cerebral porcina asigno en el rango de 1620-1670 cm™ para la amida |
(Lacidogna et al., 2017). En la Figura 41 el espectro Raman en linea continua corresponde a EDB1
replegado, en €l se observa un pico a 1656 cm™ (pico 2) correspondiente a la estructura de a-hélice,
el rango caracteristico reportado para esta estructura secundaria es de 1650-1660 cm™)
(Dolui et al., 2020; Kuhar et al., 2021; C.-H. Wang et al., 2016; Wen, 2007; Zhou et al., 2015).
El pico a 1664 cm™ (pico 3) se asigno a la estructura de p-hoja (Dolui et al., 2020; Kuhar et al., 2021;
Kurouski et al., 2015; Nemecek et al., 2013; Oladepo et al., 2012; C.-H. Wang et al., 2016; R.
Wang et al., 2020). La posicion de la amida I en la estructura de la B-hoja ha sido reportada en el
rango de 1660-1680 cm™ para diferentes proteinas (Dolui et al., 2020; Kuhar et al., 2021;
Kurouski et al., 2015; Nemecek et al., 2013; Oladepo et al., 2012; C.-H. Wang et al., 2016;
R. Wang et al., 2020) y esté asociada con el enlace de hidrégeno formado entre los grupos C=0 y NH
de las cadenas adyacentes dispuestas en modo paralelo o antiparalelo. Los picos a 1644 cm™ (pico 1)
y 1685 cm™ (pico 4) se asignaron a vibraciones caracteristicas del B-giro/aleatorio (Dolui et al., 2020;
Kuhar et al., 2018, 2021; Kurouski et al., 2015; Oladepo et al., 2012; C.-H. Wang et al., 2016;
R. Wang et al., 2020; Wen, 2007; Zhou et al., 2015) y a la bobina aleatoria (C.-H. Wang et al., 2016),
respectivamente. El espectro Raman del EDp: solubilizado (Figura 41, linea de puntos) se observé
que los picos son mas anchos, los cuales cambian de posicion y disminuyen su ancho en el espectro

del EDp: replegado. En la Tabla 8 se resumen las posiciones de los picos observados.
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Figura 41. Espectro Raman de EDp plegado y solubilizado en el rango caracteristica para los modos de vibracion de

la amida I.

Tabla 8. Asignacion de picos de ED1 plegado en comparacién con EDf1 solubilizado en la region caracteristica de la

EDg: solubilizado
(cm™)

EDp1 plegado
(cm™)

Referencia

amida .
Pico Asignacion

1 B-giro, aleatoria

2 a-hélice
(1650-1660 cm™)

3 B-lamina
(1660-1680 cm™)

4 Bobina aleatoria

1659

1663

1687

1644

1656

1664

1685

(Dolui et al., 2020; Kuhar et al.,
2018, 2021; Kurouski et al., 2015;
Oladepo et al., 2012; C.-H. Wang et
al., 2016; R. Wang et al., 2020;
Wen, 2007; Zhou et al., 2015)
(Dolui et al., 2020; Kuhar et al.,
2021; C.-H. Wang et al., 2016; Wen,
2007; Zhou et al., 2015)
(Dolui et al., 2020; Kuhar et al.,
2021; Kurouski et al., 2015;
Nemecek et al., 2013; Oladepo et al.,
2012; C.-H. Wang et al., 2016; R.
Wang et al., 2020)

(C.-H. Wang et al., 2016)

Para estimar el porcentaje de estructura secundaria, se analiz6 el ED; replegado por dicroismo

circular. La Figura 42 muestra el espectro que revela una elipticidad molar negativa, con un minimo

de alrededor de 205 nm. Los datos CD se analizaron utilizando BESTSEL (Micsonai et al., 2021); la
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cantidad de elementos estructurales calculada fue 19.0 % de a-hélice, 28.5 % de B-lamina 'y 52.5 %
de giro/otros. Se us6 AlphaFold 2 (Jumper et al., 2021) para predecir la estructura del modelo de EDp:1
que expresamos Y replegamos en su forma monomérica para compararlos con los resultados de CD,
se consideraron los aminoacidos 63-303 (ID de cddigo UniProt: P06583), incluimos la etiqueta 6xHis
y el sitio TEV en el extremo N-terminal. En la Figura 43A, se muestra la representacion del modelo
en cinta del monomero EDf1. Los valores estimados para el modelo generado por AlphaFold 2 fueron
18.3 % de estructura de a-hélice, 20.7 % de B-hoja y 61.0 % de giro/otros. La estimacion de la
estructura secundaria también se compard con ¢l modelo EDB; construido en el servidor
SWISS-MODEL y que fue informado previamente por nuestro grupo de trabajo (Figura 43B).
Este modelo se construy6 por homologia utilizando como templado a la estructura cristalina de la
NKA de cerdo con una resolucion de 2.8 A (Kanai et al., 2013), la cual tiene una identidad del 92 %
con la secuencia de aminoacidos del perro (Paez et al., 2019). En el modelo del EDp1 de perro se
consider6 a los aminoacidos 61-303 y se omitid a los oligosacaridos en los sitios de N-glicosilacién
(Péez et al., 2019). En la Figura 44C se muestran los dos modelos superpuestos, en color azul marino
el modelo generado por AlphaFold 2 y en rojo en construido en SWISS-MODEL. La Figura 44 se
muestran los modelos coloreados por el tipo de estructura secundaria y con diferentes giros para una
mejor apreciacion del tipo de estructura. En virtud de los resultados comparativos entre los datos
experimentales con los modelos, el modelo generado con AlphaFold 2 se ajusta mejor a los datos
experimentales. Los resultados comparativos se resumen en la Tabla 9. DeepMind, los creadores del
algoritmo AlphaFold 2, afirman que su algoritmo puede predecir estructuras de proteinas con una
precision similar a la obtenida con técnicas experimentales, ya que utiliza la secuencia de aminoacidos
primaria como entrada y una red neuronal para predecir estructuras de proteinas (Jumper et al., 2021).
Agregando a los resultados, el modelo generado en AlphaFold 2 se usé como referencia para
complementar el analisis del EDP1 replegado, el modelo presentd dimensiones de 6.5 x 6.9 x 4.7 nm.
También esta disponible el modelo de la subunidad B1 que incluye su dominio citoplasmatico y su
segmento transmembrana y se puede consultar con el codigo UniProt en AlphaFold Protein Structure

Database (https://AlphaFold.ebi.ac.uk/). En paralelo se realizaron las mediciones del EDpB: de la

seccién | cromatogréafica, la medicion se presenta en la Figura 45, de igual forma se realizo la
estimacion del % de estructura secundaria. EI nimero de elementos estructurales calculados fue
0.0 % a-hélice, 29.4 % B-hoja y 70.6 % de giros/otros. Es importante considerar que esta muestra

tenia una poblacién de proteinas heterogenia que incluida diferentes oligdmeros que se apreciaron en
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el gel SDS-PAGE, por lo tanto, se tenia la contribucién en la elasticidad de todos esos estados
incluidos los que no se plegaron con una estructura similar a la nativa de la proteina de interés.
Por otro lado, no se consideraron las mediciones la proteina solubilizada debido a la alta concentracion
de urea (8 M) presente en el buffer A (seccion 5.2.3.), ya que se produce un proceso de absorbancia
que impide medir una sefial de dicroismo en longitudes de onda cortas (<210 nm). Por lo tanto, las
altas concentraciones de agentes caotropicos impiden los estudios estructurales mediante
espectroscopia de CD (Miles & Wallace, 2016).
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Figura 42. Determinacion de la estructura secundaria de EDf1 recombinante de la seccion Il del replegamiento.
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Figura 43. Modelos del EDp1 representados en cinta. A) modelo predicho en AlphaFold2, B) modelo construido en
SWISS-MODEL reportado por Péez et al. (2019) y C) superposicion de ambos modelos. Se indica el C-terminal y

N-terminal, asi como sus dimensiones calculadas en el software PyMol.
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D)

90° 90°

Figura 44. Modelos en cinta del EDf1 coloreados por el tipo de estructura secundaria, el color azul marino corresponde

a la estructura a-hélice, la f-hoja se resalta en color naranja y los loops (otros) en color verde. A), B) y C) son el modelo
predicho en Alphafold2. D), E) y F) son el modelo predicho en SWISS-MODEL reportado por Péez et al. (2019).

Para una mejor apreciacion se muestran los modelos con giros de 180° y 90° respecto al eje y.

Tabla 9. Estimacion de la estructura secundaria obtenida a partir de la CD del EDf1 plegado en comparacion con el %

de estructura secundaria del modelo predicho en AlphaFold 2 y lo reportado previamente por Paez et al.

Tipo de Datos Modelo de AphaFold 2 Modelo por homologia
estructura experimentales (Péez et al., 2019)
(CD EDB,)
B-lamina 28.5 % 20.7 % 13.2 %
a-hélice 19.0 % 18.3 % 7.4 %
Giro/otros 52.5 % 61.0 % 79.4 %
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Figura 45. Determinacion de la estructura secundaria de EDf1 recombinante de la seccién | del replegamiento.

Con base a los estudios de mutagénesis dirigida y a los andlisis in silico se ha propuesto una
interfaz de interaccion entre las subunidades B1 (Péez et al., 2019). Dentro de este mismo reporte se
menciona que el dominio extracelular es una estructura estable y permanece plegada
independientemente del resto de la bomba, también mencionan que la mitad C-terminal del dominio
extracelular es mas estable que la mitad N-terminal, y es en esta region donde dos subunidades B1
interactan para formar un dimero en la posicion trans (Paez et al., 2019). Ademas, informes
anteriores han demostrado que la version soluble de EDP:1 tiene propiedades adhesivas
(Padilla-Benavides et al., 2010). Nuestros resultados confirmaron que el ectodominio de la subunidad

B1 es una estructura estable que permanece plegada independientemente del resto de la
Na*, K*-ATPasa.
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6.4. Interaccion pi-p1 del ED1 replegado

Para el ensayo de interaccion Bi1-B1, se utilizé el EDP1 replegado en dos versiones, una que
incluye la etiqueta de histidina (6xHisp1) y otra sin la etiqueta de histidina (B1). Entre ambas versiones
se esperaba una pequefia diferencia de peso molecular (~2 kDa), ya que la version 1 no tenia presente
los aminoacidos HHHHHHSSGENLYFQ que corresponden a la etiqueta de 6xHis, una pequefia
secuencia de unién entre la etiqueta y el sitio TEV, y el sitio TEV. La Figura 46A corresponde al
perfil de elucion de la prueba de interaccidon; se indican los sectores cromatograficos (I, 11, 111y V).
El dimero 6xHisp1-p1 formado se eluyd a una concentracion de imidazol de 153-215 mM (sector 111).
En la fase no unida (sector I y II), observamos la proteina que no interactuaba (p1) y no se unia a la
columna. En el gradiente lineal, también observamos un segundo pico (sector 1V) que eluy6 a una
concentracion de imidazol de 283-337 mM; este sector IV corresponde a 6xHisP:1 que no formé
complejos, pero si se unio a la columna (Ni**-IMAC). Las fracciones recolectadas se analizaron
primero por SDS-PAGE (Figura 46B). En la fase libre (carriles I y I1) se observé una banda que
corresponde a 1 (28.4 kDa), el carril 111 corresponde al sector 111 eluido en el gradiente de imidazol,
asi mismo, se apreciaron dos bandas que corresponden a 6xHisp1 (30.4 kDa) y B1. El carril IV es igual
a 6xHisp1 del sector IV observado en el perfil de elucion. La Figura 46C es el analisis mediante
Western blot; como se esperaba, el anticuerpo contra la subunidad 1 de NKA detecto las bandas de
30.4y 28.4 kDa (carriles I, Il, 111y IV, panel superior Figura 46C). Con el anticuerpo contra histidina,
solo se detectd 6xHisp1 (carriles 111y 1V, panel inferior Figura 46C). Con respecto al control positivo,
observamos que 6xHisP1 eluyd a una concentracion de imidazol de 277-394 mM (Figura 47A), que
fue una concentracién similar a la que observamos en el perfil de elucién de la Figura 47A. Cuando
se trato P1 (control negativo) en Ni**-IMAC, la proteina no se unié a la columna de afinidad
(Figura 47B).

Los resultados del ensayo de interaccion indican que la EDB:1 recombinante en E. coli puede
formar dimeros (6xHisp1-p1) (Figura 46A). Estudios previos en nuestro laboratorio informaron sobre
la interaccidn in vitro B1-B1 con ensayos de inmunoprecipitacion y pull-down utilizando la subunidad
B1 de perro de tipo salvaje, el EDP1 y la subunidad B1 de perro completa con una etiqueta de 6xHis,
estas dos ultimas versiones expresados en células CHO (Padilla-Benavides et al., 2010). En el presente
trabajo, el EDP1 recombinante no presenta los oligosacaridos correspondientes en sus sitios de

N-glicosilacion. Se ha informado que los N-glicanos no son necesarios para el plegamiento adecuado
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de la subunidad B1 (Tokhtaeva et al., 2009), los resultados del presente trabajo sugieren que EDp:
puede expresarse Yy replegarse sin los oligosacaridos correspondientes. Es importante mencionar que
ya se ha reportado que la subunidad B1 no N-glicosilada da como resultado una formacién mas lenta
de contactos célula-célula (Vagin et al., 2006). Por otro lado, el desarrollo normal de la adhesion
célula-célula se ha asociado con una complejidad reducida de los N-glicanos de la subunidad p1 de
NKA vy otras proteinas de adhesion. Se demostro que la prevencion de la ramificacion de los glicanos
en la subunidad B1 fortalece y estabiliza las uniones célula-célula. Por el contrario, un aumento en la
ramificacion de N-glicanos hace més débiles los contactos célula-célula (Vagin et al., 2008). En el
modelo de interaccion B1-f1 reportado por nuestro grupo de investigacion no incluyd N-glicanos, pero
se identificé a la Asn193 como el residuo N-glucosilado mas cercano a la interfaz propuesta,
postulandolo como el residuo que mas contribuye al proceso de union (Péaez et al., 2019).
La formacion de dimeros (6xHisP1-B1) que reportamos en este trabajo puede darnos informacion sobre
qué tan importante es Asnl93 para estabilizar la union entre las subunidades 1, ademas, de verificar

la interfaz de interaccidn propuesta por trabajos previos.
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Figura 46. Ensayo de interaccion fr1-p1. A) Perfil de elucion del ensayo de interaccion 6xHisf-p1 utilizando el EDf
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

De los cuatro vectores obtenidos para expresar al EDPi1, se continué con el vector
pCri-8a-EDp1 dado que fue mas conveniente replegar al EDB1 desde IBs cuando la proteina
solo tiene en el extremo N-terminal una etiqueta de 6xHis, en contraste a cuando esta unida a
una proteina de uniéon de mayor tamafio, ya que el EDB1 se vuelve inestable en solucién
después de la protedlisis con la enzima TEV.

Se establecié un protocolo purificacion y replegamiento en SEC para el dominio extracelular
de la subunidad B1. Se observé la importancia de un buen procedimiento de aislamiento de
cuerpos de inclusion por homogeneizacion, el procedimiento permitié obtener IBs de
morfologia esférica con un radio hidrodinamico de 18.9+3.0 nm y 265.5£37.5 nm. Ademas,
de la importancia de incluir un gradiente de 0.2 CV de urea antes de la iniciar a replegamiento
de la proteina, asi mismo, el uso de buffer de replegamiento que incluya un sistema redox y
L-arginina.

En conjunto, nuestros resultados proporcionan una fuerte evidencia de que el dominio
extracelular de la subunidad B1 recombinante de la NKA canina expresada en E. coli cepa
Rosetta (DE3), purificada y replegada a partir de cuerpos de inclusion exhibe los modos
vibratorios caracteristicos de la amida I en las diferentes estructuras secundarias. Igualmente,
la estimacion de la estructura secundaria es muy parecida al modelo predicho por
AlphaFold 2. Ademas, la proteina que obtuvimos tiene una funcién bioldgica similar a la

nativa, segun el ensayo de interaccion que realizamos.
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PERSPECTIVAS

El trabajo actual en nuestro laboratorio tiene como objetivo caracterizar a nivel atomico la
interfaz de interaccion entre las subunidades B1 de Na®, K*-ATPasa, por lo que aln es necesario

abordar varias cuestiones experimentales para proceder al analisis estructural.

e El procedimiento para el aislamiento de IBs se podria optimizar para solo obtener una
sola distribucion de tamafio mediane filtracion tangencial y analizar su efecto en la
solubilizacion y posteriormente en el replegamiento del EDf;.

e Para complementar a mayor detalle los modos vibracionales de la proteina analizar la
region de la amida 111 mediante espectroscopia infrarroja y Raman.

e La formacion de dimeros (6xHispi-P1) que reportamos en este trabajo puede darnos
informacion sobre qué tan importante es Asn193 para estabilizar la unién entre las
subunidades B1, para ello es necesario realizar mas pruebas de interaccion a diferentes
concentraciones de proteinas, realizar el replegamiento con dos las dos versiones de la
proteina (6xHisP1 y B1), y cuantificar la formacion de dimeros.

e Formar un cristal de los dimeros de la subunidad B con la calidad necesaria para su

andlisis por difraccion de rayos X y proponer un modelo de interaccion Bi- 1.
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ANEXOS

Anexo 1. Ciclo catalitico de la bomba de sodio

La Na", K"-ATPasa transporta tres iones Na* fuera y dos iones K* dentro de la célula por
molécula de ATP hidrolizado y es dependiente de Mg?*. El transporte sigue un mecanismo de
“ping-pong”, en el que las dos especies de iones se transportan secuencialmente. E1 bombeo de iones
se logra mediante la alternancia entre dos estados conformacionales principales, E1 y E2. En la
Figura Al- 1, primero los tres iones de Na* se unen a la proteina en el lado citoplasmatico; cuando
se une el tercer ion de Na* se cataliza una fosforilacion por parte del ATP y Mg?* (E1P) previamente
unidos. En la fosforilacion el grupo fosforilo se transfiere a un residuo aspéartico conservado en el
dominio P en la subunidad-o, cuando el ADP sale se produce una forma de la proteina E1P(3Na). Los
iones de Na® unidos a la proteina ahora estan ocluidos; en este estado la proteina puede ser
desfosforilada por ADP, en la reaccion inversa (intercambio ATP:ADP). En el curso normal del ciclo
los iones Na* abandonan a la proteina en la superficie extracelular, el primer ion mas rapidamente,
enseguida, el segundo y el tercero mas lento, pasando al estado E2P. En este estado conformacional
se unen los iones K* en la superficie extracelular; tras su unién, la NKA se desfosforila de modo que
se libera Pi (en la superficie interna) y luego se ocluyen los iones K* para producir E>(2K). La
liberacién de iones K™ en el lado intracelular es catalizada por la unién de ATP (E2ATP(2K)) a un
sitio con baja afinidad por ATP de alrededor de 150 uM (E1:ATP(2K)). En este punto, labomba vuelve
al estado E1ATP con alta afinidad por el Na* lista para iniciar un nuevo ciclo catalitico tras liberar los
iones K* (E1ATP) (Kaplan, 2002; Lobato Alvarez et al., 2016). Como consecuencia del transporte de
iones se crean y mantiene gradientes de concentracion a través de la membrana plasmatica (Lacidogna
et al., 2017) los cuales tienen muchos propositos, como el mantener el potencial de membrana, la
osmolaridad, el pH y como una fuente de energia para el transporte activo secundario
(Lacidogna et al., 2017).
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Figura Al- 2. El ciclo de reaccién de la Na*, K*-ATPasa. La secuencia de pasos involucrados en el transporte activo de

iones Na* y K* se muestra en el esquema de Post-Albers para el ciclo de reaccion (Kaplan, 2002).
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Anexo 2. Transformacion de células quimicamente competentes

La trasformacion de células quimicamente competentes se realizé por el método de choque
térmico con algunas modificaciones. Para ello, alicuotas de 50 pL de E. coli TOP10 DHS5a, E. coli
Machl T1 DH5aq, E. coli SoluBL2 DH3 o E. coli Rosetta DH3 se colocaron en un bafio de hielo y se
esper0 hasta su descongelacion. Inmediatamente, en condiciones de esterilidad se adicion6 ADN a
una concentracion variable (ng de ADN) a las células contenidas en microtubos, enseguida se mezcld
golpeandolo ligeramente cinco veces con la yema del dedo, y se mantuvo en hielo durante 30 min.
Al finalizar el periodo de incubacion, los microtubos se colocaron en un Thermoblock con una
temperatura de 42 °C durante 35 s y rapidamente se incubaron en hielo por 2 min. Después se
agregaron 400 pulL de medio SOC (triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%, NaCl 10 mM, KCI
2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) y se incub6 a 37 °C durante 1 h a 150 rpm
(agitacion orbital). Enseguida, se centrifugaron los microtubos a 9000 rpm durante 60 s, el siguiente
paso fue eliminar el sobrenadante procurando dejar aproximadamente 50 pL para resuspender
cuidadosamente la pastilla formada, toda la suspension se sembrd por agotamiento con ayuda de una
espatula Drigalsky en cajas Petri que contenian medio agar LB (Lisogenia Broth) suplementado con
el antibiotico de seleccién correspondiente (Tabla A2-1). Alternativamente, cuando se trato de E. coli
Machl T1 DHS5a y E. coli Rosetta DH3, después de incubar a 37°C se tomaron 100 pL y con ello se
sembraron cajas Petri con medio agar LB suplementado con su antibiético correspondiente. Después
se sembrar las cajas se incubaron invertidas a 37°C de 12-20 h. Las colonias aisladas que crecieron en
la superficie de la placa fueron seleccionadas como las contenedoras del ADN recombinante (vector),
las cuales fueron tomadas con un palillo de madera estéril y sembradas por separado en 5 mL de LB
suplementado con el antibiotico seleccion adecuado. En siguiente paso fue incubar a 37 °C de 8-12 h
con agitacion orbital constante (150 rpm). Por dltimo, la biomasa se concentré por centrifugacion
(14000 rpm, 5 min) en microtubos y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit comercial
QIAGEN Plasmid (QIAGEN, USA) o por método de lisis alcalina.
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Tabla A2- 1. Antibidticos de seleccién de cada uno de los vectores usados en este proyecto. Se indica el vector, la cepa

de E. coli, asi como el antibiotico y la concentracién usados.

Concentracion del antibiotico

Vector Cepa E. coli Antibidtico de seleccién
(Mg/mL)
pUC57-EDp;4 TOP10 (DH50) Ampicilina 100
pPRSET-EDf; TOP10 (DH50) Ampicilina 100
PRSET-EDp: SoluBL21 (DE3) Ampicilina 100
pC8-EDp: Machl T1 (DH5a) Espectinomicina 100
pCri-la- EDp4 Machl T1 (DH5a) Espectinomicina 100
pCri-la- EDp4 Rosetta (DE3) Kanamicina y Cloranfenicol 50y 20
pCri-4a- EDp; Machl T1 (DH5a) Espectinomicina 100
pCri-4a- EDf4 Rosetta (DE3) Kanamicina y Cloranfenicol 50y 20
pCri-8a- EDB1 | Machl T1 (DH5a) Espectinomicina 100
pCri-8a- EDf:1 Rosetta (DE3) Kanamicina y Cloranfenicol 50y 20
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Anexo 3. Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina

La pastilla que se form¢ al concentrar los 5 mL de cultivo bacteriano se coloco en bafio de
hielo. Se adicionaron 100 uL de solucion alcalina | (Tabla A3-1) y se suspendio la pastilla con ayuda
de un vortex. Enseguida se afiadieron 200 pL de solucion alcalina 1l (Tabla A3-2) preparada al
momento y se mezclo invirtiendo el microtubo rapidamente 5 veces y se incubd en hielo. Se
adicionaron 150 pL de solucion alcalina 11l (Tabla A3-3) e inmediatamente se mezcld invirtiendo
varias veces el microtubo y se coloco en hielo durante 5 min. Para separar el precipitado formado se
centrifug6 a 14000 rpm por 5 min a 4 °C. Enseguida se transfirio el sobrenadante a un microtubo
nuevo, cuidando de no tomar residuos de la pastilla formada. Se afiadi6 un volumen de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1, v/v) y se mezcld vigorosamente por voértice, se
centrifugo por 5 min a 14 000 rpm. Al finalizar, se transfiri6 nuevamente la fase acuosa a un microtubo
nuevo. Para precipitar los acidos nucleicos se afiadié un volumen de isopropanol a temperatura
ambiente, se mezcl6 por vortex e incubo a temperatura ambiente de 15-30 min. El siguiente paso fue
centrifugar a 14000 rpm por 5 min (algunas veces se observo una pastilla blanca), el sobrenadante se
retir6 y el tubo en posicion invertida se dejé secar a 37 °C. Una vez seco, se realizé un lavado con
1 mL de etanol al 70 %, el ADN se recuperd por centrifugacion a 14000 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se retir6 nuevamente y se dejo secar a 37 °C. Al microtubo completamente seco se
adicionaron 50 pL de agua desionizada y estéril para resuspender el ADN, para finalizar se almaceno
a-20 °C.

Tabla A3- 1. Solucioén alcalina I.

Componente Concentracion del stock Volumen (mL) Concentracion final
(mM)
Glucosa 1M 5 50
Tris-HCI pH 8.0 1M 2.5 25
EDTA pH 8.0 0.5M 2 10
Agua desionizada estéril - 90.5

Tabla A3- 2. Solucion alcalina Il.

Componente Concentracion del stock Volumen (uL) Concentracion final
(mM)
NaOH (diluir en fresco) 5N 160 0.2N
SDS 10% 400 1%
Agua desionizada estéril - 3440
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Tabla A3- 3. Solucién alcalina I11.

Componente Concentracion del stock Volumen (mL)
Acetato de potasio 5M 60
Acido acético glacial Puro 11.5
Agua desionizada estéril 28.5
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Anexo 4. Pruebas de expresion del EDB1: pRSET-EDp1

El vector pRSET-EDf: se transform6 en E. coli SoluBL21 (DE3) empleando una
concentracion de ADN entre 100-500 ng y ampicilina 100 pg/mL para su seleccion (Anexo 1). De la
placa resultante se seleccionaron 3 colonias aisladas y se sembraron por separado en 1 mL de medio
LB suplementado con ampicilina, enseguida se incubd durante 12 h, bajo agitacion orbital constante
y con una temperatura de 37 °C. Al finalizar el periodo de incubacion, de cada tubo de cultivo se
tomaron seis alicuotas de 10 pL y se inocularon por separado nuevamente en 1 mL de caldo 2xYT
(triptona al 1.6 %, extracto de levadura al 1 %, NaCl 85 mM) con ampicilina (100 pg/mL), es decir,
por cada colonia se sembraron seis tubos. Todos los cultivos se incubaron durante 3 h a 37 °C, con
una agitacion de 150 rpm. Para iniciar la expresion de la proteina, a cuatro cultivos de una colonia se
les adiciono IPTG para obtener una concentracion final de 1 mM, los dos cultivos restantes de los seis
que se tenian corresponden a los controles negativos de expresion. Para continuar, un tubo de control
negativo y dos con IPTG se incubaron a 37 °C y el resto de los tubos de cultivo se incubaron a
temperatura ambiente. Esto se repitié con los otros cultivos de las dos colonias restantes. Después de
3 h de incubacién se retir6 un tubo de cultivo con IPTG de cada temperatura probada (37 °C y
temperatura ambiente) por cada una de las tres colonias. El resto de los tubos se continué incubando
hasta completar 16 h. Todos los tubos de cultivo se centrifugaron a 14000 rpm durante 1 min, se
elimind el sobrenadante y se adiciono 50 uL de buffer para la muestra. Todos los tubos se colocaron
en un Thermoblock con una temperatura de 99 °C durante 10 min. Todas las muestras se analizaron
en geles de tricina-SDS-PAGE. En la Figura A4-1 se muestra el gel de tricina-SDS-PAGE de la
colonia en la que se observo mejor expresion del ED1. El carril 1, 2'y 3 corresponden a la temperatura
ambiente de expresion, por su parte el carril 4, 5y 6 a la temperatura de 37 °C. Los carriles 1y
4 corresponden a los controles negativos, donde no se observa una sobreexpresion de la proteina. El
carril 2 y 5 corresponden a un tiempo de expresién de la proteina durante 3 h después de la adicion de
IPTG. Por ultimo, el carril 3y 6 son las muestras que se obtuvieron con un tiempo de induccién de

16 h. Es notable que la proteina se expresé mejor a una temperatura de 37 °C durante 16 h.
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Figura A4- 1. Gel tricina-SDS-PAGE de las pruebas de expresion de la proteina empleando el vector pRSET-EDf1 Y a
E. coli SoluBL21 (DE3). Se indica el marcado de peso (MP) en kDa.
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Anexo 5: Preparacion de geles tricina-SDS-PAGE

Este método est& basado en lo reportado por Schagger & von Jagow (Schégger & von Jagow,

1987).

Tabla A5- 1. Cantidades para preparar geles SDS-PAGE con diferentes porcentajes de acrilamida.

% de acrilamida

Gel concentrador

Componente 6 B 10 3 2%
Solucion dfoa;;"am'da al 3.2mL 2.4mL 2 mL 1mL 0.533 mL
Buffer para el gel 2mL 2mL 2mL 2 mL 1mL
Glicerol al 80% 0.8 mL 0.8 mL 0.8 mL 0.8 mL -
Agua - 0.8 mL 1.2mL 1.6 mL 2.466 mL
Persulfato d%/;:lmonlo al 10 30 UL 30 L 30 L 30 L 40 L
TEMED 3uL 3uL 3uL 3uL 4 uL
Tabla A5- 2. Soluciones stock para el SDS-PAGE.
Tris () Tricina pH HCI (mL) SDS
Buffer para el gel (100 36.34 ) 8.95 8.5 03
mL)
Buffer de anodo (1 L) 24069 : 84 : :
Buffer de catodo (1L) 12.11 g 173 g i 1

1. Solucion de acrilamida 30 % (100 mL)

e Acrilamida 309
e Bis-acrilamida 0.8¢g

2. Buffer para la muestra (10 mL)

e Agua 4 mL
e Buffer para el gel 1mL
e Glicerol 3mL
e SDSal10% 1mL
e Azul de bromofenol 0.5% 0.5mL

Para preparar las muestras solo se mezclé con el buffer para muestra sin ningun proceso de ebullicién

a las muestras preparadas, solo se procedio a cargar en el gel.
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The p;-subunit of the Na*/K*-ATPase is a cell membrane protein, beyond its classic functions, it is also a cell
adhesion molecule. f;-subunits on the lateral membrane of dog kidney epithelial cells trans-interact with f;-
subunits from another neighboring cells. The p-f interaction is essential for the formation and stabilization of
intercellular junctions. Previous studies on site-directed mutagenesis and in silico revealed that the interaction
interface involves residues 198-207 and 221-229. However, it is necessary to report the interaction interface at
the structural level experimentally. Here, we describe the successful cloning, overexpression in E. coli, and pu-
rification of the extracellular domain of the f;-subunit from inclusion bodies. Experimental characterization by
size exclusion chromatography and DLS indicated similar hydrodynamic properties of the protein refolded.
Structural analysis by circular dichroism and Raman spectroscopy revealed the secondary structures in the folded
protein of type f-sheet, a-helix, random coil, and tum. We also performed p,-f; interaction assays with the re-
combinant protein, showing dimers’ formation (6xHisp;-8;). Given our results, the recombinant extracellular
domain of the f;-subunit is highly similar to the native protein, therefore the current work in our laboratory aims
to characterize at the atomic level the interaction interface between EDf,.

1. Introduction

The Na' /K '-ATPase, or sodium pump (NKA), is a heterooligomeric
membrane protein responsible for the electrochemical gradient in all
animal cells; it consists of «, B, and y subunits. The p-subunit shows
biological functions that include appropriate folding, trafficking, and
proper insertion of NKA into the plasma membrane. In addition, this
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subunit confers stability to the a-subunit and regulates enzyme activity
[1]; three B isoforms are known (B;-B3) [2]. The p;-subunit contains 303
amino acid residues consisting of an N-terminal cytoplasmic domain, a
transmembrane segment, and a large extracellular C-terminal domain
with a globular domain [3]. It has three N-glycosylation sites (Asn158,
Asnl193, Asn265) [4] and three disulfide bonds (Cys126-Cys149,
Cys159-Cys175, Cys213-Cys276) that are conserved between all
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Anexo 7. Productividad adicional relacinada con el proyecto COVID-19
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Abstract: Despite all successful efforts to develop a COVID-19 vaccine, the need to evaluate alterna-
tive antigens to produce next-generation vaccines is imperative to target emerging variants. Thus, the
second generation of COVID-19 vaccines employ more than one antigen from severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) to induce an effective and lasting immune response. Here, we
analyzed the combination of two SARS-CoV-2 viral antigens that could elicit a more durable immune
response in both T- and B-cells. The nucleocapsid (N) protein, Spike protein S1 domain, and receptor
binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike surface glycoproteins were expressed and purified
in a mammalian expression system, taking into consideration the posttranscriptional modifications
and structural characteristics. The i icity of these combined proteins was
a murine model. Inmunization combining S1 or RBD with the N protein induced higher levels of

1 1

in

1gG antibodies, increased the percentage of neutralization, and elevated the production of cytokines
TNF-a, IFN-y, and IL-2 compared to the administration of a single antigen. Furthermore, sera from
immunized mice recognized alpha and beta variants of SARS-CoV-2, which supports ongoing clinical
results on partial protection in vaccinated populations, despite mutations. This study identifies
potential antigens for second-generation COVID-19 vaccines.

Keywords: SARS-CoV-2; vaccine; nucleocapsid protein; spike protein; RBD domain

1. Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the etiological agent
of coronavirus disease 2019 (COVID-19), which has become one of the biggest threats to
global health and has been responsible for over 6.7 million deaths worldwide since its
emergence in November 2019 [1-3].
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Abstract

Background COVID-19, the disease caused by SARS-CoV-2 virus infection, has been a major public health problem world-
wide in the last 2 years. SARS-CoV-2-dependent activation of innate immune receptors contributes to the strong local and
systemic inflammatory reaction associated with rapid disease evolution. The receptor-binding domain (RBD) of Spike (S)
viral protein (S-RBD) is essential for virus infection and its interacting molecules in target cells are still under identification.
On the other hand, the search for accessible natural molecules with potential therapeutic use has been intense and remains
an active field of investigation.

Methods C57BL6/J (control) and Toll-like receptor (TLR) 4-deficient (Lps del) mice were nebulized with recombinant
S-RBD. Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) and Interleukin (IL)-6 production in bronchoalveolar lavages (BALs) was
determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Lung-infiltrating cells recovered in BALs were quantified by
hematoxylin—eosin (H&E) stain. In selected groups of animals, the natural compound Jacareubin or dexamethasone were
intraperitoneally (ip) administered 2 hours before nebulization.

Results A rapid lung production of TNF-a and IL-6 and cell infiltration was induced by S-RBD nebulization in control but
not in Lps del mice. Pre-treatment with Jacareubin or dexamethasone prevented S-RBD-induced TNF-a and IL-6 secretion
in BALs from control animals.

Conclusions S-RBD domain promotes lung TNF-a and IL-6 production in a TLR4-dependent fashion in C57BL6/J mice.
Xanthone Jacareubin possesses potential anti-COVID-19 properties that, together with the previously tested anti-inflamma-
tory activity, safety, and tolerance, make it a valuable drug to be further investigated for the treatment of cytokine production
caused by SARS-CoV-2 infection.

Keywords Coronavirus - RBD - Spike protein - TLR4 - Lung inflammation

Abbreviations
ACE-2 Angiotensin-converting enzyme
B Ri?l“rdo Reyes-Chilpa BAL Bronchoalveolar lavage
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D4 Claudia Gonzilez-Espinosa EU Endotoxin unit
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Abstract

Severe coronavirus disease 2019 (COVID-19) is characterized by lung injury, cytokine
storm, and increased neutrophil-to-lymphocyteratio (NLR). Current therapies focus on
reducing viral replication and inflammatory responses, but no specific treatment exists
to prevent the development of severe COVID-19 in infected individuals. Angiotensin-
convertingenzyme-2 (ACE2) is thereceptor for SARS-CoV-2, the virus causing COVID-
19, butitis also critical for maintaining the correct functionality of lung epithelium and
endothelium. Coronaviruses induce activation of a disintegrin and metalloprotease
17 (ADAM17) and shedding of ACE2 from the cell surface resulting in exacerbated
inflammatory responses. Thus, we hypothesized that ADAM17 inhibition ameliorates
COVID-19-related lung inflammation. We employed a preclinical mouse model using
intratracheal instillation of a combination of polyinosinic:polycytidylic acid (poly(l:C))
and the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2 spike protein (RBD-S) to mimic
lung damage associated with COVID-19. Histologic analysis of inflamed mice con-
firmed the expected signs of lung injury including edema, fibrosis, vascular conges-
tion, and leukocyte infiltration. Moreover, inflamed mice also showed anincreased NLR
as observed in critically ill COVID-19 patients. Administration of the ADAM17/MMP
inhibitors apratastat and TMI-1 significantly improved lung histology and prevented
leukocyte infiltration. Reduced leukocyte recruitment could be explained by reduced
production of proinflammatory cytokines and lower levels of the endothelial adhesion
molecules ICAM-1 and VCAM-1. Additionally, the NLR was significantly reduced by
ADAM17/MMP inhibition. Thus, we propose inhibition of ADAM17/MMP as a novel
promising treatment strategy in SARS-CoV-2-infected individuals to prevent the pro-
gression toward severe COVID-19.

Abbreviations: ACE2, Angiotensin-converting enzyme-2; ADAM 17, A disintegrin and metalloprotease 17; ALI, Acute lung injury; BALF, Bronchoalveolar lavage fluid; COVID-19, Coronavirus

disease 2019; ICAM-1, Intercellular adhesion molecule 1; MMP, Matrix metalloprotease; NETs, Neutrophil extracellular traps; NLR, Neutrophil-to-lymphocyte ratio; Poly I:C,
Polyinosinic:polycytidylic acid; RBD-S, Receptor-binding domain of SARS-CoV-2 spike protein; SARS-CoV-2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; TACE, TNF-a-converting enzyme;

VCAM-1, Vascular cell adhesion molecule 1.
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Abstract: The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic has reached an unprecedented level.
There is a strong demand for diagnostic and serological supplies worldwide, making it necessary
for countries to establish their own technologies to produce high-quality biomolecules. The two
main viral antigens used for the diagnostics for severe acute respiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV-2) are the structural proteins spike (S) protein and nucleocapsid (N) protein. The spike
protein of SARS-CoV-2 is cleaved into S1 and S2, in which the S1 subunit has the receptor-binding
domain (RBD), which induces the production of neutralizing antibodies, whereas nucleocapsid is an
ideal target for viral antigen-based detection. In this study, we designed plasmids, pcDNA3.1/S1 and
pcDNA3.1/N, and optimized their expression of the recombinant S1 and N proteins from SARS-CoV-
2 in a mammalian system. The RBD was used as a control. The antigens were successfully purified
from Expi293 cells, with high yields of the S1, N, and RBD proteins. The immunogenic abilities
of these proteins were demonstrated in a mouse model. Further, enzyme-linked immunosorbent
assays with human serum samples showed that the SARS-CoV-2 antigens are a suitable alternative
for serological assays to identify patients infected with COVID-19.

Keywords: severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; coronavirus disease; spike protein;
nucleocapsid; receptor binding domain

1. Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is a recently identified
virus that is responsible for the current pandemic of coronavirus disease 2019 (COVID-19),
which has globally infected and killed millions of people and has seriously damaged the
world economy [1,2]. Patients with COVID-19 can be asymptomatic or symptomatic. The
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Abstract: The Receptor-Binding Domain (RBD) of the Spike (S) protein from Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has glycosylation sites which can limit the production of
reliable antigens expressed in prokaryotic platforms, due to glycan-mediated evasion of the host
immune response. However, protein regions without glycosylated residues capable of inducing
neutralizing antibodies could be useful for antigen production in systems that do not carry the
glycosylation machinery. To test this hypothesis, the potential antigens NG06 and NG19, located
within the non-glycosylated S-RBD region, were selected and expressed in Escherichia coli, purified by
FPLC and employed to determine their immunogenic potential through detection of antibodies in
serum from immunized rabbits, mice, and COVID-19 patients. IgG antibodies from sera of COVID-
19-recovered patients detected the recombinant antigens NG06 and NG19 (A450 nm = 0.80 + 0.33;
1.13 + 0.33; and 0.11 + 0.08 for and negatives controls, respectively). Also, the purified antigens
were able to raise polyclonal antibodies in animal models evoking a strong immune response with
neutralizing activity in mice model. This research highlights the usefulness of antigens based on the
non-N-glycosylated region of RBD from SARS-CoV-2 for candidate vaccine development.

Keywords: SARS-CoV-2; receptor binding domain; Spike protein; vaccine; viral glycosylation;
prokaryotic expression
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Abstract

A nanocomposite using natural clays from a Phaeozem soil, engineered Ag-nanoparticles (NP),
TiO,-NP, and exhausted coffee grounds was synthesized through a single-step by thermal method,
to degrade or filtrate pollutants from soils, water or air. The surface characteristics and the porosity
of the composite were studied through nitrogen gas adsorption and application of the
Brunauer-Emmett-Teller (BET) equation, and the microporous composites ranged a surface area of
1736 m’ g'. X-ray diffraction showed the crystalline structure and crystalline phase of the
nanocomposites. High-resolution transmission electron microscopy (HR-TEM) and scanning
transmission electron microscopy (STEM) demonstrated that TiO,-NP surrounded Ag-NP, and both
were impregnated on natural soil NP. Oxidation states of the Ag-NP and TiO,-NP were analyzed by
X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). The energy gap of nanocomposite 8NC was determined
by Ultraviolet-visible diffuse reflectance (UV—Visible DRS). The photocatalytic activity of this
nanocomposite was evaluated. The results indicated that nanocomposite with Phaeozem-soil-NP
(8NC) degraded 82.31% of the harmful organic compound methylene blue (MB) by 150 minutes, while
the antimicrobial activity and resistance against Escherichia coli and Staphylococcus aureus and the
zone of inhibition (ZOI) were 15 mm. The nanocomposite Ag-NP/TiO,-NP/natural-soil-NP/exhausted
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Abstract. Natural clays, engineered Ag-nanoparticles (NP), TiO»-NP, and exhausted coffee grounds
were used to synthesize a nanocomposite 7NC using a Vertisol soil through a single-step by thermal
method, to build a nanomaterial to degrade or filtrate pollutants from soils, water or air. The surface
characteristics and the porosity of the composite were studied through nitrogen gas adsorption at
liquid nitrogen temperature and application of the Brunauer-Emmett-Teller (BET) equation and the
results indicated that the microporous composites ranged a surface area of 17.36 m”> g''. X-ray
diffraction showed crystalline structure and crystalline phase of the nanocomposites. HR-TEM-
STEM results demonstrated that TiO»-NP surrounded Ag-NP, and both were impregnated on natural
soil nanoparticles. Oxidation states of the Ag-NP and TiO»-NP were analyzed by X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS) The energy gap of nanocomposite 7NC was determined using the Kubelka-
Munck model from Ultraviolet-visible diffuse reflectance (UV-Visible DRS) spectra. The
photocatalytic activity of these nanocomposites was evaluated, and the results indicated that
nanocomposite with Vertisol-soil-NP (7NC) degraded the harmful organic compound methylene blue
(MB) while the antimicrobial activity and resistance against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus and the zone of inhibition (ZOI) also were analyzed. The nanocomposites Ag-NP/TiO»-
NP/natural-soil-NP/exhausted coffee-ground showed its for the development of an efficient material
for environmental remediation with photocatalytic and antimicrobial activity.

Introduction

Currently, the water pollutants include complex xenobiotic substances, known as emerging
contaminants (ECs), along with organic matter and microorganisms [1]; all of these contaminants
have been sensed in drinking water sources, increasing the hazards of illness as a result of intake
unclean water [2]. There are different techniques of removal treatments to dissipate contaminants
such as coagulation-flocculation, activated carbon adsorption (ACs), ozonation, advanced oxidation
processes (AOPs), membrane processes, and membrane bioreactor, among others.

However, the adsorbent synthesis methods must be evaluated because they could change the usage
time, particle size, and morphology. At the same time, they must be analyzed for the physicochemical
properties of EC to know if adsorbents can chelate them. Besides, the reuse and regeneration of
adsorbents should be monitored, making them environmentally friendly [3].

Some nanoparticles, such as TiO>-NP, Ag-NP, or soil clays, have been used in environmental
decontamination [4]. TiO> has been identified as one of the semiconductors with a high photocatalytic
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