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Resumen
Las proteinas chaperonas son las encargadas de mantener la calidad y funcionalidad de
otras proteinas. Algunas estan involucradas en el mantenimiento de la calidad y
funcionalidad de las gametas, entre las cuales se encuentran las chaperonas la familia
HSP70, que se expresan principalmente como respuesta ante situaciones estresantes como
golpes de calor, estrés oxidativo, osmotico, entre otros. Ademas, miembros de esta familia
también han sido identificadas en la membrana plasmatica del espermatozoide y descensos
en su expresion comprometen la motilidad y calidad de los mismos. En vista de estos
antecedentes, este trabajo se enfocOd en la produccion de las proteinas recombinantes
HSPA1A y HSPA2 de bovinos (Bos taurus) para su evaluaciébn como aditivo en las
soluciones de criopreservaciéon de embriones y gametas. Como resultado, Unicamente se
logr6 obtener la proteina HSPAL1A en un modelo de expresion bacteriano, con la cepa de
Escherichia coli (E. coli) Rosetta 2 (DE3) se obtuvo aproximadamente 112 mg de proteina
pura por litro, en los cultivos incubados a una temperatura de 37 °C. Por el contrario, en
cultivos de produccién incubados a una temperatura de 30 °C se alcanzé un rendimiento de
+ 6 mg de proteina. Por otro lado, no fue posible lograr la produccion de la proteina HSPA2,
en consecuencia, de poderse amplificar de la secuencia codificante, por lo que debera
disefiarse otra estrategia de amplificacion y poder asi obtener la construccion genética
necesaria para la generacion de la cepa recombinante de E. coli capaz de producir esta

proteina.

Palabras clave: biologia molecular, biotecnologia animal, proteina, temperatura,

reproduccion

esaie.: (@080

EY MG MDD

El contenido de esta obra corresponde al derecho de expresién de los autores y no compromete el pensamiento
institucional de la Universidad de Cuenca ni desata su responsabilidad frente a terceros. Los autores asumen la
responsabilidad por la propiedad intelectual y los derechos de autor.

Repositorio Institucional: https://dspace.ucuenca.edu.ec/

Estefany Mishel Largo Maldonado y Heydi Isabel Pando Tacuri



UCUENCA 3

Abstract

Chaperone proteins are responsible for maintaining the quality and functionality of other
proteins. Some chaperones are involved in various functions within reproductive physiology,
such as maintaining the quality and functionality of gametes, among which are chaperones
HSP70 family, which are expressed mainly in response to stressful situations such as heat
shock, oxidative and osmotic stress, among others. Furthermore, members of this family
have also been identified in the plasma membrane of the sperm and decreases in their
expression compromise their motility and quality. In view of this background, this work
focused on the production of recombinant proteins HSPA1A and HSPA2 from bovines (Bos
taurus) for their evaluation as an additive in cryopreservation solutions for embryos and
gametes. As a result, it was only possible to obtain the HSPA1A protein in a bacterial
expression model; with the Escherichia coli (E. coli) Rosetta 2 (DE3) strain, approximately
112 mg of pure protein per liter was obtained, in cultures incubated at a temperature of 37
°C. On the contrary, in production cultures incubated at a temperature of 30 °C, a yield of + 6
mg of pure protein was achieved. On the other hand, it was not possible to achieve the
production of the HSPA2 protein, as a result of being able to amplify the coding sequence,
so another amplification strategy must be designed and thus be able to obtain the genetic
construction necessary for the generation of the recombinant strain of E. coli capable of
producing this protein.

Keywords: molecular biology, animal biotechnology, protein, temperature,

reproduction
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Introduccién
Las chaperonas moleculares pertenecen a diversas familias de proteinas que se encuentran
ampliamente distribuidas y fuertemente conservadas en los diversos niveles taxonémicos,
su principal funcién es monitorear la calidad y funcionalidad de otras proteinas (1). Son
consideradas como el componente central de los mecanismos celulares empleados contra
el desarrollo de enfermedades producto del envejecimiento y el mal plegamiento de las
proteinas. Dentro de esta familia de chaperonas se encuentran las proteinas de choque
térmico (HSP, por sus siglas del Inglés de Heat Shock Proteins), que se expresan como
respuesta bioldgica ante situaciones de estrés en diversos organismos (1).
Las HSP son componentes normales de las células (2); sin embargo, en ausencia de
factores de estrés se registran valores basales de concentracién que son necesarios para el
plegamiento normal de proteinas y el mantenimiento de la transduccién de sefales. Por el
contrario, su incremento no siempre se encuentra relacionado a dichos factores (3).
La HSP70 es una familia constituida principalmente por proteinas producidas en respuesta
a situaciones de estrés, como los golpes de calor, estrés osmético, agresiones ambientales,
estrés oxidativo, entre otros (1).
En bovinos (Bos taurus), la familia HSP70 estd integrada por 18 genes, de las cuales la
HSP70.2 esta involucrada en los procesos biologicos de espermatogénesis, ejerciendo un
efecto protector sobre las células de procesos apoptéticos y estrés oxidativo; por lo tanto,
est4 indirectamente implicada en la fertilidad (4).
Como menciona Tripathy (5) las proteinas HSPA1A y HSPA2 se expresan a nivel de
vesicula seminal, en mayor cantidad durante la etapa fetal y primeros meses de vida, y en
etapa adulta durante la espermatogénesis, respectivamente (4). Ademas, se ha descrito la
presencia de éstas HSP en el esperma de varios animales incluidos ratones, cerdos,
cabras, humanos y bovinos (6).
Rosyada y colaboradores (4) plantean que en la membrana plasmatica del espermatozoide
se encuentran miembros de la familia HSP70 asociandose con lipidos, y cuando existe un
descenso en la expresion de estas proteinas durante las fases de congelacion y
descongelacion, la integridad de la membrana, motilidad y calidad de los espermatozoides
se ven afectados. Asi mismo, la HSP70.2 esta ubicada a nivel de la membrana superficial
hasta la pieza intermedia del espermatozoide ejerciendo una accion de proteccién celular y
regulacion de la energia para la motilidad; cuando existe una alteracién en la cantidad de
esta proteina, la funcién de las enzimas antioxidantes se ve disminuida, favoreciendo a la
formacion de especies de Oxigeno reactivo (ROS, sus siglas del Inglés - Reactive Oxygen

Species) perjudicando al esperma.
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Algunas proteinas de la familia HSP70 de ovejas y cabras han sido clonadas, expresadas y
purificadas mediante modelos de expresion bacterianos. La secuencia de nucle6tidos de
estas proteinas en ovejas presenta una homologia del 98 % con el ganado vacuno, bufalo y
cabra; mientras que en caprinos la relacion de homologia fue del 98,6 % con la especie
bovina (1), lo cual sugiere que es factible obtener estas proteinas de bovino en modelos de
expresion bacteriano basados en Escherichia coli.

Investigaciones realizadas previamente evidencian que las proteinas de la familia HSP70
podrian ayudar en la supervivencia de los espermatozoides en la criopreservacion (4), lo
cual implica una posible aplicacion importante dentro del area reproductiva ayudando a
incrementar las tasas de concepcion en los sistemas de produccién bovina y manteniendo
la diversidad genética. Sin embargo, en Ecuador no se han registrado publicaciones que
hayan evaluado el uso de HSP en biotecnologia reproductiva aplicable al ganado bovino,
debido a la complejidad para producirlas y costo elevado que poseen estas proteinas en el
mercado.

Por lo anterior, el propoésito de esta investigacion es clonar y producir las proteinas HSPA1A
y HSPA2 de la familia HSP70 para evaluar su uso en la conservacion de germoplasma de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la universidad de Cuenca y asi tenerlas disponibles
para futuras investigaciones que evallen el efecto de su adicion en la criopreservacion de

embriones y gametos bovinos.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general:
Clonar y producir en un modelo de expresion bacteriana, dos proteinas bovinas de choque

térmico.

2.2. Objetivos especificos:
Clonar las secuencias codificantes de las proteinas bovinas de choque térmico HSPA1A y

HSPAZ2 en un vector de expresion bacteriano.

Obtener de forma pura las proteinas recombinantes HSPAL1A y HSPA2 bovinas expresadas

en Escherichia coli.

2.3. Pregunta de investigacion
¢Es posible producir las proteinas bovinas de choque térmico HSPA1A y HSPA2 en un

modelo de expresién bacteriano?

Estefany Mishel Largo Maldonado y Heydi Isabel Pando Tacuri
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3. Revision de la literatura
3.1. Generalidades
Las proteinas, son entendidas como biomoléculas compuestas por secuencias de
aminodcidos, juegan roles fundamentales en la vida de los organismos. Estas sustancias
exhiben variadas y complicadas secuencias y estructuras que les otorgan diversas
caracteristicas fisicoquimicas, ademas de tener una funcién biolégica especifica, que puede
ser solamente estructural, de transporte, sefializacion, movilizacién y catélisis, como es el
caso de las enzimas (7). En ese sentido, cumplen mdltiples funciones, que abarcan desde
ser elementos estructurales hasta servir como enzimas, hormonas, mensajeros quimicos,
transportadores y contribuyentes al sistema inmunolégico como efectores con diferentes
actividades, entre otras; las proteinas estan constituidas a partir de un conjunto comun de
20 aminoacidos, de los cuales 9 de ellos no pueden de ser producidos por el organismo
animal, lo que los define como aminoé&cidos esenciales (8).
En otro sentido, las proteinas figuran como los complejos macromoleculares mas comunes
en la vida, se sintetizan en el interior de las células y desempefian un papel activo en todas
las funciones de los seres vivos. Existen multiples variedades en cuanto a su forma y
tamafio (9). Una proteina se compone de un polimero que incluye una secuencia de
compuestos organicos denominados aminoécidos. En términos generales, la disposicion de
aminoacidos en la secuencia determina la configuracion tridimensional que adoptara la
proteina. Esta estructura de la proteina, a su vez, influye en su actividad quimica y, por
consiguiente, en su actividad bioldgica (10).
Los organismos vivos sintetizan diversas categorias de proteinas, tales como enzimas,
hormonas, anticuerpos, transportadoras, fibras musculares, componentes de la lente ocular,
plumas, telarafias, cuernos, antibidticos, toxinas de hongos, en plantas y animales, y
muchas otras manifestaciones. Entre todas estas, las enzimas se destacan como las
proteinas mas especializadas y diversas, ya que practicamente se encuentran presentes en

todas las reacciones celulares, cumpliendo la funcién de catalizar sustancias intracelulares

(9).

3.2. Chaperonas moleculares

Las proteinas definidas como chaperonas conforman un conjunto de péptidos que tienen la
capacidad de detectar discrepancias o anomalias en las estructuras de las proteinas. La
mayoria de estas chaperonas son identificadas como proteinas que se expresan en
respuesta a alteraciones en la temperatura o condiciones ambientales estresantes, y se les
denominé como proteinas de choque térmico (11, 12). Del mismo modo, las chaperonas

moleculares se entienden como proteinas que ayudan a otras proteinas a adoptar su
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conformacion funcional, aunque la informacion para plegarse esta en la propia secuencia de
aminoacidos, sin embargo, algunas proteinas no logran plegarse correctamente dado un
ambiente no favorable (13). Las chaperonas pueden favorecer el plegamiento de proteinas
desplegadas o corregir las mal plegadas, evitando la formacion de agregados y facilitando la
reactivacion de proteinas agregadas; también pueden estar involucradas en la degradacion
de proteinas defectuosas o con alteraciones irreversible al interactuar con proteasas
especificas. Esto es esencial para mantener la integridad y funcion de las proteinas en
condiciones de estrés como el calor, la exposicidn a especies reactivas de Oxigeno y en el
caso de algunas enfermedades degenerativas (14).

Las chaperonas moleculares pueden clasificarse en dos amplias categorias en funcién de
su requerimiento de energia: aquellas que necesitan para su funcionamiento ATP y aquellas
gue no (15, 16). Las chaperonas que dependen del ATP utilizan ciclos de hidrdélisis del ATP,
acompafnados de cambios conformacionales significativos, para reconocer, plegar y liberar
sus proteinas sustrato. Estas proteinas poseen un peso molecular elevado y se organizan
en oligbmeros para llevar a cabo sus funciones como chaperonas. Entre los ejemplos mas
investigados se encuentran HSP60 (GroEL/ES), HSP70/HSP110 (DnaK), HSP40 (Dnal),
HSP104 (ClpB) y HSP90 (HtpG) (17, 18).

Es importante afiadir que la proteostasis es esencial para mantener la estabilidad de las
proteinas en las células y prevenir problemas de plegamiento. Esto se logra a través de una
red compleja que incluye chaperonas moleculares, el sistema de ubiquitinaproteasoma
(UPS) y la autofagia. Estos componentes aseguran la sintesis adecuada de proteinas,
evitan el plegamiento incorrecto y eliminan proteinas mal plegadas, previniendo la
acumulacion de agregados toxicos de proteinas en los organismos vivos (19, 20).

Dentro de la red de proteostasis, se puede caracterizar a las chaperonas mediante sus
funciones efectivas en el entorno celular, dado que pueden desempenfar roles como sostén,
favorecer el plegado, transportadoras o desintegradoras (20). Ademas, no existe una
restriccion para que una chaperona particular se adhiera exclusivamente a una actividad, ya
gue en ocasiones una misma chaperona puede ejecutar multiples de estas funciones segun
la perspectiva de (21-25). De acuerdo a las actividades que pueden desplegar las
chaperonas se pueden definir como:

- Chaperonas holdasas, en su mayoria, actian de manera independiente del ATP y se
asocian con proteinas no nativas durante un periodo prolongado para mantenerlas estables
y evitar que se agrupen. A pesar de no estar directamente involucradas en el proceso de
plegamiento de las proteinas, su funcion es esencial, ya que protegen a aquellas proteinas
gue son susceptibles a la agregacién. Un ejemplo de chaperonas holdasas son las

pequefias proteinas de choque térmico (sHsp, por sus siglas del Inglés).
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- Chaperonas foldasas desempefian un papel activo en la reestructuracion de las
proteinas recién sintetizadas que no han alcanzado su estado nativo, a través de un ciclo
gue implica la union alternante a las moléculas de ADP y ATP. Entre los sistemas de
chaperonas foldasas mas destacados se encuentran las familias de proteinas HSP70/Dnak,
HSP60/GroEL y HSP9O0.

- Chaperonas translocasas se dedican al transporte de proteinas recién formadas a través
de las membranas. Su relevancia es particularmente alta en organismos procariotas, donde
alrededor de un tercio de todas las proteinas se exportan desde el citoplasma vy, por lo
tanto, necesitan ser trasladadas a través de la membrana interna.

- Chaperonas disgregasas tienen la capacidad de desenredar agregados insolubles de
proteinas y, en algunos casos, sirven como guia para la degradacion de proteinas al
interactuar con componentes proteoliticos. Uno de los principales sistemas de chaperonas

con actividad disgregasa es la familia de proteinas dependientes de ATP Clp/HSP100.

3.3. Proteinas de choque térmico

Las HSP’s son un grupo de chaperonas moleculares que evitan la agregacion de proteinas
no especificas y ayudan a las proteinas celulares a alcanzar su estructura funcional para
mantener la homeostasis (26). Las HSP's son una gran familia de proteinas que permiten
qgue las células se adapten progresivamente al entorno cambiante, lo que influye
significativamente en la adaptacion térmica y la tolerancia a diferentes formas de estrés
(27). La amplia familia de las HSP's se clasifican segun el peso molecular, expresado en
kiloDalton (kDa), incluyendo asi las HSP’s pequefias: HSP10 (10 kDa), HSP22, HSP27 y
HSP32; y HSP’s de alto peso molecular: HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 y HSP100 (28).
La respuesta celular al choque térmico incluye la activaciéon de factores de choque térmico,
una mayor expresion de las HSP’s, un aumento de los niveles de oxidacién de aminoacidos
y Glucosa, reducciéon del metabolismo de los acidos grasos y estimulacion de los sistemas
inmunolégico y endocrino a través de la secrecion extracelular de HSP (26). Las HSP son
ubicuas en casi todos los organismos procariéticos y eucariotas. Entre ellas, las HSP70
desempefian funciones internas en el control de la calidad de las proteinas y el plegamiento
de las mismas, lo que lleva a la prevencién de la acumulacion de agregados proteicos y la
reparacion de proteinas mal plegadas (29). Ademas de ello, su funcién principal es
estabilizar proteinas inestables mediante interacciones controladas, promoviendo su
ensamblado adecuado y evitando la desnaturalizacién. Es por ello que estas proteinas
desempefian un papel fundamental en la autodefensa celular y son esenciales para
mantener la homeostasis en condiciones de estrés. Son altamente conservadas y se

encuentran en todos los organismos eucariotas (30). Las HSP’s no solo estan relacionadas
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con la tolerancia al calor y la supervivencia celular en situaciones de lesion y estrés
oxidativo; ademds, pueden desempefiar un papel crucial en la proteccion contra la

apoptosis celular (31).

3.3.1. Proteinas de choque térmico 70 (HSP70)

Estas proteinas con actividad de chaperonas restauran la conformacion nativa de proteinas
parcialmente desnaturalizadas después de la exposicion a formas proteotoxicas de estrés y
son fundamentales para el plegamiento y el trafico intracelular de proteinas sintetizadas de
novo en condiciones normales (32). En los vertebrados, existen dos formas principales de
expresion de las HSP70’s: varios miembros exhiben patrones de expresién constitutivos,
mientras que otros son inducidos por diversas tensiones que interrumpen el plegamiento
adecuado de las proteinas y estan regulados por el factor de choque térmico 1 (HSF1) (33).
Las historias evolutivas de las HSP70, y especialmente de las formas inducibles, son
bastante complejas con eventos de evolucion convergente y duplicacién de genes (34). Las
HSP’s estan estrechamente asociadas con la respuesta celular a una variedad de factores
estresantes, y no estan simplemente vinculadas al estrés por calor, como inicialmente se
crey6. Normalmente estan presentes en el citoplasma, las mitocondrias, el nucleo y el
reticulo endoplasmico, mientras que durante y después del estrés por calor se localizan
principalmente en el nucleo. En condiciones normales, las HSP70’s participan en el
plegamiento postraduccional y el transporte de proteinas celulares a través de las
membranas y ahora se asume que participan en la fertilizacién y el desarrollo embrionario
temprano (33, 35).

La adicibn de anticuerpos para HSP70's en embriones tempranos cultivados in vitro
suprime el proceso de formacion de blastocistos tanto en ganado vacuno como en ratones.
Bajo estrés térmico, las HSP70’s desempefan un papel vital al preservar la estabilidad del
citoesqueleto, regular el ciclo celular y la respuesta inmune, prevenir la apoptosis celular y
contribuir a la termotolerancia de las células. Durante el estrés por calor, las HSP's se
pueden encontrar en el espacio extracelular, a través de mecanismos que involucran a los
lisosomas a través de particulas unidas a membranas o por fuga pasiva de células
necréticas después de la alteracion de sus membranas (33, 35).

Desde otra perspectiva, la HSP70 es esencial en procesos celulares relacionados con el
estrés, de modo que las variaciones de las secuencias de sus genes pueden fijarse en
respuesta al entorno. Se ha evidenciado que existen variantes genéticas de las HSP70’s se
asocian con la tolerancia al calor en el ganado, se considera que el denominado alelo A
tiene un efecto positivo, especialmente observandose en el genotipo AA mayor resistencia

al estrés térmico. Esto sugiere que HSP70’s podria usarse como marcador genético para
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mejorar la termotolerancia del ganado bovino mediante la seleccion asistida por marcadores
(36). Por otro lado, en diferentes razas de bovinos, se han identificado polimorfismos en los
genes de las HSP70’s, y algunos de estos polimorfismos se asocian con una mayor

viabilidad celular en condiciones de calor (37).

3.4. Proteina de choque térmico HSPA1A

3.4.1. Generalidades

HSPALA, también llamada HSP70.1 o HSP72, es un miembro de la familia de proteinas
HSP70, codificada por el gen HSPA1A. La funcién principal de la HSPA1A, una proteina
HSP70 inducible, es proteger las células del estrés térmico actuando como acompafiante de
las proteinas objetivo para su degradacion o interaccion; asiste en el proceso adecuado de
la conformacion de proteinas recién creadas y en la reestructuracion de proteinas que han
perdido su estructura natural o también cuando se han plegado de manera incorrecta
debido a situaciones de estrés. Esto previene la aparicion de grupos de proteinas dafiadas y
da soporte a la estabilidad y el funcionamiento de las proteinas presentes en las células
(38).

3.4.2. Caracteristicas de la HSPA1A

La proteina en cuestion es ampliamente preservada a lo largo de la evolucion, lo que
enfatiza su significancia critica en los sistemas biolégicos, formando un sistema primario
para autodefensa intracelular. Su caracteristica mas destacable es su capacidad de
respuesta, ya que su expresibn aumenta de manera notable en situaciones de estrés,
particularmente cuando se trata de estrés debido a la temperatura. Ademas, esta proteina
no trabaja sola, sino que colabora estrechamente con co-chaperonas, como Hsp40 y
Hsp90, desempefiando un papel fundamental en la facilitacion de procesos celulares y
moleculares esenciales. Su habilidad para ajustarse a condiciones cambiantes y su
participacién en redes de interacciones la convierten en un componente esencial en la

maguinaria molecular de los organismos vivos (39-42).

3.4.3. Estructura de la HSPA1A

La estructura de la HSPA1A se compone de dos dominios esenciales: uno en el extremo
aminoterminal, con actividad de ATPasa, y el extremo carboxiterminal, capaz de interactuar
con el sustrato sujeto a procesamiento (Figura 1). Esta proteina tiene la capacidad de uniry
liberar repetidamente el ATP, lo que le permite desempefiar funciones relacionadas con el

plegamiento y desplegamiento de proteinas. Ademas, se ha observado que la HSPA1A se
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encuentra también en la membrana plasmética, particularmente en la superficie de las

células de varios tipos de tumores (43-45).

Figura 1. Modelo estructural de la proteina HSPA1A. Recuperado de:
(https://www.rcsb.org/structure/2e8a).

3.4.4. Funciones de la HSPA1A

La HSPA1A unida a una membrana desempefa funciones biolégicas importantes, ya que
activa el sistema inmunoldgico, media la endocitosis independiente de Clatrina, facilita la
entrada viral y regula la supervivencia de las células tumorales. Ademas, la HSPA1A
desempefia un papel crucial en la célula al funcionar como una chaperona, manteniendo el
equilibrio de las proteinas y promoviendo la supervivencia en situaciones de estrés o en
células cancerosas. Su capacidad para interactuar con fragmentos hidrofébicos de
proteinas mal plegadas, impulsada por el ATP y su dominio de unién a nucleé6tidos (NBD)
gue se integra en su estructura, aseguran que las proteinas recién sintetizadas o con
plegamientos defectuosos logren su correcta funcionalidad. Ademds, esta proteina actla

como un escudo contra el estrés térmico, evitando la agregacion de proteinas debida al
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calor y preservando la estabilidad de las proteinas celulares. Al mismo tiempo, desempefia
un papel central en la regulacion de la respuesta celular al estrés al activar rutas de
sefializacion que favorecen la supervivencia celular. Finalmente, su capacidad para facilitar
el transporte de proteinas a través de membranas celulares y organulos resulta esencial en
procesos vitales como la translocacion de proteinas en el reticulo endoplasmico y la
mitocondria (43, 44, 46-48).

3.4.5. Aplicacién de la proteina HSPA1A en biotecnologia

La biotecnologia de proteinas se enfoca en aislar, producir y mejorar proteinas especificas a
partir de diversas fuentes naturales, como plantas, animales y microorganismos, para su
uso en diversas aplicaciones (49). La proteina HSPA1A ha demostrado presentar algunas
aplicaciones dentro de la biotecnologia para los animales y humanos. La variacién genética
en los genes HSP y el papel central de HSP70 en la tolerancia térmica sugieren su utilidad
como marcador genético para mejorar la tolerancia al calor a través de la seleccién asistida
por marcadores (36).

La proteina HSPA1A, también conocida como HSP70.1, juega un papel clave en la
proteccion y preservacion de células y estructuras celulares, especialmente en situaciones
de estrés como la criopreservacion. En bovinos han demostrado que la expresion de la
proteina HSP70.1 en linfocitos esté relacionada con el estrés térmico. Ademas, se ha
encontrado polimorfismo en el gen HSP70.1 en diversas razas bovinas, como Angus y
Brahman (Bos indicus), con implicaciones en la adaptacién al calor (36). La criopreservacion
de embriones, que implica congelar y descongelar células y tejidos, puede someter a las
células a estrés. En este contexto, HSPA1A juega un papel crucial a la hora de proteger
estas células y garantizar su viabilidad y desarrollo. Ademas, ayuda a reducir el riesgo de
dafio celular durante la congelacién y descongelacion, cuando las células pueden verse
comprometidas por los cambios de temperatura y la formacion de cristales de hielo.
Ademas, en la criopreservacion para la transferencia de embriones y la preservacion de la
diversidad genética en bancos de genes, HSPA1A puede desempefiar un papel importante
en la preservacion de la integridad genética de los embriones almacenados al prevenir
dafios al ADN y otras estructuras genéticas (50).

Ademas, en otros modelos animales se ha demostrado que la hipertermia y la induccién de
HSP70.1 pueden reducir la replicacion de patégenos en especies como el langostino jumbo
o langostino tigre (Penaeus monodon) y Artemia (Artemia franciscana), sugiriendo un papel
crucial de las HSP’s en la respuesta inmune, lo que indican que el aumento de temperatura
influye en la dinamica de las infecciones, con un mayor nimero de langostinos infectados a

temperaturas mas altas, pero menor mortalidad (51).
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Por otro lado, la proteina HSPA1A (HSP70) es conocida por su papel en la proteccion y
respuesta celular ante el estrés, incluyendo situaciones de enfermedades infecciosas y
sepsis. En este contexto, la expresion o variaciones en la proteina HSPA1A en un individuo
podrian influir en su susceptibilidad y respuesta ante la sepsis. Los biomarcadores
moleculares, como la expresién de HSPALA u otros genes relacionados con la respuesta al
estrés, podrian ayudar a identificar pacientes con mayor riesgo o distintos perfiles de

respuesta ante esta enfermedad compleja (52).

3.5. Proteina de choque térmico HSPA2

3.5.1. Generalidades

En los mamiferos la proteina HSPA2, relacionada con el choque térmico, desempefia un
papel fundamental en la espermatogénesis, siendo un componente esencial para garantizar
una fertilizacién exitosa de los ovocitos (53). Inicialmente, se consideraba que HSPA2 era
especifica de los tejidos testiculares, la cual adicionalmente pertenece a la familia de
proteinas HSPA no inducibles por estrés. Sin embargo, se ha descubierto que esta proteina
también se encuentra presente en ciertos tejidos soméaticos humanos, incluyendo los
epitelios multicapa (54). Es importante resaltar que HSPA2 es un miembro relativamente
poco caracterizado de la familia HSPA, también conocida como HSP70.2. Originalmente se
ha identificado como especifica de los testiculos y se encontré en niveles mas elevados en
los espermatocitos paquitenos de roedores, su expresion no es inducida por estrés térmico,

y desempeiia un papel crucial en la fertilidad (55).

3.5.2. Caracteristicas de la HSPA2

La proteina HSPAZ2 es altamente conservada, exhibiendo una estructura caracteristica de la
familia HSP70. Su expresion se encuentra principalmente focalizada en los testiculos,
aunque también se ha detectado en otros tejidos. A diferencia de algunas proteinas de
choque térmico, su expresion no se ve influenciada por el estrés térmico. Ademas, se ha
descubierto que la HSPA2 esta presente en tejidos somaticos humanos, incluyendo los
epitelios multicapa, y su funcién en estas células no se comprende completamente.
Investigaciones recientes han revelado que la HSPA2 favorece la proliferacion de células
normales derivadas del epitelio bronquial humano y esta presente en varios tipos de células
neoplasicas malignas. Sin embargo, su importancia en estos contextos, como en las células
cancerosas de pulmoén, mama o cuello uterino, sigue siendo objeto de estudio, ya que las
células cancerosas parecen perder la HSPA2 en condiciones de estrés proteotéxico, lo que
puede estar relacionado con la fosforilacion del HSF1, el principal regulador de la expresion
de los genes HSPA (55-59).
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3.5.3. Estructura de HSPA2

La HSPAZ2 tiene un dominio de union a nucleétidos (NBD) y un dominio de unién a sustrato
(SBD) unidos por un enlace hidrofébico (Figura 2). EI NBD tiene afinidad por Adenosina y
controla la forma de la proteina. EI SBD se une a péptidos hidrofébicos con carga positiva.
Esta caracteristica es comlUn en proteinas y aumenta en proteinas desnaturalizadas o

recién traducidas (60).

Figura 2. Modelo estructural de la proteina HSPA2. Recuperado de:
(https://www.rcsb.org/structure/4FSV).

La HSPA2 se encarga de unir péptidos en una conformacion extendida mediante enlaces
de hidrogeno y contactos hidrofobicos. Su funcién depende de cambios conformacionales
regulados por la hidrdlisis de ATP. Esto permite la union y liberacion de péptidos, afectando
la estabilidad de proteinas. Las proteinas HSP40 influyen en la velocidad de hidrdlisis de
ATP y la actividad de la HSPA2. Su flexibilidad y modularidad le permiten realizar diversas
funciones, aunque comprender sus mecanismos sigue siendo desafiante y requiere estudios

estructurales y cinéticos (61, 62).
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3.5.4. Funciones de la HSPA2

Esta proteina desempefia un papel esencial en la espermatogénesis y la fertilidad
masculina al favorecer y mantener la calidad de los espermatozoides. La funcion principal
de HSPA2 en los testiculos radica en mantener de manera adecuada el plegamiento y el
funcionamiento de las proteinas relacionadas con el proceso de formacion de los
espermatozoides. Conforme los espermatozoides se desarrollan, HSPA2 contribuye a evitar
el inapropiado plegamiento o la union incorrecta de las proteinas esenciales, asegurando
asi la produccion de espermatozoides que sean funcionales y saludables. Asimismo,
HSPA2 también tiene un papel relevante en resguardar a los espermatozoides frente al

estrés celular y en prepararlos para llevar a cabo la fertilizacion (55, 58, 60, 63).

3.5.5. Aplicacién de la proteina HSPA2 en biotecnologia

Dentro de las aplicaciones de la proteina HSPA2, se ha podido hallar que la proteina de
choque térmico es un factor clave en el estudio de la enfermedad de Alzheimer de aparicion
tardia. En el que se sefiala que los cambios en la expresién de genes y proteinas son
cruciales para el desarrollo de esta enfermedad. Ademas, HSPA2 se destaca como un
regulador clave en los procesos de la enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia y se
relaciona con la elevacion de la concentracion de la proteina B-amiloide y la proteina Tau
asociada a microtubulos (64).

Ademds, esta relacionada con el céancer y se ha estudiado como un posible objetivo
terapéutico. Dado que el control del plegamiento y desplegado de proteinas es esencial
para regular la actividad de las proteinas en las células, incluidas aquellas implicadas en la
proliferacion y supervivencia celular en el cancer. Al ser desplegadas, las chaperonas
pueden corregir estructuras proteicas tridimensionales y asi controlar la calidad de las
proteinas en la célula (65).

Finalmente, como ya se indic6 la proteina HSPA2 estd relacionada con la
espermatogénesis y es esencial para el éxito de la fertilizacion de los ovocitos en
mamiferos. Esta proteina se encuentra en el plasma seminal y se ha investigado como un
posible biomarcador de la salud reproductiva masculina. Su deteccion o ausencia en el
plasma seminal podria indicar el estado de la espermatogénesis y la capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides. Estos hallazgos tienen implicaciones en aplicaciones
de reproduccion asistida y pueden ser relevantes para evaluar la infertilidad masculina y el
éxito del tratamiento reproductivo, lo que sugiere un posible uso de HSPA2 como
biomarcador en biotecnologia reproductiva (53).

La evaluacion del uso de las HSP’s en biotecnologia de la reproduccién se encuentra

limitada por la carencia de acceso a estas moléculas desde las fuentes originales,
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problematica que puede ser resuelta mediante la aplicacion de herramientas de biologia
molecular para la generacion de modelos de expresion para la obtencién de estos péptidos

recombinantes.

3.6. Produccién de proteinas recombinantes

La primera consideracion fundamental en el proceso de obtencion de una proteina mediante
y las técnicas de recombinacion genética se relaciona con la adecuada eleccion del sistema
de expresion. Un sistema de expresion esta constituido por un organismo anfitrion y un
vector de expresion que contiene todos los elementos genéticos necesarios para llevar a
cabo los pasos de transcripcion y traduccion del gen de interés en el mencionado organismo
anfitrién, asi como su replicacion y segregacion. La seleccién del sistema de expresion mas
apropiado dependera de una serie de factores, que abarcan desde el origen biolégico y las
propiedades especificas de la proteina deseada, hasta las caracteristicas de crecimiento del
organismo anfitrién, los niveles de expresion deseados y la ubicacion celular de la proteina.
Ademas, se deben tener en cuenta las posibles modificaciones postraduccionales y su
influencia en la actividad biolégica de la proteina, asi como los aspectos regulatorios que
pueden surgir en el contexto de su posterior aplicacion. Por Ultimo, pero no menos
importante, se debe considerar el aspecto econdmico en todo el proceso (66). Uno de los
modelos de expresion mas econdémico, sencillo, mejor conocido y para el cual se tiene una
amplia diversidad de vectores o elemento genéticos de expresion es el basado en la

utilizacion de la bacteria Gram-negativa Escherichia coli (E. coli).

3.7. Escherichia coli como bioféabrica

E. coli se emplea ampliamente en la industria biotecnoldogica para la produccion de
proteinas recombinantes con fines diagndsticos, terapéuticos o vacunales, mediante
procedimientos relativamente econémicos, ya que ha sido exhaustivamente caracterizada
desde el punto de vista genético y fisioldgico (67).

E. coli es el principal hospedero en sistemas procariéticos, ampliamente utilizado en
laboratorios y la industria debido a su conocimiento en fisiologia y genética, lo que facilita la
clonacion y cultivo. Su rgpido crecimiento y alta produccion de proteinas heterdlogas lo
convierten en una biofabrica. Se han manipulado genéticamente cepas de E. coli para
eliminar genes relacionados con la patogenicidad, lo que las hace seguras para
fermentaciones a gran escala. Estos sistemas usan vectores plasmidicos con elementos
esenciales, como origen de replicaciéon, promotor, sitio de unién al ribosoma, secuencia

codificante, terminadores de transcripcion y marcadores de resistencia a antibiéticos para

Estefany Mishel Largo Maldonado y Heydi Isabel Pando Tacuri



UCUENCA 28

garantizar la replicacion y expresion del gen clonado. También pueden incluir un gen
regulador para modular los niveles de expresion (68, 69).

Aunque los sistemas procaridticos son comunes debido a su facilidad y bajo costo, a veces
son limitados para producir proteinas eucaridticas debido a la falta de modificaciones
postraduccionales esenciales, como la formacion de puentes disulfuro y glicosilaciones.
Ademds, las proteinas expresadas en bacterias pueden formar agregados insolubles
llamados cuerpos de inclusion, lo que requiere técnicas adicionales para su purificacion y
puede resultar en pérdida de rendimiento y aumento de costos. Por lo tanto, en algunos
casos, se utilizan sistemas de expresion eucaridticos, como levaduras, baculovirus/células
de insectos, células de mamiferos, protozoos, hongos filamentosos y células de plantas,
especialmente cuando se requieren modificaciones postraduccionales para la actividad
biolégica. También se han desarrollado sistemas de expresion libres de células para

proteinas integrales de membrana altamente toxicas para los hospederos (66, 70).
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4. Materiales y métodos
4.1. Descripcion del estudio
Las actividades del proyecto de investigacién se llevaron a cabo en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la universidad de Cuenca,
donde se disefiaron y se obtuvieron las construcciones genéticas para producir las
proteinas bovinas de choque térmico HSPAL1A y HSPA2 en E. coli; para lo cual se utilizé

material genético del biobanco perteneciente al laboratorio.

4.2. Actividades experimentales

4.2.1. Actividad experimental 1. Disefio de primers u oligonucleotidos y construcciones
genéticas

4.2.1.1. Materiales

4.2.1.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio

- Software libre SerialCloner version 2.6.1

- Informacion digital de la secuencia codificante de la HSPA1A, Genbank ID: NM_203322.3
- Informacion digital de la secuencia codificante de la HSPA2, Genbank ID: NM_174344.1

4.2.1.2. Procedimiento
Paso 1. De la base de datos del Genbank de la National Library of Medicine (NIH)

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore), se obtuvo informacion digital de las secuencias

codificantes de referencia, mediante el ndamero de identificador NM_203322.3 vy
NM_174344.1, de las proteinas HSPA1A y HSPA2, respectivamente. De igual forma se
consiguié las secuencias de las proteinas HSPA1A (NP_976067.3) y de la HSPA2
(NP_776769.1).

Paso 2. La informacioén digital de las secuencias fue revisada manualmente y se generé un
archivo en el procesador de texto Writer del paquete de ofimética LibreOffice version 7.5.8

(https://es.libreoffice.org/descarga/libreoffice/).

Paso 3. En cada una de las secuencias codificantes se analiz6 mediante el software

SerialCloner version 2.6.1 (http://serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html) si las enzimas de

restriccion Ndel y BamHI no cortasen las secuencias, para ser incluidas en los

oligonucleotidos a disefiar y asi amplificar la secuencia codificante de HSPA1A (HSPA1A-

For: GCATATGGCGAAAAACATGGCTATC y HSPA1A-Rev:
CGGATCCTTAATCCACCTCCTCAAATGGTGG) y de HSPA2 (HSPA2-For:
GCATATGTCTGCCCGCGGCCCGG y HSPA2-Rev:

TTAGTCCACTTCCTCGATGGTCGGTCCC), en los cuales se incluy6 el sitio de restriccion
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para la enzima Ndel (CATATG) en los primers sentido (For) de ambas proteinas y para
BamHI (GGATCC) unicamente en el primer antisentido de HSPA1A.

Paso 4. Se seleccionaron las regiones de los extremos de las secuencias codificantes para
identificar la longitud de los oligonucleotidos con una temperatura media de hibridacion ™
similar, de igual manera con el uso del sofware SerialCloner.

Paso 5. Con el mismo software de simuld el PCR con los oligonucleotidos modificados con
las enzimas restriccion, el producto de PCR se empled para simular la clonacién el vector
pGEM-T (Promega) y posterior subclonacién con las enzimas restriccion Ndel/BamHI en el
vector pET15b (Novagen). Y adicionalmente, se simularon los mapas de restriccion para
validar la clonacién y subclonacién.

Paso 6. Con el disefio concluido se procedi6 a la gestiéon y adquisicion del servicio de

sintesis de los oligonucleétidos a la empresa Macrogen (Corea).

4.2.2. Actividad experimental 2: Amplificacion de secuencias codificantes mediante PCR
4.2.2.1. Materiales

4.2.2.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio
- Set de micropipetas y sus puntas estériles

- Microtubos Eppendorf de varios volimenes

- Tubos de PCR

- Cooler

- Refrigerador (4 °C)

- Congelador (-20 °C)

- Cabina de PCR

- Vortex

- Picofuga

- Termociclador

- Cristaleria de laboratorio

- Platina de calentamiento y agitaciébn magnética
- Potenciémetro (pH metro)

- Autoclave

- Equipo de filtracion (& 0,22 nanometros).

- Vortex

- Balanza analitica

- Camara de electroforesis horizontal

- Horno de microondas

- Transiluminador UV
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- Fotodocumentador UV (ChemiDoc XRS+ System, BioRad)

- Computadora de escritorio e impresora

4.2.2.1.2. Materiales bioldgicos

- Muestras de ADN bovino perteneciente al biobanco del laboratorio de biologia molecular.
4.2.2.1.3. Reactivos y soluciones

- Agua grado biologia molecular (Sigma Aldrich, Cat. no.: W4520)

- Enzima Pfx ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 11708-039) con la Solucién buffer de
amplificacién 10X, Solucion enhancer 10X y la Solucién de MgSO. a 50 mM.

- Solucion de dNTP’s a 10 mM de cada uno (dNTP’s set, Thermo-scientific, Cat. No.:
R0182)

- Oligonucleétido sentido HSPA1A-For (GCATATGGCGAAAAACATGGCTATC) (Macrogen)
y oligonucledtido antisentido HSPA1A-Rev
(CGGATCCTTAATCCACCTCCTCAAATGGTGG) (Macrogen). Estos oligonucleétidos
amplifican un producto de PCR de 1.937 pares de bases (bp).

- Oligonucledtido sentido HSPA2-For (GCATATGTCTGCCCGCGGCCCGG) (Macrogen) y
oligonucleétido anti sentido HSPA2-Rev (TTAGTCCACTTCCTCGATGGTCGGTCCC)
(Macrogen). Estos oligonucle6tidos amplifican un producto de PCR de 1.900 bp.

- Agarosa (Invitrogen, Cat. No.: 16500-500)

- Solucion buffer TAE 1X (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA, pH 8,0) (Sigma Aldrich,
Cat. no.: T4661, A6283, EDS, S8045)

- Solucién de Bromuro de etidio a 10 mg/ml (Sigma Aldrich, Cat. no.: E7637)

- Solucién buffer de carga 6X para ADN (60 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 6 mM de EDTA, pH
8,0; 0,3 % de Azul de bromofenol; 0.3 de Xilencianol y 30 % de Glicerol) (Sigma Aldrich,
Cat. no.: T4661, 320331, EDS, S8045, B8026, X1426, G5516)

- Marcador de peso molecular de ADN (Invitrogen, Cat. no.: 10488058)

4.2.2.2. Proceso de amplificacion

Una vez obtenidos los primers disefiados, se utilizé material genético bovino del biobanco
del laboratorio de Biologia Molecular, y se siguié el protocolo descrito por Pawar y
colaboradores (1), con las modificaciones que a continuacion se describen.

Pasos a seguir:

Paso 1. Para el proceso de amplificacion en el ensayo de PCR se elaboré una mezcla
(Tabla 1) para alcanzar un volumen final de 25 pl por reaccion; se agito en el vortex durante

4 a 6 s y posteriormente se centrifugé por 15 a 20 s en la picofuga.
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Tabla 1. Composicién de la mezcla de reaccion para los ensayos de PCR para la amplificacion de
secuencias codificantes para HSPA1A y HSPA2.

. Concentracion Volumen
Reactivo o - 7
inicial final de premezcla por reaccion
Agua grado biologia molecular No aplica No aplica 79,5 ul 15,9 pl
Buffer de amplificacién 10X 10X 1X 12,5 ul 2,5 ul
Enhancer 10X 10X 1X 12,5 ul 2,5 ul
MgSO4 50 mM 2 mM 5ul 1
dNTP’s. 10 mM c/u*** 0,2 mM clu 2,5 ul 0,5 ul
Primer sentido (For)* 100 uM 0,8 uM 1l 0,2 pl
Primer antisentido (Rev)** 100 uM 0,8 uM 1l 0,2 pl
Enzima Pfx ADN polimerasa 25 U/ul - 1pl 0,2 ul
Volumen parcial 115 ul 23 pl
Muestra de ADN total - - 10 ul 2 ul
Volumen final 125 25 pl

* For, HSPA1A-For o HSPA2-For, respectivamente.
** Rev, HSPA1A-Rev 0 HSPA2-Rev, respectivamente.
*** c/u, de cada uno de los dideoxinucleotidos trifosfatados.

Paso 2. Al volumen total de las premezclas (115 pl) se le agregaron 10 pl de la muestra de
ADN total, las soluciones finales se mezclaron en el vortex, y el contenido se colecto con
ayuda de la picofuga, finalmente las mezclas se dividieron en 5 microtubos (200 pl)
previamente identificados, quedando un volumen final por reaccion de 25 pl, posteriormente
se llevaron los microtubos de PCR al termociclador.

Paso 3: En el termociclador las reacciones de PCR para cada proteina (HSPA1A y HSPA2)

fueron sometidas a un perfil de temperatura especifico para cada proteina (Tablas 2y 3).

Tabla 2. Perfil de temperaturas de amplificacion de la secuencia codificante de la HSPA1A.

35 ciclos
= o
2 c I =
8 E 9 £ g
= T © c = - IS
Etapa T % 2 2 o s
== = g = & [}
© 2 ) D o) =
= @®© c x +—
; s £ E 5 =
[a 3 < <
&}
Tiempo , .. .. o .
. 5 30 25 130 5 oo
('min, ”’s)
T t
em‘()fé;’ Urd e aa0 94,0 58,0 < 68,0 68,0 68,0 4,0
Curva de temperatura de alineamiento
No: | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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T™M (°C) 580 583 589 598 611 624 636 649 66,2 67,1 67,7 68,0
Tubo no.: 1 2 3 4 5

Tabla 3. Perfil de temperaturas de amplificacion de la secuencia codificante de la HSPA2.

35 ciclos
= o
2 c ® c
8 E 2 E 3
= T © = \C c =
Etapa S5 = kS 2 5 S
S c — S c 0 [}
® = 2 8 g 3 8
2 = £ i = E
8 2 < <
[
Jiempo 5 30 25" 130" 5 =
('min, 7’s)
T
em'?oecr;"t“ra 94,0 94,0 58,0 < 68,0 68,0 68,0 4,0
Curva de temperatura de alineamiento
No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
T™ (°C) 58,0 583 589 598 61,1 624 636 649 66,2 67,1 67,7 680
Tubo no.: 1 2 3 4 5

Paso 4: Una vez concluido el proceso de amplificacién, las reacciones de PCR fueron
resueltas mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1,2 % teflido con Bromuro de
etidio.

Paso 5: Las imagenes de los geles fueron fotodocumentadas para su analisis.

Nota: En los ensayos de amplificacion de la secuencia codificante de la proteina HSPA2 se
ensayaron diferentes temperaturas de hibridacién, asi como ajustes en la concentracion de
la Solucién Enhancer, para ello se emplearon concentraciones de 2X y 3X teniendo como

referencia lo descrito en las Tablas 1y 3.

4.2.3. Actividad experimental 3: Clonacion de la secuencia codificante de la HSPA1A y
construccion del plasmido de expresion

4.2.3.1. Materiales

4.2.3.1.1. Material fisicos y equipos de laboratorio

- Set de pipetas y sus puntas estériles

- Refrigerador (4 °C)

- Congelador (-20 °C)

- Ultracongelador (-80 °C)

- Mechero de alcohol y recipiente con Alcohol etilico
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- Palillos estériles y asa de Drigalsky

- Horno de microondas

- Centrifuga

- Microcentrifuga refrigerada

- Vortex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 15y 50 m

- Blogue de calentamiento

- Balanza analitica

- Autoclave

4.2.3.1.2. Materiales bioldgicos

- Vector o pladsmido de clonacién pGEM-T [pGEM-T Easy Vector System I] (Promega, Cat.
no.: A1360)

- Vector de expresion pET15b (Novagen, Cat. no.: 69661-3)

- Enzimas de restriccién EcoRI, EcoRV, Ndel y BamHI (Thermo-scientific, Cat. no.: ER0271,
ER0301, ER0581, ER0051)

- Enzima Taqg DNA polimerasa (Invitrogen, Cat. no.: 10966-030), con la Solucién buffer de
reaccion de PCR 10X, y la Solucién 50 mM de MgCl,

- Solucién de dATP a 10 mM (dNTP’s set, Thermo-scientific, Cat. No.: R0182)

- Enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific, Cat. no.: EL0011)

- Cepa de E. coli TOP10 para clonacion (Invitrogen, Cat. no.: 10368022)

4.2.3.1.3. Reactivos y soluciones

- Solucién 5 M de NaCl (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014)

- Solucién de Etanol absoluto fria (Sigma Aldrich, Cat. no.: E7148)

- Solucién de Etanol al 70 % fria (Sigma Aldrich, Cat. no.: E7148, W4520)

- Agua grado biologia molecular (Sigma Aldrich, Cat. no.: W4520)

- Solucién 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 (Sigma Aldrich, Cat. no.: T1503, W4520)

- Solucién 100 mM de IPTG (Thermo Scientific, Cat. no.: R0392)

- Solucién 20 mg/ml de X-Gal (Promega, Cat. no.: V394A) en Dimetilformamida (Sigma
Aldrich, Cat. no.: D4551)

- Solucién 100 mg/ml de Carbenicilina (Sigma Aldrich, Cat. no.: C1389)

- Kit de purificacién de plasmidos [GeneJET Plasmid Miniprep Kit] (Thermo Scientific, Cat.
no.: KO503)

- Kit de purificacién de ADN [GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit] (Thermo
Scientific, Cat. no.: KO832)
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- Caldo de cultivo LB [1% de NaCl, 1% de Triptona peptona y 0,5% de Extracto de levadura]
(Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625)

- Placas de agar LB [1 % de NaCl, 1 % de Triptona peptona, 0,5 % de Extracto de levadura
y 1,5 % de agar microbioldgico] (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625, A1296)

- Caldo de cultivo SOC [2 % Triptona peptona, 0.5 % Extracto de levadura, 10 mM de NaCl,
2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl;, 10 mM MgSO. y 20 mM de Glucosa] (Sigma Aldrich, Cat.
no.: T7293, Y1625, S3014, 746436, M2670, M2643, G7021)

4.2.3.2. Proceso de clonacion de la secuencia codificante de la HSPA1A en el vector
pGEM-T y subclonacién en el vector de expresion pET15b

El producto de PCR de la secuencia codificante de la HSPALA inicialmente se cloné en el
plasmido de manipulacion pGEM-T vy a partir de esta construccion se subclondé mediante las
enzimas de restriccion Ndel y BamHI en el vector de expresion pET15b en los mismos sitios
de restriccion.

Pasos a seguir:

Paso 1. Se precipitd el producto de PCR con la adicion de 4 ul de la Solucién 5 M de NaCl y
260 pl de la Solucion de Etanol absoluto frio a 100 pl de la Solucién de la reaccion de PCR
(ver seccién 4.2.2.2.), se mezcld por inversion, y ésta mezcla fue centrifugada a 14.000 x g
por 10 min a 4 °C. La pastilla obtenida fue lavada con 500 pl de la Solucién de Etanol al 70
%, y se sec0 a temperatura ambiente protegida de la luz directa y el polvo.

Paso 2. Una vez seca la pastilla fue disuelta en 41,5 pl de agua grado biologia molecular,
se le adicioné 5 pl de la Solucién buffer de reacciéon de PCR 10X, 2 pl de la Solucién 50 mM
de MgCl, 0,5 pl de la Solucion de dATP a 10 mM y 1 pl de la enzima Taq DNA polimerasa.
Esta mezcla fue incubada en el termaociclador por 5 min a 94 °C, posteriormente a 72 °C por
30 min; para la adicién de una extension 3° de Adeninas (A-tailing) al producto de PCR vy
poder clonarlo en el vector pGEM-T.

Paso 3. Una vez concluido el procedimiento de A-tailing, la reaccion se sometio al
procedimiento descrito en el Paso 1, ajustando previamente el volumen de la solucion del
producto de PCR con una Solucién 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0.

Paso 4. Una vez seca la pastilla fue disuelta en 15 ul de agua grado biologia molecular, se
tomé 3 ul de la solucién del producto de PCR A-tailed, se colocé en tubo Eppendor de 1,5
mly se le adicioné 5 pl de la Solucion buffer de ligacion 2X, 1 pl de la Solucién del plasmido
PGEM-T y 1 pl de la Solucion de la enzima T4 DNA ligasa (3 Unidades Weiss/pl). Los
reactivos anteriores se mezclaron el vortex por 10 s y el volumen total de la reaccion fue
colectado con la picofuga, y finalmente la reaccion se incub6 por 16 h (Toda la noche) en

refrigeracion (4 °C).
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Paso 5. Al siguiente dia una vez concluido el periodo de incubaciéon de la reaccion de
ligacion, la mezcla de reaccion se usé para transformar la cepa TOP10 de E. coli
previamente preparada con Ca*? para ser transformada mediante choque térmico.

Paso 6. Para la transformacion se tomo un vial con (50 pl) la cepa TOP10 de E. coli Ca*?-
competente (almacenadas a -80 °C) y se descongel6 en frio, se le adicion6 el volumen total
(10 pl) de la reaccién de ligacién, la mezcla se incubd por 30 min en frio, posteriormente se
aplicé un choque térmico por 1 min a 42 °C en el bloque térmico. Para recuperar las
bacterias la reaccion de transformacion se incubd por 2 min en frio, y se le adicioné 45
del medio SOC al que previamente se le ajusté la temperatura a 37 °C.

Paso 7. Para favorecer la recuperacion de la cepa bacteriana, a continuacién, se dejo en
incubacién y agitaciéon (200 r.p.m.) a una temperatura de 37 °C por 60 min. Una vez
concluida el periodo de incubacion, se tomaron 250 pl de la suspension bacteriana y se
dispersaron con el asa de Drigalsky en 2 placas de agar LB con 100 pg/ml de Carbenicilina
previamente atemperadas a 37 °C con la adicion y dispersion de 40 ul de la Solucién de X-
Gal.

Paso 8. Las placas inoculadas con la reaccién de transformacion se incubaron por 18 h a
37 °C en estatico. Una vez concluido este periodo de incubacion las placas fueron
revisadas, y se identifico la presencia de colonias blancas y azules. Se seleccionaron 4
colonias blancas, se tomaron con la ayuda de un palillo mondadientes (toothpick) estéril y
fueron transferidas a un tubo Falcon (15 ml) con 5 ml de caldo LB con 100 pl de
Carbenicilina, estos cultivos se incubaron durante toda la noche (16 h) a 37 °C en agitacion
constante (200 r.p.m.).

Paso 9. De los cultivos liquidos se obtuvo la biomasa bacteriana mediante centrifugaciéon a
4.500 x g por 15 min a temperatura ambiente. A las muestras de biomasa bacteriana se les
extrajo el plasmido con el Kit de purificacion de plasmidos (GeneJET Plasmid Miniprep Kit),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La elusion de los plasmidos se realizdé con 50 pl
de agua grado biologia molecular.

Paso 10. Para verificar la clonacién de producto de PCR correspondiente a la secuencia
codificante, se realiz6 un mapa de restriccién con el uso de la enzima EcoRl, para lo cual se
tomé 8 pl de la solucion de los plasmidos de cada una de las clonas y se colocaron en un
tubo Eppendorf (0,5 ml), se les adiciond 1 ul de la Solucién buffer 10X correspondiente a la
enzima y 1 pl de la Solucion de la enzima de restriccion EcoRI. Finalmente, las mezclas de
digestion fueron incubadas a 37 °C en estético por 1 h.

Paso 11. Una vez concluida la digestién, la mezcla de reaccion fue resuelta mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1,2 % tefiido con Bromuro de etidio. Las imagenes

de los geles fueron fotodocumentas para su andlisis.
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Paso 12. De una de los clonas positivas a la presencia del producto de PCR se tomd para
subclonar la secuencia codificante en el plasmido de expresion pET15b, para lo cual se
tomé 8,5 ul de la solucion del plasmido (pGEMT-HSPA1A) la clona seleccionada y del
pET15b, se colocaron en un tubo Eppendorf (0,5 ml), se les adicion6 1 pl de la Solucién
buffer 10X correspondiente a la enzima y 0,5 pl de la Solucién de la enzima de restriccion
Ndel. La mezcla de las reacciones de digestion fueron incubadas en las condiciones antes
descritas (ver Paso 10).

Paso 13. Una vez concluido el tiempo de incubacién de la reaccién de digestion el material
genético fue recuperado siguiendo el procedimiento descrito en el Paso 1, para
posteriormente disolverlo en 8,5 ul de agua grado biologia molecular y realizar la digestion
con la enzima de restriccion BamHI, siguiendo el procedimiento descrito en el paso anterior
(Paso 12).

Paso 14. Las muestras de los pldsmidos pGEM-T-HSPA1lA.1 y pET15b doblemente
digeridos (Ndel y BamH]I) fueron resueltas mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE al
1,2 % tefido con Bromuro de etidio. Del gel obtenido se recuperaron las porciones del
mismo donde se localizaron el inserto (HSPA1A) liberado del pGEM-T-HSPA1A.1 y el
vector (pET15b), de ambos fragmentos se recupero6 el material genético con el uso el kit de
purificacion de ADN (GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit) siguiendo las
instrucciones del fabricante. ElI material genético fue precipitado de acuerdo al
procedimiento descrito en el Paso 1.

Paso 15. Una vez seco el material genético correspondiente a la mezcla del inserto y el
vector de expresion éste fue disuelto en 8,5 pl de agua grado biologia molecular, y se le
adicioné 1 pl de la Solucién buffer de ligacion 10X y 0,5 ul de la Solucion de la enzima ADN
ligasa T4. La reaccién de ligacion se incubd durante toda la noche a 4 °C en estético.

Paso 16. La reaccion de ligacion se usé para transformar la cepa de E. coli TOP10,
realizando la seleccion de las transformantes agar LB con 100 ug/ml de Carbenicilina. Para
identificar clonas recombinantes se seleccionaron 4 colonias y se aplicé el procedimiento
descrito en los Pasos 8, 9, 10 y 11, con el uso de la enzima restriccion EcoRV para la

realizacién del mapa de restriccion.

4.2.4. Actividad experimental 4: Generacion de cepas de expresion recombinantes con el
plasmido pET15b-HSPA1A

4.2.4.1 Materiales

4.2.4.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio

- Set de pipetas y sus puntas estériles

- Refrigerador (4 °C)
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- Congelador (-20 °C)

- Ultracongelador (-80 °C)

- Mechero de alcohol y recipiente con Alcohol etilico

- Palillos mondadientes estériles y asa de Drigalsky

- Centrifuga

- Microcentrifuga refrigerada

- Vortex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 15y 50 ml

- Blogue de calentamiento

- Cristaleria de laboratorio

- Incubadora bacteriolégica con agitador

- Balanza analitica

- Autoclave

- Potenciometro (pHmetro)

- Sonicador (Qsonica, Modelo Q125)

- Camara de electroforesis vertical

- Platina de calentamiento

- Fotodocumentador (Molecular Imager Gel Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad)

- Software de adquisicion y analisis de imagen (Image Lab Version 5.2.1, Bio-Rad)
4.2.4.1.2. Materiales biol6gicos

- Cepa de expresion bacteriana E. coli Rosetta 2 (DE3) (Novagen, Cat. no.: 71400-3)

- Cepa de expresion bacteriana E. coli C41 (DE3) pLysS (Sigma Aldrich Aldrich, Cat. no.:
CMCO0018)

- Construccion genética pET15b-HSPA1A, Clona 1

4.2.4.1.3.1. Reactivos y soluciones para la obtencidon y procesamiento de la biomasa

- Solucién 1 M de IPTG (Thermo Scientific, Cat. no.: R0392)

- Solucién 100 mg/ml de Ampicilina (Fisher BioReagents, Cat. no.: BP1760)

- Solucién 100 mg/ml de Carbenicilina (Sigma Aldrich, Cat. no.: C1389)

- Caldo de cultivo LB [1% de NaCl, 1% de Triptona peptona y 0,5% de Extracto de levadura]
(Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625)

- Placas de agar LB [1 % de NaCl, 1 % de Triptona peptona, 0,5 % de Extracto de levadura
y 1,5 % de agar microbiolégico] (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625, A1296)

- Caldo de cultivo SOC [2 % Triptona peptona, 0.5 % Extracto de levadura, 10 mM de NaCl,
2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM MgSO4 y 20 mM de Glucosa] (Sigma Aldrich, Cat.
no.: T7293, Y1625, S3014, 746436, M2670, M2643, G7021)
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- PBS 10X, pH 7,6 [137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na;HPO. y 1,76 mM
KH2PO, (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)

- DTT o Dithiothreitol (Bio-Rad, Cat. no.: 1610610)

- Solucioén de lisis (PBS 1X, pH 7, 6 con 2 mM de DTT).

4.2.4.1.3.2. Paralaresolucion de las proteinas mediante SDS-PAGE

- Agua destilada estéril

- Solucién resolving buffer 4X [1.500 mM de Tris-HCI, pH 8,8 y 0,4% de SDS] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

- Solucién stacking buffer 4X [1,500 mM de Tris-HCI, pH 6,8 y 0,4 % de SDS] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

Solucién de Acrilamida/Bis-acrilamida 29:1 al 30 % (Bio-Rad, Cat. no.: 161015)

- Solucién al 10 % de Persulfato de amonio [0,1 g/ml de Persulfato de amonio] (Sigma, Cat.
no.: A3678)

Solucion TEMED [N, N, N', N'-tetrametiletano-1,2-diamina] (Bio-Rad, Cat. no.; 161-08.01))

- Solucién buffer para SDS-PAGE [25 mM de Tris base; 1 % de SDS; 191 mM de Glicina]
(Sigma, Cat no: T4661, 71725; Bio-Rad, No. cat.: 161-0718)

- Solucion buffer de muestras SDS-PAGE 2X [125 mM de Tris-HCI, pH 8,8; 4 % de SDS; 5
% de B-Mercaptoetanol; 20 % de Glicerol; 0,0025 % de Azul de bromofenol] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725, 63689, G5516, B8026; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

- Marcador de peso molecular para proteinas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific, Cat. no.: 26616)

- Solucién de tincion con Azul brillante de Coomassie [80 mg/l de Azul de brillante de
Coomassie G250 y 35 mM de HCI] (Bio-Rad, Cat. no.: 161-0406; Fisher, Cat. no.: 7647-01-
0)

4.2.4.2. Procedimiento

Una vez que se verificd la obtencion de las construcciones genéticas, estas se emplearon
para transformar las cepas de expresion de E. coli Rosetta 2 (DE3) y C41 (DE3).

Paso 1. Para la transformacion de las cepas de E. coli Rosetta 2 (DE3) y C41 (DE3) se
procedi6 a realizar los Pasos 5-7, descritos en la seccidon 4.2.3. Actividad experimental 3,
con la excepciéon de que se emplearon placas de agar LB con 100 pg/ml de Carbenicilina y
1 % de Glucosa).

Paso 2. Posterior a la incubacion de las placas, se seleccionaron al azar 4 colonias
bacterianas de las placas de cada una de cepas recombinantes y se inocularon en 50 ml de
caldo LB con 100 pg/ml de Ampicilina, los matraces inoculados se incubaron por 3 h a 37 °C

en agitacion constante (200 r.p.m.), transcurridas 3 h, se le adiciond el inductor (IPTG) para
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tener una concentracion final de 100 uM. Nuevamente los cultivos se colocaron en la
incubadora en las condiciones antes descritas durante toda la noche (14 h).

Paso 3. Concluido el periodo de induccion, la biomasa bacteriana inducida se cosecho por
centrifugacion a 4.500 x g por 15 min a temperatura ambiente. La pastilla bacteriana
obtenida se resuspendié en 1 ml de la Solucién de buffer de lisis, pH 7.6.

Paso 4. La biomasa cosechada se lis6 por sonicacién (2 pulsos de 30 s, a 75 % de
intensidad, con un intervalo de descanso de 30 s.

Paso 5. Para la obtencion de la fraccion soluble e insoluble, el extracto total de la biomasa
lisada fue centrifugado a 20.000 x g por 10 min a 4 °C. Una vez concluida la centrifugacion
el sobrenadante fue retirado cuidadosamente y colocado en un tubo nuevo, y el sedimento
fue resuspendido en 1 ml de Solucion de buffer de lisis, pH 7.6.

Paso 6. Una alicuota de 50 ul del extracto total, la fracciéon soluble (sobrenadante) e
insoluble (sedimento) fueron mezcladas con un volumen similar de la Solucién buffer de
muestras SDS-PAGE 2X, y sometidas a ebullicion durante 5 min en bafio Maria.

Paso 7. Las muestras de las fracciones proteicas fueron resueltas mediante SDS-PAGE
discontinuo al 12 %, una vez concluida la resolucion (Gel concentrador 60 Voltios/Gel
concentrador 120 Voltios, para la preparacion del gel ver Nota 1), el gel fue retirado del
molde y colocado en la Solucion de tincién de Azul brillante de Coomassie, calentado varias
veces la solucién en el horno de microondas, evitando que la solucion entre en ebullicién,
hasta hacer evidente la presencia de las bandas de las proteinas resueltas.

Paso 8. Concluida la tincién del gel, se retir6 la Solucién de tincion de Azul brillante de
Coomassie y el gel se lavé con agua destilada 3 veces para retirar los restos del colorante.
Paso 9. El gel teflido de esta manera fue fodocumentado y se analizé la presencia de la
expresion de la proteina HSPA1A.

Nota 1. Preparacion del gel para SDS-PAGE

Paso 1. Para la resolucion de las muestras de proteinas se prepard un gel discontinuo
desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %, para el gel resolutivo (Resolving) se colocaron
en un recipiente limpio (Tubo Falcon de 50 ml) los siguientes reactivos, previo al armado de

las placas con los aditamentos para formar el gel (Gel casting system):

Tabla 4. Mezcla de reactivos para el gel separador.

Numero de geles (Volumen del reactivo):

Reactivo:
Un gel (ml) Dos geles (ml)
Agua destilada estéril 2.625 5.250
Solucioén resolving buffer 4X 1.875 3.750
Solucion de Acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 3.000 6.000

30%
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Solucién al 10% de Persulfato de amonio 0.025 0.050
Solucién TEMED 0.002 0.005
Volumen total 7.027 15.055

Paso 2. Se mezclaron cuidadosamente los reactivos, evitando en lo posible la formacion de
espuma y de la misma manera se transfirieron a los moldes de los geles, hasta la marca
previamente colocada para definir la longitud del gel. Se adicioné un poco de agua destilada
estéril para evitar la evaporacion del agua del gel y el ingreso de Oxigeno, y se espero el
tiempo suficiente para permitir la polimerizacion del gel.

Paso 3. Una vez polimerizado el gel resolutivo se procedi6 a la preparacion del gel
concentrador (Stacking), para lo cual se adicionaron en un recipiente limpio (Tubo Falcon de
50 ml) los siguientes reactivos:

Tabla 5. Mezcla de reactivos para el gel concentrador.

Numero de geles (Volumen del reactivo):

Reactivo:
Un gel (ml) Dos geles (ml)
Agua destilada estéril 1.445 2.890
Solucioén stacking buffer 4X 0.625 1.250
ig(l;:mon de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 0.375 0.750
Solucién al 10% de Persulfato de amonio 0.050 0.100
Solucion TEMED 0.005 0.010
Volumen total 2.500 5.000

Paso 4. Se mezclaron los reactivos con excepcion del TEMED. Se procedié a retirar el agua
adicionado al gel resolutivo, se colocaron los peines para forma los pozos en un formato de
gel preparativo. Se adiciond al gel concentrador, se mezclé cuidadosamente para evitar la
formacion de espuma y rapidamente se transfirid a los moldes de los geles. Se adicion6 un
poco de agua destilada estérii y se esper6 el tiempo suficiente para permitir la
polimerizacién del gel.

Paso 5. Una vez preparados los geles, se colocaron en la camara de electroforesis, se
adicion6 la Solucion buffer de electroforesis SDS-PAGE, y se procedid a cargar las

muestras.

4.2.5. Actividad experimental 5: Cultivos de produccion
4.2.5.1. Materiales
4.2.5.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio

- Set de pipetas y sus puntas estériles
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- Refrigerador (4 °C)

- Congelador (-20 °C)

- Ultracongelador (-80 °C)

- Mechero de alcohol y recipiente con Alcohol etilico

- Palillos mondadientes estériles

- Centrifuga

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 50 ml

- Cristaleria de laboratorio

- Balanza analitica

- Autoclave

- Incubadora bacteriolégica con agitador

4.2.5.1.2. Materiales biol6gicos

- Cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3) recombinante para la expresion de HSPA1A, en placas de
agar LB con 100 100 ul/ml de Carbenicilinay 1 % de Glucosa

4.2.5.1.3. Reactivos y soluciones

- Solucién 1 M de IPTG (Thermo Scientific, Cat. no.: R0392)

- Solucién 100 mg/ml de Ampicilina (Fisher BioReagents, Cat. no.: BP1760)

- Caldo de cultivo LB [1% de NaCl, 1% de Triptona peptona y 0,5% de Extracto de levadura]
(Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625)

- Placas de agar LB [1 % de NaCl, 1 % de Triptona peptona, 0,5 % de Extracto de levadura
y 1,5 % de agar microbiol6gico] (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625, A1296)

4.2.5.2. Procedimiento

Una vez identificado que la cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3) transformada con el plasmido
pET15b-HSPA1A fue la que expres6 de manera significativa la proteina HSPA1A, se
procedi6 a la realizacién de los cultivos de produccién.

Paso 1. En un matraz (1 I) con 500 ml de Caldo de cultivo LB con 100 ul/ml de Ampicilina se
inocularon 4 colonias, siguiendo el procedimiento descrito en el Paso 2, del apartado
4.2.4.2., para la obtencion de un primer Lote en el que el cultivo se realizé a 37 °C.

Paso 2. Siguiendo el procedimiento descrito en el Paso 2, del apartado 4.2.4.2. se obtuvo el
Lote 2, con la excepcion de que la temperatura empleada para el cultivo fue de 30 °C.

Paso 3. Una vez concluido el cultivo de cada lote se procedid a la colecta de la biomasa
inducida mediante centrifugacién (En tubos Falcon de 50 ml, previamente pesados e

identificados) a 4.500 x g, por 15 min a temperatura ambiente.
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Paso 4. Una vez colectada la totalidad de la biomasa, se volvid a pesar los tubos para
estimar la cantidad de biomasa (Peso humedo) obtenida por litro de cultivo.
Paso 5. La biomasa colectada de ambos lotes se almacend en congelacion (-80 °C) hasta

sSu procesamiento para obtener la fraccidon soluble.

4.2.6. Actividad experimental 6: Fraccionamiento de la biomasa inducida
4.2.6.1. Materiales

4.2.6.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio

- Cristaleria de laboratorio

- Balanza analitica

- Potenciémetro (pHmetro)

- Set de micropipetas de varios volimenes y sus puntas estériles

- Platina de agitacion y balas magnéticas

- Incubadora bacteriolégica con agitador

- Sonicador (Qsonica, Modelo Q125)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Refrigerador (4 °C)

- Ultracongelador (-80 °C)

4.2.6.1.2. Materiales biol6gicos

- Biomasa bacteriana inducida de ambos lotes, almacenada en congelacion a -80 °C
4.2.6.1.3. Reactivos y soluciones

- PBS 10X, pH 7,6 [137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na;HPOs y 1,76 mM
KH.PO, (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)
- DTT o Dithiothreitol (Bio-Rad, Cat. no.: 1610610)

- Solucién de lisis (PBS 1X, pH 7,6 con 2 mM de DTT)

- Tritén X-100 (Acros organics, Cat. no.: 21568-2500)

4.2.6.2. Procedimiento

Paso 1. Para iniciar el procesamiento de la biomasa bacteriana de ambos lotes fue
descongelada y se le agreg6 la Solucion buffer de lisis en proporciéon (3 ml/gramo de
biomasa) a la cantidad de biomasa, inmediatamente se mezcl6 en el vortex para
homogenizar la suspension bacteriana.

Paso 2. A la suspension bacteriana se le afadio Tritdbn X100 para tener una concentracion
final de 1 % (10 pl/ml de la suspensién bacteriana), nuevamente se mezcl6é en vortex y se

procedi6 al procesamiento de la biomasa en el sonicador.
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Paso 3. En el sonicador cada uno de los lotes fueron sometidos para su lisis a 10 pulsos de
30 s, a 75 % de intensidad, con intervalos de descanso de 30 s en frio (4 °C).

Paso 4. Finalmente, el extracto proteico fue centrifugado a 20.000 x g por 10 min a una
temperatura de 4 °C, las fracciones solubles o sobrenadantes fueron colectadas y se

almacenaron a 4 °C hasta ser empleadas en la purificacién por IMAC.

4.2.7. Actividad experimental 7: Purificacion por IMAC

4.2.7.1. Materiales

4.2.7.1.1. Materiales fisicos y de laboratorio

- Cristaleria de laboratorio

- Balanza analitica

- Potenciémetro (pHmetro)

- Set de micropipetas de varios volimenes y sus puntas estériles

- Platina de agitacion y balas magnéticas

- Vortex

- Refrigerador (4 °C)

- Columna plastica (Thermo Scientific, Cat. no.: 89898)

- Soporte universal

- Gradillas y tubos de vidrio

- Refrigerador (4 °C)

4.2.7.1.2. Materiales biol6gicos

- Fraccién proteica soluble de la biomasa inducida de ambos lotes

4.2.7.1.3. Reactivos y soluciones

- H20 destilada

- Resina HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (Thermo Scientific, Cat. no.: 25215)

- PBS 10X, pH 7,6 [137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na;HPOs y 1,76 mM
KH.PO, (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)

- DTT o Dithiothreitol (Bio-Rad, Cat. no.: 1610610)

- Solucién 1 M de Imidazol (Acros organics, Cat. no.: 12292-1000)

- Solucién buffer de lisis (PBS 1X, pH 7,6 con 2 mM de DTT)

- Solucion buffer de lavado (PBS 1X, pH 7,6 con un total de 500 mM de NaCl, 5 mM de
Imidazoly 2 mM de DTT)

- Solucién buffer de elusion (PBS 1X, pH 7,6 con 500 mM de Imidazol y 2 mM de DTT)

4.2.7.2. Procedimiento
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Una vez obtenida la fraccion soluble de la biomasa inducida de la cepa de E. coli Rosetta 2
(DE3) para la produccion de la proteina HSPA1A, se procedié a la realizacion de la
purificacién de dicha proteina por IMAC de ambos lotes.

Paso 1. Una vez preparadas las soluciones necesarias para el proceso de purificacién por
IMAC, se procedi6é a la preparacion de la columna con 4 ml de la resina (HisPur Ni-NTA
Superflow Agarose).

Paso 2. La resina se lavd 2 veces con 4 volumenes de agua destilada (8 ml), y se procedio
al equilibrio de la resina con la adicion (2 veces) de 2 volumenes (4 ml) de la Solucion buffer
de lisis.

Paso 3. Con la resina equilibrada se continué con la adicion de 2 volimenes (4 ml) de la
fraccion proteica soluble de la biomasa inducida. El efluente (No pegado) de la columna fue
colectado en un tubo de vidrio, el cual se mantuvo en frio (4 °C).

Paso 4. Se procedi6 a la realizacién de los lavados (5 en total) de la resina con 4
volumenes (8 ml) de la Solucién buffer de lavado, cada fraccion de lavado fue colectada por
separado (Lavado 1, 2, 3, 4y 5).

Paso 5. Continuando con el proceso de purificacion, para eluir la proteina se le adicioné a la
resina 1 volumen (2ml) de la Solucién buffer de elusién, éste paso se repitio una vez mas
(Para volumen total de elusién 4 ml).

Paso 6. Para finalizar el proceso, se realiz6 un lavado final de la resina, agregando 4
volimenes de agua destilada (8 ml) y de la misma manera se colecto esta fraccion.

Paso 7. Una vez concluido el proceso, la resina se almacené a 4 °C en agua destilada, y en
las mismas condiciones fueron almacenadas las fracciones colectadas de la IMAC hasta

verificar la purificacion de la proteina HSPA1A mediante SDS-PAGE.

4.2.8. Actividad experimental 8: Verificacion de la purificacion
4.2.8.1. Materiales

4.2.8.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio
- Set de pipetas y sus puntas estériles

- Refrigerador (4 °C)

- Vortex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Platina de calentamiento

- Tubos Falcon de 15 ml

- Cristaleria de laboratorio

- Balanza analitica

- Potenciometro (pHmetro)
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- Camara de electroforesis vertical

- Fotodocumentador (Molecular Imager Gel Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad)

- Software de adquisicion y andlisis de imagen (Image Lab Version 5.2.1, Bio-Rad)

4.2.8.1.2. Materiales bioldgicos

- Fracciones obtenidas de la IMAC de ambos lotes

4.2.8.1.3. Reactivos y soluciones

- Agua destilada estéril

- Solucién resolving buffer 4X [1.500 mM de Tris-HCI, pH 8,8 y 0,4% de SDS] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

- Solucién stacking buffer 4X [1,500 mM de Tris-HCI, pH 6,8 y 0,4 % de SDS] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

Solucién de Acrilamida/Bis-acrilamida 29:1 al 30 % (Bio-Rad, Cat. no.: 161015)

- Solucion al 10 % de Persulfato de amonio [0,1 g/ml de Persulfato de amonio] (Sigma, Cat.
no.: A3678)

Solucion TEMED [N, N, N', N'-tetrametiletano-1,2-diamina] (Bio-Rad, Cat. no.; 161-08.01))

- Solucién buffer para SDS-PAGE [25 mM de Tris base; 1 % de SDS; 191 mM de Glicina]
(Sigma, Cat no: T4661, 71725; Bio-Rad, No. cat.: 161-0718)

- Solucion buffer de muestras SDS-PAGE 2X [125 mM de Tris-HCI, pH 8,8; 4 % de SDS; 5
% de B-Mercaptoetanol; 20 % de Glicerol; 0,0025 % de Azul de bromofenol] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725, 63689, G5516, B8026; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

- Marcador de peso molecular para proteinas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific, Cat. no.: 26616)

- Solucién de tincion con Azul brillante de Coomassie [80 mg/l de Azul de brillante de
Coomassie G250 y 35 mM de HCI] (Bio-Rad, Cat. no.: 161-0406; Fisher, Cat. no.: 7647-01-
0)

4.2.8.2. Procedimiento

Para verificar que el proceso de purificacion por IMAC, las fracciones obtenidas fueron
resueltas mediante SDS-PAGE siguiendo los pasos (Paso 6 a 9) descritos en la seccién
4.2.4.2., y una vez identificada la elusion de la proteina HSPA1A se procedio a la didlisis las

fracciones de ambos lotes.

4.2.9. Actividad experimental 9: Didlisis, cuantificado y almacenado
4.2.9.1. Materiales
4.2.9.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio

- Set de pipetas y sus puntas estériles
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- Balanza analitica

- Potenciometro (pHmetro)

- Refrigerador (4 °C)

- Vortex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 15 ml

- Cristaleria de laboratorio

- Membrana SnakeSkin® Dialysis Tubing-7,000 MWCO (Molecular Weight CutOff)
- Tijeras, Clamps plasticos y Hilo grueso

- Recipientes de plastico

- Platina de agitacion y balas magnéticas

- Camara de electroforesis vertical

- Platina de calentamiento

- Fotodocumentador (Molecular Imager Gel Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad)

- Software de adquisicion y andlisis de imagen (Image Lab 5.2.1, Bio-Rad)

- Jeringas (10 ml) y filtros (& de 0,22 uym) (Nest Scientific USA Inc., Cat. no.: 380111)
4.2.9.1.2. Materiales biol6gicos

- Fracciones eluidas de ambos lotes de las fracciones solubles.

- Proteina sérica bovina (BSA) fraccion V, previamente cuantificada

4.2.9.1.3. Reactivos y soluciones

- PBS 10X, pH 7,4 [137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na;HPO., y 1,76 mM
KH2.PO, (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)
- Solucién de didlisis (PBS 1X, pH 7,4)

- Agua destilada

4.2.9.2. Procedimiento

Las fracciones con la proteina recombinante HSPA1A purificada se procedieron a dializar
para colocar a la proteina en una Solucion buffer (PBS 1X, pH 7.4) compatible para su
posterior uso en ensayos hioldgicos, una vez preparada fue cuantificada mediante andlisis
densitométrico de la proteina resuelta mediante SDS-PAGE para tener una estimacion de la
concentracion y los rendimientos volumétricos.

Paso 1. Con la solucion de dialisis ya preparada (2.000 ml de PBS 1X, pH 7,4) se procedio
a la hidratacion y lavado de la membrana de dialisis con agua destilada.

Paso 2. A continuacion, se sellé6 un extremo de la membrana con un clamp plastico y se
procedi6 a la fraccion proteica obtenida del paso de elusion, en donde previamente se habia

identificado la presencia de la proteina HSPA1A. Se sell6 el otro extremo de la membrana
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de dialisis con otro clamp, y se asegur6 ambos extremos con ayuda de una porcién de hilo.
El mismo procedimiento fue aplicado para la fraccion eluida del Lote 2.

Paso 3. Las fracciones proteicas de ambos lotes colocadas en las membranas de didlisis se
transfirieron al recipiente con los 2 | de la Solucién de didlisis, manteniendo en constante
movimiento la solucién con ayuda de la platina de agitacién y una bala magnética. Después
de aproximadamente un intervalo de 8 a 10 h se realizan 2 cambios de la Solucién de
didlisis con el objetivo de reducir al minimo la concentracion de Imidazol, DTT y ajustar el
pH.

Paso 4. Una vez concluido el dializado de los lotes de la proteina HSPALA, se retiraron las
fracciones proteicas de las membranas de dialisis y se colocaron en tubos Falcon de 15 ml.
Paso 5. Para iniciar el proceso de cuantificacion, las fracciones dializadas fueron resueltas
mediante SDS-PAGE siguiendo los pasos (Paso 6 a 9) descritos en la seccién 4.2.4.2.,
junto a las muestras de la curva de calibracién de BSA (50, 100, 200, 300 y 400 pg/ml).
Paso 6. Con la imagen del gel se procedié al procesamiento y andlisis para estimar la
concentracion de la proteina HSPA1A de ambos lotes siguiendo las instrucciones del
software de adquisicion y analisis de imagenes (Image Lab 5.2.1, Bio-Rad). Los valores de
concentracion y los voliumenes de las fracciones dializadas de la HSPA1A de ambos lotes
se estimo el rendimiento volumétrico.

Paso 7. Ambos lotes de la proteina HSPA1A obtenidos se mantuvieron almacenados en

refrigeracion después de ser esterilizados por filtracion.
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5. Resultados y discusion
5.1. Amplificacion y clonacion de las secuencias codificantes de las proteinas
HSPA1A y HSPA2
De acuerdo al disefio realizado, la secuencia codificante de HSPA1A una vez amplificada se
clonaria en el vector pGEM-T y se subclonaria en el pET15b con las enzimas Ndel y
BamHI, para el caso de la HSPA2, el producto de PCR se clonaria directamente en el
pPET15b una vez digerido el inserto con la enzima Ndel y el vector de expresién con BamHI,
modificando los extremos con una enzima de alta fidelidad (Pfx ADN polimerasa) para
hacerlos romos y posteriormente digerir el plasmido con la enzima Ndel.
Una vez disponibles los oligonucleétidos disefiados, se usé material genético bovino (Bos
taurus) del biobanco del Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca (Tabla 1), para la realizacién de los ensayos de
PCR’s para amplificar los marcos abiertos de lectura (ORF) o secuencias codificantes
siguiendo los perfiles de temperatura de amplificacion descritos en las Tabla 2 y 3. Una vez
resueltas las reacciones de amplificacion en las que para ambas secuencias codificantes se
evaluaron diferentes temperaturas de hibridacién, se obtuvo como resultado un producto de
PCR con un tamafio de 1.937 bp para la proteina HSPA1A, mientras que para la proteina
HSPA2 no hubo resultados favorables en su amplificacion (Ver Figura 3).
Para el caso de la secuencia de la proteina HSPA2 se realizaron ensayos adicionales de
PCR con modificaciones en la temperatura de hibridacion e incrementos de las
concentraciones de la solucién Enhancer (2X y 3X). Sin embargo, a pesar de los cambios
realizados se obtuvieron resultados similares al observado en la Figura 3B, no se logré
obtener un amplicén del tamafio esperado (1.900 bp). Se considera que tres parametros
gue pueden explicar la imposibilidad de amplificar el ORF de la HSPA2, una temperatura
alta de hibridacién de los primers que poseen un porcentaje alto de Guanina/Citosina en su
composicion, por otro lado, un amplicon de una longitud relativamente grande (1,9 kbp) lo
gue reduce la eficiencia de amplificaciéon, o como en este caso la hace inviable. Finalmente,
el primer sentido (HSPA2-For) contiene una secuencia adicional que lo modifica para
colocar en el extremo 5’ el sitio de restriccion para la enzima Ndel, situacion que puede
causar inconvenientes durante el proceso de amplificacion de la secuencia.
Con los resultados hasta aqui obtenidos, el proceso de clonacion y subclonacion se realizo

Unicamente con la secuencia codificante de la proteina HSPA1A.
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) ) G W) w2000 bp

Figura 3. Electroforesis de las reacciones de amplificacion de las
secuencias codificantes de HSPA1A y HSPA2. A). Productos de PCR de la
secuencia codificante de la proteina HSPA1A con un peso similar al
esperado (1.937 pb). Carriles 1, 2, 3, 4 y 5, reacciones de PCR con
diferentes TM’s; Carril MPM, marcador de peso molecular (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen, Cat. no.: 10488058) y B) Reacciones de PCR de la
secuencia codificante de HSPA2 (Carriles 1, 2, 3, 4, y 5, reacciones con
diferentes TM’s), resueltas en gel de agarosa-TAE al 1.2 % tefido con
Bromuro de etidio en las que no se observa el amplicén con el tamafio
esperado de 1.900 bp.

El producto de PCR de la secuencia codificante de la HSPA1A obtenido se cloné siguiendo
las instrucciones del fabricante en el plasmido de manipulacién pGEM-T posterior a ser
modificado (A-tailing). De las cuatro clonas seleccionadas, se logré evidenciar en las
transformantes 1 y 2 mediante un mapa de restriccién con enzima EcoRI la clonacion del
producto de PCR (Ver Figura 4). De las transformantes se selecciond la clona 1, de la cual
se movilizé al plasmido de expresion pET15b el inserto correspondiente a la secuencia

codificante de la HSPA1A con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI.
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Figura 4. Electroforesis de las reacciones de digestién de los plasmidos de
las clonas seleccionadas de las transformantes obtenidas con las
reacciones de ligacién del pGEM-T con el producto de PCR de la HSPA1A.
Carril MPM, marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen,
Cat. no.: 10488058); Carriles 1, 2, 3 y 4, reacciones digestion de los
plasmidos con enzima EcoRI (Carriles 1 y 2, clonas positivas a la presencia
del inserto; 3 y 4, negativas) y Carril 5, muestra de plasmido (Clona 1) sin
digerir, resueltas en gel de agarosa-TAE al 1.2 % tefiido con Bromuro de
etidio.

2.000 bp

1.500 bp

Figura 5. Electroforesis de las reacciones de digestiéon de los plasmidos de
las clonas seleccionadas de las transformantes obtenidas con las
reacciones de ligacion del pET15b con la secuencia codificante de la
HSPA1A. Carril MPM, marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder,
Invitrogen, Cat. no.: 10488058); Carriles 1, 2, 3 y 4, reacciones digestion de
los plasmidos con enzima EcoRV (Todas las clonas positivas), resueltas en
gel de agarosa-TAE al 1.2 % tefiido con Bromuro de etidio.

De las transformantes obtenidas con la reaccion de ligacion del inserto liberado con las
enzimas de restriccion Ndel-BamHI de la Clona 1 (pGEM-T-HSPAL1A) y vector de expresion

pET15b también digerido con ambas enzimas se seleccionaron 4 clonas, y a las muestras
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de plasmidos se les realizé un mapa de restriccion con la enzimas EcoRV, como se observa
en la Figura 5, las cuatro clonas seleccionadas fueron positivas a la presencia del inserto,
correspondiente a la secuencia codificante de la HSPA1A.

5.2. Generacién y evaluacion de las cepas de E. coli C41 (DE3) y Rosetta 2 (DE3)
recombinantes para la produccion de la proteina HSPA1A

Con la muestra de plasmido de la Clona 1 del pET15b-HSPALA, se transform6 mediante
choque térmico las cepas de expresiéon C41 (DE3) y Rosetta 2 (DE3). De las transformantes
obtenidas con ambas cepas se seleccion6 una colonia la cual se cultivé en 50 ml de medio
LB con 100 pg/ml de Carbenicilina para evaluar la expresion de la proteina HSPA1A
posterior a la adicién del inductor IPTG. Como se observa en la Figura 6, la presencia de
una cantidad importante de la proteina es identificable en las fracciones proteicas de la cepa

Rosetta 2 (DE3), tanto en la insoluble como la soluble.

A B
1 2 3 MPM 1 2 3 MPM

=100 kDa
—170 kDa

"‘.“’ — 55 kDa

”y

Figura 6. SDS-PAGE de las fracciones proteicas de las cepas de E. coli
C41 (DE3) y Rosetta 2 (DE3) transformadas con el plasmido pET15b-
HSPAZ1A e inducidas. A). Fracciones proteicas de la cepa C41 (DES3); Carril
1, fraccion total; Carril 2: fraccion insoluble y Carril 3, fraccion soluble.
Carriles MPM, marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific, Cat. no.: 26616). B). Fracciones proteicas
de la cepa Rosetta 2 (DE3); Carril 1, fraccidn total; Carril 2: fraccién
insoluble y Carril 3, fraccion soluble.
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5.3. Produccion de la proteina HSPA1A

Una vez identificado que la cepa bacteriana Rosetta 2 (DE3) fue la que produjo en mayor
cantidad la proteina HSPALA, se realizaron con ella los cultivos de produccion, para los
cuales se prepararon 2 lotes, en los que los cultivos se incubaron a dos temperaturas
diferentes, el Lote 1 se incub6 a 37y el 2 a 30 °C.

Una vez concluida la colecta de la biomasa bacteriana inducida de ambos lotes, se estimo6
la cantidad (Peso humedo) obtenida, siendo mayor (4,20 g/l) la del cultivo incubado a 37 °C
(Lote 1) con respecto (3.14 g/l) a la que logré cosecharse del cultivo incubado a 30 (Lote 2).
La biomasa colectada de ambos lotes fue fraccionada mediante sonicacién y centrifugacion
(Ver Figura 7), las fracciones solubles fueron sometidos a purificacion IMAC de manera

manual.

Figura 7. Material obtenido del fraccionamiento de la biomasa bacteriana
inducida en los cultivos de Rosetta 2 (DE3) recombinante incubados a 37 y
30 °C. Lote 1: FSL1, fraccién soluble y FIL1, fraccion insoluble. Lote 2:
FSL2, fraccion soluble y FIL2, fraccion insoluble.

Las fracciones obtenidas de la purificacion IMAC fueron resueltas mediante SDS-PAGE
para verificar el proceso e identificar la fraccion colectada con la proteina recombinante
HSPA1A purificada (Figura 8). Se pudo observar que la proteina recombinante se obtuvo
en la fraccion correspondiente a la elusibn como se esperaba, con menor presencia de
proteinas contaminantes en el Lote 1 (Figura 8A, Carril 7) en comparacién con la fraccion
obtenida del proceso de purificacion de la fraccién soluble de la biomasa del Lote 2 (Figura
8A, Carril 7).
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Las fracciones eluidas de ambos lotes se dializaron (7.000 Da de MWCO) en Solucién PBS
1X, pH 7.4; con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de Imidazol y DTT para tener una
composicion de la solucion donde se encuentra la proteina compatible con el uso que se le
dara.

Finalmente, a los lotes de proteina recombinante HSPA1A pura les fue estimada la cantidad
de proteina obtenida mediante cuantificacion por densitometria, empleandose como
referencia una curva de concentracién de BSA fraccion V y el uso del software Image Lab
version 5.2.1 (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Como resultado final, se
logré obtener un rendimiento de aproximado de 112 mg/l de proteina pura en el Lote 1y

para el caso del Lote 2 el rendimiento volumétrico fue 18,67 veces menor (6 mg/l).

1 2 3 4 5 6 7 8 MPM 9

~ 70 kDa

Figura 8. SDS-PAGE de las fracciones proteicas obtenidas la purificacion
IMAC de los Lotes 1y 2 de los cultivos de produccion de la HSPA1A. A).
Fracciones proteicas de la purificacion del Lote 1; Carril 1, fraccion no
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pegada; Carril 2, 3, 4, 5y 6, fracciones colectadas de los lavados 1, 2, 3, 4,
y 5; Carril 7, fraccion eluida; Carril 8, fraccion del lavado de la resina; Carril
MPM, marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific, Cat. no.: 26616). y Carril 9, fraccion soluble sometida a
purificacion. B). Fracciones proteicas de la purificacion del Lote 2; Carril 1,
fraccion no pegada; Carril 2, 3, 4, 5y 6, fracciones colectadas de los lavados
1, 2, 3, 4, y 5; Carril 7, fraccién eluida; Carril 8, fraccién del lavado de la
resina; Carril MPM, marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific, Cat. no.: 26616). y Carril 9, fraccion
soluble sometida a purificacion. * Proteina HSPA1A.

Con los resultados descrito se evidencia que fue posible obtener en un modelo bacteriano
de expresion una cantidad importante de la proteina recombinante HSPAL1A de origen
bovino, siguiendo de manera general a lo descrito por Pawar y colaboradores (1), sin
embargo, con el disefio propuesto no fue posible la amplificacién de la secuencia codificante
de la HSPA2 y por tanto la produccion de dicha proteina (Anexo 9).

Por otro lado, con respecto a la condiciones de la produccion de la HSPALA, existen
estudios como el de Brijaldo (71), en el que se reporta la obtencién de las proteinas
recombinantes del plasma seminal bovino, como Espermadhesinas (SFP) y Osteopontina
(OPN) con cultivos a diferentes temperaturas: 20, 30 y 37 °C; donde se observé que
temperaturas de 20 y 30 °C no favorecen la produccion de éstas proteinas, siendo asi que
las condiciones mas favorables para una mayor expresion de dichas proteinas
recombinantes fue la temperatura de 37 °C. Dato similar a lo encontrado en el presente
trabajo, en el que la produccién de la proteina HSPA1A con la cepa bacteriana Rosetta 2
(DE3) cultivada a una temperatura de 37 mostré un rendimiento 18,67 veces mayor al
obtenido cuando la cepa recombinante se cultivé a 30 °C.

Finalmente, de manera similar a lo descrito por Schiitz y colaboradores (72), el costo de
produccion de proteinas recombinantes en E. coli por litro de cultivo oscila alrededor de los
$ 60,00 USD, un valor similar a lo estimado en el presente trabajo. Por tanto, la inversion
por mg de proteina pura obtenido el presente trabajo (Lote 1) es de alrededor de $ 0,54
USD, con contraste con el valor comercial de la misma proteina ofertada a nivel
internacional (Sigma Aldrich Aldrich, Cat. no.: H8285-50UG, $ 453,25 USD por 50 ug lo que
equivale a $ 9.065,00 USD por mg. Dato revisado el 27 de noviembre de 2023). Mas alla del
costo del producto, un aspecto importante para el que él presente trabajo aporta, es la
disponibilidad de un insumo para el desarrollo de futuras investigaciones relacionas con las

herramientas biotecnoldgicas aplicables a la reproduccién animal.
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Conclusiones

En los ensayos de amplificacion de las secuencias codificantes de las proteinas HSPA1A y
HSPA2 unicamente se logré la amplificacion de la secuencia de HSPALA, la cual se cloné
en el plasmido pGEM-T-HSPA1A y posteriormente se subclond en el vector de expresion
pPET15b, con las construcciones genéticas del pldsmido de expresion se transformaron las
cepas bacterianas de E. coli Rosetta 2 (DE3) y C41 (DE3). Al evaluar la expresion de la
proteina recombinante HSPALA, se observd una importante cantidad de la proteina en los
extractos de la biomasa de la cepa Rosetta 2 (DE3), por lo que con esta cepa se realizaron
cultivos de produccion a 2 temperaturas diferentes (30 y 37 °C).

De la biomasa fraccionada de los cultivos de produccién se logré obtener la proteina
HSPAL1A mediante la purificacion por IMAC, con mayor rendimiento en el cultivo realizado a
37 °C (112 mg/l) en contraste con el incubado a 30 °C, del cual adicionalmente, se obtuvo
la proteina con presencia de una mayor cantidad de proteinas contaminantes.
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Recomendaciones

De acuerdo a la experiencia obtenida durante el desarrollo del trabajo de investigacion y al
no obtener resultados favorables a pesar de las modificaciones realizadas en la
concentracion de la solucion Enhancer y temperatura de hibridacién en la amplificacion de
la proteina HSPA2, se sugiere que se redisefien los oligonucleotidos o primers, debido a
gue la secuencia codificante de la proteina es de gran tamafio; por lo que podria
amplificarse en dos segmentos, es decir, el extremo amino (N) y el extremo carboxilo (C)
para posteriormente realizar un PCR-overlapping para unir ambos segmentos y generar la
secuencia completa.

Por otro lado, en cuanto a la produccién de la proteina HSPALA en las cepas bacterianas
Rosetta 2 (DE3) y C41 (DE3), se pudo evidenciar notablemente una producciéon mayor en la
cepa Rosetta 2 (DE3), sin embargo, esto no quiere decir que no se haya producido la
proteina HSPALA en la cepa C41 (DE3), para contrastar esta hipotesis se recomienda
realizar un Western blot para detectar de forma especifica la proteina con el uso de
anticuerpos anti-Histidinas y asi conocer con exactitud si esta cepa C41 (DE3) produjo la
proteina.

Finalmente, es importante optimizar la produccion y purificacion de la proteina HSPA1A en
la cepa Rosetta 2 (DE3), lo cual permitira tener datos fundamentados con respecto a los
rendimientos volumétricos y costos de produccién, adicionalmente evaluar protocolos de
preservacion de la proteina, como la liofizacién para favorecer su conservacién durante

periodos de tiempo mayores y menor riesgo de pérdida de la proteina.
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Anexos
Figura 9. Actividades experimentales.

A) Perfil de amplificacion para la secuencia ]
codificante de la proteina HSPA1A.
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B) Reactivos para amplificacion de
secuencias codificantes.

C) Seleccion de clonas con el plasmido
pGEM-T-HSPA1A.

D) Seleccion de clonas con el plasmido de
expresién pET15b- HSPALA.
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E) Placas agar con las cepas bacterianas
Rosetta 2 (DE3) y C41 (DE3)
recombinantes.

F) Evaluacion de la expresion de la
proteina HSPA1A en las cepas bacterianas
Rosetta 2 (DE3) y C41 (DE3).

G) Proceso de sonicado de las pastillas
bacterianas de las cepas Rosetta 2 (DE3) y
C41 (DE3).
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H) Preparacion del SDS-PAGE.

I) Carga de las muestras en el SDS-PAGE.

J) Tinciébn del SDS-PAGE con Azul
brillante de Coomassie.
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K) Cultivo de produccién con la cepa
Rosetta 2 (DE3).

L) Pesaje de la biomasa bacteriana.

M) Fraccionamiento de la biomasa
inducida.
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N) Preparacién de la columna para la
purifiacion IMAC.

O) Proceso de purificacion IMAC.

P) Homogeneizacion de las muestras con
el Buffer de carga para SDS-PAGE.
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Q) Carga de las muestras
correspondientes a las fracciones del Lote
1y Lote 2 en el SD-PAGE.

R) Colocacion del gel en el
fotodocumentador para su andlisis.

S) Preparacion de la membrana de didlisis.

T) Hidratacién de la membrana de dialisis
en agua destilada.
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U) Dialisis de la HSPA1lA del Lote 1
(Verde) y del Lote 2 (Azul) en el PBS 1X,
pH 7.4.

V) Tincion SDS PAGE de los SDS-PAGE
para la cuantificacién de la HSPA1A del
Lote 1y 2.

W) Cuantificacion de la HSPA1A del Lote 1
y 2 por densitometria mediante el software
Image Lab 5.2.1 (BioRad).
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