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RESUMEN

Las encapsulinas son un tipo de jaulas proteicas de mucho interés por su gran potencial para
aplicaciones en los campos de medicina, ingenieria quimica y biotecnologia. La produccion,
purificacion y caracterizacion de estas nanoparticulas son necesarias para llevar a cabo
investigaciones y posibles innovaciones tecnologicas basadas en ellas. El presente estudio
tiene como objetivo obtener encapsulinas de Thermotoga maritima con alto grado de pureza
y en escala de trabajo de laboratorio. Las proteinas fueron producidas en un sistema de
expresion recombinante de Escherichia coli, purificadas por medio de cromatografia y
caracterizadas mediante dispersion dinamica de luz (DLS). Los andlisis de SDS — PAGE
realizados confirmaron la pureza de las encapsulinas obtenidas y la técnica de DLS mostré
valores muy cercanos al diametro tedrico de la nanoparticula (24 nm). Sin embargo, se
propone el uso de microscopia electrénica de transmision (TEM) para verificar los resultados
de esta investigacion y validar el correcto ensamblado de las encapsulinas producidas. Por
altimo, agradecer enormemente al financiamiento otorgado por CONCYTEC,
PROCIENCIA y SENCICO en el marco de la convocatoria de Proyectos de Investigacion
Aplicada 2018 — 01 (nGmero de contrato 119 — 2018).

Palabras claves: Encapsulinas, jaulas proteicas, Thermotoga maritima, Escherichia coli,

proteinas recombinantes, SDS — PAGE, purificacion, caracterizacion, cromatografia, DLS.
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ABSTRACT

Encapsulins are a type of protein cage of great interest due to its great potential for
applications in the fields of medicine, chemical engineering and biotechnology. The
production, purification and characterization of these nanoparticles are necessary to carry
out research and possible technological innovations based on them. The present study aims
to obtain encapsulins from Thermotoga maritima with a high degree of purity and on a
laboratory scale. The proteins were produced in an Escherichia coli recombinant expression
system, purified by means of chromatography and characterized by dynamic light scattering
(DLS). The SDS-PAGE analyzes performed confirmed the purity of the encapsulins
obtained and the DLS technique showed values very close to the theoretical diameter of the
nanoparticle (24 nm). However, the use of transmission electron microscopy (TEM) is
proposed to verify the results of this research and validate the correct assembly of the
encapsulins produced. Finally, the financing granted by CONCYTEC, PROCIENCIA and
SENCICO within the framework of the call for Applied Research Projects 2018 — 01
(contract number 119 — 2018) is greatly appreciated.

Keywords: Encapsulins, protein cages, Thermotoga maritima, Escherichia coli,

recombinant proteins, SDS-PAGE, purification, characterization, chromatography, DLS.



I. INTRODUCCION

En la naturaleza existen estructuras tridimensionales llamadas jaulas proteicas o proteinas
huecas. Tienen como principal caracteristica autoensamblarse a partir de maltiples copias de
un solo o pocos tipos de mondmeros de proteinas en complejas estructuras nanoscépicas con
cavidades internas protegidas que pueden albergar moléculas de carga (Aumiller et al.,
2018). Algunos ejemplos de jaulas proteicas incluyen proteinas de choque térmico,
ferritinas, carboxisomas, vesiculas de clatrina, encapsulinas, chaperoninas, particulas
similares a virus (VLP), capsides virales, entre otras. Las actividades biologicas que pueden
desempefiar son muy diversas, tales como transporte de cargas virales, biomineralizacion,
plegamiento de proteinas y degradacion, encapsulacion enzimatica e incluso catalisis de
rutas metabdlicas cortas (Sasaki et al., 2017). Debido a la complejidad de estas funciones,
Sasaki et al. (2017) también mencionan que estas proteinas huecas estan siendo usadas como
nanorreactores personalizados, vehiculos de entregay organulos artificiales para numerosas

aplicaciones en medicina, ciencia de materiales y biologia sintética.

Durante los ultimos afios, se viene estudiando un tipo de jaulas proteicas proveniente de
bacterias denominadas encapsulinas. Estas nanoparticulas son complejos que poseen
estructura icosaédrica y se ha descrito para ellas dos arquitecturas hasta el momento
(Giessen, 2016). Unas se ensamblan a partir de 60 copias de protomeros 0 mondmeros
idénticos con un numero de triangulacion igual a 1 (T = 1) y poseen un diametro de entre 20
y 24 nm. Algunas de las bacterias donde se han encontrado este tipo de encapsulina son
Thermotoga maritima, Mycobacterium tuberculosis, Rhodococcus erythropolis y
Rhodococcus jostii. Por otro lado, Giessen (2016) también describe otras encapsulinas que
se forman a partir de 180 subunidades de proteinas idénticas con un nimero de triangulacion
igual a 3 (T=3), cuyo diametro esta en un rango de 28 a 32 nm. Encapsulinas de este tipo se
hallan en bacterias como Pyrococcus furiosus y Myxococcus xanthus (Giessen, 2016). La
funcion de las encapsulinas no esta definida totalmente, pero la delecion de su gen provoca
fenotipos que se han reconocido en algunas bacterias. Por ejemplo, la eliminacion del gen
de encapsulina torn6 a M. xanthus mas susceptible al estrés oxidativo inducido por peréxido

de hidrogeno en comparacion con el tipo silvestre (McHugh et al., 2014). Otros estudios



presentan indicios de una funcion en el metabolismo del nitrdgeno (Tracey et al., 2019), la
degradacion de lignina (Rahmanpour & Bugg, 2013) y en aislar reacciones de peroxidacion

potencialmente tdxicas (McHugh et al., 2014).

Las encapsulinas son objeto de gran interés biotecnoldgico por su capacidad de albergar
moléculas y por ser relativamente sencillas de analizar y producir. A diferencia de ellas, los
carboxisomas, que son la maquinaria central de fijacion de dioxido de carbono en
cianobacterias (Shively et al., 1973), forman jaulas proteicas compuestas por diferentes tipos
de mondémeros (Fang et al., 2018), por lo que una produccién artificial seria relativamente
muy compleja. En cambio, las encapsulinas al estar hechas de 60 o 180 copias de un solo
protémero idéntico, un procedimiento Unico de purificacion serviria para producir jaulas
proteicas completas o listas para ser reintegradas mediante el ensamblado in vitro. Algunos
estudios evaluaron la capacidad de carga especifica de las encapsulinas ensambladas in vivo.
Las moléculas incorporadas dentro del nanocompartimento son proteinas que poseen una
etiqueta peptidica C — terminal de 10 a 40 aminoacidos de longitud, que fue comprobada
necesaria y suficiente para mediar la interaccion entre las proteinas de carga y la superficie
interior de la encapsulina (Giessen, 2016). Por otro lado, también se demostré su estabilidad
dentro de un amplio rango de pH y temperatura (Rahmanpour & Bugg, 2013; Rurup et al.,
2014). Todos estos hechos permiten proponer el uso de las encapsulinas para desarrollar una
nanoplataforma de entrega de carga, permitiendo asi una serie de aplicaciones como sistemas
de administracion de proteinas con fines terapeuticos o diagnosticos especificos,

contenedores de proteinas y nanorreactores (Giessen, 2016).

Para llevar a cabo estudios bioquimicos sobre las proteinas encapsulinas y posibles
desarrollos tecnologicos basados en ellas, es necesario aislarlas en alta pureza y en
condiciones que favorezcan su estabilidad. Los métodos mas utilizados en la purificacion de
encapsulinas se basan en la ultracentrifugacion, que permite separarlas del resto de proteinas
segun su densidad a través de un gradiente de liquido viscoso, tipicamente sacarosa o cloruro
de cesio (Orner, 2015). Dado que las encapsulinas tienen un tamafio Unico en comparacion
con otras macromoléculas y los organulos celulares, la tasa de migracion puede usarse como
una herramienta para la purificacion. Sin embargo, la ultracentrifugacion requiere un equipo
muy costoso, por lo que se busco adaptar localmente el uso de nuevos procedimientos de

cromatografia (Lagoutte et al., 2016).



La cromatografia ha demostrado ser efectiva para la purificacion de encapsulinas gracias a
la mejora de resinas durante los ultimos afios (Mach et al., 2006). Gracias a ello, ahora se
permite la obtencién de proteinas encapsulinas con un mayor grado de pureza (Effio &
Hubbuch, 2015). No obstante, en el Pert ain no ha sido reportada una aplicacion de dichos
métodos de separacién para estas nanoparticulas, asi como tampoco su caracterizacion

mediante dispersion de luz dindmica (DLS).

Por esas razones, por interés cientifico y como primera experiencia local para implementar
la produccion, purificacion y caracterizacion inicial de encapsulinas, se plante6 como

necesaria una adaptacion de los protocolos disponibles en las revistas cientificas.

En el presente trabajo, se disefié un plasmido para conseguir la produccion de proteinas
encapsulinas de T. maritima en un sistema de expresién recombinante de Escherichia coli.
Dichas proteinas fueron extraidas por medio de cromatografia, y su pureza fue analizada
mediante SDS — PAGE. Las nanoparticulas presentes en el producto final de purificacion
fueron caracterizadas usando la técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS), que entrega

informacion acerca del tamafio y distribucion de las particulas.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Jaulas proteicas

2.1.1. Caracteristicas generales

Los términos "jaula proteica" o “proteina hueca” describen una diversidad de estructuras que
comparten la caracteristica de poseer muchas copias de un solo o pocos tipos de subunidades
proteicas que se autoensamblan en nanoparticulas con al menos una cavidad. Esta cavidad
es lo suficientemente grande como para encerrar moléculas inorganicas, acidos nucleicos y

otras proteinas (Rother et al., 2016).

En la naturaleza, las jaulas proteicas presentan una amplia variacion de morfologias, tamafios
y simetrias relacionadas (Figura 1) (Aumiller et al., 2018). Por ejemplo, la ferritina es una
esfera hueca que tiene un didametro de aproximadamente 12 nm y consta de 24 monémeros
proteicos. Otro modelo es la capside del bacteri6fago P22. Esta mide 58 nm de diametro y

se ensambla a partir de 420 subunidades (Rother et al., 2016).

P22 (Procapsid) Ferritin sHsp

- A

10 nm

Figura 1: Modelos estructurales de algunas jaulas proteicas. Estas imagenes se realizaron utilizando el
programa USCF Chimera. Bacteriofago “P22” (56 nm de didmetro, T = 7), virus del moteado clordtico
del caupi “CCMV” (28 nm, T = 3), virus del mosaico del caupi “CPMV” (30 nm, pseudo T = 3),
bacteridfago “MS2” (27 nm, T = 3 ), bacteridfago “Qp” (30 nm, T = 3), ferritina “Ferritin” (12 nm),
proteinas pequeflas de choque térmico “sHsp” (12 nm), lumazina sintasa “LS” (15 nm, T=1) y
proteinas de unién al ADN “Dps” (9 nm).

FUENTE:Adaptado de “Protein cage assembly across multiple length scales” por Aumiller, W.M.;
Uchida, M. & Douglas, T. (2018). Chemical Society Reviews, 47(10).



2.1.2. Clasificacion

Es posible clasificar a las proteinas huecas en jaulas no virales y particulas parecidas a virus
(VLP). Algunos ejemplos de jaulas no virales son las ferritinas, proteinas de choque térmico,
lumazina sintasa, encapsulinas, entre otras. La mayoria de este tipo posee una forma
esferoide. Por otro lado, las VVLP derivan de virus nativos, pero carecen de ADN o ARN
viral encapsulado. En este grupo se incluyen estructuras provenientes del virus del mosaico
del tabaco (TMV), virus del mosaico del caupi (CPMV), virus del moteado clorético del
caupi (CCMV), bacteriéfago M13, bacteri6fago MS2, adenovirus (Adv), entre otros
ejemplos. Estas jaulas pueden tener la misma estructura de las capsides del virus del cual
provienen; sin embargo, también es probable que difieran en morfologia, tamafio y nimero
de subunidades. Se puede encontrar mucha variedad morfolégica en las VLP, por ejemplo,
el TMV vy bacteriofago M13 son virus en forma de baston; mientras que los CPMV, CCMV,

bacteriofagos MS2 y adenovirus tienen estructuras icosaédricas (Rother et al., 2016).

2.1.3. Funcion

La funcidn biologica de las jaulas proteicas mencionadas anteriormente es diferente para
cada tipo; no obstante, todas tienen el objetivo comin de albergar y proteger la carga
encapsulada. Por ejemplo, en la naturaleza se observa que las capsides brindan proteccion al
genoma viral que esta contenido dentro de sus estructuras, y fue esta caracteristica en
especial lo que promovio el desarrollo de VLP artificiales posteriormente (Aumiller et al.,
2018). Otro es el caso de las ferritinas, una de las jaulas méas estudiadas que desempefian un
papel bioldgico importante en el almacenamiento de 6xido férrico y la homeostasis del hierro
(Y. Zhang et al., 2016).

2.1.4. Aplicaciones

La capacidad de autoensamblaje y la funcion principal de albergar moléculas de las jaulas
proteicas ha despertado el interés de la ciencia. Actualmente, existen investigaciones que
revelan una serie de aplicaciones en las que se han utilizado jaulas de proteinas,
particularmente las VLP. Se las puede encontrar en los ambitos de medicina (vacunas,
terapia génica, administracion de medicamentos, ingenieria de tejidos), biotecnologia
(biosensores, nanorreactores) y energia (catalizadores, electrodos de bateria,

almacenamiento de datos) (Aumiller et al., 2018).



2.2. Encapsulinas

2.2.1. Caracteristicas generales

Las encapsulinas son un tipo de jaulas proteicas no virales recientemente descubiertas
(Giessen & Silver, 2016). Estas nanoparticulas estan muy extendidas en bacterias y arqueas.
Por ejemplo, se han identificado encapsulinas en T. maritima, M. tuberculosis, R.
erythropolis, R. jostii, P. furiosus, M. xanthus, entre otros microorganismos (Giessen &
Silver, 2017). El analisis estructural indica que estas proteinas huecas presentan multiples
poros que pueden controlar el intercambio de moléculas pequefas entre el citosol y el interior

de la encapsulina (Nichols et al., 2017).

2.2.2. Clasificacion

Actualmente se puede clasificar a las encapsulinas de acuerdo a la cantidad de monomeros
implicados en el autoensamblaje. Algunas forman estructuras icosaedricas de 60
subunidades idénticas (T = 1, diametro = 20 - 24 nm) y otras de 180 (T = 3, diametro = 28 —
32 nm) (Figura 2) (Giessen & Silver, 2016). También es importante mencionar que existe
otra propuesta de clasificacion basada en el analisis de secuencia de todos los supuestos
genes de encapsulina, los diferentes tamafios de nanocompartimientos ensamblados, las
proteinas de carga y su supuesta funcion. Esta las divide en cuatro familias: (1) encapsulinas
fusionadas con proteinas parecidas a ferritinas (FIp), (2) encapsulinas T = 1, (3) encapsulinas
T =3y (4) encapsulinas similares a las T=3. Este analisis se basd en genes de encapsulina
putativos de los cuales la mayoria no se han caracterizado, lo que significa que todavia es

susceptible de cambio (Giessen & Silver, 2017).
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Figura 2: Comparacion estructural de los mondmeros y subunidades ensambladas de tres encapsulinas
de especies diferentes. Estas imagenes se realizaron utilizando el software Protein Data Bank (PDB).
FUENTE: Adaptado de “Encapsulins: Microbial nanocompartments with applications in biomedicine,
nanobiotechnology and materials science” por Giessen, T. W. (2016). Current Opinion in Chemical
Biology, 34, 1-10.

2.2.3. Funcion

El rol fisiologico del nanocompartimento de encapsulina aun es desconocido; sin embargo,
las proteinas que son incorporadas dentro de ella naturalmente (proteinas de carga nativas)
indican que puede estar involucradas en la proteccion contra el estrés oxidativo. Por ejemplo,
en las encapsulinas de Brevibacterium linens se encontraron peroxidasas DyP (peroxidasas
decolorantes) (Nichols et al., 2017). También se cree que participan en la homeostasis del
hierro al descubrir como moléculas de carga unas proteinas similares a ferritina (FIp) en T.
maritima (McHugh et al., 2014).

Algunos componentes que participan de estos procesos son peligrosos para un organismo.
Los sustratos y productos en las reacciones catalizadas por peroxidasas a menudo son toxicos
(especies reactivas de oxigeno, ROS), mientras que las altas concentraciones de iones de
hierro tampoco son deseadas en una célula. Por lo tanto, la compartimentacion de estos
productos evitaria el dafio a la célula mientras aln puede realizar estas reacciones o mantener
la homeostasis del hierro (McHugh et al., 2014). Por otro lado, basdndose en las secuencias

de algunas otras proteinas de carga nativas, se ha propuesto la participacion de las



encapsulinas en la fijacion de carbono, la resistencia al estrés nitrosativo y la oxidacion

anaerobica de amonio (Giessen & Silver, 2017).

Otra cuestion importante relacionada con la funcién de las encapsulinas es la presencia de
una pequefa secuencia de aminoacidos en sus diversas proteinas de carga nativas (Cassidy-
Amstutz et al., 2016). Andlisis bioinforméaticos han demostrado que esta secuencia es una
etiqueta peptidica C — terminal de 10 a 40 aminoéacidos de longitud que se conserva en
muchas especies (Sutter et al., 2008). Desde entonces, otras investigaciones verificaron que
la secuencia C — terminal, denominada péptido de carga (CLP), es suficiente para cargar una

proteina de carga en el complejo de encapsulina (Figura 3) (Nichols et al., 2017).

Figura 3: Estructura cristalina de la encapsulina de T. maritima. Se marcan de color rojo las regiones
hidrofdbicas responsables de interactuar con el CLP. Estas regiones se encuentran en cada subunidad
del complejo ensamblado. Las imagenes se realizaron utilizando el software Protein Data Bank (PDB).
FUENTE: Adaptado de “Encapsulins: Molecular biology of the shell” por Nichols, R. J.; Cassidy-
Amstutz, C.; Chaijarasphong, T. & Savage, D. F. (2017). Critical Reviews in Biochemistry and
Molecular Biology, 52(5), 583-594.

Sin embargo, el CLP no esta limitado al C — terminal. En algunos casos, la encapsulina es
capaz de albergar dos tipos diferentes de proteinas de carga; una de ellas posee el CLP tipico
y la otra contiene una etiqueta peptidica N — terminal. Este ejemplo se observo en bacterias
del filo Firmicutes (Giessen & Silver, 2017). Por otro lado, en P. furiosus, la proteina de
carga carece de un CLP y el gen que la codifica se fusiona con el gen de encapsulina para

expresar o producir un polipéptido unico (Figura 4) (Akita et al., 2007).



C-terminal CLP

N-termunal CLP
CLP

Cargo-Encapsulin Fusion

Figura 4: Representacion de la relacion de los genes del CLP y la proteina de carga en algunas bacterias.
La secuencia de codificacion del CLP puede situarse en el extremo 3' (C —terminal) 0 5' (N — terminal)
del gen de la proteina de carga. En algunos casos, la fusién del gen de la proteina de carga con el gen
de encapsulina permite prescindir de un CLP.

FUENTE: Adaptado de “Encapsulins: Molecular biology of the shell” por Nichols, R. J.; Cassidy-
Amstutz, C.; Chaijarasphong, T. & Savage, D. F. (2017). Critical Reviews in Biochemistry and
Molecular Biology, 52(5), 583-594.

2.2.4. Aplicaciones

Las encapsulinas pueden modificarse facilmente para cumplir una funcion deseada. Por
ejemplo, es posible albergar proteinas de carga no nativas dentro de las encapsulinas al

unirles la secuencia CLP en el extremo C — terminal (Giessen, 2016).

Algunos investigadores han propuesto el uso de las encapsulinas como sistemas de
administracion de farmacos y nanorreactores. Por ejemplo, Giessen y Silver (2016)
aprovecharon su arquitectura fija y tamafio para la produccion de nanoparticulas de plata.
Esto se logré6 modificando genéticamente a la proteina encapsulina de T. maritima para
incluir en ella una secuencia que permita la precipitacion de plata. Por otro lado, también se
comprobd que las encapsulinas pueden convertirse en sistemas de administracion de
farmacos terapéuticos dirigidos, por ejemplo, mediante la insercion de un péptido en la
superficie de la encapsulina que sea reconocido especificamente por una célula blanco. Esto
abre la puerta a un nuevo método para combatir enfermedades de manera menos invasiva
(Moon et al., 2014).

Estas aplicaciones muestran que el progreso en el uso de las encapsulinas alberga un gran

potencial en los campos de medicina, ingenieria quimica y biotecnologia (Giessen, 2016).



2.3. Métodos de biologia molecular

2.3.1. Aspectos generales

El desarrollo de métodos para estudiar procesos a nivel molecular ha llevado a nuevas y
eficaces formas de aislar, analizar, manipular los &cidos nucleicos y proteinas. Al considerar
la utilidad potencial de las técnicas de biologia molecular, es importante comprender y
conocer la estructura basica del ADN, ARN y aminoécidos. De hecho, muchas técnicas
utilizadas imitan de cierta forma las funciones naturales de estas moléculas, tales como la
replicacion, transcripcién y traduccion. Por lo tanto, los métodos de biologia molecular son

indispensables para el estudio de las proteinas encapsulinas (Wilson & Walker, 2009).

2.3.2. Tecnologias del ADN recombinante

Las tecnologias del ADN recombinante son procedimientos que se utilizan para unir o
recombinar multiples fragmentos de ADN de diferente origen. Esto es posible debido a que
las moléculas de ADN de todos los organismos comparten la misma estructura quimica y
difieren solo en la secuencia de nucledtidos (Siddiqui, 1982). Uno de los métodos mas usados
para unir fragmentos se basa en el uso de enzimas de restriccion. Las moléculas diana de
estas enzimas son secuencias palindrémicas de ADN. Alli realizan cortes y dejan como
resultado fragmentos con extremos cohesivos 0 romos que posteriormente se uniran con la

cadena de interés correspondiente (Figura 5) (Pham, 2018).
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Figura 5: Tecnologias del ADN recombinante. (1) Cortar el ADN deseado usando enzimas de
restriccion, (2) insertar los genes en vectores o plasmidos, (3) transferir los vectores a una célula
(generalmente E. coli) y (4) obtener los productos a partir de los genes recombinantes.

FUENTE: Adaptado de “Chapter 19 - Medical Biotechnology: Techniques and Applications” por
Pham, P. V. (2018). Omics Technologies and Bio-Engineering (pp. 449-469). Academic Press.

2.3.3. Expresion heter6loga de proteinas

La produccion de proteinas recombinantes o heter6logas se ha convertido en una técnica
estandar que tipicamente implica la clonacidn del gen apropiado en un plasmido vector para
su expresion bajo el control de un promotor inducible (Figura 6). La calidad y rendimiento
de la expresion depende de una variedad de factores provenientes de la complejidad del
organismo huésped, las caracteristicas estructurales unicas de la proteina, la estabilidad del
ARNmM, el plegamiento favorable de la proteina, la frecuencia del uso de codones, la
degradacion de la proteina recombinante por las proteasas dependientes de ATP y la

toxicidad de la proteina (Schumann & Ferreira, 2004).

La facilidad de manipulacion genética, el bajo costo, el rapido crecimiento y la abundancia
de estudios previos han convertido a E. coli en una de las especies de microorganismos mas

utilizadas para producir proteinas recombinantes (Jia & Jeon, 2016).
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Figura 6: Representacién esquematica de la expresion heter6loga de un gen de interés en E. coli.
FUENTE: Adaptado de “Production of recombinant proteins in Escherichia coli” por Schumann, W.,
& Ferreira, L. C. S. (2004). Genetics and Molecular Biology, 27(3), 442 — 453.

La electroforesis en gel de agarosa es la forma mas efectiva de separar fragmentos de ADN
de diferentes tamafios. La agarosa se aisla de los géneros de algas Gelidium y Gracilaria, y
consiste en subunidades repetidas de agarobiosa (L y D — galactosa). Durante la gelificacion,
los polimeros de agarosa se asocian de manera no covalente y forman una red de haces cuyos

tamafios de poro determinan las propiedades de tamizado molecular del gel (Lee et al.,




Para separar el ADN usando electroforesis en gel de agarosa, el ADN se carga en pocillos
prefabricados en el gel y se aplica una corriente. La molécula de ADN (y ARN) esta cargada
negativamente por la presencia de los grupos fosfatos, por lo tanto, cuando se coloca en un
campo eléctrico, los fragmentos de ADN migraran al anodo cargado positivamente. Debido
a que el ADN tiene una relacion masa / carga uniforme, las moléculas de ADN se separaran
de acuerdo a sus tamafios dentro del gel de agarosa de manera que la distancia recorrida es
inversamente proporcional a su peso molecular; es decir, las moléculas mas grandes tendrén
mayor dificultad para pasar a través de los poros del gel (incluso pueden bloquearse por
completo), mientras que las moléculas mas pequefias estaran relativamente libres de

obstaculos y se moveran mas rapido (Wilson & Walker, 2009).

La velocidad de migracion de una molécula de ADN a través de un gel estd determinada
principalmente por el tamafio y la conformacion del ADN, pero existen ciertos factores que
también influyen en la movilidad. Estos pueden ser la concentracion de agarosa, el voltaje
aplicado y el tipo de tampon de electroforesis usado. Después de la separacion, las moléculas
de ADN pueden visualizarse bajo luz ultravioleta luego de tefiirlas con el tinte apropiado
(Lee et al., 2012). La determinacion del tamafio del ADN se facilita usando marcadores que

poseen un patron de separacion y tamafios de bandas definido.

2.3.4.2. Electroforesis de proteinas

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS — PAGE) es una
técnica que implica la separacion de proteinas en funcion de su tamafio o0 peso molecular. Al
calentar la muestra en condiciones desnaturalizantes y reductoras, la proteina se despliega y
se recubre con moléculas del detergente SDS, adquiriendo una alta carga negativa
proporcional a la longitud de la cadena de polipéptidos. Cuando se cargan en una matriz de
gel y se colocan en un campo eléctrico, las moléculas de proteina con carga negativa migran
hacia el electrodo de carga positiva y se separan por un efecto de tamizado molecular.
Después de la visualizacion mediante una técnica de tincion especifica de proteinas, se puede
estimar el tamafio de la proteina comparando su distancia de migracion, con la de un estandar

de peso molecular conocido (Wilson & Walker, 2009).

La adicion del detergente SDS es responsable de eliminar las estructuras proteicas
secundarias, terciarias y cuaternarias, manteniendo a las proteinas como cadenas lineales de
polipéptidos (estructura primaria). Sin embargo, si las proteinas se desnaturalizan y se

colocan en un campo eléctrico, todas se moveran hacia el polo positivo a la misma velocidad,
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sin separacién por tamafio. Es por ello que se colocan a las proteinas en poliacrilamida. Este
es un polimero de monémeros de acrilamida que permite a las proteinas de diversos tamafios
moverse a diferentes velocidades. Un gel de poliacrilamida no es solido, pero est& hecho de
un laberinto de taneles que serpentean a través del gel y no van en linea recta. Las proteinas
pequefias se mueven mas rapido debido a que tienen mayor acceso a los tineles que las

proteinas de mayor tamafio (Roy & Kumar, 2014).

El sistema de gel mas utilizado para separar una amplia gama de proteinas mediante SDS —
PAGE utiliza geles de tris — glicina denominados gel de apilamiento y gel de resolucion. El
gel de apilamiento tiene un tamafio de poro muy grande (4% de acrilamida) que permite a
todas las proteinas de la muestra moverse libremente para concentrarse en bandas muy
estrechas (bajo el efecto del campo eléctrico) y entrar al gel de resolucién al mismo tiempo.
En cambio, el gel de resolucion (donde se utilizan porcentajes de gel de acrilamida variables)
separa a las proteinas en funcidn de su peso en masa. Este sistema clasico utiliza un sistema
de tampon discontinuo donde el pH y la fuerza ionica del tampdn utilizado para hacer
funcionar el gel (Tris pH 8.3) es diferente de los tampones utilizados en el gel de apilamiento
(Tris, pH 6.8) y el gel de resolucion (Tris, pH 8.8) (Roy & Kumar, 2014).

2.4. Cromatografia de proteinas

2.4.1. Aspectos generales

La cromatografia es un conjunto de técnicas que permite la separacién, identificacion y
purificacion de proteinas. Es posible purificar proteinas en funcidén de sus caracteristicas
tales como el tamafio, la carga electroestatica, los grupos hidrofobicos presentes en la

superficie y la capacidad de interaccion con la fase estacionaria (Coskun, 2016).

Los diversos métodos para separar proteinas incluyen la cromatografia en columna,
cromatografia en capa fina, cromatografia en papel, cromatografia de gases, cromatografia
de intercambio i6nico, cromatografia de permeacion en gel o exclusibn molecular,

cromatografia liquida de alta presion y cromatografia de afinidad (Harwood & Moody, 1990)

2.4.2. Cromatografia de exclusion molecular

El método que se usé principalmente en esta investigacion fue la cromatografia de exclusién
molecular. El principio basico de esta técnica es utilizar como fase estacionaria polimeros
con poros de diferentes tamafios (p.ej. polisacaridos complejos como los dextranos) para

separar las macromoléculas segun el tamafio molecular (Figura 7) (Coskun, 2016). La

14



solucion que contiene moléculas de diferentes dimensiones se pasa continuamente con un
flujo constante a través de una columna. Las moléculas méas grandes que los poros no pueden
penetrar en los dextranos, moviéndose asi mas rapido dentro de la columna a través de los
espacios existentes entre las particulas porosas. En cambio, las moléculas mas pequefias que
los poros se difunden en ellos y salen de la columna mucho después que las moléculas
grandes. El tiempo que las moléculas se toman desde entrar hasta salir de la columna se

denomina tiempo de retencion (O’Fagéin et al., 2011).
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Figura 7: Cromatografia de exclusion molecular o permeacion en gel.

FUENTE: Adaptado de “Separation techniques: Chromatography” por Coskun, O. (2016). Northern Clinics
of Istanbul, 3(2), 156-160.

2.4.3. Cromatografia multimodal

Otra técnica que también fue necesaria para la purificacion de proteinas encapsulinas fue la
cromatografia multimodal o de modo mixto. Este método posee una alta selectividad y
retencion de una variedad de compuestos, especialmente moléculas polares y cargadas (K.
Zhang & Liu, 2016). Los solutos de la muestra interacttan con la fase estacionaria a través
de méas de un modo o mecanismo de interaccion a la vez, en una sola columna (Figura 8)
(Liu et al., 2019).

Las resinas (fase estacionaria) de la cromatografia de modo mixto se han utilizado para la
purificacion de una gran variedad de moléculas diana, por ejemplo, anticuerpos

monoclonales, hormonas, enzimas y virus. Generalmente, estan involucradas en diferentes
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etapas de los procesos de purificacion cromatogréfica, desde la captura hasta el pulido. Se
usan con mayor frecuencia cuando las resinas que poseen solo un tnico modo de accién no
han logrado entregar los resultados deseados o no lo han hecho a un costo razonable
(Brekkan, 2018).
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Figura 8: Posibilidades de grupos quimicos del ligando de una resina en la cromatografia multimodal.
Pueden coexistir interacciones ionicas o electrostaticas, hidrofobicas e hidrofilicas.

FUENTE: Adaptado de “Advance chromatin extraction improves the performance of electropositive
mixed — mode chromatography as a capture step and enables its integration with void — exclusion anion
Exchange chromatography as a two column step purification platform for monoclonal antibody
production” por Liu, W., Sun, Y., Yu, J., Chen, Q., Bao, Z., Fan, X., Liang, Y., Peng, X., Xian, M., &
Nian, R. (2019). Biochemical Engineering Journal, 142, 145 — 152.

2.5. Caracterizacion de proteinas

2.5.1. Aspectos generales

La caracterizacion de proteinas requiere el uso de varias técnicas. Por ejemplo, algunos
métodos evallan la pureza y estabilidad de las proteinas; y otros, los aspectos estructurales:
tamafo, forma y cambios conformacionales. Estos Gltimos son importantes para detectar
posibles modificaciones de las estructuras terciarias producidas en la proteina durante la

preparacion, manipulacién y almacenamiento (Oliva et al., 1997).

La caracterizacion es una tarea relativamente compleja. Primero, es necesario evaluar la
estabilidad y pureza de la proteina utilizando métodos analiticos como la cromatografia y la
electroforesis. Luego, se usan varias técnicas para determinar la composicién de
aminodacidos y su secuencia (es decir, la estructura primaria). También se puede utilizar otros

métodos para determinar el tamafio y la conformacién. Algunos de ellos son el dicroismo

16



circular, resonancia magnética nuclear, difraccién de rayos X, microscopia electronica y

dispersion de luz (Oliva et al., 1997).

2.5.2. Dispersion de luz dindmica

En esta investigacion se realiz6 una caracterizacion inicial usando la técnica de dispersion
de luz dinamica (DLS). Este método proporciona informacion relacionada al didametro de las
particulas presentes en una muestra. Tipicamente, en los experimentos de dispersion de luz,
un haz monocromatico se dirige a la muestra y luego un detector registra la luz dispersada
en cierto angulo (Figura 9). En la DLS, las fluctuaciones de intensidad de luz se miden
constantemente a través del tiempo, y debido a que las particulas que reflejan la luz y causan
su dispersion estan sujetas a un movimiento browniano, se puede inferir el coeficiente de

difusion a partir de los cambios de la dispersion en el tiempo. El coeficiente de difusion (D)
se relaciona con el radio hidrodindmico (Rn) de la particula a través de la ecuacion de Stokes

— Einstein (Ecuacion 1) (Carvalho et al., 2018).

Ec. 1.

Donde:
D = Coeficiente de difusion

T = Temperatura absoluta
Kp = Constante de Boltzmann (1.38 x 10723 kg.mz.s'z.K'l)
n = Viscosidad del medio

Rh = Radio hidrodinamico del soluto
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Figura 9: Fundamento del método de dispersion de luz dinamica (DLS). Las fluctuaciones de la
dispersion de luz, debido al movimiento browniano individual de las nanoparticulas en una solucién,
se utilizan para determinar la distribucion del tamafio de particula (diametro) en tiempo real.
FUENTE: Adaptado de “Application of Light Scattering Techniques to Nanoparticle
Characterization and Development” por Carvalho, P.M.; Felicio, M.R.; Santos, N.C.; Gongalves, S.
& Domingues, M. M. (2018). Frontiers in Chemistry, 6, 237. pp. 125-170.



I1l. METODOLOGIA

3.1. Material bioldgico y plasmidos

- Plasmido de clonacion “Encap_eGFP_opti_Samira_pUC57”: Este vector fue disenado y
contiene la secuencia del gen de encapsulina de T. maritima. Su sintesis fue realizada

por la empresa GenScript.

- Plasmido de expresion “pET — Duet”: Este vector comercial posee un promotor “T7”

controlado bajo el sistema de induccion por IPTG.
- Cepas modificadas de E. coli:
a) Cepa “NEB Stable”: Utilizada para la produccion de los plasmidos.

b) Cepa “BLR (DE3)”: Utilizada para la produccion de las proteinas encapsulinas. Contiene
el gen de ARN polimerasa proveniente del bacteriofago T7 expresado bajo el control de

un promotor que es regulado por el represor “Lac”.
3.2. Material de laboratorio e insumos

- Asade Kolle

- Bolsas de tips (10 puL, 100 uL, 1000 uL)

- Bolsas de tubos “Corning” (15 mL, 50 mL)

- Bolsas de tubos de microcentrifuga “Eppendorf”
- Botellas de alcohol 96°

- Botellas de vidrio (100 mL, 500 mL, 1000 mL)
- Caja de filtros de 0.20 um

- Caja de filtros de 0.45 um

- Caja de guantes

- Cebadores universales “T7”



- Columna cromatografica de exclusion molecular “HilLoad 26/600”
- Columna cromatografica multimodal “HiScreen CaptoCore 700”

- Enzimas de biologia molecular (“Ncol”, “Ndel”, ligasa, “Supernuclesas”)
- Frascos de centrifuga

- Frascos de reactivos bioquimicos

- Kit de extraccién de plasmidos

- Kit de purificacion de ADN

- Matraces de 250 mL

- Matraces de 50 mL

- Matraces Kitasato 1000 mL

- Paquetes de papel filtro Whatman 0.22 pm

- Placas Petri

- Rollos de papel aluminio

- Rollos de papel toalla

- Rollos de parafilm

- Tubos concentradores “Amicon Ultra — 15 mL (10K)”

3.3. Equipos de laboratorio

Agitador y calentador magnético
- Autoclave

- Balanza analitica

- Cémara de flujo laminar

- Balanza analitica

- Cémara de flujo laminar

- Cémara de siembra

- Centrifuga “Sorvall”

- Congeladora -20°C
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- Congeladora -70°C

- Equipo DLS modelo “Brookhaven 90Plus”
- Equipo purificador de proteinas “FPLC Akta Explorer”

- Estufa

- Incubadora

- Incubadora agitadora refrigerada

- Lector de microplacas multimodo “Tecan”

- Microcentrifuga

- Micropipetas

- Microscopio electronico de barrido de alto y bajo vacio modelo “JEOL —I1T300 30 Kv”
- Potenciémetro

- Sonicador “Sonic Ruptor 400”

- \Vortex
3.4. Métodos

3.4.1. Disefio del plasmido contenedor de la secuencia codificadora del gen de encapsulina

de T. maritima

Se disefio el plasmido “Encap eGFP opti Samira pUCS57” (Anexo 1) usando los
programas de computadora “A plasmid editor (ApE)” y “SnapGene Viewer”. Luego, fue
ordenado a sintetizarse a la empresa “GenScript”. El plasmido ademas de poseer la secuencia
de un vector de clonacion (pUC57), contiene tanto el gen que codifica a la proteina
encapsulina de T. maritima, asi como otras secuencias (“eGFP” y “Ferritina_tag”) que se
usaran para procedimientos posteriores no involucrados con esta tesis. Los sitios de
restriccion afiadidos por conveniencia en los extremos del gen de encapsulina fueron “Ncol”

y “Ndel”.

3.4.2. Resuspension, transformacidn y extraccion del plasmido

“Encap _eGFP_opti_Samira pUC57”

Con la llegada del plasmido al laboratorio, se procedié a resuspender segln las instrucciones

sugeridas en la pagina web de “GenScript”. Se tom6 1uL de la resuspension para transformar
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el plasmido en la cepa de E. coli “NEB Stable” siguiendo el protocolo de alta eficiencia de
transformacion disponible en la pagina de NEB (“New England Biolabs”). El resto de
plasmido resuspendido fue almacenado a —20°C. Después, se picaron colonias de la placa de
bacterias transformantes y se sembraron en 10 mL de medio Luria — Bertani (LB) con
Ampicilina (100 ug/mL) durante 16 horas a 37°C y 250 RPM. Luego, se extrajo el plasmido
siguiendo el manual del kit “innuPREP Plasmid Mini Kit 2.0” disponible también en la
pagina web de la marca (Analytik Jena). Para poder comprobar la identidad del plasmido, se
realizaron digestiones con las enzimas de restriccion “Ncol” y “Ndel”. La visualizacion de
los fragmentos obtenidos en la electroforesis verificd el plasmido esperado. Una vez
confirmada la identidad, todo el plasmido extraido se conservé a —20°C, se volvié a picar
una colonia de la placa anterior y se sembr6 en 10 mL de medio LB més Ampicilina (100
pug/mL) durante 16 horas a 37°C y 250 RPM con el fin de preparar un stock de glicerol al

25% (v/v) para su almacenamiento a largo plazo a —70°C.

3.4.3. Obtencidn del inserto para la ligacion a partir del plasmido
“Encap_eGFP_opti Samira pUC57”

Al plasmido extraido anteriormente, se le realizé una doble digestion con las enzimas de
restriccion “Ncol” y “Ndel” para obtener fragmentos diferenciables a simple vista en un gel
de electroforesis. Luego, se utilizo el kit “GeneJET Gel Extraction Kit” para purificar el
fragmento que contiene al gen de la encapsulina (inserto) a partir del gel agarosa usado. Para
ello, se siguio las instrucciones del manual disponible en la pagina web de la marca del kit
(“Thermo Fisher Scientific”’). Una vez obtenido el inserto, se determind la concentracion de
ADN utilizando el lector de microplacas multimodal (Tecan) y se conservé a —20°C hasta

ser usado para la ligacion.

3.4.4. Transformacion y extraccion del plasmido “pET Duet”

El pldsmido “pET Duet” (Anexo 2) se encontraba disponible en el laboratorio ya
resuspendido y conservado a —20°C. Para transformarlo en la cepa de Escherichia coli
“NEB® Stable Competen”, se tomo 1 uL de la resuspension y se siguid el protocolo de alta
eficiencia de transformacién. El resto del plasmido resuspendido se volvié a conservar a —
20°C. Luego, se siguié el mismo procedimiento de extraccion e identificacion del plasmido

“Encap_eGFP_opti Samira pUC57”.
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3.4.5. Obtencion del vector de expresion para la ligacion a partir del plasmido “pET_Duet”

Al pladsmido extraido anteriormente, se le realiz6 una triple digestién con las enzimas de
restriccion “Ncol”, “Ndel” y “BamHI”. Luego, se utilizo el kit “GeneJET Gel Extraction
Kit” para obtener el fragmento de interés puro (vector de expresion) y la concentracion de
ADN fue determinada utilizando el lector de microplacas multimodal (“Tecan”). Se
conservd a —20°C hasta ser usado para la ligacién. Es importante mencionar que en este
procedimiento no se realiz6 la purificacion a partir de un gel de agarosa, sino que se uso el
kit para eliminar los fragmentos cortos de ADN que se produjeron en la digestion con el fin

de obtener el vector de expresion en estado muy puro.

3.4.6. Obtencion mediante ligacion, transformacién y extraccion del plasmido
“pET_Duet Encap”

La ligacion entre el inserto y el vector de expresion se realizd usando la enzima ligasa “T4
DNA Ligase 5U/pL” de la marca “Thermo Fisher Scientific” (el protocolo se encuentra en
la misma pagina web). Las ratios utilizadas fueron 3:1 y 5:1. Posteriormente, los productos
de la ligacion se transformaron en la cepa “NEB Stable”. Todas las colonias obtenidas en las
placas fueron sometidas a un PCR para comprobar la incorporacion del nuevo plasmido
producto de la ligacion, al cual se le denominé “pET Duet Encap” (Anexo 3). Luego, se
extrajo el plasmido de dos de las colonias transformantes confirmadas (una de cada ratio) y
adicionalmente, se transformo en la cepa “NEB Stable” para asi conseguir mas cantidad del
mismo. Por otro lado, también se prepard un stock de glicerol al 25% (v/v) para su
almacenamiento a largo plazo a —70°C. Todo el plasmido “pET Duet Encap” obtenido fue

conservado —20°C hasta ser usado para la expresion.

3.4.7. Expresion de proteinas encapsulina a partir del plasmido “pET Duet Encap”

Elplasmido “pET Duet Encap” fue transformado en la cepa “BLR (DE3)” para la expresion
de proteinas encapsulinas. Antes de trabajar con grandes volimenes, primero se tuvo que
comprobar la correcta expresion del gen encapsulina utilizando volimenes pequefios de
cultivo. Ademas, también se confirmd que el sistema de expresion funciona solamente bajo
la induccion por Isopropil Tiogalactésido (IPTG). Para ello, se picé una colonia de la placa
de bacterias transformantes “BLR (DE3)” y se sembré en 10 mL de medio de LB con
Ampicilina (100 pg/mL) durante 16 horas a 37°C y 250 RPM. Luego, se tomaron 100 pL de
ese cultivo y se inoculd (por cada matraz) en 6 matraces de 250 mL con 50 mL de medio LB

mas Ampicilina (100 pg/mL). Estos cultivos se dejaron creciendo a 37°C y 250 RPM hasta
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alcanzar un O.D (600 nm) entre los valores de 0.6 y 0.8. Una vez obtenido el valor de O.D.
esperado, se afiadié IPTG (0.1 mM) a tres matraces, dejando los restantes como control
negativo. La induccion fue realizada a tres temperaturas distintas (18°C, 25 °C y 37°C) por
16 horas y a 250 RPM, distribuyendo dos matraces (uno con IPTG y otro el control negativo)
para cada temperatura. Después, el contenido de cada matraz se verti6 en tubos de
polipropileno “Corning” de 50 mL estériles para ser centrifugados a 4°C durante 15 minutos
a 8000 RPM en el equipo “SORVALL”. Se descartaron los sobrenadantes y cada pellet
obtenido fue resuspendido con 700 pL de buffer fosfato salino (PBS) en pequefios tubos
“Eppendorf” de 2 mL. Luego, se realizo una lisis agregando “beads” en relacion 1:1 con el
volumen de resuspensién obtenido. La agitacién mecanica para lograr la interaccion entre
los “beads” con la muestra resuspendida fue otorgada por un vortex durante 10 minutos.
Posteriormente, el lisado fue centrifugado a 4°C durante 30 minutos a 13500 RPM en una
microcentrifuga. Las fracciones solubles fueron analizadas mediante SDS — PAGE y de esta
manera, se verifico el sistema de expresion de proteinas encapsulinas. En consecuencia, se
prepard un stock de glicerol al 25% (v/v) de la colonia picada para su almacenamiento a

largo plazo a —70°C.

Una vez que se comprobo la correcta expresion de las encapsulinas, se realizé el trabajo con
mayores volimenes de cultivo. Para ello, se picdé una colonia a partir de una de placa de
bacterias transformantes “BLR (DE3)” del plasmido “pET Duet Encap” y se sembro6 en 10
mL de medio de LB con Ampicilina (100 pg/mL) durante 16 horas a 37°C y 250 RPM.
Luego, se tomaron 2 mL de ese cultivo y se inoculd (por cada matraz) en 4 matraces de 1000
mL con 250 mL de medio LB mas Ampicilina (100 pg/mL). Estos cultivos se dejaron
creciendo a 37°C y 250 RPM hasta alcanzar un O.D. (600 nm) entre los valores de 0.6 y 0.8.
Una vez obtenido el valor de O.D. esperado, se afiadié IPTG (0.1 mM) a todos los matraces
y se realizd la induccion a 18°C por 16 horas y a 250 RPM. Después, el contenido de cada
matraz se vertié en frascos limpios para ser centrifugados a 8200 RPM a 4°C durante 25
minutos en el equipo “SORVALL”. Se descartaron los sobrenadantes y la totalidad de pellets
obtenidos fue resuspendida con 30 mL de buffer fosfato salino (PBS) en un pequefio vaso
de precipitado de 100 mL. Luego, se realizé una lisis mediante sonicacion en el equipo
“SONIC RUPTOR 400” durante 15 minutos (30 segundos de pulso por cada minuto).
Posteriormente, se realizo una clarificacion afiadiendo la enzima “Supernucleasa” al lisado
e incubandose a 25°C en agitacion constante durante una hora. Después, el lisado clarificado
fue centrifugado a 4°C durante 30 minutos a 10600 RPM en el equipo “SORVALL”. Se
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descarto la fraccion insoluble y el producto soluble fue tratado con filtros de membrana (0.22

um). Un pequeno volumen del filtrado fue conservado a 4°C para su posterior analisis con

SDS - PAGE.

3.4.8. Purificacion de proteinas encapsulinas

El filtrado obtenido anteriormente fue purificado en el equipo “FPLC AKTA EXPLORER”
con las columnas cromatograficas “HiScreen CaptoCore 700 y “Hil.oad 26/600”. Para ello,
en primer lugar, se equilibr6 la columna multimodal “HiScreen CaptoCore 700” con PBS.
Una vez equilibrada, el filtrado fue afiadido a la columna (a través de bombas) y se
recolectaron las fracciones pertenecientes al “Flowthrough”. Una pequefia muestra de cada
fraccion fue analizada mediante SDS — PAGE con el fin de distinguir a las fracciones que
contenian la proteina encapsulina més concentrada. Las fracciones diferenciadas fueron
vertidas en un frasco y centrifugadas a 4°C durante 30 minutos a 10600 RPM en el equipo
“SORVALL”. Luego, ¢l sobrenadante obtenido fue afiadido a la columna de exclusion
molecular “HiLoad 26/600” previamente equilibrada con PBS. Se recolectaron todas las
fracciones pertenecientes al primer pico y se analizaron con SDS — PAGE. Después de
comprobar la pureza de las proteinas encapsulinas en las fracciones, estas se concentraron
usando tubos “Amicon Ultra — 15 10K” a 4°C durante 30 minutos a 4500 RPM.
Posteriormente, se determind la concentracion de encapsulinas utilizando el reactivo de
Bradford y se llevé a 1 mg/mL utilizando PBS y glicerol para ser conservadas a largo plazo
a —70°C en microtubos “Eppendorf” de 2 mL.

3.4.9. Caracterizacion de proteinas encapsulinas mediante la técnica de DLS

Para observar el diametro esperado de las encapsulinas se utilizé la técnica de dispersion de
luz dinamica (DLS). Para ello, se tomaron muestras de encapsulinas purificadas a partir de
un microtubo conservado a —70°C y se prepararon dos diluciones en serie a una
concentracion de 0.1% y 0.01% (v/v) utilizando PBS y agua ultrapura. Luego, el contenido
de cada dilucion fue vertido en cubetas de plastico desechables e introducido en el equipo
“Brookhaven 90Plus™. El software del equipo se encargd de recopilar, analizar y presentar

los datos del diametro obtenido.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Diseiio del plasmido “Encap_eGFP_opti_Samira pUC57”

Se disefid una secuencia que contiene el gen de encapsulina de Thermotoga maritima
(“Encapsulin_opti”), asi como otras denominadas “eGFP” y “Ferritina_tag” (Figura 10). El
valor del tamafio de la secuencia “Encapsulin_opti” obtenida fue igual a 797 pares de base
(pb); el de la secuencia “eGFP”, 714 pb, y el de “Ferritina_tag”, 63 pb. Considerando lo
anterior y el tamafo de la secuencia del vector de clonacion en el cual fue disefiada
(“pUCS57”), el tamafio total del plasmido “Encap eGFP_opti Samira pUC57” (Anexo 1)

alcanzo un valor igual a 3684 pb.
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Figura 10: Mapa de la secuencia disefiada que contiene al gen de encapsulina de T. maritima. También
se observan las secuencias “eGFP” y “Ferritina_tag”. Los sitios de restriccion “Ncol” y “Ndel” se ubican
en los extremos del gen de encapsulina y estan sefialados dentro de los rectangulos de marco rojo.

El disefio siguié un modelo de constructos en el cual se demostré que la proteina encapsulina

puede ser expresada y purificada de manera Optima, independientemente de una coexpresion



con la proteina fluorescente “eGFP” (Lagoutte et al., 2018). Por otro lado, también se
considerd que la secuencia del gen de encapsulina se clonaria en un vector de expresion
disponible en el laboratorio (“pET_Duet”). Asi pues, se incorporaron los sitios de restriccion

“Neol” y “Ndel” en los extremos del gen porque el vector de expresion también los poseia.

4.2. Transformacion y extraccion del plasmido “Encap_eGFP_opti Samira_pUC57”
para la obtencion del inserto usado en la ligacion

Se obtuvieron dos placas en el proceso de transformar el plasmido
“Encap_eGFP_opti Samira pUC57” en la cepa “NEB Stable”. Una de ellas contenia
bacterias transformantes del plasmido y la otra fue el control negativo, es decir, bacterias a

las cuales no se les realizo la transformacion (Figura 11).

Figura 11: Placas obtenidas en el proceso de la transformacion del plasmido
“Encap_eGFP_opti_Samira pUC57”. 1) Placa con las bacterias transformantes del plasmido. 2) Placa
del control negativo de transformacion (no se observan colonias).

Para comprobar lo anterior, se extrajo plasmido a partir de la placa de bacterias
transformantes y se digirié usando las enzimas “Ncol” y “Ndel”. Posteriormente, se hizo
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 12) usando el marcador “GeneRuler 1
Kb” de la marca “Thermo Fisher Scientific”. El valor del tamafio obtenido fue igual a 3684

pb para ambas digestiones (segun el mapa del plasmido disponible en el Anexo 1).
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Figura 12: Gel de electroforesis para comprobar la identidad del plasmido
“Encap eGFP opti Samira pUC57”. 1) Plasmido digerido con la enzima “Ncol”. 2) Plasmido digerido
con la enzima “Ndel”. 3) Marcador. 4) Plasmido no digerido. Los valores de los tamafios obtenidos
fueron los esperados.

Luego de haber confirmado la identidad del plasmido, se le hizo una doble digestion usando
las enzimas anteriores y lo obtenido fue observado mediante electroforesis. La banda de
interés (inserto) fue purificada a partir del gel de agarosa utilizado y la concentracion de
ADN obtenida resulté igual a 17.6 ng/uL. El inserto se corrio en un gel de electroforesis para
comprobar su identidad y pureza (Figura 18). El tamafio obtenido tuvo un valor igual a 816
pb.

La purificacion o recuperacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa es uno de

los procedimientos mas comunes para aplicaciones posteriores, tales como digestion,
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ligacion y clonacién (Sun et al., 2012). En la obtencidn del inserto que contiene el gen de
encapsulina, el uso de dicho procedimiento se vio favorecido debido a que existia una gran
diferencia observable de tamafos entre los fragmentos producidos en la doble digestion del
plasmido “Encap eGFP opti Samira pUC57”. Ademas, se usd un reactivo de tincion de
ADN alternativo no mutagénico para evitar cualquier posibilidad de alteracion en la
secuencia del inserto, ya que se ha demostrado que los efectos del bromuro de etidio y la alta
energia de la luz ultravioleta de onda corta, aparte de ser perjudiciales para los usuarios,
pueden dafar las cadenas de ADN (Motohashi, 2019).

Por otro lado, si fuese necesario secuenciar la muestra del inserto extraida a partir del gel de
agarosa, este procedimiento seria un inconveniente ya que incluye un bajo rendimiento y
alto costo. En ese caso, se recomienda el uso de otras técnicas o modificaciones de las
mismas que ahorrarian mucho tiempo y con las que se obtendrian una gran cantidad y pureza
del ADN recuperado (Abraham et al., 2017).

4.3. Transformacion y extraccion del plasmido “pET_Duet” para la obtencién del

vector de expresion usado en la ligacion

Se obtuvieron dos placas en el proceso de transformar el plasmido “pET _ Duet” en la cepa
“NEB Stable”. Una de ellas contenia bacterias transformantes del plasmido y la otra fue el
control negativo, es decir, bacterias a las cuales no se les realizo la transformacion (Figura
13).
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Figura 13: Placas obtenidas en el proceso de la transformacion del plasmido “pET_Duet”. 1) Placa con
las bacterias transformantes del plasmido. 2) Placa del control negativo de la transformacion (no se
observan colonias).

Para comprobar lo anterior, se extrajo plasmido a partir de la placa de bacterias
transformantes y se digirido usando las enzimas “Ncol” y “Ndel”. Posteriormente, se hizo
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 14) usando el marcador “GeneRuler 1
Kb”. Los tamafios obtenidos fueron igual a 5420 pb para ambas digestiones (segun el mapa

del plasmido disponible en el Anexo 2).

Luego de haber confirmado la identidad del plasmido, se le hizo una triple digestién usando
las enzimas anteriores mas ‘“BamHI” y lo obtenido fue purificado para conseguir el
fragmento de interés (vector de expresion). Después, se calculd la concentracion de ADN y
resultd igual a 24.3 ng/uL. El vector se corrio en un gel de electroforesis para comprobar su

identidad y pureza (Figura 19). El tamafio obtenido tuvo un valor igual a 5191 pb.
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Figura 14: Gel de electroforesis para comprobar la identidad del plasmido “pET_Duet”. 1) Plasmido
no digerido. 2) Marcador. 3) Plasmido digerido con la enzima “Ncol”. 4) Plasmido digerido con la
enzima “Ndel”. Los valores de los tamafios obtenidos fueron los esperados.

La falta de diferencias observables entre los tamafios del plasmido “pET_Duet” no digerido
y el vector de expresion en un gel de electroforesis, fue el motivo por el cual no se realizo la
extraccion de ADN a partir de gel. De este modo, el hacer una triple digestion al plasmido
“pET _Duet”, en donde la enzima de restriccion “BamHI” cortaba unicamente al fragmento
de no interés producido por las enzimas “Ndel” y “Ncol”, funciond como alternativa para
purificar el vector de expresion a través de los reactivos y columnas de silice del mismo kit

usado para obtener el inserto.

31



Lo anterior fue posible debido a que el valor del tamafio de los segmentos producidos por la
enzima “BamHI” no superaba los 500 pb, disminuyendo la eficiencia de la union de estos a
la membrana de silice y favoreciendo la adsorcion exclusiva del vector de expresion. El
fundamento de la tecnologia basada en columnas con membranas de silice de la mayoria de
Kits de extraccién de ADN a partir de gel, viene determinado en primer lugar por el uso de
un buffer con propiedades que promueven la adsorcion de los acidos nucleicos en la
superficie de dichas membranas. Luego, las impurezas se eliminan mediante un paso de
lavado y el ADN adsorbido se eluye de la columna con otro buffer, permitiendo asi su uso

en aplicaciones posteriores (Katevatis et al., 2017).

4.4. Obtencion mediante ligacion, transformacion y extracciéon del plasmido
“pET_Duet_Encap”

Tras haber ligado el inserto con el vector de expresion, el nuevo plasmido obtenido fue
transformado en la cepa “NEB Stable” y se obtuvieron 4 placas. Una de ellas contenia
bacterias transformantes del plasmido utilizando la ratio 3:1 en la ligacion, y otra, la ratio

5:1. Las placas restantes fueron los controles de transformacion y ligacion (Figura 15).

Con el fin de comprobar que las bacterias fueron transformantes para el plasmido
“pET_Duet Encap”, se hizo una PCR a todas las colonias obtenidas en ambas ratios. Para
ello, se utilizaron cebadores basados en las secuencias del promotor y terminador “T7”.
Posteriormente, los resultados fueron observados mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1.7% usando el marcador “GeneRuler 100 pb Plus” de la marca “Thermo Fisher
Scientific” (Figura 16 y 17). Ademas, el control positivo de la PCR se realizd utilizando
como ADN molde al plasmido “pET_Duet”. El tamafio de la banda amplificada que permitid
identificar al plasmido “pET Duet Encap” tuvo un valor igual a 1070 pb. Por otro lado, el
control positivo también mostr6 bandas amplificadas esperadas de tamafios igual a 483 y
253 pb.

Luego, se escogieron dos de las colonias confirmadas (una de cada ratio) para extraerles el
plasmido y digerirlo con la enzima ‘“Ndel”. Los resultados se observaron en un gel de
electroforesis para volver a convalidar su identidad (Figura 18 y 19). El tamafio obtenido fue

igual a 6007 pb (segun el mapa del plasmido disponible en el Anexo 3).

32



Figura 15: Placas obtenidas en el proceso de la transformacién del plasmido producto de la ligacion.
1) Placa con bacterias transformantes usando la ratio 3:1 en la ligacién (se obtuvieron 7 colonias).
2) Placa con bacterias transformantes usando la ratio 5:1 en la ligacién (se obtuvieron 5 colonias).
3) Placa del control negativo de la ligacién (no se observan colonias). 4) Placa del control negativo de
la transformacion (no se observan colonias).
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Figura 16: Primer gel de electroforesis obtenido a partir de la PCR de todas las colonias transformantes
del plasmido producto de la ligacion. Los carriles “17, “2”, “4”, “5” y “8” corresponden a las colonias de
la placa con bacterias transformantes usando la ratio 5:1 asignadas con los nimeros “17, “27”, “3”, “4” y
“5”, respectivamente. Los carriles “3” y “6” corresponden al marcador. El carril “7” corresponde al
control positivo de la PCR. El carril “10” corresponde al control negativo de la PCR. El carril “9”
corresponde a la colonia de la placa con bacterias transformantes usando la ratio 3:1 asignada con el
ntmero “1”. Se observan las bandas amplificadas esperadas.



Figura 17: Segundo gel de electroforesis obtenido a partir de la PCR de todas las colonias transformantes
del plasmido producto de la ligacién. Los carriles “17, “27, “4”, <5, “8” y “9” corresponden a las colonias
de la placa con bacterias transformantes usando la ratio 3:1 asignadas con los numeros “27, “3”, “4”, “5”,
“6” y “7”, respectivamente. Los carriles “3” y “7” corresponden al marcador. El carril “6” corresponde al
control positivo de la PCR. El carril “10” corresponde al control negativo de la PCR. Se observan las
bandas amplificadas esperadas.



Figura 18: Gel de electroforesis para comprobar la identidad del plasmido “pET_Duet Encap”.
1) Plasmido “pET Duet” no digerido. 2) Vector de expresion usado para la ligacion (purificado).
3) Inserto usado para la ligacién (purificado). 4) Plasmido “pET_Duet_Encap” no digerido proveniente
de la colonia asignada con el namero “2” de la placa con bacterias transformantes usando la ratio 5:1.
5) Marcador. 6) Plasmido “pET_Duet Encap” mencionado previamente digerido con la enzima “Ndel”.
7) Plasmido “pET_Duet_Encap” no digerido proveniente de la colonia asignada con el nimero “2” de la
placa con bacterias transformantes usando la ratio 3:1. 8) Plasmido “pET Duet Encap” mencionado
previamente digerido con la enzima “Ndel”. El valor del tamafio del inserto obtenido fue el esperado; sin
embargo, como no se pudieron distinguir las diferencias de los tamafios de las bandas obtenidas en los
demas carriles, el gel se corrid por un tiempo mas y los resultados se muestran en la figura “19”.



Figura 19: Gel de electroforesis para comprobar la identidad del plasmido “pET Duet Encap”
(continuacion). Los valores de los tamafios obtenidos fueron los esperados. Ademas, se puede observar una
clara diferencia entre los plasmidos no digeridos “pET_Duet” y “pET_Duet Encap”.

La aplicacién de una PCR para identificar a los clones que contenian el plasmido
“pET Duet Encap”, fue una ventaja debido a las caracteristicas que posee el vector de
expresion usado en la ligacion. Este vector proviene del plasmido “pET Duet”, cuya
nomenclatura “pET” atribuye a una familia de vectores en donde la expresion del ADN que
Se busca insertar es controlada por un promotor y terminador denominados “T7” (Shilling

et al., 2020).

Actualmente, existe una enorme variedad de plasmidos que poseen el promotor y terminador
“T7”, lo que permite el uso frecuente de estas secuencias como puntos de anclaje de
cebadores universales. Es esto dltimo lo que facilita la identificacion de alguna secuencia
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clonada en dichos vectores, ya que se ahorra mucho el tiempo destinado al disefio de

cebadores y las condiciones 6ptimas de PCR se encuentran ya establecidas (Zanders, 2010).

Por otro lado, gracias a los mapas de los plasmidos usados en esta investigacion (disponibles
en la seccion del Anexo), se sabe que “pET Duet” posee dos promotores y un Unico
terminador “T7”; mientras que el plasmido “pET Duet Encap”, solo posee un promotor y
terminador “T7”. Lo anterior no explica la cantidad total de bandas amplificadas observadas
en los geles de electroforesis de la PCR de colonias, sin embargo, si solo se consideran las
bandas amplificadas esperadas y el valor de sus tamafios obtenidos, si se puede afirmar que
el método de PCR fue efectivo.

4.5. Expresion de proteinas encapsulinas a partir del plasmido “pET_Duet_Encap”

Para comprobar el sistema de expresion de proteinas encapsulinas, se hizo un ensayo de
expresion con voliumenes pequefios y los resultados fueron analizados mediante SDS —
PAGE (Figura 20). El valor tetrico del peso molecular del monémero de la proteina
encapsulina es 30.7 KDa. El gel mostré la presencia de una banda predominante de peso

cercano a 30 kDa que corresponde con lo esperado.

Figura 20: SDS — PAGE para comprobar el sistema de expresion de las proteinas encapsulinas.

1) Lisado soluble obtenido a partir de la induccién con IPTG a 18°C. 2) Lisado anterior diluido seis
veces. 3) Marcador. 4) Control (sin induccion) a 18°C. 5) Lisado soluble obtenido a partir de la
induccion con IPTG a 37°C. 6) Lisado anterior diluido seis veces. 7) Marcador. 8) Control (sin
induccion) a 37°C. 9) Lisado siguiente diluido seis veces. 10) Lisado soluble obtenido a partir de la
induccion con IPTG a 25°C. Las flechas sefialan a las bandas que corresponden al peso del mondémero
de la proteina encapsulina (30.7 KDa). En el gel no se observan los controles (sin induccién) a 25°C
debido a que ya no habia mas carriles disponibles; sin embargo, en otro gel se pudo comprobar que
tampoco mostraban la banda correspondiente al monémero de la encapsulina (resultados no mostrados).
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Después, se realizd el trabajo con volimenes mayores de cultivo con el fin de purificar. En
dicho procedimiento se obtuvo la fraccion soluble del lisado y fue filtrada. De esta Gltima se

tomé un pequefio volumen para su posterior analisis con SDS — PAGE (Figura 26).

Las proteinas encapsulinas fueron producidas bajo un sistema de expresion recombinante en
la cepa “BLR (DE3)” de E. coli. En este sistema, se us6 el plasmido “pET Duet” como
vector de expresion del gen de encapsulina, por lo que la regién promotora fue Unicamente
reconocida por la “ARN polimerasa del fago T7” (Rosano & Ceccarelli, 2014). Asi mismo,
esta “ARN polimerasa” fue producida por la cepa “BLR (DE3)”, debido a que posee
incorporado en su genoma el gen que la codifica y esta controlado por un promotor “Lac”.
Por lo tanto, todo el sistema fue inducible mediante la adicion de IPTG, permitiendo asi un

control total de la sintesis de encapsulinas recombinantes (Rosano et al., 2019).

Otras investigaciones en donde también se produjeron proteinas encapsulinas recombinantes
de manera Optima, utilizaron las cepas “Rosetta (DE3)” (Orner, 2015) y “BL21 (DE3)”
(Lagoutte et al., 2018) de E.coli, ademas de plasmidos de expresion con la nomenclatura
“pET”. Estas cepas y la “BLR (DE3)” tienen en comun la codificacion del gen de la “ARN
polimerasa del fago T7” bajo el control del promotor “Lac”, por lo que estos resultados
refuerzan el uso de este tipo de E.coli modificadas para la produccion de encapsulinas

mediante un sistema de induccion por IPTG.

4.6. Purificacion de proteinas encapsulinas a través del equipo “FPLC AKTA
EXPLORER”

El filtrado de la fraccion soluble del lisado fue afiadido primero a la columna multimodal
“HiScreen CaptoCore 700”. Se recolectaron las fracciones (primer eluato) pertenecientes al
“Flowthrough” (Figura 21). Una pequefia muestra de cada fraccion fue analizada mediante
SDS - PAGE con el fin de distinguir a las fracciones que contenian la proteina encapsulina

mas concentrada (Figura 22 y 23).

Luego de seleccionar las fracciones con mayor concentracion de encapsulinas y haberlas
centrifugado, el sobrenadante obtenido fue afiadido a la columna de exclusion molecular
“HiLoad 26/600”. Se recolectaron todas las fracciones (segundo eluato) pertenecientes al

primer pico (Figura 24) y se analizaron con SDS — PAGE (Figura 25).

Adicionalmente, con el fin de observar el proceso total de la purificacién, se realiz6 una

comparacion mediante SDS — PAGE entre la muestra afiadida a la columna “HiScreen
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CaptoCore 7007 (filtrado), la muestra afiadida a la columna “HiLoad 26/600” y algunas de

las fracciones del segundo eluato (Figura 26).
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Figura 21: Cromatograma del filtrado anadido a la columna “HiScreen CaptoCore 700”. Se recolectaron
las fracciones pertenecientes al “Flowthrough” (A1, A2, A3, A4, AS, A6, A7, A8, A9, A10, All y A12).

Figura 22: SDS — PAGE de las fracciones obtenidas con la columna “HiScreen CaptoCore 7007”.
1) Marcador. 2) Fraccion Al. 3) Fraccion A2. 4) Fraccion A3. 5) Fraccion A4. 6) Fraccion A5. 7) Fraccion
AB. 8) Fraccion A7. 9) Fraccion A8. 10) Fraccion A9. Las flechas sefialan las bandas pertenecientes al
monomero de la proteina encapsulina (30.7 KDa).
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Figura 23: SDS — PAGE de las fracciones obtenidas con la columna “HiScreen CaptoCore 7007
(continuacién). 1) Marcador. 2) Fraccion A10. 3) Fraccion All. 4) Fraccién A12. 5) Fraccion A4. Las
flechas sefialan las bandas pertenecientes al monoémero de la proteina encapsulina (30.7 KDa).
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Figura 24: Cromatograma del sobrenadante afiadido a la columna ““HiLoad 26/600”. Se recolectaron las
fracciones pertenecientes al primer pico (Al, A2, A3, A4, A5, A6y A7). Los demés picos pertenecen al
CIP (“Cleaning In Place”) y estan relacionados con la limpieza de la columna.



Figura 25: SDS — PAGE de las fracciones obtenidas con la columna “HiLoad 26/600”.
1) Marcador. 2) Fraccién Al. 3) Fraccion A2. 4) Fraccion A3. 5) Fraccion A4. 6) Fraccion Ab.
7) Fraccién A6. 8) Fraccion A7. Las flechas sefialan las bandas pertenecientes al monémero de
la proteina encapsulina (30.7 KDa).

Figura 26: SDS — PAGE del proceso total de purificacion. 1) Filtrado (muestra de la columna
“HiScreen CaptoCore 700”). 2) Marcador. 3) Sobrenadante (muestra de la columna “HiLoad
26/600”). Las siguientes fracciones hacen referencia a las que se obtuvieron con la columna
“HiLoad 26/600”: 4) Fraccion Al. 5) Fraccion A2. 6) Fraccion A7. 7) Fraccion A8. Las flechas
sefialan las bandas pertenecientes al monémero de la proteina encapsulina (30.7 KDa).



Los resultados de la primera cromatografia a través de la columna “HiScreen CaptoCore
7007, demostraron que es posible conseguir una mayor concentracion y pureza de
encapsulinas en las tres primeras fracciones del “Flowthrough”. Sin embargo, esto difiere
ligeramente de los resultados de algunos otros protocolos, ya que en ellos se obtuvo la
nanoparticula acompafiada de una alta concentracion de la proteina de membrana externa de
E.coli “OmpF”, que luego fue separada a través del uso de un detergente antes de proceder
con la segunda cromatografia mediada por la columna “HiLoad 26/600” (Lagoutte et al.,
2016). Aparentemente, la mayor parte de esta proteina contaminante fue desplazada como
insoluble en nuestro proceso de centrifugacion que sigue a la lisis celular. La fuerza
centrifuga y la duracion de la centrifugacion se ajustan para asegurar que las proteinas
insolubles sedimenten, y asi la fraccion del sobrenadante contenga una gran mezcla de
proteinas solubles que luego seran purificadas segun el interés del usuario (Lodish et al.,
2000). Probablemente, la combinacién de condiciones de cultivo y lisis favorecieron que la
proteina OmpF se encuentre asociada en corpusculos o fragmentos de membrana, lo que

permitié que sedimentara formando parte de la fraccion insoluble.

Por otro lado, en el gel que demuestra el proceso total de la purificacion, se puede observar
que las bandas correspondientes a la encapsulina tenian mayor pureza después de cada
cromatografia. Esto es debido a que luego del paso del filtrado por la columna “HiScreen
CaptoCore 7007, las encapsulinas ensambladas correctamente son recuperadas en las
primeras fracciones del “Flowthrough”, sin embargo, no estan del todo puras, ya que
también se observa la presencia de otras bandas que podrian corresponder a las impurezas
que no fueron retenidas en la resina de la columna (Lagoutte et al., 2016). En consecuencia,
el posterior proceso cromatografico a través de la columna “HiLoad 26/600”, permitio

separar a las encapsulinas correctamente ensambladas con un alto grado de pureza.

En conjunto, estos resultados demuestran una purificacion eficaz de las encapsulinas

mediante técnicas modernas de cromatografia.

4.7. Caracterizacion de proteinas encapsulinas mediante la técnica de DLS a través del
equipo “BROOKHAVEN 90PLUS”

Se tomaron muestras de encapsulinas purificadas a partir de un microtubo de 1 mg/mL
conservado a —70°C y se prepararon dos diluciones en serie a una concentracion de 1/10 y
1/100 (v/v) utilizando PBS. La primera dilucién (0.1 mg/mL) arrojé un didmetro observado

igual a 22.24 nm (Figura 27). Luego, se diluyé nuevamente a partir de la muestra anterior y
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se consiguid una concentracion final igual a 0.01 mg/mL. También se analiz6 y el valor del

diametro obtenido fue igual a 26.94 nm (Figura 28).
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Figura 27: Resultado del analisis mediante DLS obtenido con la primera dilucién de la muestra de
encapsulina. La flecha sefiala el didmetro obtenido (22.24 nm).
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Figura 28: Resultado del analisis mediante DLS obtenido con la segunda dilucién de la muestra de
encapsulina. La flecha sefiala el didmetro obtenido (26.94 nm).

Los anlisis mediante DLS demostraron que las proteinas encapsulinas purificadas poseen
un diametro muy cercano al teérico, cuyo valor ronda entre los 20 y 25 nm (Sutter et al.,
2008). Otras investigaciones en las que también se uso la técnica DLS obtuvieron valores de
didmetros aproximados a 24 nm (Cassidy-Amstutz et al., 2016) y 28 nm (Diaz et al., 2021).
Adicionalmente, sus resultados se vieron apoyados analizando las muestras de encapsulinas
con microscopia electrénica de transmision (TEM), ya que pudieron confirmar que los

didmetros observados correspondian a encapsulinas correctamente ensambladas.

Ademas, es importante mencionar algunos factores que influyen en la obtencion del didmetro
de la nanoparticula. EI fundamento de la técnica de DLS se basa en la ecuacion de Stokes —

Einstein (Ecuacién 1), y una variable importante es la viscosidad del medio (Carvalho et al.,
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2018). La presencia de sales y glicerol en las soluciones de proteinas provoca una variacion
de la viscosidad (Hong et al., 2018) que es posible determinarla gracias al desarrollo de
parametros matematicos (Cheng, 2008). De esta manera, los didmetros obtenidos en los
resultados mostrados anteriormente (Figura 27 y 28) tendrian que ser modificados, ya que
en los anélisis de DLS Unicamente se consideré el valor de la viscosidad del agua a 25°C y
1 atm (0.890 cP), es decir, sin la influencia de las sales presentes en el PBS y del glicerol.
Asi, el nuevo valor de la viscosidad para la primera dilucién seria 0.962 cP y el diametro
obtenido mediante la ecuacion de Stokes — Einstein (Ecuacion 1) resultaria igual a 20.58 nm;
mientras que, para la segunda dilucion, los nuevos valores de la viscosidad y el diametro

serian 0.899 cP y 26.68 nm, respectivamente.

Por lo tanto, con los nuevos valores de los didmetros calculados debido a la variacion de la
viscosidad y los resultados del analisis a través de DLS obtenidos en esta investigacion, se
puede inferir que las encapsulinas purificadas estan correctamente ensambladas; sin

embargo, es necesaria su comprobacion usando microscopia electronica de transmision.
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V. CONCLUSIONES

Se consiguié la produccion de proteinas encapsulinas a través de un sistema
recombinante de E. coli mediante el correcto disefio del plasmido que posee la secuencia

del gen de encapsulina de T. maritima.

Se logro purificar y caracterizar mediante DLS las nanoparticulas encapsulinas de T.

maritima.

Se confirmé la pureza de las encapsulinas producidas y, ademas, con la informacién del
didmetro obtenido es posible inferir que dichas nanoparticulas estan ensambladas

correctamente.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda confirmar mediante microscopia electronica de transmision el correcto

ensamblado de las proteinas encapsulinas producidas

Se recomienda realizar ensayos para comprobar la estabilidad de las nanoparticulas a
diferentes valores de pH y temperatura.

Por otro lado, también seria de mucha importancia realizar ensayos que permitan dar
informacion acerca de la funcionalidad de las encapsulinas producidas. Esto se podria
realizar a traves de una coexpresion de encapsulinas con alguna molécula reportera que

esté diseflada para funcionar como proteina de carga de dichas nanoparticulas.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Mapa del plasmido “Encap eGFP opti Samira pUC57” y fragmentos relacionados

Ncol (65) ?f@ (65)

—QLE3) (s81)

——— NdeI (s81) Representacion del
inserto utilizado en la
ligacion (816 pb)

Fragmento del "
I Tamano
plasmido

Encapsulin_opti 797 pb
eGFP 714 pb
Ferritina_tag 63 pb

Mapa del plasmido “Encap_eGFP_opti_Samira_pUC57” (3684 pb)
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Anexo 2: Mapa del plasmido “pET_Duet” y fragmentos relacionados

(5404 .. 2) T7 Promoter - Forward Primer NcoI (69)
‘ /BamHI (106)

/ T7 Promoter - Forward Primer (214 .. 232)

/
| o / __ Ndel (298)
= |/ = ’,/""' T7 Terminator - Reverse Primer (448 .. 466)

Representacion del
vector utilizado en la
ligacién (5191 pb)

Producto de la amplificacion Tama#
en la PCR de colonias bt

AMPLICON 1 253 pb

AMPLICON 2 483 pb
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Anexo 3: Mapa del plasmido “pET Duet Encap” y fragmentos relacionados

(5989 .. 6007) T7 Promoter - Forward Primer Ncol (67)

_NdeI (383)

‘—omoter '_ o o ~ o
<1 §°o$°me b‘”ding ) X \ T7 Terminator - Reverse Primer (1033 .. 1051)

Producto de la

amplificacion en la Tamano
PCR de colonias

AMPLICON T7

POSITIVO s

Mapa del plasmido “pET_Duet_Encap” (6007 pb)
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