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RESUMEN

La respuesta inmune generada por el virus SARS-CoV-2 asociado a la patologia
mundialmente conocida COVID-19, es identificada clinicamente a través de spike
(S). Debido a las constantes mutaciones genéticas de la proteina viral, nace la
necesidad de identificar nuevos antigenos que cubran la misma necesidad.
Hipotesis: Al desarrollar un protocolo de clonamiento para las proteinas
recombinantes NP y ORF3b del virus SARS-CoV-2 en vectores plasmidiales, se
generan productos de ligacién adecuados para un posterior uso en el sistema de
inmunoprecipitacion por luciferasa (LIPS). Objetivo: Desarrollar un protocolo de
clonamiento de las proteinas recombinantes del virus SARS-CoV-2 NP y ORF3b
en vectores plasmidiales adecuados para su uso en el sistema de
inmunoprecipitacion por luciferasa (LIPS). Metodologia: Uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, transformacién de bacterias
electrocompetentes y digestiéon con enzimas de restriccion.
Resultados: Se desarrollé un protocolo para la obtencién de productos clonados
de NP y ORF3b en un plasmido eucarionte pNLF1-N. Conclusién: Hay presencia
de producto de ligacién de las proteinas recombinantes NP y ORF3b con el
plasmido eucarionte pNLF1-N, estandarizando el paso inicial para realizacion de
LIPS que permitiria posteriormente, determinar la respuesta humoral en

COVID-19 frente a estos antigenos.
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1. INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) es un virus
de origen zoonotico perteneciente a la familia de los Coronaviridae y al género
betacoronavirus (Cui, Li, & Shi, 2019). Este género incluye al coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) que surgio en China en el 2002,
con el cual comparten 79% de similitud de secuencias y al sindrome respiratorio
de medio oriente (MERS-CoV) del 2012 donde la similitud de secuencias es de
un 53% (Wu, Wu, Liu, & Yang, 2020). El SARS-CoV-2 surgi6 en China en el 2019
y es el causante principal de la pandemia por enfermedad de Coronavirus 2019
(COVID-19). En cuanto a su material genético, el SARS-CoV-2 es un virus de
ARN de sentido positivo de una sola hebra (+ ssRNA) y cuatro proteinas
estructurales relevantes denominadas membrana (M), envoltura (E),

nucleocépside (N) y spike (S) siendo esta Ultima la mas inmunogénica.

1.1. Genomadel SARS-CoV-2

El genoma del virus se compone de 14 marcos de lectura abiertos (ORF) que
codifican para 31 proteinas. Las poliproteina ORFla y ORF1b representan casi
el 70% del genoma del virus y forman 16 proteinas no estructurales (nsps)
(Natalia Redondo, Sara Zaldivar-Lopez, Juan J Garrido, & Maria Montoya, 2021;

A. Wu et al., 2020); los ORF restantes ubicados hacia la regién terminal 3'



codifican para cuatro proteinas estructurales: membrana (M), envoltura (E), spike
(S) y nucleocapside (N), ademas de once proteinas accesorias (3a, 3b, 3c, 3d, 6,
7a, 7b, 8, 9b, 9c y ORF10) (Bakhiet & Taurin, 2021; Lam et al., 2020; Jingzhe

Shang et al., 2021; A. Wu et al., 2020).
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FIGURA 1. Genoma del virus SARS-CoV-2
Secuencia gendmica de 29903 pb de SARS-CoV-2. Se observan los

ORF: marco de lectura abierto, proteina S-Spike, proteina M-Membrana,
proteina E-Envoltura y proteina N-Nucleocapside. Adaptado desde (Naqvi et

al., 2020; Raskin, 2020; Natalia Redondo et al., 2021).



1.2. Proteinas del SARS-CoV-2

1.2.1. Proteina de membrana (M)

La proteina M es una proteina estructural glicosilada de 222 aminoacidos con
tres dominios N-terminal (NTD) que atraviesan la membrana y uno C-terminal
(CTD) (Fu et al., 2021). Se presenta con mayor abundancia en la estructura del
virus y conforma la membrana de este. Su principal funcién es organizar el
ensamblaje de particulas virales a través de la union a la proteina S como al
complejo formado entre proteina N/ARN viral a través de un dominio CTD soluble

de la proteina N (Lu et al., 2021).

Esta proteina tiene la capacidad de inhibir la produccién de interferén (IFN) de
tipo | y Ill, generando una inhibicién en la transcripcién de genes antivirales sin
afectar la replicacion viral (Arya et al., 2021) por otro lado, afecta la formacién del
complejo de multiples proteinas RIG-I (proteina citoplasmica inducible por el
acido retinoico 1), MAVS (adaptador mitocondrial de sefalizacion antiviral),
TRAF3 (factor 3 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral), TBK1
(proteinas efectoras TANK) y la posterior fosforilacién del factor regulador 3 de
IFN (IRF3) facilitando la replicacion del virus. Esto dltimo, convierte a este
antigeno en el de menor uso diagndéstico, ademas, presenta una similitud muy
alta con otras variantes de SARS-CoV generando reacciones cruzadas que
debilitarian una identificacion certera de SARS-CoV-2 en pacientes (J. Zhang,

Zhao, & Zhao, 2021).



1.2.2. Proteina de envoltura (E)

La proteina E es la proteina estructural mas pequefa presente en la membrana
del virus SARS-CoV-2. Tiene 75 aminoacidos que comprenden 3 dominios: un
ectodominio hidrofilo N-terminal, transmembrana hidréfobo (TMD) seguido de
uno endo-terminal C-terminal hidréfilo largo (Benzigar, Bhattacharjee, Baharfar,
& Liu, 2021). En cuanto a su funcién, esta desempefia un papel fundamental en
la patogénesis, ensamblaje y liberacion del virus, a su vez, ayuda a la proteina M

a generar la curvatura de la membrana del virus (Yadav et al., 2021).

Esta proteina al igual que M, no es utilizada con fines diagnésticos dada su
conservacion limitada de su secuencia gendmica por lo que la probabilidad de
generar reacciones cruzadas con otros coronavirus es alta impidiendo asi,

realizar un diagnéstico certero de SARS-CoV-2 (Rahman, Hoque, et al., 2021).

1.2.3. Proteina de nucleocapside (N)

La proteina N se destaca por regular la transcripcion del ARN viral durante la
replicacion (Rahman, Islam, et al., 2021), promoviendo la sintesis de sus propias
proteinas mientras interfiere con el metabolismo, traduccion de proteinas y la
proliferacion de la célula infectada. De esta forma, se genera una abundante

expresion de anticuerpos produciendo asi, una mejor respuesta inmunitaria
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durante la infeccion viral lo cual se condice con el hecho de que esta proteina es
la segunda mas inmunogénica en el virus (Ni et al., 2020; Rahman, Islam, et al.,

2021; Zeng et al., 2020).

1.2.4. Proteina spike (S)

En relacion con las proteinas de mayor relevancia en la infeccion por
SARS-CoV-2, la proteina S se caracteriza por ser de mayor tamafio en
comparacién con las otras; estructuralmente, es una proteina de fusién
homotrimérica (Hansen et al., 2021) codificada por el genoma del virus que
presenta un dominio S1 de union al receptor (RBD), otro de fusion denominado
S2 y uno transmembranoso (Pillay, 2020; Xu et al., 2021; C. Zhang et al., 2020).
Debido a su caracter inmunogénico, la proteina S se ha convertido en uno de los
principales objetivos para el desarrollo de vacunas o tratamientos médicos
especificos y, esto porque los anticuerpos neutralizantes que se dirigen al
antigeno podrian evitar que el virus se una al receptor de entrada hACE2 y, por

lo tanto, en la célula huésped (Shajahan, Supekar, Gleinich, & Azadi, 2020).



1.2.5. Proteinas Accesorias

En el genoma de SARS-CoV-2 existen once proteinas accesorias (ORF3a, 3b,
3c, 3d, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10) ubicadas principalmente hacia la region 3'UTR
(FIGURA 1). Estos marcos de lectura pueden codificar un numero diferente de
proteinas accesorias, lo que da como resultado una enorme complejidad de
proteinas (Natalia Redondo et al., 2021; J. Shang et al., 2021). Estas proteinas
son codificadas por el virus principalmente en el citosol y no participan en la
replicacion viral, pero de su totalidad siete de ellas (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8 y 9b)
contribuyen en la modulacién de la inmunidad innata del huésped, y en la
adaptacion del virus al hospedador interviniendo en la patogenicidad del virus a
través de diferentes estrategias (Abdalla et al., 2021; Padhan, Parvez, & Al-

Dosari, 2021).

Las proteinas accesorias son propias de cada tipo de SARS-CoV, por ende, su
codificacion varia entre los tipos de coronavirus en numero de pares de bases,
ubicacion en el genoma y presentan una baja similitud entre secuencias.
Por otro lado, las proteinas accesorias se diferencian de las proteinas no
estructurales dado que no mantienen una homologia con proteinas de otros
grupos de virus y, generalmente, son pequefios y su rol es indirecto a la funcién

del virus (Gorkhali et al., 2021; Zinzula, 2021)



1.2.5.1 Proteina accesoria de marco de lectura abierto 3b (ORF3b)

El marco de lectura abierto 3b (ORF3b) presenta genes altamente conservados
para el virus SARS-CoV-2. Su sintesis se realiza en el citosol a partir de la
secuencia genémica de ORF3a, y codifica una proteina conservada del virus de
22 aminoécidos cuya funcion la destaca por su participacion potente y activa
como antagonista de la activacion del IFN-I humano (Konno et al., 2020; Lam et

al., 2020; N. Redondo, S. Zaldivar-Lépez, J. J. Garrido, & M. Montoya, 2021).



TABLA 1. Resumen de las caracteristicas de las principales proteinas del

virus SARS-CoV-2

Proteina Caracteristicas Funcién Localizacién | Inmunogenicidad
S Unica proteina que | Participa en la Envoltura Sib
se une a hACE2 union del virus a viral
Consta de 2 las células
subunidades: S1y | hACE2?
S2a
N Proteina de 419 aa | Regular la Cépside viral® Sib
1NTCyCTD transcripcion de
Forma un complejo | ARN para
con el ARN viral ¢ promover la
formacion de las
proteinas
estructurales °©
E Proteina de 75 aa Participa en la Envoltura Noef i
1 NTC, CTDy TMD | patogenesis, virald
Més pequefia de ensamblaje y
las proteinas liberacién de la
estructurales ¢ particula viral ¢
M Proteina glicosilada | Ensamblar a la Envoltura No & fi
de 222 aa particula viral 9 virald
3NTDy1CTD
Mayor abundancia
en la estructura viral
¢}
ORF3b Proteina de 22 aa Suprimir la Citosol b Siefi
Fuerte antagonista | induccion del
de INF-| INF-| h.d
Genera anticuerpos
durante la fase
temprana de la
infeccién . d

hACE2: Enzima convertidora de angiotensina 2 humana; aa: aminoacidos; NTD: Dominio N-terminal; CTD:

Dominio C-terminal; TMD: Dominio transmembranoso; INF-I: Interferén de tipo I.

Nota. 2(Shajahan et al., 2020). b(Haljasmagi et al., 2020). ¢(Rahman, Islam, et al., 2021; Zeng et al., 2020).
d(Rahman, Hoque, et al., 2021). ¢fi(Asmaa Hachim et al., 2021; A. Hachim et al., 2020; Ravichandran,
Tang, et al., 2021). 9(J. Zhang et al., 2021). "(Konno et al., 2020; Lam et al., 2020; N. Redondo et al.,

2021).




1.3. Deteccion de antigenos virales

La deteccidon de antigenos virales de SARS-CoV-2 consiste en la determinacion
y presencia de antigenos cuando el virus se encuentra en el proceso de
replicacion. La muestra utilizada suele ser de tracto respiratorio (OMS).
Estos antigenos presentes son capturados por un anticuerpo adherido a una
base la cual se encuentra dentro de un casete plastico cuando se encuentran en
altas concentraciones (test rapidos). A su vez, la presencia de esta reaccion
antigeno-anticuerpo permite determinar el progreso del paciente durante el
cuadro infeccioso (agudo o temprano) al identificar los anticuerpos generados de
clase IgM o IgG y también, para prevenir la propagacion del virus en la poblacion

(Kevadiya et al., 2021).

1.3.1. Ensayo LIPS (Luciferase Immunoprecipitation System)

Inmunoensayo cuantitativo en fase liquida que permite la deteccion seroldgica de
alto rendimiento de anticuerpos especificos dirigidos contra uno o grupos de
antigenos en su forma nativa, y en una sola reaccion. Dado que es un ensayo
cuantitativo, permite medir los niveles de anticuerpos en un periodo de tiempo
para una patologia o para determinar la efectividad de un tratamiento
determinado. Este inmunoensayo se caracteriza por presentar una alta

sensibilidad, rapidez, ejecucion simple y por utilizar baja cantidad de muestra y



reactivos. Su ejecucion comienza con la obtencion de un antigeno recombinante
unido a la enzima bioluminiscente luciferasa (aproximadamente 20 kDa) a través
de la transfeccion en células eucariontes. Seguido de ello, se puede realizar la
cuantificacion de los anticuerpos midiendo la bioluminiscencia emitida por la
enzima renilla luciferasa (Ruc). La proteina de fusion Ruc-antigeno es reconocida
por anticuerpos especificos del antigeno, y los complejos antigeno-anticuerpo
son capturados por perlas de proteina A/G que reconocen la region Fc del
anticuerpo IgG (Tin, C. M. et al. 2017). Con la integracion de colenteracina al
complejo y en presencia de oxigeno, es posible medir la luz emitida por la Renilla,
a una longitud de onda de 480 nm con un luminémetro (P. D. Burbelo, Ching,

Klimavicz, & ladarola, 2009; Haljasmagi et al., 2020).
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FIGURA 2. Pasos de un ensayo LIPS. Paso 1 expresion del antigeno
etiquetado con luciferasa recombinante; paso 2 formacion de complejos
inmunes después de la incubacién del suero con antigeno marcado con
luciferasa; paso 3 recuperacién de inmunocomplejos con proteina A sefarosa
y paso 4, deteccion de antigeno marcado con luciferasa unido a perlas de

proteina A sefarosa (Lahner et al., 2019).
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Para la deteccion del virus, la mayoria de las pruebas seroldgicas disponibles se
basan en anticuerpos neutralizantes o en la deteccién de estos mismos, aunque
estan dirigidos a las proteinas S o N. Sin embargo, existen otras proteinas que

bien podrian generar el mismo efecto y contribuir en la deteccion de la patologia.

En base a ello, muchos investigadores se han desafiado y detectado anticuerpos
dirigidos contra otras proteinas del virus que no correspondan a las antes
mencionadas. Uno de estos casos, es lo realizado por Hachim A y colaboradores
los cuales realizaron un estudio en adultos para evaluar la respuesta de
anticuerpos frente a un panel de 15 antigenos del virus SARS-CoV-2. La cohorte
analizada correspondia a n=30 donde 15 eran pacientes con COVID-19
confirmado y 15 controles negativos prepandémicos. Los resultados de este

estudio se pueden encontrar en la siguiente tabla.

TABLA 2. Respuesta de anticuerpos en una cohorte de pacientes COVID-19

positivo (n=15)

Tipo de proteinas Proteinas objetivo Respuesta de
anticuerpos con LIPS
Estructurales S (S1, S2y S2Y) S1,82', N1
N* My E S21
Accesorias ORF3a, ORF3b*,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ™
ORF8* y ORF10
No estructurales NSP1 "

1: Significativamente altas; 11: Significativamente mas altas;
*: Mayor sefial de anticuerpos comparado a los controles negativos
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Este estudio detect6é una alta especificidad frente a los antigenos S, S1, S2', N,
M, NSP1, ORF3a, ORF3b, ORF7a, ORF7b y ORF8; y una baja sensibilidad
(<75%) en los antigenos M, S, S1, S2', NSP1, ORF3a, ORF7a y ORF7b.
En conclusion, los investigadores demostraron a través de un ensayo de
inmunoprecipitacion (LIPS), que pacientes COVID-19 positivo en poblacién
adulta, generaban una mayor sefial de anticuerpos contra los antigenos N,
ORF3b y ORF8 esto a pesar, de la alta especificidad detectada con los otros

antigenos (A. Hachim et al., 2020).

Otro estudio dirigido por el mismo investigador y colaboradores se realizd en
plasma de nifios y adultos, con el fin de comparar los niveles de anticuerpos que
presentaban frente un panel de 14 proteinas estructurales y accesorias mediante
el uso del ensayo LIPS. Ellos analizaron 254 plasmas de 122 nifios con
infecciones por SARS-CoV-2 sintomaticas y asintomaticas en Hong Kong hasta
206 dias después del inicio de los sintomas, y 146 muestras longitudinales de 58
nifos. Se incluyeron 36 pacientes adultos con COVID-19 y controles previos a la
pandemia para comparar. Los resultados de este estudio se pueden observar en

la siguiente tabla.
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TABLA 3. Presencia de anticuerpos en nifios y adultos frente a distintos

antigenos virales del virus SARS-CoV-2.

Antigenos Anticuerpos en Anticuerpos en
NINOS ADULTOS

S1yS2' i 1
S2 =

N 1 i}

M I l

E 1 !

ORF3a, ORF7ay i ™"

ORF7b

NSP1, ORF3by ORF8 ™
ORF6 y ORF10 X

| niveles significativamente bajos de anticuerpos; ||: niveles significativamente mas bajos de anticuerpos; 1: niveles
significativamente altos de anticuerpos; 11: niveles significativamente mas altos de anticuerpos; =: no se observan
diferencias significativas de anticuerpos; X: anticuerpos no detectados

Estos datos evidencian que las respuesta de anticuerpos detectadas mediante el
ensayo LIPS, suelen estar aumentadas frente a las proteinas accesorias y lo
contrario con las proteinas estructurales, principalmente en nifios. En cuanto a
los adultos estos hallazgos junto a los anteriores realizados por el mismo
investigador y colaboradores, indican que las respuestas de anticuerpos son
elevadas para las principales proteinas estructurales, pero especifica para

algunas proteinas accesorias (Asmaa Hachim et al., 2021).

Un estudio similar también realizado en poblacion pediatrica con una cohorte de

pacientes n=35, donde 20 son pacientes moderados y 15 severos, se realizo con
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la finalidad de identificar un repertorio de antigenos a los cuales se dirigen los

anticuerpos de clase IgG, IgM e IgA. Esta investigacion demostro, de forma

inversa a la anterior, que los anticuerpos de pacientes COVID-19 confirmados,

reconocen varios sitios antigénicos en proteinas no estructurales, accesorias y

en nucleocapside; determinado asi, que es posible encontrar anticuerpos en

suero de pacientes para alguna de estas proteinas. En la siguiente tabla, se

pueden encontrar los antigenos identificados por los anticuerpos especificos

(Ravichandran, Tang, et al., 2021).

TABLA 4. Antigenos identificados por anticuerpos de clase IgM, I1gG e IgA

en nifos con COVID-19 confirmado leve/moderado o grave/severo.

Anticuerpo Tipo de paciente Antigenos identificados
IgM Leve/Moderado Nsp2 1
Nsp3 |
Nspl2, N, ORF5, ORF8 y ORF9b 11
S111
Grave/Severo S1 11
Nspl2 ||
IgG Leve/Moderado NSP3, NSP12, NSP14, ORF3a,
ORF8 ||
SYN1T
Grave/Severo NSP3, NSP12, NSP14, ORF3a,
ORF8 11
SYN|
IgA Leve/Moderado NSP3, NSP12, Sy N 11
Grave/Severo

IgM: Inmunoglobulina M; IgG: Inmunoglobulina G; IgA: Inmunoglobulina A; 1: Reconocido; 11: Preferentemente
reconocido; |: Bajo reconocimiento; | |: Muy bajo reconocimiento
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Dentro de este panel de antigenos, los investigadores destacan de forma
especifica S, ORF3a y ORF9a indicando que la avidez entre estos antigenos y
los anticuerpos seria un punto clave en la clasificacion de la gravedad de los
pacientes pediatricos frente a la infeccion. Algo parecido observaron con respecto
a la proteina S, en un estudio realizado por el mismo investigador y otros
colaboradores con pacientes de avanzada edad con diagnostico positivo.
Este indicaba que el aumento en la maduracion de la afinidad entre el anticuerpo
especifico y la proteina S, fue seguido de forma inmediata por una considerable
disminucién en la gravedad de los sintomas y, por ende, en la severidad del

paciente (Ravichandran, Lee, et al., 2021).
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

El andlisis de la respuesta inmune en pacientes que padecieron COVID-19 en la
investigacion clinica contempla principalmente el estudio de la proteina S, lo cual
limita la comprension de la respuesta humoral y frente al SARS-CoV-2.
A modo de ampliar este andlisis es que se requieren proteinas recombinantes
como lo son NP y ORF3b para su posterior uso en el sistema de
inmunoprecipitacion por luciferasa para deteccion de anticuerpos. Sin embargo,
los protocolos de clonamiento en base a técnicas moleculares no han sido

ampliamente estandarizados ni validados para este tipo de ensayo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué protocolo de clonamiento en base a técnicas moleculares permite la
obtencion de proteinas recombinantes NP y ORF3b del virus SARS-CoV-2 para

su posterior uso en el sistema de inmunoprecipitacion por luciferasa?

HIPOTESIS

El desarrollo de un protocolo de clonamiento de las proteinas recombinantes del
virus SARS-CoV-2 NP y ORF3b en vectores plasmidiales permite la generacion
de productos de ligacibn adecuados para su posterior uso en el sistema de

inmunoprecipitacion por luciferasa.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un protocolo de clonamiento de las proteinas recombinantes del virus
SARS-CoV-2 NP y ORF3b en vectores plasmidiales adecuados para su uso en

el sistema de inmunoprecipitacion por luciferasa.

Objetivos especificos

1. Estandarizar la temperatura de alineamiento de primers para la obtencién
de producto de PCR para NP y ORF3b del virus SARS-CoV-2.

2. Desarrollar un producto de ligacion TOPO-ADN de NP y ORF3b del virus
SARS-CoV-2.

3. Estandarizar el método de digestion enzimética de NP y ORF3b del virus
SARS-CoV-2.

4. Desarrollar un producto de ligacion del plasmido puro pNLF1-N con NPy
ORF3b del virus SARS-CoV-2.

5. Transfectar productos de ligacion (pNLF1-N)-ORF3b y NP en células

HEK 293.
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2. METODOS

2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa
(RT-PCR)
Se realiz6 la RT-PCR con ARN viral proporcionado por el Laboratorio de
Diagnostico Molecular y Protedmico del Departamento de Bioquimica Clinica e
Inmunologia, Facultad de Farmacia. El kit utilizado fue SuperScript™ Il One-Step
RT-PCR System with Platinum™ Taqg DNA Polymerase (Invitrogen,
TermoFischer Scientific). Este kit se caracteriza por presentar entre sus reactivos
una Platinum™ Tagq la cual es una ADN polimerasa recombinante que bloquea la
actividad de la polimerasa a temperaturas ambiente. La actividad se restaura
después del paso de desnaturalizacién del ciclo de PCR a 94 °C, proporcionando
asi un sistema automatico de inicio a altas temperaturas en la PCR para mayor
sensibilidad, especificidad y rendimiento (ThermoFisherScientific).
Las parejas de primers utilizadas para este proceso se entregan en la tabla 5.
Se utilizé el programa de PCR estandar para NP y en el caso de ORF3b, se
realizd una estandarizacion a la temperatura de alineamiento de primers como
se observa en la tabla 6. Los ciclos de la PCR fueron 40X (veces) desde la

denaturacion hasta la elongacion.
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TABLA 5.

Pareja de partidores para la amplificacién de las proteinas virales

NP y OR3b.

ADN

Pareja de partidores

NP

NPF 5-CTGAGCCCGCGGATGTCTGATAATGGACC-3’
NPR 5"-CTGAGCGGCCGCTTAGGCCTGAGTTGAGTCAG-3’

ORF3b

ORF3BF 5-CTGAGCCCGCGGATGGCTTATTGTTGGCG-3"
ORF3BR 5-CTGAGCGGCCGCAGGCCAGCAGCAACGAG-3

TABLA 6.

F: Primer Forward; R: Primer Reverse

Programa de RT-PCR utilizado para NP y ORF3b

Pasos Temperatura (°C) Tiempo

RT 55 30 min

Inactivar RT 94 2 min

Denaturacion 94 15 seg

Alineacién 60 (NP) y 55 (ORF3b) 30 seg

Elongacion 68 1 min/kb

Final 68 5 min

2.1.1. Electroforesis

Se utilizo geles de agarosa al 2% un label de marcacién para acidos nucleicos

SafeView

Plus (Fermelo Biotec), y una camara de electroforesis la cual fue

provista por el departamento de Bioquimica clinica e Inmunologia.

Para la observacion de las bandas correspondientes, se utilizaron dos

marcadores de peso molecular: 1 kb y 100 pb (New England Biolabs, NEB).

El voltaje de corrida fue de 80 V por 45 min.
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2.2. Ligacion con TOPO

El proceso de clonacion se realizé utilizando el kit TOPO TA cloning siguiendo el
protocolo del fabricante (Invitrogen, TermoFischer Scientific). Este kit consta de
un vector pPCR™2.1 activado con topoisomerasa | al cual se ligan los productos
de PCR amplificados por Tag, un caldo super éptimo con medio de represion de
catabolitos (SOC), plasmido de control superhelicoidal pUC19 vy

E. coli quimicamente competente One Shot™ o Electrocomp™.

2.2.1. Obtencién de bacterias electrocompetentes

Utilizando bacterias E. coli del kit de ligacién TOPO, se hizo crecer un inéculo en
5 mL de medio LB durante toda la noche a 37°C luego, se llevé a un matraz con
500 mL de medio LB autoclavado sin antibiético y se observo durante 4-5 horas
el crecimiento de las bacterias a través del cambio en la densidad éptica (D.O),
generado durante el proceso de crecimiento de las bacterias. Esta medicién se
realizd utilizando el equipo Bioter y una placa de 96 pocillos transparente.
Se registro la absorbancia cada 30 minutos a 600 nm. El proceso se realizé hasta
obtener una D.O entre 0,4 — 0,6 Abs (absorbancia) que representa la fase

exponencial del crecimiento bacteriano.
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Obtenida la D.O ideal se incub6 el matraz por 30 min a 4°C seguido de este paso,
se traspaso el contenido del matraz a tubos falcon de 50 mL y se centrifugaron
por 15 min a 4°C y 5000 rpm; se elimind los sobrenadantes. Los pellet generados
se resuspendieron en 500 mL de glicerol al 10% (agua-glicerol a 4°C) y
centrifugaron bajo las mismas condiciones. Este ciclo se repitié hasta que el pellet
fue resuspendido en volumenes de glicerol 10% de 250, 20 y 2 mL.
Finalizados estos pasos, se alicuoto el volumen final en stock de 50 uL que luego

se almacenaron a -80°C.

2.2.2. Transformacién en bacterias electrocompetentes

Utilizando el producto de ligacion obtenido a través del uso del kit TOPO se
traspasa el contenido a los tubos con bacterias y se incuba junto a las cubetas
de electroporacion (anteriormente lavadas con agua destilada y alcohol 70°) por
30 minutos a 4°C. Utilizando las cubetas de electroporacion se traspasa el
volumen del tubo que contiene a las bacterias y el producto de ligacion TOPO
para darles un pulso utilizando el equipo MicroPulser Electroporator (BIO-RAD).
Rapidamente, se afiade con pipeta pasteur y un pipeteador eléctrico 1 mL de
medio LB sin antibiético; se incorpora el medio al contenido de bacterias y luego
se traspasa a un tubo nuevo de 1,5 mL y se incuba a 37°C en agitacién de 200

rpm por 1 hora con el fin de darle tiempo a las bacterias a que se recuperen del
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pulso. De forma paralela se acondicionan las placas de agar con kanamicina en

la estufa a 37°C (agar hacia arriba).

Finalizado el paso anterior, se centrifugaron los tubos por 5 min a 5000 rpm y se
descartdé el 70% del sobrenadante siendo el restante el utlizado para
resuspender el pellet formado. Se limpid con alcohol 70° la superficie de trabajo
y con el asa Drigalsky (esterilizada en alcohol al 70° y luego por la llama del
mechero), se siembra el respuspendido del vial sobre la agarosa para luego,

incubar en la estufa a 37°C durante 24 horas.

2.2.2.1. Didlisis

Considerando que los productos de ligacion tienen un alto contenido salino, se
realiz6 el proceso de didlisis a las muestras. Para ello, se utilizé una placa de 6
pocillos y se completd la mitad de su volumen con agua destilada. Flotando se
afadi6 %2 de una membrana de nitrocelulosa para finalmente incubar a
temperatura ambiente por 30 minutos. Finalizada la incubacion se toma con sumo
cuidado el producto y se devuelve al eppendorf de 1,5 mL. Seguido de ello, se
realizo la transformacion del producto ligado en bacterias electrocompetentes.
De este proceso se obtuvieron productos sembrados en placas de agar con

ampicilina las cuales fueron incubadas a 37°C en la estufa por 24 horas.

23



2.2.3. Inoculo bacteriano

Los inéculos bacterianos se realizaron con las colonias obtenidas en las placas
luego de 24 horas. Para este proceso, se limpi6 la zona de trabajo con alcohol
70° y utilizando una punta esterilizada a la flama, se incorpora en un tubo falcon
de 15 mL con 2 mL de medio LB con antibi6tico de kanamicina. Luego, se incub6

por 24 horas a 37°C y 200 rpm en shaker.

2.2.3.1. Lisis alcalina

Siguiendo el protocolo para obtener ADN plasmidial desde los indculos, se realizo
la lisis utilizando las soluciones de resuspension (P1), lisis (P2) y neutralizacion
(P3). Se precipita el ADN plasmidial con isopropanol, se afiade un volumen de
etanol 70° y se centrifuga descartando el sobrenadante para dejar secando los

tubos a temperatura ambiente de forma invertida.

2.2.4. PCR con colonias bacterianas

Se realiz6 un PCR tomando colonias de las placas con agar utilizando el reactivo
Sapphire Amp Fast PCR Master Mix (2x) y partidores correspondientes a NP y
ORF3b. Para este procedimiento, se utilizé el protocolo entregado por el

fabricante (Takara Bio). El flujo de trabajo se puede observar en la FIGURA 3.
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FIGURA 3. Flujo de trabajo para el PCR de colonias

La colonia se toma con una punta de micropipeta amarilla esterilizada en la llama
del mechero, luego es incorporada a la reaccion de PCR en un tubo de 0,2.
El tiempo de PCR es de 55 min con un producto que puede ser cargado

directamente a un gel de agarosa.

2.3. Purificacion del plasmido con ADN de ORF3b y NP

Luego de seleccionado el inoculo con PCR de colonias (ver 2.2.7.) se procedi6 a
purificar el producto de ligacion TOPO mas ADN de NP y ORF3b. Para ello,
24 horas antes se afiadieron 2 mL de medio LB con kanamicina al inéculo para
finalmente, incorporar el contenido del tubo falcon a un matraz con medio LB y
kanamicina de 300 mL previamente autoclavado. Este matraz se incub6 en
shaker por 24 horas a 37°C / 200 rpm. Finalizado el tiempo de incubacion,
se purificé por columna utilizando el kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel)

siguiendo el protocolo del fabricante.
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De este proceso se obtuvieron 8 tubos eppendorf de 1,5 mL por matraz de
plasmido-ADN los cuales fueron secados por 24 horas a temperatura ambiente y

posteriormente almacenados -20°C.

2.3.1. Stock de ADN de ORF3b y NP en TOPO

El stock de ADN de las proteinas se obtuvo resuspendiendo el contenido de 4 de
los tubos resultantes del paso anterior 50 uL de agua de grado de biologia
molecular, luego se agitaron manualmente por 10 minutos; el volumen se
incorporé a los 4 tubos restantes, y se agitd bajo las mismas condiciones
utilizadas anteriormente. Finalmente, el volumen es concentrado en un solo tubo
obteniendo 200 uL de concentrado de ADN de NP y ORF3b (Stock de

purificacion).

2.3.2. Concentracion de ADN (ORF3b y NP)

Para la cuantificacién por espectrofotometria, se diluyé la muestra del stock de
purificacion 5/100 (agua grado biologia molecular) y se le realizé un spin de
5 segundos. Se configurd el equipo a una longitud de onda de 260 nm y se paso

el blanco (agua grado biologia molecular) utilizando una cubeta de 10 mm.
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Se realiz6 un auto-zero y usando la misma cubeta, se afadi6 la dilucién efectuada
a los 5 uL de la muestra y se registr6 la absorbancia. Para determinar la

concentracion, se utilizo la siguiente formula:

[ADN] = ABS 260 nm x FD (20) x FC (50 ug/mL)

Donde:

[ADN]: Concentracion de ADN en el stock de purificacion

ABS: Absorbancia a la longitud de onda deseada

FD: Factor de dilucion

FC: Factor de conversion

2.4. Digestién enzimatica

Con el fin de separar los insertos de ADN de NP y ORF3b del plasmido
procarionte pCR2.1 proveniente del kit TOPO TA cloning (Invitrogen,
TermoFischer Scientific), y obtener al vector puro pNLF1-N cortado, se realiz
una doble digestiébn con enzima de restriccion Sacll y una digestion simple con
Notl-HF. La reaccién se realizé con 10 uL del stock de purificacion para NP y
ORF3b y 3 uL para el plasmido pNLF1-N; el volumen final de la reaccién fue de

50 uL y se incubd por 8 h a 37°C (4 horas con Sacll-Notl y 4 horas con Sacll).
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Con este producto de digestidon se corridé un gel al 2% y se aislaron las bandas
correspondientes para luego, purificarlas por columna usando el kit NucleoSpin®

Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

TABLA 7. Enzimas de restriccion y sitios de cortes en primers

ADN Enzima SITIO DE CORTE
NP FP: CTGAGCccgcggATGTCTGATAATGGACC
Sacll RP: CTGAGCGGCCGCTTAGGCCTGAGTTGAGTCAG
ORF3b Notl FP: CTGAGCccgcggATGGCTTATTGTTGGCG
RP: CTGAGCGGCCGCAGGCCAGCAGCAACGAG

FP: Primer forward; RP: Primer reverse

2.4.1. Purificaciéon productos de digestion enzimatica

Siguiendo el protocolo del kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel), se realizdé la purificacion de los productos obtenidos por

digestién enziméatica eluyendo en 20 uL.

2.4.2. Concentracion del producto purificado de digestion enzimatica

Utilizando fluorémetro Quibit se realizé la cuantificacion siguiendo el protocolo del

fabricante con una dilucion de los productos digeridos de 1/200.
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2.5. Subclonamiento de los insertos NP y ORF3b en plasmido puro

PNLF1-N

Para obtener un producto subclonado del ADN de NP y ORF3b en el plasmido
PNLF1-N (Promega) se realiz6 la desfosforilacion del vector, cuantificacion de
este producto y posterior ligacion de los insertos en relacion 1:3 y 1:5.
Estos productos de ligacién, fueron transformados en bacterias
electrocompetentes y luego sembradas en placas de agar con antibiético de

ampicilina.

2.5.1. Desfosforilacion plasmido pNLF1-N

La desfosforilacion del vector se realizé en tubos eppendorf de 1,5 mL utilizando
el kit rapido Quick CIP siguiendo las instrucciones del fabricante, y el reactivo
Antarctic Phosphatase donde el protocolo de incubacién constaba de 15 min a
37°C seguido de 5 min a 65°C para inactivar a la enzima en un volumen final de
10 uL. En ambos caso se cuantificd el producto utilizando el fluorimetro (Quibit)

siguiendo las instrucciones del equipo.
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2.5.2. Ligacion de insertos de ORF3b y NP al plasmido pNLF1-N

La ligacion se realizé en relacion vector-inserto 1:3 y 1:5 en tubos eppendorf de
1,5 mL utilizando el Quick ligation kit donde se sigui6 el protocolo de fabricante y
una T4 DNA ligase. Para este ultimo método, se utilizaron dos tipos de
incubaciones: protocolo acotado que contempla 30 min a T° ambiente, 30 min a
37°C y 10 min a 65°C; protocolo estandarizado donde las incubaciones son de
4 h a T° ambiente, 4 horas a 37°C y 10 min a 65°. Ambas incubaciones a 65°C
se usan para inactivar a la enzima. Finalizado el proceso los tubos fueron llevados

al hielo.

2.5.4. Stock purificacién producto ligado

Siguiendo el protocolo descrito en el punto 2.3 y 2.3.1 se obtuvo un stock de
purificacion para los productos de ligacion NP y ORF3b-Vector pNLF1-N.
La cuantificacion se realizé utilizando el fluorimetro Qubit en una dilucién 1/200
de la muestra con el buffer. La determinacién de la concentracion se obtuvo

utilizando tubos especiales transparentes.
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2.5.5. Digestion enziméatica del Stock purificacion producto ligado de NP y

ORF3b

Siguiendo el protocolo descrito en el punto 2.4 se realizo la digestion enzimatica
de los productos de NP y ORF3b con las enzimas de corte Sacll y Notl-HF.

El volumen final de la reaccién se cargd en un gel de agarosa al 2%.

2.6. Transfeccién de productos obtenidos por subclonamiento en células

HEK?293

Se realizo el proceso de transfeccion de los productos obtenidos en el punto 2.5.4
junto a un control de GFP. Para ello, se requirié de una camara de bioseguridad
de nivel 2 (BSL2) y el kit Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, TermoFischer
Scientific). Para el uso de este, se siguid el protocolo proporcionado por el

fabricante.
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3. RESULTADOS

3.1 RT-PCR

El primer paso del protocolo de clonamiento se basa en la obtencién de un
producto de PCR a partir de ARN viral, partidores especificos, una polimerasa y
posteriormente, la unibn de este en un vector procarionte. Para esta
estandarizacion se requiere evaluar distintas temperaturas de alineamiento de

primers con el fin de generar un producto de PCR especifico.

Se obtuvo un producto de PCR para NP (FIGURA 4) con una temperatura de
alineamiento de primers de 60°C (TABLA 8). Por otro lado, el gradiente de
temperatura del alineamiento de primers especifica para ORF3b (TABLA 8) di6

como resultado un producto de PCR positivo a los 55°C (FIGURA 5).

Los tamanos esperados para los productos NP y ORF3b son de 1260 y 171 pb,
respectivamente; por otro lado, de acuerdo con lo observado en las figuras, los
productos de PCR para ambas proteinas corresponden a los tamafios esperados

reportados por la literatura.
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FIGURA 4 Producto de PCR de NP en gel de agarosa 2%. El producto de
PCR de NP se observa entre las bandas de 1000 pb y 1500 pb el cual, coincide

con la ubicacion del producto de acuerdo con la bibliografia de 1260 pb.
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TABLA 8. Gradiente de temperatura de alineamiento de primers para ORF3b

y NP utilizando Taq polimerasa.

T° alineamiento primers 60°C 57°C 55°C
ORF3b - - +
NP + - -

Ausencia de producto de PCR (-), Presencia de producto de PCR (+)
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FIGURA 5. Producto de PCR de ORF3b a 55°C en gel de agarosa 2%.
El producto de PCR de ORF3b se observa entre las bandas de 100 pb y

200 pb siendo mas cercana a la superior dado el largo del producto (171 pb).
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3.2. Ligacion con TOPO

Luego de la obtencion del producto de PCR se realiza una ligacion con TOPO la
cual consiste en la clonacion de fragmentos de ADN que han sido obtenidos por
PCR y amplificados con polimerasa Taq. Este método sirve para insertar de forma
directa, a temperatura ambiente y en poco tiempo productos de PCR que
presentan salientes de adenina (A) en un plasmido procarionte (pCR 2.1) con

salientes de timina (T).

Se obtuvo como resultado de la clonacién 7 colonias pequefas, redondas y
blanquecinas donde 2 de ellas pertenecen a NP y 5 al producto de ligacion con
ORF3b (FIGURA 6). Por otro lado, se utilizé el PCR de colonias para observar la
formacién de producto de PCR (FIGURA 7) para las 7 colonias obtenidas donde
la totalidad de las muestras presenta una banda positiva e intensa para el

producto del ADN de ambas proteinas.
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FIGURA 6. Colonias con producto de ligacion TOPO de NP y ORF3b.
En negro se destacan las colonias presentes en las placas en estudio de

ORF3by NP.
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FIGURA 7. PCR de colonias de NP y ORF3b. Se observan 5 bandas para
ORF3b bajo el marcador de 250 pb que corresponde con la bibliografia de
171 pb; en cuanto a NP las bandas obtenidas se ubican entre los 1000 y 1500

pb que corresponden a lo registrado en bibliografia de 1260 pb.
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3.3. Purificacion del plasmido TOPO con insertos de ADN de NP y ORF3b

Posterior a la verificacion del producto de PCR de ambas proteinas, se procedio
a la purificacion de los productos donde se obtuvieron las concentraciones de
cada uno de los stock de purificacién utilizando espectrofotometria a 260 nm para

NP y ORF3b (TABLA 9).

TABLA 9. Concentraciones NP y ORF3b-Vector TOPO

ADN-Vector Concentracion (ug/ul)
NP 2,17
ORF3b 2,48
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3.4. Digestion enzimatica

Los productos de PCR purificados fueron posteriormente sometidos a digestion
enzimatica para escindir las porciones de ADN de NP y ORF3b del plasmido

TOPO.

La FIGURA 8 presenta el resultado del proceso enzimatico con Sacll y Notl.
En el primer gel los carriles 2-5 corresponden al producto digerido de NP y desde
los carriles 7-9 el vector pNLF1-N; en cuanto al segundo gel, los carriles 3-4, 6-7
y 9-10 corresponden a ORF3b. En el caso de NP y ORF3b se observan bandas
superiores sobre los 3000 pb, estas corresponden al vector TOPO (pCR2.1) las
cuales confirman que ambos insertos de ADN fueron escindidos. Las bandas
intensas sefialadas en amarillo representan a estos insertos de ADN de NP y

ORF3b.

La purificacion de los productos Vector-ADN de proteinas di6 paso a la obtencion

de concentraciones por fluorimetria (TABLA 10).
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FIGURA 8. Producto de digestion enzimética del plasmido con luciferasa,
NP y ORF3b con Sacll y Notl. La figura muestra bandas en la parte superior
gue corresponden al vector del TOPO (para NP y ORF3b) e inferiores que
representan el ADN de las proteinas NP y ORF3b; para el vector pNLF1-N con

luciferasa (Luc) se observa una sola banda.
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TABLA 10. Concentraciones ADN para NP y ORF3b

ADN-VECTOR pNLF1-N Concentracion (ng/ul)
NP 220
ORF3b 48,4
Luc 61,6

3.5. Ligacion al plasmido pNLF1-N

Los productos cuantificados de digestion enzimatica fueron posteriormente
ligados a un plasmido eucarionte pNLF1-N el cual habia sido previamente
digerido con enzimas de restriccion Sacll y Notl (FIGURA 8). Este proceso
permite generar un producto de ligacion vector-inserto de ADN de proteinas para

ser posteriormente introducido en una célula eucarionte.

Los resultados de las placas con producto ligado (inserto-vector) en relacion 1:3
y 1.5 para NP (FIGURA 9) registran una alta poblacion de colonias pequefas,
redondas y blanquecinas; esto mismo ocurre con las correspondientes al

producto de ligacién de ORF3b (FIGURA 10).
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FIGURA 9. Colonias con producto de ligacion NP-Vector pNLF1-N en

relacion 1:3y 1:5 con inserto.
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FIGURA 10. Colonias con producto de ligacion ORF3b-Vector pNLF1-N en

relacion 1:3y 1:5 con inserto.
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3.5.1. Seleccion de in6culo por PCR de colonias

Luego de la ligacion de los insertos de ADN en el plasmido pNLF1-N y posterior
generacion de colonias se procedio a realizar PCR de colonias con Sapphire.
Este proceso selecciond, dentro de la totalidad de colonias presentes en las
placas, cual de ellas habia integrado de forma efectiva al vector-inserto de ADN

objetivo.

La FIGURA 11 muestra el resultado de un total de 16 PCR con Sapphire donde
se observa que el carril 13 del primer gel dié positivo para NP; por otra parte, el
gel 2 presenta un producto de PCR positivo para NP en el carril 3 mientras que
en el resto de los carriles no se observan bandas dado que no se presentd o
generd producto de PCR para NP bajo las condiciones estandarizadas.
En cuanto a ORF3Db, se observan diferencias dado que la totalidad de las colonias
estudiadas, incorporaron correctamente al vector-inserto, pero la mayoria de

estas se observa con una menor intensidad (FIGURA 12).
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FIGURA 11. PCR colonias con producto de ligacién NP-Vector pNLF1-N

en relaciéon 1:3y 1:5 con inserto NP. Los productos deseados se encuentran
entre los 1000 y 1500 pb del marcador de 1 kb; también, la positividad de los

resultados se observa solo en los in6culos de la relacion 1:5.
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FIGURA 12. PCR colonias con producto de ligacion ORF3b-Vector
pNLF1-N en relacion 1:3y 1:5 con inserto. Los carriles 3-6 corresponden a
inéculos en relacion 1:3 vector-inserto mientras que desde los carriles 8-11 la
relacion vector-inserto es 1:5. Los iconos sobre las bandas destacan los

indculos que presentan una mayor intensidad.
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3.5.2. Concentracion de NP, ORF3b y controles GFP y GLUT-1 GFP

Posterior a la seleccion de las colonias con los productos deseados, se procedio
a generar stock de purificaciébn que contuviera al vector-inserto de ADN de las
proteinas NP y ORF3b. Este paso del procedimiento contribuyd en la

determinacion de la concentracion de los productos deseados.

De forma paralela, se obtuvieron stock de purificacion de GFP y GLUT1-GFP los

cuales sirvieron como controles para posteriores pasos del procedimiento.

La TABLA 11 muestra los resultados obtenidos por el fluorimetro para NP,
ORF3b, GFP y GLUT-1 GFP donde las concentraciones registradas por el equipo

se presentan en ng/uL.
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TABLA 11. Concentraciones ADN para NPy ORF3b-Vector pNLF1-Ny de los

controles GFP y GLUT-1 GFP.

ADN-Vector; Controles Concentracion (ng/ul)
NP 1688
ORF3b 2056
GFP 3032
GLUT-1 GFP 1680

3.5.3. Digestién stock de purificacién de NP y ORF3b

Los stock de purificacion cuantificados por fluorimetria fueron posteriormente
digeridos enziméaticamente con las enzimas de restriccion Sacll y Notl las cuales
presentan sitios de corte rio abajo de la porcién que codifica para la luciferasa.
Este paso del procedimiento permitié escindir los insertos de ADN del vector

pNLF1-N y asi, aislar completamente los productos obijetivo.

Los resultados de la digestion de NP muestran la presencia de 2 bandas una
superior que corresponde al plasmido pNLF1-N y la inferior al ADN de NP
(FIGURA 13.1). Por otra parte, para ORF3b se registraron el mismo nimero de
bandas siendo la superior igual a NP y la inferior la correspondiente al ADN de

ORF3b (FIGURA 13.2).
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FIGURA 13.1. Producto de la digestion de NP con Sacll y Notl. La figura
muestra bandas en la parte superior que corresponden al vector de pNLF1-Ny

la inferior representa la porcion escindida NP.

50



100pb 100pb
ladder ladder

Base Pairs Mass (ng)
4

pNFL1-N

ORF3b

FIGURA 13.2. Producto de la digestion de ORF3b con Sacll y Notl. La figura
muestra bandas en la parte superior que corresponden al vector de pNLF1-Ny

la inferior representa la porcion escindida ORF3b.
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3.6. Transfeccion de los productos subclonados en células HEK293

Seguido de la digestion enzimética, se realizo la transfeccion de los insertos de
ADN en una linea celular de células embrionarias de rifidn humano 293 (HEK293)
la cual se destaca por su facil crecimiento y transfeccion. Este proceso permitio
introducir el ADN de las proteinas NP y ORF3b en células eucariontes capaces
de producir masivamente, a través de la maquinaria celular, las proteinas
recombinantes de interés. En paralelo, se realiz6 el mismo procedimiento
utilizando un control de proteina fluorescente verde (GFP) con el fin de identificar

la viabilidad de los reactivos y del proceso (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Producto de la transfeccién del control GFP en células
HEK 293. Se observa la coloracién clasica de la proteina fluorescente verde en

la totalidad de la muestra, pero con mayor intensidad en el centro de esta.
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4. DISCUSION

Para la seleccion de las proteinas dentro del grupo de las estructurales y
accesorias, se consultd en bibliografia basado en resultados de investigadores
gue hayan abarcado un gran numero de antigenos. Dentro de los diversos
estudios realizados se destacaron los resultados obtenidos por Hachim A 'y
colaboradores en sus dos versiones (solo adultos - adultos y nifios). En estos
estudios los investigadores determinaron frente a un amplio panel de antigenos
cudl de ellos presentaba una mayor sefial de anticuerpos utilizando el sistema
LIPS. Sus resultados determinaron que dentro del grupo de las proteinas
estructurales spike y nucleocépside presentaban los mejores resultados, y en
cuanto a las proteinas accesorias las mas destacadas correspondian a ORF3b y
ORF8. Por otro lado, el equipo detect6 una alta especificidad en un gran niamero
de antigenos del panel, siendo las mas destacadas en cuanto a sefal de
anticuerpos NP, ORF3b y ORF8 (Asmaa Hachim et al., 2021; A. Hachim et al.,
2020; Konno et al., 2020). Para determinar cual de las tres seleccionadas serian
las objetivo, se realiz6 un PCR a un amplio panel de proteinas donde en un
principio se logrd obtener resultados para NP y luego para ORF3b; entonces de
acuerdo con ellos, se seleccionaron estas ultimas por la envergadura del trabajo

y por este motivo, solo se trabajé con ORF3b y NP.

54



Las muestras de ARN proporcionadas por el Laboratorio de Diagndstico
Molecular y Protedmico del Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia,
Facultad de Farmacia, fueron sometidas a RT-PCR determinando en primera
instancia, que las regiones gendémicas objetivo no compartian temperaturas de
alineamiento de primers. Para esto se realiz6 una estandarizacién del proceso de
PCR donde segun lo obtenido experimentalmente, se determiné que para NP
esta temperatura corresponde a 60°C y para ORF3b de 55°C lo cual es
claramente evidenciado en el resultado obtenido por electroforesis, donde se
observa una equivalencia entre el peso del producto de PCR y lo que describe la

literatura para NP de 1260 pb y ORF3b de 171 pb (Asmaa Hachim et al., 2021).

Los resultados también muestran con éxito el desarrollo del producto de ligacion
TOPO (pCR2.1)-ADN de NP y ORF3b del virus SARS-CoV-2, en altas
concentraciones luego de hacerlo crecer en medio LB. Este procedimiento no
estuvo exento de dificultades dado que el kit utilizado no cumpli6 las expectativas
y se prefirid generar bacterias electrocompetentes con las provistas en el mismo
kit de base. La bacteria E. coli tanto en el kit utilizado como en la literatura, se
especifica que presenta una alta eficiencia de transformacion (Moreno Teran,
2018; Serrano-Rivero, Hernandez-Garcia, & Fando-Calzada, 2013). En este
caso, no se generod una alta poblacion de transformantes, pero si las necesarias

para poder obtener un producto de ligacion acorde a lo planteado dado que la
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totalidad de las colonias encontradas en las placas, habian integrado
exitosamente el producto de PCR (peso molecular dentro de lo estimado en

literatura, NP 1260 pb y ORF3b 171 pb).

En relacién con la escision de los fragmentos amplificados por PCR insertos en
el plasmido TOPO, los resultados evidencian la separacion entre ambos. Durante
este proceso se produjeron desaciertos en cuanto al uso del kits y, por ende, en
la cantidad de reactivo utilizado dado que lo propuesto inicialmente, no generé
escision del producto de PCR en el tiempo estimado de 15 min, por lo tanto, se
hizo crucial el estandarizar el uso de estos mismos como indica el objetivo
especifico tres. Las modificaciones realizadas se concentraron en determinar una
cantidad de ADN tal que pudiera ser observada claramente en el gel por eso, en
ambos casos la base correspondié a 20000 ng; por otra parte, se estandarizé el
tiempo de incubacion con las enzimas de restriccion para esa gran cantidad de
ADN obteniéndose que esto superaban en 30 veces a las sugeridas por el
protocolo inicial llevando nuevamente a reconsiderar la procedencia del material
genético y, por otro lado, a modificar de forma considerable los volumenes
utilizados y asi, obtener los productos visibles a la luz UV que se mostraron en

los resultados.
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Los resultados confirman lo propuesto de forma inicial con respecto al proceso
de ligacion al plasmido eucarionte pNLF1-N. Se realizaron modificaciones en
cuanto al uso de las bacterias puesto que las utilizadas durante este paso,
necesitaban un mayor requerimiento nutricional al ser quimiocompetentes
comparadas a las generadas en un comienzo que eran electrocompetentes.
He ahi el principal motivo de la abundante poblacion de colonias en las placas
dado que con el uso de las electrocompetentes, no se observaron colonias en un
seguimiento de 120 h a 37°C. En cuanto a esto ultimo se observa que, a pesar
de obtener una alta poblacién, no todas integran con éxito a la porcion escindida.
Por eso, los resultados (geles de agarosa) en el caso de NP, presentaron varios
carriles donde no hay presencia de producto de PCR con Sapphire esto
principalmente, porque el pladsmido tiende a recircular generando en el proceso
varias colonias con ese producto donde del total de las colonias picadas, solo un

par dieron positivo para las condiciones expuestas.

Otro punto que considerar en base a los resultados presentados radica en la
ausencia de colonias que integran al inserto en la relacién plasmido-inserto de
1.3 para el caso de NP dado que las colonias seleccionadas para el crecimiento
en medio LB solo resultaron ser de la placa de plasmido-inserto relacion 1:5.
Este resultado permite identificar que para generar efectivamente un producto de
ligacién acorde a lo planteado, se requiere de un aumento en la cantidad de ADN
de NP afadido a la reaccion esto tal vez, por el tamafio que tiene de acuerdo con
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la literatura (1260 pb). En el caso de ORF3b, no se observaron diferencian entre
ambas placas (relacion plasmido-inserto 1:3 y 1:5) dado que la totalidad de las
colonias escogidas generaron esta integracion de forma exitosa como se observa
en los resultados del PCR con Sapphire. A pesar de lo anterior, se obtuvieron
algunas colonias que efectivamente habian integrado el inserto de ADN vy, a su
vez, una alta concentraciéon de este producto subclonado al hacer crecer las
colonias positivas en medio LB, por ende, el objetivo planeado a este punto se

cumplié en su totalidad.

Para realizar el proceso de subclonamiento, pNFL1-N no es el Unico vector de
expresién con una porcion codificante para luciferasa (hachim A); ademas de
este, en la literatura se habla de otros vectores como el utilizado por Burbelo y
colaboradores pREN2 el cual dié comienzo al ensayo LIPS (P. D. Burbelo et al.,
2009). De acuerdo con la literatura, este es un vector de expresion mas pequefio
en comparacion a pNFL1-N (300 pb), presenta los elementos basicos para un
vector y es ampliamente utilizado para ensayos de este tipo (Kumari et al., 2014).
Se eligid utilizar este vector pNFL1-N basado en la literatura, dado que su uso
completaba el esquema de reactivos y primers seleccionados para la obtencion
del producto subclonado ademas, este vector en su estructura presenta dos
regiones promotoras y de resistencia antibidtica para ampicilina e higromicina
siendo esta ultima, basado en la literatura, la encargada de seleccionar y generar

estabilidad en la linea celular y asi, producir las proteinas recombinantes de
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ORF3b y NP. Por otro lado, comparando ambos vectores, fue posible observar
las diferencias existentes en cuanto a su sitio de multiclonamiento (MCS) dado
gue pRENZ2 no presenta sitios de corte para una de las enzimas de restriccion
utilizadas y esto mismo, ocurria con otros vectores de la misma naturaleza.
Basado en estos motivos e influenciados por lo observado en literatura por la
estructura del vector y a su vez, por los resultados obtenidos por Hachim Ay
colaboradores, se determind hacer uso del mismo vector de expresion (Asmaa

Hachim et al., 2021; A. Hachim et al., 2020).

Referente a la transfeccion de los productos subclonados, los resultados
evidencian positivamente la introduccién del control de green fluorescence
protein (GFP), esto a través de la observacién de bioluminiscencia producida a
400 nm en la linea celular HEK293 (Remington, 2011; Shi et al., 2018;
Shimomura & Tsien); cabe destacar que no se realizaron estandarizaciones en
el protocolo utilizado, por lo tanto, se siguieron las instrucciones determinadas
por el fabricante. En cuanto al ADN de las proteinas objetivo NP y ORF3b
transfectadas, se estima que los resultados obtenidos para este proceso
corresponden a los mismos observados por GFP, pero diferenciandose en el tipo
de observacion por el plasmido eucarionte utilizado para llevar la secuencia
genomica de las proteinas en cuestion. Por este motivo, no se observa

bioluminiscencia en los productos transfectados de NP y ORF3b y en su lugar,
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solo se observan las células con su morfologia caracteristica, sin una iluminacion
determinada bajo las condiciones aplicadas. Cabe mencionar, que el inserto que
codifica para la proteina luciferasa, el cual produciria un efecto bioluminiscente,
esta insertado rio arriba del MCS donde se ubica el ADN de las proteinas objetivo,
por ende, es necesario realizar el ensayo LIPS para identificar de forma correcta
la presencia o ausencia de formacion de un complejo entre los anticuerpos en
suero de pacientes, los antigenos objetivos y las perlas de sefarosa que se unen
de forma especifica al fragmento cristalizable o también conocida como porcién
Fc de los anticuerpos. Esta reaccion de tipo enzima-sustrato posteriormente, se
le miden las unidades de luz usando un luminémetro a 480 nm y asi, determinar
un resultado cualitativo de los antigenos NP y ORF3b como indica la literatura
(Peter D Burbelo, Keller, et al., 2015; Peter D Burbelo, Lebovitz, & Notkins, 2015;

Asmaa Hachim et al., 2021; A. Hachim et al., 2020).

Lo anteriormente obtenido, cumple con el fin principal proporcionado por el
objetivo general que radica en desarrollar un protocolo de clonamiento de las
proteinas recombinantes del SARS-CoV-2 NP y ORF3b en vectores plasmidiales

adecuados para futuros usos en el ensayo de inmunoprecipitacion por luciferasa.
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5. CONCLUSION

Lo presentando anteriormente en este proyecto, permite concluir que hay
presencia de producto ligado con el plasmido eucarionte pNLF1-N tanto para NP
como para ORF3b, logrando estandarizar el paso inicial para la realizacién de
LIPS, y a su vez, desarrollar un protocolo de obtencién de productos clonados
para las proteinas virales del SARS-CoV-2 en cuestion. Por otra parte, los
productos clonados proporcionan resultados de alto valor cientifico que
permitirian potencialmente responder a otras inquietudes clinicas sobre la
respuesta inmune generada en la patologia COVID-19, y proyectando su uso en
inmunoensayos como el sistema de inmunoprecipitacién por luciferasa; dando
paso a dilucidar nuevas fronteras en el progreso de la enfermedad, y a su vez,
ser la base para generar otros productos clonados de proteinas virales

producidas por el patbgeno mundialmente conocido SARS-CoV-2.
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ANEXOS

Manejo de residuos

TRATAMIENTO DE DESECHOS BIOLOGICOS

Se seguira la normativa vigente segun:

Plan de Manejo de Sustancias y Residuos Peligrosos

Vicerrectoria de Asuntos Econémicos y Administrativos Universidad de
Concepcion

www.udec.cl/matpel

Anexo: 7352/3330/1591

email: matpel@udec.cl

6.1.5 Segregaciéon y almacenamiento de residuos bioldgicos

e Los residuos bioldgicos deben segregarse en residuo biolégico (tipo 1), residuo
bioldgico cortopunzante (tipo 2), residuo bio-inerte (tipo 3), residuo cortopunzante
inerte (tipo 4) o residuo microbiolégico (tipo 5) (Anexo 8.5).

e Se deben utilizar los envases proporcionados por la Unidad RESPEL segun se

indica a continuacion.

* Los residuos de tipo 1 deben ser almacenados en bolsas amarillas, y los de
tipo 2 en cajas amarillas, ambos a temperaturas inferiores a 4°C. El retiro desde

la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, sera una
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vez a la semana a través de empresa externa y la Unidad RESPEL, de acuerdo
al decreto N°6/2009, “Reglamento sobre Manejo de Residuos de
Establecimientos de Atencion de Salud (REAS)”. El resto de las facultades que
generen este tipo de residuos debera gestionar retiro mensual a través de la
Unidad RESPEL.

* Los residuos de tipo 3 deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes
color negro, resistente al volumen y peso del residuo, a temperaturas inferiores a
4°C hasta ser retiradas por la Unidad RESPEL para su disposicién final. En caso
de que el residuo corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser almacenada como residuo

quimico.

* Los residuos de tipo 4 seran almacenados en contenedores plasticos de 4 u 8
kg, etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser retirados por la Unidad

RESPEL para su disposicion final.

* Los residuos de tipo 5 deben ser entregados a la Unidad RESPEL, SOLO
después de ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un bafio con
solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 1 hora. En caso contrario, no se
procedera con el retiro. La Unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo

cuando éste sea el método utilizado de inactivacion.
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ANEXO 8.5 Clasificacion y manejo de residuos biolégicos
Tipo de Residuo | Definicion Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Bolsa de
bioldgicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®. autodave
(tipo 1) contaminados con fluidos humanos (sangre, amarilla &
orina) y restos de animales contaminados =
con bacterias o virus patégenos.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Caja - -
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por la unidad RESPEL 0 empresa externa®. cortopunzante
biolégicos escalpelos) que se han utilizado con fluidos amarilla
(tipo 2) y tejidos humanos o en disecciones de '
animales contaminados con bacterias o
virus patogenos
Residuos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes animales de experimentacion que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuos inertes
(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por la unidad | color negro
patégenos u otras sustancias peligrosas. RESPEL para su disposicion final. En caso de que el residuo
corresponda 3 una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser
almacenada como residuo quimico.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados en contenedores plasticosde 4u 8 Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser plasticodu8 kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicion final \
(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos
h s, fluidos h s (sangre, orina),
ni restos de animales contaminados con
bacterias o virus patégenos.
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a la unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de &
microbiolégicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autodave =
(tipo 5) patogenas y que han sido inactivados por bafio con solucidn de hipociorito de sodio al 1% durante 1 | transparente o <
esterilizacion con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retiro. La | blanca (solo ‘é_.
desinfeccidn en un bafio con solucion de unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste | para autoclave) -
hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.
(*) El retiro desde |a Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, serd una vez a la semana a través de empresa externa Stericyde y la unidad
RESPEL. El resto de las facultades que generen este tipo de residuos debera gestionar retiro mensual a través de la unidad RESPEL.

Instructivo elaborado en colaboracién con la Facultad de Ciencias Bioldgicos.
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