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Resumen

Titulo: Induccion a la expresion de la ribonucleasa A a partir de la transferencia de plasmidos de
bacterias no competentes a bacterias competentes”

Autor: Silvia Natalia Diaz Gutierréz™"

Palabras Clave: Induccion, RNasa A, recombinante, expresion, Escherichia Coli.

Descripcion: Las ribonucleasas son enzimas que catalizan la degradacién del ARN y participan en procesos

esenciales como su regulacion, procesamiento y maduracion celular. Debido a sus propiedades citotoxicas, algunas
ribonucleasas han sido ampliamente estudiadas en investigacion biomédica y evaluadas como agentes terapéuticos
en el tratamiento de tumores sélidos avanzados, asi como en enfermedades infecciosas y cancer. El presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar y optimizar las condiciones de induccion, extraccion y purificacion de la ribonucleasa A
recombinante, producida mediante la transformacion de plasmidos en bacterias competentes. Se analizaron
diferentes métodos de extraccion proteica, tanto mecanicos como quimicos, y se estudiaron variables clave del
proceso de induccidn, incluyendo la concentracion del inductor isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), el
tiempo y la temperatura de incubacion. Posteriormente, se optimizaron los parametros de purificacion empleando
cromatografia liquida de alta resolucion para proteinas. Como resultado, se establecid que la extraccion por choque
osmotico, tras una induccion de 16 horas a 20 °C con una concentracion de 0.6 mM de IPTG, permitioé obtener una
mayor recuperacion de la proteina. La purificacion se realizd exitosamente mediante cromatografia de intercambio
cationico. Estos resultados evidencian que el uso de sistemas bacterianos para la produccion de proteinas
recombinantes representa una alternativa eficiente, economicamente viable y ambientalmente sostenible, al reducir

la dependencia de fuentes naturales limitadas y disminuir significativamente los tiempos y costos de produccion.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Doctor en quimica.
Codirector: Stefania Correa Duarte. Magister en Biologia.
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Abstract
Title: Induction of Ribonuclease A Expression from the Transfer of Plasmids from Non-
Competent Bacteria to Competent Bacteria *
Author: Silvia Natalia Diaz Gutierréz !
Key Words: Induction, RNase A, recombinant, expression, Escherichia coli.

Description: Ribonucleases are enzymes that catalyze the degradation of RNA and participate in essential

processes such as its regulation, processing, and cellular maturation. Due to their cytotoxic properties, some
ribonucleases have been extensively studied in biomedical research and evaluated as therapeutic agents for the
treatment of advanced solid tumors, as well as infectious diseases and cancer. The present study aimed to evaluate
and optimize the conditions for the induction, extraction, and purification of recombinant ribonuclease A, produced
through plasmid transformation in competent bacteria. Different protein extraction methods, both mechanical and
chemical, were analyzed, and key variables in the induction process were studied, including the concentration of the
inducer isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), incubation time, and temperature. Subsequently, the
purification parameters were optimized using high-performance liquid chromatography for proteins. As a result,
osmotic shock extraction following induction for 16 hours at 20 °C with an IPTG concentration of 0.6 mM was
found to provide greater protein recovery. Purification was successfully performed by cation-exchange
chromatography. These results demonstrate that the use of bacterial systems for recombinant protein production
represents an efficient, economically viable, and environmentally sustainable alternative, reducing dependence on

limited natural sources and significantly decreasing production time and costs.

* Degree Work
' Advisor: Herminsul de Jestis Cano Calle, Ph.D. in Chemistry. Co-advisor: Stefania Correa Duarte, M.Sc. in

Biology.
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Introduccion

Las ribonucleasas (RNasas) son enzimas encargadas de catalizar la degradacion del ARN
y participan en procesos fundamentales como su regulacion, procesamiento y maduracion
celular. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en organismos y participan en
procesos celulares tales como la muerte celular programada, la replicacion del ADN, Ia
transcripcion, el procesamiento y edicion del ARN, la defensa del hospedero y el control del
crecimiento tumoral [1]. En rumiantes, las ribonucleasas presentan una elevada actividad en el
tracto digestivo, particularmente en el pancreas, donde contribuyen a la digestion de grandes
cantidades de ARN provenientes del microbiota ruminal, facilitando asi el aprovechamiento de
los nutrientes derivados de la celulosa. [2]. Debido a sus propiedades cataliticas y, en algunos
casos, citotoxicas, ciertas ribonucleasas han sido ampliamente utilizadas en investigacion
biomédica y evaluadas como agentes terapéuticos en el tratamiento de tumores solidos
avanzados, asi como en enfermedades infecciosas y cancer [3].

La ribonucleasa A pancreatica bovina (RNasa A) fue una de las proteinas mas estudiadas
durante el siglo XX y constituyd un modelo fundamental para el desarrollo de la biologia
molecular. Su elevada estabilidad, tamafio reducido y estructura tridimensional bien definida la
convirtieron en un sistema ideal para el estudio de la catalisis enzimatica, el plegamiento de
proteinas, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y los procesos de
oligomerizacion proteica [2]. Esta enzima cataliza la hidrélisis del ARN en residuos de citosina y
uracilo, mediante la ruptura del enlace fosfodiéster entre el grupo fosfato 3’ de la pirimidina y el
grupo hidroxilo 5’ del nucleo6tido adyacente, lo que permite su uso rutinario en protocolos de

purificacion de ADN libre de ARN [4].
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Histéricamente, la RNasa A se obtenia a partir de extractos de pancreas bovino, seguida
de procesos de precipitacion con sulfato de amonio y multiples etapas de recristalizacion y
purificacién con 4cidos y sales. Este procedimiento era poco eficiente, ya que a partir de
aproximadamente 9.07 kg de péancreas solo se lograban obtener alrededor de 3 gramos de
proteina purificada, requiriendo ademads varios dias o semanas de procesamiento [5].

Como alternativa a estas limitaciones, a partir de la década de 1970 surgieron los
primeros estudios sobre bacterias genéticamente modificadas para la produccion de proteinas
recombinantes [6]. En 1979, Goeddel logr6 la produccion de insulina humana recombinante en
Escherichia coli la cual fue comercializada en 1982, marcando un hito en la biotecnologia
moderna [7]. El uso de bacterias como sistemas de expresion permite reducir costos econdomicos
y ambientales, eliminar la dependencia de fuentes bioldgicas limitadas y acelerar los procesos de
investigacion y produccion a gran escala [8].

E. coli es uno de los microorganismos mas utilizados para la produccion de proteinas
recombinantes debido a su rapido crecimiento, facilidad de cultivo y amplio conocimiento de su
fisiologia y metabolismo [9, 10]. Sistemas de expresion como el vector pET, basado en el
promotor T7 y la ARN polimerasa T7, permiten una expresion eficiente del gen de interés en la
célula huésped [10].

En el presente estudio se proponen metodologias para la produccion, purificacion y
evaluacion de la actividad catalitica de la ribonucleasa A recombinante, empleando sistemas

bacterianos de expresion
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1. Objetivos
1.1 Objetivo General
Establecer un protocolo de expresion y purificacion de RNasa en la

Universidad Industrial de Santander.

1.2 Objetivos Especificos
e Establecer condiciones de cultivo para la expresion de RNasa recombinante en

bacterias NiCo 21.
e Proponer un protocolo para la purificacion de RNasa usando técnicas
cromatograficas.

e Proponer un protocolo para medicion de actividad catalitica de la proteina RNasa.

2. Marco teorico

Las ribonucleasas participan en multiples reacciones de maduracion y formacion del
ARN. Se encargan de degradar cadenas de ARN de bacterias grampositivas y gramnegativa.
Segun el tipo de escision se clasifican en exonucleasas (cortan las cadenas de ARN en los
extremos 3P o 5P) o endonucleasas (cortan los fosfodiésteres en el interior de la cadena de ARN)
[11]. El sitio de escision puede determinar la vida media, estabilidad y funcién del ARN [12].
Las Endo ribonucleasas generalmente requieren cationes divalentes para cortar el ARN y
producen cadenas mas cortas con extremos 3 -hidroxilo y 5’-fosfato. Algunas ribonucleasas son
muy especificas en sus sitios de accidbn y escision mientras que otras lo realizan
indiscriminadamente. Las exonucleasas registradas en E.Coli digieren ARN en direccion 3°-5°
[13].

Poseen actividades terapéuticas bioldgicas, como antitumorales, anti proliferativas,

antivirales, inmunosupresoras, antifingicas, anti angiogénicas e inductoras de apoptosis [ 11].
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Procesan y controlan la maduracion y degradacion del ARN [12]. Dependiendo del tipo
de reaccion que se requiera intervienen distintas ribonucleasas [13], pueden ser intracelulares o
extracelulares.

Las ribonucleasas intracelulares se encuentran en el citoplasma, el nucleo y la
mitocondria. Se encargan de procesar, madurar y editar en ARN; degradan ARNm, ARN no
funcional y participan en el recambio del ARNr. Las ribonucleasas extracelulares se encuentran
en sangre, fluidos y en el espacio extracelular. Se encargan de la proteccion, regulacion y defensa

de las células sanas ante virus, células tumorales y células dafiadas [11].).

2.1 Ribonucleasa A
La Ribonucleasa A esta formada por una cadena polipeptidica de 124 residuos, reticulada

por 4 enlaces disulfuro que le generan estabilidad a la molécula. Tiene un peso molecular de 13.7
kDa y estd compuesta de largas laminas 3 antiparalelas de cuatro hebras, tres hélices a cortas en
su estructura secundaria y posee 19 aminoacidos fundamentales a lo largo de su estructura [2].

La RNasa A emplea catélisis 4cido-base para hidrolizar enlaces fosfodiéster en el ARN.
Durante la reaccion, los residuos de histidina en el sitio activo transfieren protones para facilitar
la formacion del estado de transicion, estabilizar cargas y reducir la energia de activacion, lo que
favorece la escision del enlace y la generacion de un mejor grupo saliente [3]. Moléculas como la
RNasa A, pueden realizar mayor numero de reacciones gracias a esa presencia de residuos de
histidina, los cuales tienen la capacidad de modificar el pKa [14].

La histidina es un residuo comunmente involucrado en la catalisis debido a su capacidad
para donar o aceptar protones a pH fisioldgico. Gracias a su pKa cercano a la neutralidad (pKa =
6) [3], es posible que actie como acido o base durante la reaccion, lo que hace que el proceso sea

altamente dependiente del pH [2].
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2.2 Aplicaciones y necesidades
El estudio de las RNasas es de interés debido a su papel antiviral. Gracias a su caracter

cationico, pueden unirse a la superficie celular, ingresar al citosol y degradar el RNA, lo que
induce la muerte celular [15].

Entre sus mecanismos antivirales se incluyen su accion citotdxica sobre la célula blanco
lo que limita la replicacion viral; y su accidon quimiotactica, que conduce a la inflamacion
mediada por la neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN), la EDN refuerza las defensas y activa
mecanismos que favorecen la eliminacion del virus [16].

En la figura 1 a manera de ejemplo se puede observar la funcion de la familia de RNasas
en diferentes enfermedades.

El primer registro del potencial terapéutico de las RNasas se obtuvo con el uso de la
RNasa 1 en el tratamiento de la encefalitis transmitida por garrapatas (Tick-borne encephalitis).
El rapido alivio de los sintomas meningeos y la reduccion de la pleocitosis en el liquido
cerebroespinal marcaron el inicio de mas estudios en esta direccion, incluyendo evaluaciones en
modelos tumorales, tanto in vitro como in vivo [3].

Se han empleado diferentes variantes de la RNasa para analizar su actividad antitumoral,
asi como sus perfiles de toxicidad [3]. También se ha estudiado su papel en la regulacion de la
sintesis de proteinas celulares debido a su actividad catalitica. En el area de enzimologia, el
estudio del plegamiento, estabilidad, quimica proteica y evoluciéon molecular de las RNasas ha
contribuido al desarrollo de estrategias como la mutagénesis dirigida por sitios y la semisintesis

[17].
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Las tecnologias actuales han permitido que el ADN recombinante sea fundamental en
diversos campos. Un ejemplo destacado es CRISPR-Cas9, una herramienta utilizada para editar

o eliminar secuencias de ADN [18].

Figura 1

Funcion de la familia de la RNasa A en enfermedades [19].
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2.2.1 Mecanismo de reaccion.

La actividad catalitica de la RNasa A se refiere a la capacidad de la enzima para formar
un complejo enzima-sustrato en el sitio activo de una reaccion a medida que avanza el tiempo.

De acuerdo con el modelo de Michaelis-Menten, la velocidad de reaccion aumenta
proporcionalmente con la concentracion de sustrato a bajas concentraciones. Sin embargo, al
incrementarse progresivamente la concentracion de sustrato, la enzima alcanza un estado de
saturacion logrando su maxima capacidad catalitica, siendo asi que aumentos en la concentracion
de sustrato ya no generan variacion en la velocidad de la reaccion [20].

Igualmente, el pH, la temperatura y la carga electrostatica del sustrato influyen en la
funcionalidad de la enzima. Entre mas expuesta este a sustratos cargados tendrd mayores tasas de
conversion, asi mismo el pH al que se encuentre la enzima determina la exposicion de su sitio
activo [21]. La dindmica estructural del complejo afecta significativamente la actividad
especifica, en condiciones celulares reales el flujo del sustrato puede un factor limitante para la
reaccion [22, 23].

2.3 Produccion de proteinas recombinantes en bacterias
La produccion de proteinas recombinantes en bacterias constituye una de las estrategias

mas utilizadas en biotecnologia, tanto a nivel académico como industrial, debido a su eficiencia,
bajo costo y facilidad de escalamiento [24, 25, 26]. Este enfoque se basa en la introduccion de un
gen de interés en un sistema de expresion bacteriano, generalmente E. coli, mediante vectores
disefiados para permitir su replicacion y expresion de manera controlada.

La eleccion de este sistema se fundamenta en su rapido crecimiento, el amplio
conocimiento disponible sobre su fisiologia y metabolismo, y la disponibilidad de herramientas
moleculares bien establecidas, lo que facilita la manipulacidon genética y la obtencidon de altos

rendimientos de proteina recombinante.
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Para la produccién eficiente de proteinas recombinantes, es fundamental seleccionar un
sistema de expresion adecuado, el cual estd constituido por un vector de expresion, un promotor,
secuencias reguladoras y el gen que codifica la proteina de interés [10]. La correcta interaccion
entre estos elementos determina la eficiencia de la expresion, la estabilidad del producto y la
facilidad de recuperacion de la proteina.

Los vectores de expresion pueden incorporar o no etiquetas de afinidad, las cuales
facilitan la deteccidn, extraccion y purificacion de la proteina recombinante, dependiendo del
disefio experimental y del proposito del estudio. No obstante, el éxito del proceso de expresion
depende de multiples factores, como el disefio del vector, el promotor utilizado, las condiciones
de cultivo y las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina producida, los cuales deben ser
cuidadosamente considerados y optimizados de acuerdo con los recursos disponibles y los

objetivos especificos de la investigacion [27].
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Figura 2

Esquema general de las etapas involucradas en la produccion de una proteina

recombinante [10].
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2.3.1 Vector de expresion.

Los vectores de expresion son herramientas moleculares disefiadas para permitir no solo
la clonacion, sino también la transcripcion y traduccion eficiente de un gen de interés en una
célula huésped. A diferencia de los vectores de clonaciéon convencionales, los vectores de
expresion contienen sefiales regulatorias especificas, tales como promotores, sitios de union al
ribosoma (RBS), terminadores de transcripcion y elementos reguladores adicionales que
controlan el nivel y el momento de la expresion génica [28].

Estas moléculas de ADN se introducen en una célula huésped, comunmente bacterias

como E. coli, donde se replican de manera auténoma. A medida que la célula crece y se divide,
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el gen clonado se replica junto con el vector, permitiendo la produccion de multiples copias del
ADN recombinante y, bajo condiciones adecuadas, la expresion de la proteina de interés [29].

En sistemas bacterianos, se prefieren vectores de tamaino reducido, ya que presentan una
mayor estabilidad estructural, menor probabilidad de recombinacion y facilitan los procesos de
purificacion.

En este contexto, los plasmidos constituyen los vectores mads utilizados para la
produccion de proteinas recombinantes. Los plasmidos son moléculas de ADN circular extra
cromosémico que suelen portar genes de resistencia a antibidticos, los cuales permiten la
seleccion de las bacterias transformadas que contienen el vector [29].

La presencia de un marcador de seleccion es fundamental en cultivos bacterianos, dado
que la pérdida del pldsmido durante la division celular puede ocurrir en ausencia de presion
selectiva. Las células que carecen del plasmido presentan una menor carga metabdlica y, en
consecuencia, pueden crecer mas rapidamente que las células portadoras, desplazandolas en el

cultivo y reduciendo el rendimiento de la proteina recombinante [3].

Figura 3

Plasmido con genes de resistencia a los antibioticos [29].

Resistencia kanamicina Resistencia a tetraciclina

A diferencia de los fagos, los vectores plasmidicos bacterianos son extra cromosémicos y

se replican de manera autonoma respecto al cromosoma. Algunos plasmidos de gran tamano



EXPRESION DE LA RIBONUCLEASA A EN BACTERIAS COMPETENTES 23

contienen genes que codifican enzimas especificas implicadas en su replicacion, lo que les confiere
estabilidad y capacidad de mantenimiento dentro de la célula huésped [29].

Estas propiedades los hacen especialmente ttiles como vectores de expresion para la
produccion de proteinas recombinantes, ya que permiten la copia y expresion eficiente del gen de

interés sin interferir con el genoma bacteriano.

Figura 4

Diferentes elementos que componen la bacteria [29].
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El nimero de copias de un plasmido puede variar segiin su origen de replicacion, el tipo
de bacteria y la proteina de interés, y en algunos casos puede superar las 500 copias por célula
[10].

Un alto namero de copias generalmente se traduce en una mayor cantidad de transcritos
del gen de interés; sin embargo, también impone una carga metabdlica significativa sobre la
célula huésped, lo que puede reducir la velocidad de crecimiento y el rendimiento de biomasa.
Ademas del origen de replicacion, el nimero de copias de un plasmido estd influenciado por las
condiciones ambientales y el estado fisiologico de la bacteria, factores que deben considerarse al

disenar sistemas de expresion recombinante [9].
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En el caso de la RNasa A, se utilizd un plasmido adquirido comercialmente que contiene
el gen de interés clonado en el vector pET22b, el cual posee resistencia a ampicilina y la secuencia
sefial pelB [30]. Esta sefial dirige la proteina recombinante hacia el espacio peripldsmico de E.
coli, un ambiente mas oxidante que puede favorecer la formacion de puentes disulfuro necesarios
para la estabilidad estructural de la RNasa A. Sin embargo, estudios previos han reportado que la
expresion recombinante de RNasa A en E. coli puede conducir a la formacién de cuerpos de
inclusion, requiriendo etapas posteriores de solubilizacién y replegamiento oxidativo para
recuperar la actividad enzimatica [30, 32]. Aun asi, la localizacién periplasmica puede facilitar
procesos de extraccion mediante choque osmotico (seccidon 2.3.4.1), reduciendo parcialmente la

complejidad del lisado celular [24].

Figura §

Plasmido de la RNasa A [30].
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2.3.1.1. Promotor.

Los promotores son regiones cercanas al gen donde se unen proteinas responsables de la
transcripcion, regulando asi los niveles de expresion génica (Figura 6). El grado de expresion de
una proteina depende directamente del promotor utilizado en la bacteria [31]. Una expresion
excesivamente alta del gen heterdlogo puede provocar la formacion de cuerpos de inclusion. Si
estos son deseados, pueden facilitar la purificacion de la proteina recombinante; de lo contrario,
requieren pasos adicionales para asegurar su correcto plegamiento y la obtencion del producto

final [10].

Figura 6

Mecanismo de accion de un promotor. Adaptado en Biorender [33].

ik , Transcripcién/Expresion
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ARN polimerasa- —J

La expresion basal del promotor es un factor critico, ya que niveles bajos facilitan el control
de induccion mediante cambios en las condiciones de cultivo, minimizando efectos toxicos y
optimizando la produccién de proteina recombinante [10].

La induccién de la expresion puede regularse mediante variaciones de temperatura. En
grandes escalas de produccion, el aumento de temperatura permite controlar con precision el
momento de induccidn, generalmente cuando se alcanza una densidad celular 6ptima, reduciendo
costos al evitar la adicion de otros reactivos. Sin embargo, en biorreactores de gran volumen, el
calentamiento es mas lento, lo que puede favorecer la produccion de proteina recombinante pero

también generar estrés fisioldgico en las células, limitando su crecimiento y afectando sus
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funciones metabdlicas [34]. Por otro lado, la induccién a bajas temperaturas mejora la
solubilidad del oxigeno aproximadamente un 33% respecto a los 37 °C usados normalmente [10].

El promotor T7 es una secuencia de ADN de 18 pares de bases que se extiende hasta el
sitio de inicio de la transcripcion. Algunos vectores basados en el sistema T7 bacteriano incluyen
opciones de doble etiqueta para proteinas de fusion, resistencia a ampicilina, el terminador
transcripcional T1T2, el origen de replicacion pMBI1 (derivado de pBR322), el origen fl y el gen
lacl, que regula la represion del promotor T7 [29]. En bacterias, el represor Lacl se une al operador,
evitando la interaccion de la polimerasa con el promotor debido a un impedimento estérico.

El isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) es un andlogo quimico de la lactosa que no
puede ser hidrolizado por la enzima -galactosidasa. Su funcion principal es inducir el operén lac
de E. coli, inhibiendo al represor Lacl y liberando el operador lac. Esto permite la transcripcion de
los genes del operdn a niveles elevados en presencia de IPTG [34]. Este inductor se utiliza
ampliamente para la expresion de proteinas heterdlogas en sistemas regulados por la ARN
polimerasa T7, ya que no participa en las rutas metabolicas de la lactosa y permanece en el medio,

manteniendo la induccidn de proteinas de manera constante [35].

2.3.2 Cepa

La seleccion de la cepa huésped es un factor critico en la produccion de proteinas
recombinantes, ya que el fenotipo y el genotipo del organismo influyen directamente en los
niveles de expresion, estabilidad y plegamiento de la proteina de interés. Escherichia coli es uno
de los sistemas de expresion mas utilizados debido a su rapido crecimiento, facilidad de

manipulacion genética y amplia disponibilidad de herramientas moleculares.
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La RNasa A posee multiples puentes disulfuro esenciales para su estabilidad estructural y
actividad catalitica. Para favorecer la formacion de este tipo de enlaces, algunas cepas
modificadas, como SHuffle T7, contienen mutaciones en sistemas reductores celulares que
promueven el plegamiento oxidativo de proteinas en el citoplasma bacteriano [36].

En este estudio se empled la cepa E. coli NiCo21(DE3) para la expresion recombinante
de RNasa A utilizando el vector pET22b bajo el control del promotor T7 [10]. Esta cepa fue
desarrollada para reducir la presencia de proteinas bacterianas endogenas ricas en histidina
durante la purificacion por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC),
mejorando asi la pureza de las proteinas recombinantes. Adicionalmente, el vector pET22b dirige
la proteina recombinante al espacio periplasmico mediante la secuencia sefial pelB, donde el

ambiente oxidante favorece la correcta formacion de enlaces disulfuro. [36]

2.3.3 Cultivo bacteriano

El medio de cultivo es esencial para el adecuado crecimiento y division celular de las
bacterias. Cuando los nutrientes se encuentran a concentraciones Optimas, las bacterias pueden
desarrollarse sin inconvenientes y alcanzar la fase logaritmica, momento ideal para la induccion de
la expresion de proteinas recombinantes [29]. La composicion del medio debe asegurar la
presencia de elementos esenciales como carbono, nitrégeno, fosforo, azufre, potasio y magnesio
[10].

Uno de los medios mas utilizados para el crecimiento de E. coli, incluyendo la cepa
Nico21, es Luria-Bertani (LB). Este medio es versatil y no requiere suplementos adicionales,
facilitando su uso en diferentes bacterias [29]. Su composicidon incluye peptona, obtenida

mediante digestion acida o enzimatica de proteinas de origen animal o vegetal. La peptona es
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rica en triptéfano y otros aminodcidos esenciales, como lisina y metionina, y junto con el
extracto de levadura, proporciona fuentes de nitrdgeno, azucares y nutrientes organicos e
inorgéanicos necesarios para el crecimiento bacteriano [39].

El control del cultivo se realiza mediante la medicién de la densidad optica (OD). En
condiciones estandar (37 °C, agitacion orbital de 150-250 rpm con medio LB), las células de E.
coli Nico21 presentan un tiempo de duplicacion aproximado de 20 minutos. A una longitud de
onda de 600 nm, 1 unidad de OD corresponde aproximadamente a 0,8 x 1079 células/mL,

permitiendo calcular la densidad celular y determinar el momento 6ptimo de induccién [29].

Io

A = Logio I

de proteinas recombinantes requiere, como primer paso, la lisis celular para liberar el
contenido intracelular. Esta puede lograrse mediante métodos fisicos, como fuerzas mecanicas, o
mediante métodos quimicos que debilitan la pared celular y la membrana plasmatica [29].

En E. coli, el debilitamiento de la pared celular puede realizarse utilizando acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), un agente quelante que se une a iones de magnesio (Mg*") e
inhibe la actividad de las DNAsas. Una vez liberado el contenido celular, los restos de la célula
se eliminan mediante centrifugacion, dejando un sobrenadante mas claro donde se encuentra

presente la proteina recombinante de interés, en este caso la RNasa A [38].

2.3.4 Purificacion de la proteina
La purificacion de proteinas recombinantes requiere, como primer paso, la lisis celular para

liberar el contenido intracelular. Esta puede lograrse mediante métodos fisicos, como fuerzas
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mecanicas, o mediante métodos quimicos que debilitan la pared celular y la membrana plasmatica
[28].

Figura 7

Pasos para la obtencion de proteina [34].
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2.3.4.1. Choque osmotico.

El choque osmotico es un método de lisis celular utilizado para liberar proteinas
localizadas en el espacio periplasmico de bacterias como E. coli. Este método se basa en un
cambio rapido en la presion osmotica, que provoca la entrada de agua en la célula y genera lisis
selectiva de la membrana, permitiendo liberar la proteina recombinante sin dafiar en exceso otras
estructuras celulares [34].

Para optimizar la extraccion, se emplean soluciones con distintas fuerzas idnicas, que
pueden contener compuestos i0nicos 0 no iodnicos segun las propiedades fisicoquimicas de la

proteina de interés. La osmolaridad de la solucion depende de la concentracion de solutos

extracelulares, la densidad celular y la cantidad de proteina producida. En condiciones de alta
osmolaridad, las bacterias sintetizan o transportan osmolitos pequeios, que actian como
estabilizadores proteicos, promoviendo el correcto plegamiento de las proteinas y reduciendo su

agregacion, de manera similar a la funcion de las chaperonas moleculares [36].

2.3.4.2. Cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC).
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La cromatografia liquida de proteinas de alta resolucion (FPLC) es una técnica
ampliamente utilizada para la purificacion de proteinas con alta resolucion, reproducibilidad y
escalamiento [37].

En la FPLC, la fase estacionaria estd compuesta por perlas de pequefio diametro,
empaquetadas en columnas de vidrio o plastico, mientras que la fase mévil consiste en soluciones
tampon que fluyen a través de la columna. Dado que la composicion de la solucidon tampon se
puede mantener constante con frecuencia, se utilizan gradientes de soluciones tampoén para
optimizar la separacion y purificacion de proteinas en funcion de sus propiedades fisicas.

Esta tecnologia es versatil y permite la aplicacion de diferentes modos cromagraficos segun

la funcion requerida, incluyendo aquellos que eliminan el color correcto, el color de intercambio

ionico y el color exclusivo para todos. La FPLC puede utilizarse en diferentes escalas,

desde la obtencion de miligramos hasta varios gramos de proteina, con volimenes de columna que
varian desde 5 mL hasta varios litros, lo que resulta en el rendimiento deseado [41].

En este estudio, se utiliza FPLC para la purificacion de RNasa A recombinante,
optimizando el proceso de separacion y asegurando un producto final de alta pureza y actividad

bioldgica.

Figura 8

Montaje del equipo de FPLC. Tomado de cytiva [42]
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2.3.4.3. Cromatografia intercambio ionico.

La cromatografia de intercambio i6nico es una técnica ampliamente utilizada para la
purificacion de proteinas basada en la interaccion entre las cargas superficiales de la columna y las
proteinas.

En esta técnica, la fase estacionaria se realiza a partir de resinas que contienen grupos con
carga positiva o negativa. Cuando la proteina de interés se coloca en una carga sobre la base de la
resina, determinada por las condiciones de pH, esta permanece en la columna, aunque las proteinas
ya hayan sido transportadas por el dispositivo mévil. Posteriormente, la proteina retenida puede
eluirse mediante un aumento gradual de la energia idnica, generalmente mediante un gradiente de
sales, o mediante cambios en el pH del tampon [43].

Existen tipos principales de cromatografia de intercambio idnico: la de intercambio

cationico, en la que la resina coloca una carga negativa y retiene las proteinas con carga positiva,

y la de intercambio anidnico, donde la resina es positiva y contiene proteinas con una carga
negativa. La seleccion del tipo de resina depende de las propiedades fisicas de la proteina de interés,

en particular de su punto isoeléctrico [42].
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Figura 9

Funcionamiento de columna de intercambio ionico [14].
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pH fisiologico, por lo que es especialmente adecuada para su purificacion mediante
cromatografia de intercambio catidnico. Esta tecnologia, combinada con sistemas FPLC, permite
obtener altos niveles de pureza, preservando la actividad catalitica de la enzima y facilitando una
recuperacion reproducible y eficiente.

2.3.4.4. Electroforesis SDS-PAGE.

El término electroforesis fue introducido por primera vez en 1907 por Michaelis para

definir el fendmeno mediante el cual una molécula con carga neta se desplaza en respuesta a la

aplicacion de un campo eléctrico. La velocidad de migracion o movilidad electroforética (u)
depende de di versos factores, entre los que se incluyen la intensidad del campo eléctrico (E), la
carga neta (z), el tamafio y la forma de las moléculas, asi como la fuerza idnica, la viscosidad y la

temperatura del medio en el cual estas se desplazan [28].
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La electroforesis es una herramienta analitica simple, rdpida y altamente sensible, lo que
la convierte en una técnica de gran utilidad para la separacion y el estudio de moléculas cargadas
tales como proteinas y 4cidos nucleicos

En el caso de las proteinas, migran desde el catodo hacia el 4&nodo separadas en bandas
correspondientes a las subunidades presentes en cada muestra. Como resultado, se obtiene una
banda por cada subunidad proteica, la cual puede visualizarse mediante tincion con azul de

Coomassie, un colorante que interactiia exclusivamente con las subunidades proteicas.

Figura 10

Montaje de electroforesis SDS-PAGE [12].
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La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) permite la separacion de proteinas principalmente en funcion de su peso molecular. En esta
técnica, las proteinas son desnaturalizadas por el SDS, que se une de forma uniforme a la cadena
polipeptidica, confiriéndole una carga negativa proporcional a su longitud. Posteriormente, las
moléculas migran a través de un tamiz molecular de poliacrilamida [44], formado por la
polimerizacion por radicales libres de acrilamida, utilizando bisacrilamida como agente reticulante
comonomero [45].

Los geles de poliacrilamida se componen de dos secciones: un gel de concentracion
(stacking) y un gel de separacion (resolving). El gel de stacking se utiliza para concentrar la
muestra en una banda estrecha antes de iniciar la separacion, asegurando que todas las proteinas
comiencen la migracién de forma simultanea. Posteriormente, el gel de separacion permite la

resolucion de las proteinas segiin su peso molecular.
Figura 11

Polimerizacion de monomeros de acrilamida y bis acrilamida [45].
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La concentracion de poliacrilamida del gel varia en funcién del tamafio de las proteinas
que se desean separar; a mayor concentracion de acrilamida, menor tamafo de poro, lo que resulta
adecuado para la separacion de proteinas de bajo peso molecular [46].

La formacion del gel se basa en una reaccion de polimerizacion por radicales libres,
iniciada por el persulfato de amonio y catalizada por la tetrametiletilendiamina (TEMED), la cual
acelera la generacion de radicales libres [47]. La velocidad de polimerizacion depende de factores
como la concentracion del mondémero, la cantidad de catalizador, la temperatura y la pureza
de los reactivos. El control adecuado de estas variables permite obtener una matriz de
poliacrilamida homogénea, garantizando una distribucion uniforme de los poros y una separacion
reproducible de las proteinas [45].

El SDS confiere una carga negativa uniforme a las proteinas al unirse de manera
proporcional a la longitud de la cadena polipeptidica, aproximadamente unida cada dos residuos
de aminoacidos. Como resultado, se establece una relacion carga/masa practicamente constante
entre las proteinas. Bajo la aplicacion de un campo eléctrico, las proteinas migran desde el catodo

hacia el 4nodo, separdndose exclusivamente en funcion de su peso molecular [44].

Figura 12

Molécula de dodecil sulfato sodico (SDS) [44].
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Previo a la carga de la muestra en el gel, es necesario desnaturalizar las proteinas para
facilitar su separacion exclusivamente en funcion de su peso molecular. Este proceso se logra

mediante calentamiento y el uso de agentes desnaturalizantes, como el 2-mercaptoetanol, el cual
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reduce los puentes disulfuro (Cys-S-S-Cys) a grupos tioles (Cys-SH), evitando la formacion de
estructuras terciarias y cuaternarias. Adicionalmente, agentes caotropicos como la urea rompen
los puentes de hidrogeno, permitiendo la disociacion de las proteinas en sus subunidades y

favoreciendo su migracion adecuada a través del gel [47].

Figura 13

Disociacion de la molécula al ser tratada con mercaptoetanol y calor. [47]
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La separacion se realiza mediante un sistema discontinuo, en el cual las proteinas migran
entre los iones cloruro presentes en el gel de stacking y los iones glicina del tampon de corrida.
Este sistema genera una zona de baja conductividad y alta diferencia de voltaje, lo que provoca
la concentracion de las proteinas en una banda estrecha. Al ingresar al gel de separacion, el pH
mas basico favorece la ionizacion de la glicina, permitiendo que esta migre mas rapidamente y
que las proteinas previamente concentradas se separen de manera uniforme en funciéon de su peso

molecular [47].
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Figura 14

Empaquetamiento de las proteinas en el gel de stacking [47].
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Las proteinas separadas se visualizan mediante tincion con azul de Coomassie, un
colorante que se une a los aminoécidos de cadenas laterales basicas (arginina, histidina, lisina) y
a los grupos aromaticos (tirosina, triptofano y fenilalanina), permitiendo la observacion de las
bandas correspondientes a las subunidades proteicas [48]. Este método presenta una sensibilidad
aproximada de hasta 50 ng de proteina. El peso molecular de la proteina de interés se determina
mediante la comparacion del factor de retencion (Rf) de la muestra con el de proteinas patron de

peso molecular conocido, lo que permite estimar su tamafio de manera confiable [47].

Distancia que migra una determinada proteina

Distancia gue migra el frente del gel

2.4 Actividad catalitica
La actividad catalitica describe la capacidad de una enzima para convertir moléculas de

sustrato en producto por unidad de tiempo [20]. En términos cinéticos, se refiere al numero de
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veces que cada molécula de enzima transforma sustrato en producto por segundo. La catalisis
enzimatica modifica la velocidad de una reaccidén quimica sin alterar su equilibrio termodinamico.
Los equilibrios de una reaccion pueden representarse mediante un diagrama de coordenadas de
reaccion, en el cual se ilustran los cambios energéticos que experimenta el sistema a lo largo del
proceso. Estos cambios se expresan en funcion de la energia libre de Gibbs (G). Mientras que la
diferencia de energia libre determina el sentido de la reaccion, la energia de activacion determina
la velocidad a la que esta ocurre [49]. El equilibrio de una reaccion reversible se describe mediante

la constante de equilibrio (Keq), definida como:

[P]

Keq=m

donde [P] y [S] corresponden a las concentraciones de producto y sustrato,
respectivamente.

La velocidad de una reaccion depende de la concentracion de los reactivos y de una
constante de velocidad (k). Cuando la velocidad depende unicamente de la concentracion del
sustrato, la reaccion se considera de primer orden; si depende de dos especies diferentes o de la
interaccion entre dos moléculas del mismo compuesto, se clasifica como de segundo orden.

Desde la segunda mitad del siglo XIX, se han aprovechado procesos bioldgicos que
involucran actividad enzimdtica, como la fermentacion alcohdlica y la transformacion de
azucares [51].

Los primeros avances en el estudio de los procesos cataliticos mediados por
microorganismos se consolidaron con los trabajos de Eduard Buchner en 1897, quien demostro
que la fermentacion alcohodlica podia llevarse a cabo mediante extractos celulares libres de

células vivas. Este hallazgo permitio6 establecer que ciertos procesos bioldgicos eran catalizados
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por enzimas presentes en los microorganismos y constituyd uno de los fundamentos del
desarrollo de la bioquimica y la enzimologia moderna. [50]

En décadas mas recientes, las enzimas han sido incorporadas en procesos industriales,
como la produccion de acrilamida mediante nitrilo hidratasas [52]. El estudio de las enzimas es
de gran relevancia bioquimica, ya que estas son, en su mayoria, proteinas que regulan la
velocidad de reacciones quimicas fundamentales para el metabolismo celular. Los organismos
vivos dependen de la ocurrencia continua de reacciones bioquimicas que requieren un aporte
inicial de energia, conocida como energia de activacion. Los catalizadores reducen esta barrera
energética sin ser consumidos en el proceso, lo que les permite actuar repetidamente y aumentar
la eficiencia de las reacciones [53].

Las enzimas son catalizadores bioldgicos altamente especificos, capaces de reconocer
uno o pocos sustratos. Su actividad depende de la conformacion tridimensional del sitio activo, el
cual se ajusta de manera precisa al sustrato, facilitando la catélisis y garantizando la selectividad
del proceso. Ademas, algunas moléculas de acido ribonucleico (ARN) también presentan
actividad catalitica, conocidas como ribozimas [53, 54].

La cinética enziméatica permite comprender los mecanismos de reaccion a partir de los
cambios en la velocidad de reaccion en funcion de parametros experimentales [14]. Durante el
transcurso de una reaccién enzimatica, la concentraciéon de sustrato varia, y al aumentar esta
concentracion, la velocidad de reaccion también aumenta hasta alcanzar un valor maximo (Vmax),
punto en el cual todas las moléculas de enzima se encuentran formando complejo con el

sustrato.[54]
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La concentracion de sustrato a la cual la velocidad de reaccion corresponde a la mitad de
Vmax se denomina constante de Michaelis (Km) y se describe mediante la ecuacion de

Michaelis—Menten:

Vinaz[ 5]

VO K+ 51

Esta ecuacion relaciona la velocidad inicial (Vo) con la concentracion de sustrato, siendo
Vmaxy Km parametros caracteristicos de cada enzima [14].

2.4.1. Actividad catalitica de la ribonucleasa A (RNasa A)

La RNasa A cataliza la ruptura de los enlaces fosfodiéster del ARN mediante la formacion
de un estado de transicion con un fosfato pentavalente, seguido de la degradacién de un
intermediario de fosfato ciclico 2°,3’. Este proceso ocurre en el sitio activo de la proteina y esta
mediado por tres residuos cataliticos clave: His12, Lys41 e His119 [3].

El sitio activo de la RNasa A presenta afinidad por regiones especificas del ARN
monocatenario. Alrededor de este se localizan subsitios de union enriquecidos en residuos con carga
positiva, como Lys7, Argl0, Arg39, Lys41 y Lys66, que facilitan la interaccion electrostatica con
el ARN, cuya carga negativa proviene de los grupos fosfato [55].

Adyacente al sitio activo se encuentra el residuo Treonina 45, el cual interactia mediante
enlaces de hidrogeno con bases pirimidinicas. Esta interaccion limita la unién de purinas en la
cadena con extremo 5°-OH debido a impedimentos estéricos, disminuyendo la velocidad de
hidrolisis del ARN rico en purinas (como poli-A) en comparacioén con cadenas ricas en pirimidinas
(como poli-U o poli-C) [3].

La RNasa A emplea un mecanismo de catalisis 4cido-base, cuya eficiencia depende del pH

y la temperatura, ya que estos factores influyen directamente en la conformacion estructural de la



EXPRESION DE LA RIBONUCLEASA A EN BACTERIAS COMPETENTES 41

proteina. Cambios en estas condiciones pueden exponer o proteger el sitio activo, afectando la
actividad catalitica [3, 56] Durante la reaccion, His12 actua como base al extraer un proton del
grupo hidroxilo 2° del ARN, facilitando el ataque nucleofilico del oxigeno 2’ sobre el 4tomo de
fosforo. El estado de transicion es estabilizado por Lys41 y por el nitrogeno amida de la cadena
principal de Phel20. Posteriormente, His119 actiia como 4cido, protonando el oxigeno 5° de la
ribosa y dando lugar a la formacion del intermediario de fosfato ciclico 2°,3” [3].

En una reaccion secundaria e independiente, el fosfato ciclico 2°,3” es hidrolizado para
generar un fosfato 2’ y un hidroxilo 3’. En esta etapa, His12 dona un protén al oxigeno 3°, mientras
que His119 activa una molécula de agua al sustraerle un proton. El agua activada ataca
nucleofilicamente al fosfato ciclico, provocando su escision y liberando un nucleétido con un

grupo fosfato terminal [3]. Este mecanismo se ilustra en la Figura 15.
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Figura 15

Catalisis de la RNasa A. () Ataque del hidroxilo 2" estabilizado por His 12. (B)
Intermedio fosforo pentavalente. (C) Degradacion del intermedio ciclico 2° 3°. (D)

Producto final dos secuencias de nucledtidos distintivas [2, 58].
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3. Metodologia

La metodologia experimental realizada en este trabajo de investigacion se

ilustra de manera general en la figura 16.
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Figura 16

Esquema metodologia general.

3.1. Materiales

El plasmido pET22b que contiene el gen de RNasa A fue adquirido comercialmente en
addgene [83] y se utiliz6 para transformar las cepas de E. coli.

E. coli DHS alfa, y NiCo21(DE3) fueron adquiridos comercialmente de Monarc y
almacenadas a -80 ° C en glicerol al 10%.

La enzima RNasa A empleada para pruebas de actividad fue adquirida comercialmente en

Merck como referencia.

3.2. Reactivos

Los reactivos como cloruro de sodio, extracto de levaduray peptona, acrilamida; tris e

isopropanol fueron adquiridos comercialmente por Merck, Thermo Scientific y Panreac.

3.3. Extraccion del plasmido (bacteria no competente)

La extraccion de ADN plasmidico se realizo utilizando el kit de preparacion de plasmidos

Monarch (New England Biolabs) [59], siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La cepa bacteriana no competente se cultivé en medio LB suplementado con ampicilina a
37 °C durante 16 horas, seguidamente, el cultivo se centrifugd y se descartd el sobrenadante. El
pellet celular se resuspendi6é cuidadosamente en 200 pL de buffer de resuspension (B1) hasta
obtener una suspension homogénea, y se afiadieron 200 pL de buffer de lisis (B2), mezclando
suavemente por inversion sin usar vortex, hasta que la mezcla adquiridé una coloracion rosa viscosa.
La suspension se incub6 durante 1 minuto para prevenir la desnaturalizacion irreversible del ADN
plasmidico. Seguidamente, se afiadieron 400 pL de buffer de neutralizacion (B3), homogeneizando
suavemente hasta lograr un color uniforme y permitiendo la formacién de un precipitado; la mezcla
se incubd durante 2 minutos y se centrifugd a 16,000 g durante 2-5 minutos, obteniéndose un
sobrenadante claro que se transfirié a la columna de purificacion. La columna se centrifugd durante
1 minuto y se descarto el flujo a través; a continuacion, se reincorpor6 al tubo de recoleccion y se
afiadieron 200 pL de buffer de lavado 1, incubando durante 5 minutos antes de centrifugar
nuevamente 1 minuto para eliminar ARN, proteinas y endotoxinas. Posteriormente, se anadieron
400 pL de buffer de lavado 2 y se repitid la centrifugacion durante 1 minuto. Finalmente, la
columna se coloco en un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL, se afiadieron 30 pL de buffer
de elucion en el centro de la matriz para cubrirla completamente y se incub6 1 minuto, tras lo cual
se centrifugo durante 1 minuto para obtener el ADN plasmidico eludido en agua libre de nucleasas
(pH 7-8.5).

3.4. Transformacion

La transformacion de E. coli NiCo21(DE3) se realizd utilizando células competentes
comerciales, las cuales se descongelaron en hielo durante 10 minutos. Posteriormente, se afiadieron

2 uL de ADN plasmidico y la mezcla se homogenizé suavemente mediante 4—5 inversiones del
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tubo, evitando el uso de vortex, y se mantuvo en hielo por 30 minutos sin agitacion. Transcurrido
este tiempo, se aplico un choque térmico a 42 °C durante 10 segundos y de inmediato la
suspension se colocd nuevamente en hielo durante 5 minutos. A continuacion, se anadieron 950
pL de caldo super 6ptimo con represor de catabolito (SOC) estéril y el cultivo se incubd en un
agitador orbital a 37 °C y 250 rpm durante 1 hora. Finalizado este periodo, las células se
mezclaron cuidadosamente mediante inversiones del tubo, se tom6 una proporcion 1:1 en SOC y
se sembraron 50—-100 pL de la diluciéon sobre placas de medio Luria-Bertani (LB) suplementadas
con ampicilina (0.1 mg/mL). Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C hasta la aparicion
de colonias.

3.5. Induccion de la expresion proteica.

Previo al proceso de induccion, una colonia bacteriana transformante (1 Unidad Formadora
de Colonia, UFC) se inocul6 en 10 mL de medio Luria-Bertani (LB) liquido suplementado con
ampicilina y se incub6 a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpm durante 16 horas. Posteriormente,
el cultivo se diluyd en una proporcion 1:100 en medio LB fresco y se incubo nuevamente bajo las
mismas condiciones hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento. La densidad dptica se midio
a una longitud de onda de 600 nm (ODsoo) y, al alcanzar un valor aproximado de 0.7, se indujo la
expresion de la proteina recombinante mediante la adicion de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG). Se evaluaron diferentes condiciones de tiempo y temperatura con el fin de optimizar la
expresion de la proteina recombinante. Tras la induccion, los cultivos se incubaron con agitacion

a 200 rpm.

3.6. Extraccion de proteina recombinante (bacteria competente)

Tras finalizar la induccion, el cultivo se centrifugd a 7650 rpm durante 30 min a 4°C,
separandose el sobrenadante del pellet celular. Con el objetivo de obtener la proteina recombinante,

ensayaron tres metodologias: choque osmotico, tratamiento con detergentes y sonicacion
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descritas a continuacion.

3.6.1. Método de choque osmético:
La extraccion periplasmica de la proteina recombinante se realizo mediante el método de

choque osmoético. El pellet celular se resuspendié en un ténico compuesto por Tris-HCI 30 mM,
sacarosa al 20 % (p/v) y EDTA 1 mM (pH 8.0), en una proporcion 1:50 con respecto al volumen
inicial del cultivo. La suspension se incubd en bafio de hielo durante 30 minutos y
posteriormente se centrifugd a 7650 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante obtenido se
recuperd para la cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford [60], utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como patrén estandar y el buffer hipertonico como blanco y
diluyente. El pellet resultante se resuspendié nuevamente en un buffer hipotonico de MgSOa 5
mM, manteniendo la misma proporcion 1:50, y se incubd durante 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente, la suspension se centrifugd en las mismas condiciones, y el sobrenadante obtenido
se almacend a 4 °C para su posterior cuantificacion y analisis.

3.6.2. Método con detergentes:
Se evaluaron cuatro ensayos diferentes, los cuales se describen en la Tabla 1. En cada caso,

el pellet celular se tratd con detergentes no idnicos, Triton X-100 y Tween 80, en una proporcion
1:5 con respecto al volumen celular. Las suspensiones se mantuvieron en bafio de hielo durante 10
y 20 minutos, segun el surfactante utilizado. Finalizado el tiempo de incubacion, las muestras se
centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, y los sobrenadantes obtenidos se

recuperaron para su posterior analisis de contenido proteico.
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Tabla 1.

Metodologias implementadas para la extraccion con detergentes de la

proteina soluble de E. coli transformadas con el plasmido de expresion de la RNasa.

Num ero de ensayo Detergente Tiem poftin] C oncentracidn
! Tritonx 100 10
2 20 0.5%
3 Tween 20 10
4 20

3.6.3. Sonicacion:
El pellet celular se re suspendid en buffer hipertonico en una proporcion 1:50 respecto al

volumen inicial del cultivo. La suspension se sometid a sonicacion durante 30 min, aplicando
ciclos de 20 S ON y 40 S OFF, con una amplitud de 80%. Finalizado el proceso, la muestra se

etiqueto y se filtrd para su posterior purificacion.
3.7. Caracterizacion y confirmacion de identidad

La caracterizacion e identificacion de proteinas se realizd mediante cromatografia liquida
de proteinas rapida (FPLC) y la electroforesis SDS PAGE. Finalmente, la posterior identificacion
de la proteina de interés. Estas metodologias constituyen herramientas clave para avanzar desde la

deteccion inicial de una proteina hasta su caracterizacion funcional y estructural.
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3.7.1. Purificacion proteica mediante Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas
(FPLC).

La proteina recombinante se purifico utilizando un sistema de cromatografia liquida rapida
de proteinas (FPLC) con una columna de intercambio catiénico HiTrap SP HP de 5 mL. La
separacion cromatografica se realizo utilizando un flujo de 0,5 mL/min, valor inferior al rango
operacional recomendado para columnas HiTrap SP HP de 5 mL. Sin embargo, esta condicion se
selecciond con el fin de favorecer una interaccion mas controlada entre la proteina y la fase
estacionaria, minimizar fluctuaciones de presion durante el proceso y preservar la estabilidad de
la muestra proteica durante la purificacion. Previo al inicio del gradiente, la columna se equilibro
con cinco volumenes de agua tipo I hasta que la absorbancia a 280 nm y la conductividad
alcanzaron valores cercanos a cero. Posteriormente, se conectaron las lineas del sistema al buffer
A'y al buffer B (Tabla 2), iniciando el gradiente de elucion seglin el protocolo establecido. Las
fracciones obtenidas, aproximadamente 20, se recolectaron en tubos Falcon de 15 mL mediante el
fraccionador automatico del sistema. Una vez finalizado el procedimiento, la columna y el sistema
se lavaron con cinco volumenes de agua tipo I y se almacenaron en etanol al 20 % para su

conservacion.

Tabla 2.

Buffers usados para la separacion de la proteina soluble de E. coli

transformadas con el plasmido de expresion de la RNasa.

Buffer Componentes pH Concentracion
A Fosfato de sodio monobasico (NaH2P04) 7.48 50 mM
B Fosfato de sodio monobasico (NaH2P04) 748 50 mM

Cloruro de sodio (NaCl) IM
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Figura 17

Buffers propuestos por cytiva para la columna de intercambio de intercambio

cationico HiTrap SP HP de 5 mL.[63]

Intervalo de pH Sustancia 1 Conc. (mM) Contraion pKa (25 °C)!
14-24 Acido maleico 20 Na* 1.92
26-3.6 Acido metilmalénico 20 Na* o Li* 3.07
26-3.6 Acido citrico 20 Na* 3.13
33-43 Acido lactico 50 Na* 3.86
33-43 Acido férmico 50 Na* o Li* 3.75

S =405 161 Acido succinico 50 Na* 4.21; 5.64
43-53 Acido acético 50 Na* o Li* 4.76
52-6.2 Acido metilmalénico 50 Na* o Li* 5.76
56-6.6 MES 50 Na* o Li* 6.27
6.7-77 Fosfato 50 Na* 7.20
7.0-8.0 HEPES 50 Na* o Li* 7.56
78-88 BICINA 50 Na* 8.33

' Ref: Handbook of Chemistry and Physics, 83rd edition. CRC, 2002-2003.

pH 2.5 3 4 5 6 7 8 9 Pyt
Citric : H 313
Lactic i : 3.86
1 i Formic 4.21
D Acetc | 476
i [ methyt matonic 5.76
D ves 6.27
— Phosphate 7.20
1 s 7.56
I o 8.33
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3.7.2. Separacion por electroforesis SDS PAGE.

La separacion de proteinas se realizd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia SDS, siguiendo la metodologia previamente descrita en la literatura [57]. El gel de
resolucion o separacion se prepard al 12 %, utilizando como componentes agua tipo I, solucion de
acrilamida/bisacrilamida al 30 %, Tris-HCI1 1.5 M (pH 8.8), Tris-HC1 0.5 M (pH 6.8), SDS al 10 %
(p/v), persulfato de amonio al 10 % (p/v) y TEMED al 0.2 % (v/v).

Las muestras de proteina, con una concentracion de 0.2 mg/mL, se mezclaron con un buffer
de carga compuesto por Tris base 100 mM, SDS 4 % (p/v), azul de bromofenol 0.2 % (p/v), glicerol
20 % (v/v) y 2-mercaptoetanol 10 % (v/v). Posteriormente, las muestras se calentaron a 90 °C
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas y se sembraron en los pocillos del gel. La

electroforesis se llevo a cabo en un buffer de corrida compuesto por Tris base 0.2 % (p/v), SDS

0.1 % y glicina 1.44 % (p/v), aplicando un voltaje de 150 V durante 30

minutos hasta completar la separacion de las proteinas segin su tamafio molecular.

Figura 18

Montaje completo de la separacion por electroforesis SDS-PAGE
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3.7.3. Visualizacion y determinacion de peso molecular

Una vez finalizada la corrida, las proteinas separadas en el gel se visualizaron mediante
tincion con azul de Coomassie G-250, un colorante que se une especificamente a las proteinas,
permitiendo observar las bandas correspondientes a cada subunidad proteica. El gel se sumergio
en la solucion de tincion durante 1 hora y posteriormente se realizé un proceso de decoloracion
con una soluciéon de metanol y acido acético (metanol 50% v/v, acido acético 10% v/v) para
eliminar el exceso de colorante y resaltar las bandas de interés.

Para estimar el peso molecular de la proteina recombinante, se comparo la migracion de sus
bandas con la de un marcador de peso molecular conocido. Finalmente, el gel se conservo en agua

tipo 1 y se documentd utilizando una foto documentador gel doc XR+.

3.8. Ensayo de actividad enzimatica de la RNasa recombinante

La actividad catalitica de la RNasa A recombinante se evalué mediante la hidrdlisis de una
mezcla de &cidos nucleicos (ADN y ARN). La concentracion del sustrato se ajustd a menos de 1
ng/uL y se verifico utilizando un espectrofotometro Nanodrop. El ensayo se realiz6 en una celda de
cuarzo de 3 mL, empleando como blanco 1.5 mL de buffer acetato de sodio 100 mM (pH 5.0) y

1.5 mL de agua tipo L.

La mezcla de reaccioén contenia 1.5 mL de buffer y 1.5 mL de la solucion de acidos
nucleicos, con una absorbancia inicial de 0.627 a 300 nm, establecida como condicién de
referencia segiin el protocolo de Merck [62] y especificamente para detectar la formacion de

productos de degradacion de ARN, siguiendo otros protocolos reportados en la literatura [61].
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La reaccién enzimatica se inicié mediante la adicion de 0.9 unidades Kunitz de RNasa A,
y la hidrélisis se monitorizd espectrofotométricamente a 300 nm en intervalos de 30 segundos
durante 50 minutos.

Se emple6 RNasa A comercial como control positivo, utilizando 1,4 uL. de enzima teniendo
presente que la concentracion era de 10 mg/mL La actividad especifica reportada por el fabricante
(63 kU/mg de enzima) fue utilizada como referencia para estimar la cantidad de enzima empleada
en cada ensayo.

La seleccion de esta actividad enzimatica se realizd con el fin de obtener una sefal
detectable dentro del rango de sensibilidad del método espectrofotométrico usado y permitir la
comparacion cualitativa con la proteina recombinante obtenida. Evaluando la velocidad de
degradacion de los acidos nucleicos y confirmando su funcionalidad después de los procesos de

expresion y purificacion.

3.9. Analisis estadistico
Los datos obtenidos experimentalmente fueron analizados mediante estadistica descriptiva,
expresandose como media + desviacion estandar (DE). Para evaluar diferencias significativas entre
los grupos experimentales se aplico un analisis de varianza (ANOVA). Se consider6 un valor de p
< 0,05 como estadisticamente significativo. Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando

el software correspondiente.

4. Resultados y discusion

4.1. Extraccion del plasmido (bacteria no competente)

La extraccion del plasmido mostré una recuperacion eficiente del ADN plasmidico,
separandolo claramente del ADN cromosomico y de otros componentes celulares. La

electroforesis en gel de agarosa evidencié bandas definidas correspondientes al plasmido intacto y
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la ausencia de bandas de ADN gendmico, lo que confirma la especificidad y eficacia del método
[29]. La concentracion obtenida fue de 206.33 ng/uL, indicando que las condiciones de cultivo y
el protocolo empleado fueron Optimas para obtener suficiente material para posteriores
transformaciones. Ademas, la relacion A260/A280 de 1.86 sugiere una baja
contaminacion proteica y una adecuada pureza del ADN, lo que es critico para garantizar que el
plasmido pueda replicarse correctamente y expresar la proteina de interés en la cepa competentes
[64]. Estos resultados permiten concluir que el método implementado es confiable para la
obtencion de plasmidos listos para la transformacién y que cumple con los estdndares de pureza

requeridos para experimentos de expresion proteica recombinante.
Figura 19

Gel de electroforesis de agarosa. Carril 1 marcador de peso, Carril 2

plasmido que contiene la RNasa.

4.2. Transformacion

La transformacion del plasmido en E. coli NiCo21(DE3) se realizd con éxito, como lo
evidencia el crecimiento de colonias en placas de medio LB suplementado con ampicilina (0.1

mg/mL) (Figura 20). La aparicion de estas colonias confirma que las bacterias adquirieron y
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mantienen el plasmido de interés, ya que solo las células que portan el gen de resistencia
alnantibidtico sobreviven en el medio selectivo [65].

Este resultado indica que el procedimiento de transformacion y las condiciones de cultivo
fueron adecuadas para introducir el ADN plasmidico en la cepa huésped, estableciendo una
poblacion bacteriana competente para la expresion de la proteina recombinante. Ademas, la
proliferacion uniforme de colonias sugiere que el plasmido no generdé un efecto citotoxico
significativo en las células transformadas y que la replicacion del plasmido dentro de la bacteria
es estable, lo cual es crucial para asegurar un rendimiento reproducible en etapas posteriores de

induccion y purificacion proteica.
Figura 20

Colonias de E. coli (Nico 21) en placa LB-Amp transformadas con el plasmido.

4.3. Extraccion de la proteina (bacteria competente)

La recuperacion de la proteina recombinante de E. coli competente se vio inicialmente
limitada debido a la doble membrana celular, lo que dificult6 la liberacion eficiente de la proteina
al medio. Por ello, se evaluaron diferentes estrategias de lisis, incluyendo choque osmético y
tratamientos con detergentes no idnicos, siguiendo metodologias previamente reportadas para la

liberacion de proteinas recombinantes [10, 66]. Los resultados mostraron que el método de choque
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osmotico permitid recuperar una fraccion significativa de proteina soluble, mientras que los
detergentes no id6nicos presentaron una menor eficiencia de recuperacion proteica. Estos resultados
sugieren que el método de extraccion influye directamente en el rendimiento y pureza de la
proteina recombinante obtenida. En este estudio, el choque osmotico represento la estrategia mas
adecuada para las etapas posteriores de purificacion y evaluacion de actividad enzimatica.

4.3.1. Detergentes

La extraccion de la proteina recombinante de E. coli se evalué mediante choque osmoético
y tratamientos con detergentes no idnicos (Tween 80 y Triton X-100), y las fracciones solubles

obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 12% (Figura 21).

4.3.2. Choque osmdtico.

El choque osmético constituye un método de lisis suave, que permite liberar proteinas del
espacio periplasmico sin el uso de detergentes, mediante un cambio repentino de condiciones
osmoticas de hipertonicas a hipotonicas, generando permeabilizacion de la membrana celular [67].

La eficiencia de la extraccion se evalu6 mediante electroforesis SDS-PAGE al 12%
(Figura 21), lo que permitié observar la presencia y el patrén de migracion de las proteinas

liberadas.
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Figura 21

Gel de SDS-PAGE al 12% (150 V, 45 min) de proteinas solubles obtenidas a
partir de E. coli portadora del plasmido de expresion de la RNasa. Se compararon

diferentes métodos de extraccion

Los carriles correspondientes al choque osmotico (1 y 2, condiciones hipertonica e
hipoténica) mostraron un patrén proteico heterogéneo, sin una banda claramente identificable
con el peso molecular esperado de la RNasa (13.7 kDa), lo que indica que este método no fue
suficiente para romper eficazmente la doble membrana de E. coli, concordando con reportes
previos que sefialan que el choque osmotico es mas efectivo en bacterias Gram positivas o en
sistemas sin membrana externa [68, 69].

El carril 4, correspondiente al control positivo con la proteina comercial, permitio
establecer el referente de peso molecular. En cuanto a los detergentes, se observaron diferencias
significativas segln el tipo y tiempo de incubacion. A 10 minutos de tratamiento (carriles 5y 7,
Tween 80 y Triton X-100), se detectaron bandas compatibles con la proteina recombinante, aunque

con intensidad reducida; mientras que a 20 minutos (carriles 9 y 10), la intensidad de las bandas
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aumentd, evidenciando una mayor liberacion proteica. Esto confirma que la disrupcién de
membrana mediada por detergentes fue mas eficiente que el choque osmotico, consistente con
estudios previos que destacan el uso de Triton X-100 para la recuperacion de proteinas
recombinantes en E. coli [70, 71, 72].

Sin embargo, la cuantificacion de proteina mediante el ensayo de Bradford presento
interferencias debido a la unidon de los detergentes a sitios hidrofobicos, subestimando la
concentracion; por ello, se recomienda emplear métodos alternativos como el ensayo BCA o
densitometria de geles para evaluaciones futuras [73]. En conjunto, estos resultados indican que la
lisis con Triton X-100 durante 20 minutos proporciond las mejores condiciones para la
recuperacion de proteina soluble, aunque se requieren analisis adicionales para confirmar el estado
conformacional y funcional de la proteina extraida.

4.3.3. Sonicacion.

La sonicacion utiliza ondas ultrasonicas de alta frecuencia para lisar células bacterianas,
generando una ruptura generalizada de la membrana y liberacion simultinea de proteinas
citoplasmaticas y periplasmicas [74]. Aunque este método permite una recuperacion eficiente de
proteinas, la presencia de multiples proteinas inespecificas en la fraccion soluble puede complicar
la purificacion de proteinas localizadas especificamente en el espacio peripldsmico, como la RNasa
recombinante en este estudio. El andlisis por SDS-PAGE al 12% (Figura 22) mostré que, en
comparacion con el choque osmotico, la banda correspondiente a la proteina de interés fue menos

definida y se acompafié de un mayor fondo de proteinas no especificas.
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Figura 22

Gel de electroforesis SDS-Page al 12% (150 V, 45 min) de las proteinas
solubles de E.coli con el plasmido de expresion de la RNasa. Comparacion de los
resultados obtenidos de las diferentes metodologias usadas para la extraccion de la

proteina recombinante.

1 2 3 4
_
e
- S— _
e
L3
estiifldar choque osmotico sonicacion

En la Figura 22 se presentan los perfiles de las proteinas solubles obtenidas por los distintos
métodos: carril 1, RNasa comercial como control positivo; carriles 2 y 3, choque osmético a partir
de 100 y 400 mL de cultivo, respectivamente; carril 4, sonicacion.

El andlisis comparativo evidencia que el choque osmotico produce una recuperacion mas
selectiva y limpia de la proteina recombinante, con bandas bien delimitadas, mientras que la
sonicacion genera un perfil mas complejo y menos definido. Estos resultados, resumidos en la
Tabla 3, respaldan la seleccion del choque osmotico como el método preferido para la extraccion

de RNasa recombinante bajo las condiciones estandarizadas del protocolo [27].
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La cuantificacion realizada mediante Bradford determina la concentracion de proteina
presente en cada extracto soluble, sin embrago no es apropiada para determinar la concentracion
exacta de proteina de interés presente en el gel. Aunque es una buena aproximacion para calcular

la cantidad de proteina que se adicionaba en cada pozo a la hora de realizar electroforesis

de SDS-PAGE.

Tabla 3.

Metodologias implementadas para la extraccion de las proteinas solubles

de E. coli con el plasmido de expresion de la RNasa.

Meétodo Reactivos usados Tiempo

Resultados u observaciones

: 10 min *
Initon x 100
20min*

SR 10 min*

Produjo interferencia en la
cuantificacion mediante

T Q Sradfor
I'ween 8O Bradford
20min *
Bufter hipertonico: Tris,
: Sacarosa, EDTA 30min * = fr i
Choque Separacion favorable de la

osmotico SAVE N Z roteina de interés

Buffer hipotonico: 5 mM 30 min * P

MeSO4 -

3 ? T, 3 IS No se evidencio una separacion
Sonicacion I'ns, Sacarosa, EDTA 30mmn * A e

amplia de la proteina de intereés

4.4. Condiciones de induccion evaluadas para la expresion de RNasa

Se evaluaron diferentes combinaciones de temperatura, tiempo de induccion y
concentracion de IPTG para determinar las condiciones mas adecuadas para la expresion de RNasa
recombinante en E. coli. Los ensayos se organizaron en dos grupos (Tabla 4): en el primero se
modificaron las concentraciones de IPTG manteniendo constantes la temperatura y el tiempo de

induccion; en el segundo, se variaron la temperatura y el tiempo de induccién manteniendo fija la

concentracion de IPTG.
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Los resultados indicaron que concentraciones bajas de IPTG (0.1 mM), combinadas con
tiempos de induccién intermedios y temperaturas moderadas (30-37 °C), favorecieron la
recuperacion de una mayor fraccion de proteina soluble. En contraste, concentraciones mas altas
de IPTG o temperaturas elevadas se asociaron con una disminucion en la solubilidad de la proteina
obtenida. Estos hallazgos sugieren que la modulacion de los pardmetros de inducciéon influye
directamente en la expresion y recuperacion de proteinas recombinantes, posiblemente debido al
equilibrio entre la velocidad de sintesis proteica y la capacidad celular de procesamiento y
plegamiento [75].

Tabla 4.

Condiciones de induccion evaluadas para la expresion de RNasa.

Mo. Ensayo  Temperatura Tiempo Concentracian IPTG
(L1 mh, 0.2 mb, 0.4 mM, 0.6 mM,
1 e 16 h 08 mM, T mM y 2 mM.
nec ih
20°C 16 h
2 20 °C 144 0.6 mM
C

23" 10h

4.5. Ensayo 1: Variacion de la concentracion de IPTG.

La cuantificacion de proteina total mediante el método de Bradford mostr6 valores entre
0,32y 0,70 mg/mL para las concentraciones evaluadas (Tabla 5). El analisis densitométrico de las
bandas en SDS-PAGE (Figura 22) indic6 que la concentracion de 0,6 mM de IPTG presento la
mayor intensidad relativa de banda asociada a la RNasa recombinante (1,15), mientras que
concentraciones superiores, como 0,8 mM y 1 mM, mostraron valores inferiores (0,48 y 0,46,
respectivamente). Para complementar el anélisis comparativo, se realiz6 un andlisis de varianza de

una via (One-way ANOVA) sobre los datos de cuantificacion relativa obtenidos en tres réplicas
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por condicion. Los resultados no evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones evaluadas (F(6,14) = 1,180; p = 0,3709), resultado respaldado por la prueba de
homogeneidad de varianzas de Brown-Forsythe (p = 0,3544).

No obstante, el analisis de estadistica descriptiva revel6 que la concentracion de 0,6 mM
presentd la mayor media de cuantificacion relativa (1,44 £ 0,31) con la menor dispersion entre
todos los grupos (Tabla 10, Anexos). En contraste, las concentraciones de 0,8 mM y 1 mM, si bien
presentaron medias numéricamente superiores (3,99 y 2,11, respectivamente), mostraron
desviaciones estandar considerablemente mas altas (5,87 y 2,72), lo que refleja una marcada
inconsistencia entre réplicas y baja reproducibilidad experimental. Este comportamiento es
consistente con reportes previos que seialan que concentraciones moderadas de IPTG, entre 0,5 y
0,8 mM, ofrecen el mejor balance entre la activacion de la expresion génica y la viabilidad celular,
mientras que concentraciones elevadas del inductor pueden imponer una carga metabdlica
excesiva sobre el hospedero bacteriano, comprometiendo el rendimiento y la consistencia de la
expresion proteica. En consecuencia, se seleccionoé 0,6 mM de IPTG como concentracion de
trabajo por representar la condicién con mayor expresion relativa promedio y mayor

reproducibilidad experimental [76, 77].
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Figura 23

Gel de electroforesis SDS-Page al 12% (150 V, 45 min) de las proteinas
solubles de E. coli con el plasmido de expresion de la RNasa. Ensayo numero 1

(variacion de las concentraciones de induccion de IPTG manteniendo una

temperatura de 20 °C durante 16 h).
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Tabla 5.

Cuantificacion de proteinas solubles de E. coli inducidas con diferentes

concentraciones de IPTG.

C oncertracidnde CuantificacionBradfiord [m gfm L] Cuantificacidnrelativa dela
IFTG handa*
0.1 ma 0.47 066
02ma 0.42 077
0.4mla 0.32 06%
06 ma 0.43 1.15
0.8 mld 0.70 0.4z
1 m M 0.54 0.46
2mhd 0.53 0&3

* La cuantificacion relativa corresponde a la intensidad densitométrica relativa de
la banda proteica obtenida mediante andlisis en Image Lab 6.1 (Bio-Rad), normalizada
respecto a la muestra de referencia. Los valores son adimensionales y representan la

intensidad relativa de las bandas detectadas por SDS-PAGE.

Tabla 6.

Cuantificacion relativa de proteinas solubles de E. coli inducidas con

diferentes concentraciones de IPTG por triplicado.

Cuantificacidn relativa

¢ L L' 0.2 0.4 0.6 0.8 I 2
1 02 291 146 1761 1072 522 249
2 031 011 045 141 0T 064 03
3 066 077 068 115 048 046 083
PROMEDIO 0390 1263 0863 6723 3993 2107 1,210

DESYIACION

A0 150 7 e 7 GOR 30
ESTANDAR 0,240 1464 0529 0420 5,82 208 [,139
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Aunque algunas concentraciones, particularmente 0,8 y 1,0, presentaron mayores valores
promedio de intensidad de la proteina de interés, la alta variabilidad observada entre réplicas
impidio detectar diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos mediante ANOVA
de una via. especialmente en las concentraciones 0,6 0,8 y 1,0 con valores en las replica de 17,61

10,727 5,22

Tabla 7.
Cuantificacion mediante Bradford de proteinas solubles de E. coli

inducidas con diferentes concentraciones de IPTG por triplicado.

Bradford (n=2)

0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1 2
1 0320 0370 0450 0330 0290 0330 0,380
y 0270 0430 0550 0450 0,330 0490 0,500
3 0350 0310 0210 0340 0600 0500 0470
Fromedio 0,313 0,370 0403 0,373 0,407 0440 0,450
DESVIACION 000 ao0e0 0175 0067 0,160 0095 0,062
ESTANDAR

4.6. Ensayo 2: Variacion de tiempo y temperatura de induccion.

Manteniendo fija la concentracion de IPTG en 0,6 mM, se evaluaron cuatro combinaciones
de tiempo y temperatura (Tabla 6). Los valores de cuantificacion relativa de banda fueron similares
entre todas las condiciones evaluadas, con un rango de 4,74 a 4,97, sin que ninguna condicion
presentara una diferencia marcada respecto a las demés. Sin embargo, la condicion U3 (16 h —
20°C) registrd6 la mayor concentracion de proteina total soluble determinada por Bradford

(0,3775 mg/mL), superando a las demas condiciones evaluadas.
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En contraste, la induccion a 37 °C durante 3 h (U1) resultd en la menor recuperacion de
proteina soluble (0,2351 mg/mL), lo que puede atribuirse al incremento en la velocidad de sintesis
proteica bajo condiciones de estrés térmico, que supera la capacidad celular de procesamiento y
plegamiento correcto, favoreciendo la formacion de cuerpos de inclusion [78]. Asimismo, la
condicion U4 (24 h — 20 °C) no mostr6é un incremento significativo en la proteina recuperada
respecto a U3 (0,3270 mg/mL), lo que sugiere que tiempos de induccién excesivamente
prolongados pueden estar asociados a degradacion proteica o agotamiento de recursos metabolicos
en fases avanzadas del cultivo [79].

La seleccion de U3 como condicion Optima responde tanto al mayor rendimiento de
proteina soluble total como a una cuantificacion relativa de banda adecuada, y se sustenta en
evidencia bibliografica consolidada: la induccién a temperaturas entre 15 °C y 25 °C durante 16 a
20 horas favorece un aumento significativo en el rendimiento de proteina soluble, dado que la
menor tasa de sintesis permite un plegamiento proteico mas adecuado, reduciendo la formacién de
agregados insolubles. Esto ha sido corroborado experimentalmente, reportandose que la
combinacion de temperaturas bajas de induccidén con tiempos de expresion prolongados puede
resultar en rendimientos de proteina soluble hasta tres veces superiores a los obtenidos bajo
condiciones estandar, facilitando adicionalmente los procesos de purificaciones subsiguientes

[80].
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Figura 24

Gel de electroforesis SDS-Page al 12% (150 V, 45 min) de las proteinas
solubles de E. coli con el plasmido de expresion de la RNasa. Ensayo numero 2

(variacion de tiempo y temperatura en la induccion con concentracion de IPTG 0.6

mM.)

16h 20°C. | 10h23°C 3h37°C 1P
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Tabla 8.

Cuantificacion de las proteinas solubles de E. coli con el plasmido de
expresion de la RNasa (correspondientes a las variaciones de tiempo y temperatura

evaluadas en el gel de electroforesis y manteniendo concentracion de IPTG 0.6 mM)

Posicion de la Condiciones evaluadas Cuantificacion Cuantificacion relativa
banda Bradford [mg/mL] de la banda *
Ul 3h37°C 0.2351 4.93
U2 10 h 23°C 0.2625 4.97
U3 16 h20°C 0.3775 4.74
U4 24120 °C 0.3270 4.75

* La cuantificacion relativa corresponde a la intensidad densitometria relativa de la
banda proteica obtenida mediante analisis en Image Lab 6.1 (Bio-Rad), normalizada respecto a la

muestra de referencia. Los valores son adimensionales y representan la intensidad relativa de las

bandas detectadas por SDS-PAGE.

Tabla 9.

Cuantificacion de las proteinas solubles de E. coli con el plasmido de

expresion de la RNasa (correspondientes a las variaciones de tiempo y temperatura

evaluadas en el gel

Cuantifiacion relativa (n=3 Bradford (n=3)
3h 10h 16h 24h 3h 10h 16h 24h
37°C 23°C 20°C 20°C 37°C 23°C 20°C 20°C
1 0,08 0,02 0,03 0,01 0,2783  0,3602 0,327 0,2625
2 0,01 0,03 0,12 0,04 0,1672 04204  0,1422 0,418
3 4,93 4,97 4,74 4,75 0,2351  0,2625 0,3775 0,3270
Promedio 1,67 1,67 1,63 1,60 0,2269 0,3860 0,2654 0,3143

Desviacion 2,82 2,86 2,69 2,73 0,056 0,031 0,107 0,090
__estandar
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El analisis de ANOVA fue realizado para los datos tomados mediante la cuantificacion
por Bradford. Debido a la cuantificacion relativa obtenida experimentalmente luego del analisis
del gel electroforético tenian una dispersion muy alta. Sin embargo, se determin6 que, aunque no
habian diferencias significativas era importante tener en cuenta el analisis realizado debido a que
este indicador de la intensidad de banda en cada gel para cada concentracion nos brinda una
buena aproximacion cualitativa de la comparacion de los datos. En conjunto, los resultados
obtenidos indican que la condicion mas eficiente para la produccion de la RNasa recombinante
es la induccién con 0,6 mM de IPTG durante 16 h a 20 °C. Esta estrategia maximiza tanto la
expresion relativa de la proteina de interés como su recuperacion en forma soluble, factores
criticos para las etapas posteriores de purificacion y para su aplicacion en estudios funcionales o

biotecnoldgicos.

4.7. Separacion de la proteina

Tras la extraccion, la muestra se filtr6 mediante un filtro de 0.45 um para eliminar restos
celulares y particulas insolubles que pudieran interferir en la resolucion cromatografica. Previo a
la separacion, los tampones utilizados como fase movil se prepararon cuidadosamente y se
sometieron a ultrasonido durante al menos 10 minutos, con el objetivo de eliminar burbujas que
pudieran causar variaciones de presion o inestabilidad en la sefal del equipo durante la corrida
cromatografica [72].

El sistema FPLC se configur¢ siguiendo el protocolo establecido para la separacion de la
proteina recombinante. La columna fue inicialmente lavada con cinco volimenes de agua tipo [ 'y
posteriormente con cinco volumenes de buffer A (NaH2PO4 50 mM, pH 7.48), equilibrando la fase

estacionaria y asegurando condiciones Optimas para el inicio de la elucion. Este
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preacondicionamiento resulta crucial para garantizar la reproducibilidad, estabilidad y resolucion
de la separacion proteica, evitando variaciones en el perfil de elucion que puedan afectar la pureza

y el rendimiento del producto final [43].

4.7.1. Separacion por cromatografia de Intercambio Ionico

La purificacion de la RNasa recombinante se llevd a cabo mediante cromatografia de
intercambio i6nico utilizando una columna HiTrap SP HP de 5 mL, cargando un volumen de
muestra de 2 mL y manteniendo un flujo constante de 0.5 mL/min. Se aplic6 un gradiente lineal de
elucion desde 0 hasta 100% de buffer B (NaCl 1 M, pH 7.48), teniendo como fase inicial el buffer
A (NaH2PO4 50 mM, pH 7.48). La columna se equilibré previamente con el buffer A durante los
volumenes de columna indicados en el protocolo, garantizando la uniformidad de la fase
estacionaria y la reproducibilidad del sistema. El cromatograma resultante (Figura 25) mostro
varios picos, de los cuales se seleccionaron las fracciones 2, 3, 7 y 8, correspondientes a los

maximos de intensidad, para su andlisis mediante SDS-PAGE al 12% (150 V, 45 min).
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Figura 25

Cromatograma de la separacion de RNasa mediante la columna de intercambio
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ionico.

Los resultados de la electroforesis (Figura 26) evidenciaron que la proteina de interés se
encontraba principalmente en el pico 2, observandose una banda predominante compatible con el
peso molecular esperado para la RNasa recombinante. Estos resultados sugieren que la
cromatografia de intercambio 16nico permitid una separacion eficiente de la proteina recombinante
respecto a otras proteinas celulares, obteniéndose fracciones enriquecidas en la proteina de interés.

Finalmente, la columna se lavd y almacend en etanol al 20% con el fin de preservar su

funcionalidad y mantener la estabilidad de la fase estacionaria para usos posteriores.
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Figura 26

Gel SDS-PAGE al 12% (150 V, 45 min) de la separacion por cromatografia de

intercambio ionico de la RNasa A.
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4.8. Actividad catalitica de la RNasa recombinante

La RNasa recombinante expresada en E. coli mostrd actividad frente a acidos nucleicos,
evidenciada por la disminucidn progresiva de la absorbancia a 300 nm durante el transcurso de la
reaccion en comparacion con el control sin enzima (Figura 27a, 27b), lo que indica que la proteina
conservd actividad catalitica tras las etapas de expresion y purificacion. Al comparar la
preparacion recombinante con la enzima comercial, se observo que la pendiente de la curva de
hidrolisis fue menor en la muestra experimental (Figura 26b) que en la enzima comercial (Figura
26a), sugiriendo una menor velocidad catalitica relativa. Esta diferencia podria estar asociada al

grado de pureza de cada preparacion: mientras que la RNasa comercial presenta aproximadamente
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un 95% de pureza, la preparacion recombinante mostré un menor grado de enriquecimiento
proteico, lo que podria reducir la concentracion efectiva de enzima activa y afectar la tasa de
hidrolisis observada [81]. Cabe sefialar que las tendencias de absorbancia entre ambas
condiciones fueron comparadas de manera cualitativa, y las diferencias en la escala de los ejes de
representacion grafica limitan la comparacion visual directa, por lo que las interpretaciones
realizadas tienen caracter descriptivo y no cuantitativo.

A pesar de estas diferencias, la RNasa recombinante mantuvo actividad catalitica durante
todo el ensayo, indicando que una fraccion de la proteina obtenida conservd funcionalidad
bioldgica. Estos resultados concuerdan con reportes previos en los que proteinas recombinantes
presentan actividad enzimatica detectable atin en preparaciones parcialmente purificadas [82]. Sin
embargo, dado que en éste trabajo no se realizaron estudios cinéticos detallados como la
determinacion de Km, Vmax, actividad especifica o eficiencia catalitica, no es posible establecer
equivalencia funcional completa entre ambas preparaciones.

La identificacion de la proteina recombinante se realizd principalmente mediante SDS-
PAGE y estimacion de peso molecular; metodologias complementarias como Western blot,
espectrometria de masas o ensayos especificos de inhibicion enzimatica permitirian confirmar de
manera mas precisa su identidad y funcionalidad, aunque su implementacion excedio el alcance
del presente trabajo de pregrado.

En consecuencia, los resultados obtenidos permiten concluir que la proteina recombinante
present6 actividad ribonucleasa detectable bajo las condiciones experimentales evaluadas, aunque
se requieren analisis cinéticos y estructurales adicionales para establecer comparaciones

cuantitativas rigurosas con la RNasa A comercial.
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Figura 27

Grdfica de la hidrolisis de la RNasa (absorbancia en funcion del tiempo).a) RNasa

obtenida de manera comercial. b) RNasa obtenida experimentalmente.

a b.
0.340
0.420 8
®
0.410 ® 0330 4. v
0.400 ® = 2E-05x+0.3752 e =-1E-05x+0.3292
'Y y= x+0. P ¥ :
5 0390 | § R? =0.8201 . 0320 ." . R?=0.9286
2 0380 2 ¢ h
£ 0370 £ 0310 . _ 5
2o g ..
2 0360 2 ® \,
< 0350 0.300 Py o ®
0340 f‘-g_:'.
0.290 ’%

0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00 3000.00 3500.00 0.280
) 0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00 3000.00 3500.00
tiempo [s]
Tiempo [s]

5. Conclusiones

En este trabajo se establecio un esquema metodoldgico para la expresion y purificacion de
RNasa recombinante en bacterias NiCo21, permitiendo definir condiciones de cultivo e induccion
asociadas a una mayor recuperacion de proteina soluble.

La comparacion de métodos de lisis mostr6 que el choque osmotico favorecio la
recuperacion de la proteina recombinante con menor presencia de proteinas celulares adicionales,
mientras que la purificacion mediante cromatografia de intercambio i6nico permitidé obtener
fracciones enriquecidas en la proteina de interés, evidenciado mediante SDS-PAGE. La actividad
catalitica de la proteina recombinante fue evaluada mediante ensayos de hidrolisis de acidos
nucleicos, observandose actividad enzimatica en comparaciéon con el control sin enzima.
Asimismo, la proteina recombinante presentd un comportamiento funcional comparable al de la
RNasa comercial, aunque con diferencias en la velocidad relativa de hidrolisis posiblemente

asociadas al grado de pureza de las preparaciones. No obstante, debido a que no se realizaron



EXPRESION DE LA RIBONUCLEASA A EN BACTERIAS COMPETENTES 74

estudios cinéticos detallados ni técnicas adicionales de identificacion estructural, no fue posible
establecer equivalencia funcional completa con la RNasa A comercial.

En conjunto, estos resultados demuestran que el sistema de expresion y purificacion
empleado permitid obtener una RNasa recombinante funcional, constituyendo una base
metodologica para futuras optimizaciones relacionadas con rendimiento, pureza y caracterizacion
estructural de la enzima. Ademas, el trabajo resalta la importancia de las condiciones de cultivo,
induccidn y purificacion en la recuperacion de proteinas recombinantes con actividad biologica
detectable.

6. Declaracion de conflictos de interés
La autora declara que no existen conflictos de interés financieros, académicos o
personales que puedan haber influido en el desarrollo, andlisis o presentacion de los

resultados de este trabajo.

7. Disponibilidad de datos
Los datos experimentales obtenidos durante el desarrollo de este trabajo de
grado se encuentran disponibles bajo solicitud razonable a la autora y/o al director del

proyecto.

8. Recomendaciones
Se recomienda modificar el plasmido y agregar la cola de histidina para facilitar la
purificacion de la proteina. Los protocolos establecidos pueden ser usados en futuros analisis para
optimizar la produccién y purificacion de la proteina.
También se recomienda durante la transformacion realizar el choque térmico de 42 °C a

30 segundos, ya que solo 10 segundos es suboptimo y reduce la eficiencia de la transformacion.
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Para el aprovechamiento de las técnicas cromatograficas se recomienda probar la
separacion a un pH de 5-6.5 en columnas SP/CM segun lo indica el manual de intercambio i6nico
de cytiva. Finalmente, se sugiere realizar la medicion de la actividad con otro tipo de sustrato como

extracto de RNA a 0.02 - 0.8 mg/mL.
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Apéndices
Apéndice A
Tabla 10. ANOVA (one-way) para concentraciones de IPTG

Concentracion (mM) Media Desviacién estandar n
0.1 0.39 0.24 3

0.2 1.26 147 3

0.4 0.86 0.53 3

0.6 144 0.31 3

0.8 3.99 5.87 3

1 2.11 2.72 3

2 1.21 1.14 3




