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Resumen de la tesis que presenta Oscar Uriel Patricio Hernandez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias

Expresion recombinante de la proteina de capside del virus de moteado clorético del caupi
Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

Las VPLs de CCMV se han convertido en un sistema prometedor como nanoacarreador de moléculas
de interés biomédico, sin embargo, su produccién requiere de una gran cantidad de hojas infectadas
para obtener la particula viral suficiente que permita llevar a cabo la investigacién. Se ha optado por
su produccidn en un sistema heterdlogo con la finalidad de obtener la proteina de capside del CCMV
soluble y sin etiquetas, para su dptima y fdcil aplicacion. En este estudio, se logrd producir la proteina
de capside del CCMV de forma soluble en Escherichia coli BL21 (DE3) y se purificé en forma de VLPs.
La produccién se llevd a cabo en matraces con medio LB y MMM que presentaron una produccién de
14.03 £ 2.80 y 5.53 + 0.59 mg/L, respectivamente. La produccion en biorreactores con MMM fue de
103.07 + 32.35mg/L, lo anterior resalta las ventajas de realizar el crecimiento en biorreactores. Las
VPLs obtenidas tienen una morfologia esférica con un tamafio aproximado de 28 nm. La proteina de
capside del CCMV soluble y sin etiquetas mostré su funcionalidad al ser recuperada en forma de VLPs.
Esto demuestra que su produccidn en bacterias es conveniente y eficiente al disminuir los tiempos, en
comparaciéon con la produccion del virus en plantas.

Palabras clave: Biorreactor, VLPs, CCMV, proteina de capside, E. coli



Abstract of the thesis presented by Oscar Uriel Patricio Hernandez as a partial requirement to obtain
the Master of Science in Nanoscience degree.

Expression of recombinant cowpea chlorotic mottle virus capsid protein
Abstract approved by:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

CCMV VLPs have become a promising system as nanocarriers of molecules of biomedical interest,
however, their production requires a large number of infected leaves to obtain enough virus to carry
out the research. Therefore, their production in a heterologous system has been chosen to obtain
soluble and label-free CCMV capsid protein, for its optimal and easy application. In this study, soluble
CCMV capsid protein was produced in Escherichia coli BL21 (DE3) and purified in the form of VLPs.
Production was carried out in flasks with LB and MMM medium that produced 14.03 + 2.80 and 5.53
+0.59 mg/L, respectively. Production in bioreactors with MMM was 103.07 + 32.35 mg/L, highlighting
the advantages of carrying outgrowth in bioreactors. The obtained VLPs have a spherical morphology
with an approximate size of 28 nm. The soluble and label-free CCMV capsid protein showed its
functionality when recovered in the form of VLPs. This demonstrates that its production in bacteria is
convenient and efficient by reducing the time, compared to the production of the virus in plants and
even purification of the capsid protein.

Keywords: Bioreactor, VLPs, CCMV, capsid protein, E. coli
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Capitulo 1. Introduccidn

Las nanoparticulas (NPs) son objetos muy pequeios que se definen por sus dimensiones que van desde
un nanémetro (nm) hasta 100 nm, y de acuerdo con su composicién, pueden ser metalicas, poliméricas,
lipidicas o proteicas (Harish et al., 2022). Las nanoparticulas por sus caracteristicas pueden ser utilizadas
para inhibir microorganismos, como biosensores o para el envio de moléculas de interés biomédico.
Dentro de las nanoparticulas idéneas para el envio de moléculas terapéuticas estan las de origen proteico
debido a su capacidad de carga y biocompatibilidad (Yetisgin et al., 2020). Ademas, este tipo de
nanoparticulas pueden ser funcionalizadas en su exterior para dirigirlas a células u drganos diana (Cheng
et al., 2023). También, las NPs proteicas pueden ser utilizadas como nanoacarreadores de farmacos al
prolongar su tiempo de circulacién en el cuerpo humano y al disminuir las dosis necesarias durante la
terapia (Singh & Lillard, 2009). Dentro de las nanoparticulas proteicas con gran interés biotecnoldgico se

encuentran las particulas tipo virus (VLPs, por sus siglas en inglés).

Las VPLs estan compuestas por las proteinas de la capside (CP) de un virus y se pueden autoensamblar en
NPs de un tamafio que oscila entre los 15 a 120 nm de diametro, carecen del material genético del virus
del cual derivan, por lo cual no presentan el riesgo de infeccion, ademas que son biodegradables (Grgacic
& Anderson, 2006). Por las anteriores caracteristicas pueden ser utilizadas como nanoacarreadores de
moléculas de interés biomédico, debido a que, en su interior, pueden transportar diversas moléculas,
como proteinas, material genético y fdrmacos, entre otras, para diferentes aplicaciones en nanomedicina
(Mejia-Méndez et al., 2022; Yang et al.,, 2022). Para mejorar la entrega de farmacos en donde son
requeridos, su superficie exterior puede ser funcionalizada con diferentes moléculas como anticuerpos,
péptidos o moléculas para reconocer las células blanco, etc., (Caldeira et al., 2010; Hu & Steinmetz, 2020;

Xia et al., 2016).

Las VLPs que recientemente han generado interés son las derivadas de virus de plantas. Los virus de
plantas en su mayoria carecen de una envoltura lipidica y su capside esta constituida por un solo tipo de
proteina. Por ejemplo, la capside del virus del moteado clordtico del caupi (CCMV) esta conformada por
180 unidades idénticas de una proteina y tiene un diametro de 28 nm (Speir et al., 1995). El CCMV tiene
la propiedad de desensamblarse en un ambiente neutro a pH 7.0 y una alta fuerza iénica, ademas las CPs
tienen la propiedad de ensamblarse de manera espontanea en diferentes estructuras dependiendo del pH
y fuerza idnica (Lavelle et al., 2009a). La capacidad de las CPs del CCMV de autoensamblarse a un pH neutro

en presencia de moléculas anidnicas puede ser utilizada para encapsidar un sin nimero de materiales
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tanto bioldgicos como no bioldgicos siempre y cuando estos tengan una carga superficial negativa. Las
CPs, en particular de los virus de ARN de cadena sencilla (ssRNA), poseen residuos cargados positivamente
en su extremo N-terminal el cual se encuentra al interior de la cdpside, por lo que esta caracteristica puede
ser explotada para encapsidar un gran nimero de moléculas que poseen carga negativa (Azizgolshani et

al., 2013; Nufez-Rivera et al., 2020; Pretto et al., 2021; Sdnchez-Sanchez et al., 2014).

El proceso de produccién de VLPs derivadas de virus que infectan plantas por lo general requiere el uso de
plantas para propagar el virus. Por lo anterior, es necesario contar con instalaciones adecuadas que
brinden las condiciones dptimas (temperatura, humedad, exposicién de luz) para el cultivo de plantas y
que pueda darse la infeccidn viral eficiente para una alta produccién de virus. Asi también, se requiere
tener un control del riego, nutrientes, controlar las malezas y evitar plagas, con la finalidad de obtener un
buen rendimiento de biomasa (Podar, 2013). Los viveros, invernaderos y cdmaras de cultivo in vitro
pueden brindar las condiciones para el crecimiento éptimo de la planta (Katagiri et al., 2015; Messelink et
al., 2021; Paradiso & Proietti, 2022). Por otro lado, para la recuperacion de VLPs, el virus debe de ser
purificado de las hojas infectadas y posteriormente desensamblado, con la finalidad de remover su
material genético y obtener Unicamente la proteina de la cdpside, para finalmente reensamblarla

alrededor de la molécula de interés (Ali & Roossinck, 2007; Cadena-Nava et al., 2012).

El éxito de las VLPs estd también determinado por su tiempo de produccidn, por lo que una de las
alternativas es producirlas a través de sistemas heterdlogos tal como las bacterias, levaduras, lineas
celulares de mamiferos, plantas e insectos. Si bien, cada sistema presenta ventajas y desventajas
especificas, es importante considerar la eficiencia de produccidn, plegamiento correcto, presencia de
componentes del hospedero, costos de produccién y procesos de purificacion complejos (Gupta et al.,
2023). Un fendmeno comun en la produccidn de proteinas recombinantes es su sobreexpresion, lo cual
puede causar una elevada agregacién de proteinas en el citoplasma o periplasma, originando cuerpos de

inclusion (Palmer & Wingfield, 2004).

Normalmente, para recuperar proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusion se emplean altas
concentraciones de agentes desnaturalizantes como urea (6 a 8 M) y cloruro de guanidina, seguido del
replegamiento y recuperacion de la proteina funcional solubilizada (Upadhyay et al., 2016; Y. Wang et al.,
2017). La busqueda de un método eficiente para la obtencion de VLPs en gran escala y en un tiempo corto

es indispensable para poder satisfacer las diferentes aplicaciones en biomedicina.



1.1 Antecedentes

En la busqueda para obtener la CP de CCMV producida en un sistema heterdlogo se han realizado diversos
trabajos en células procariotas y eucariotas. Los datos mas relevantes respecto a la produccién y procesos

de purificacidn se mencionan a continuacidn y se resumen en la Tabla 1.

Escherichia coli es utilizada para la produccién de proteinas recombinantes principalmente por su facil y
rapido crecimiento, bajo costo y abundante informacién sobre su replicacién y metabolismo, lo que
permite realizar modificaciones genéticas para aumentar la produccion de la proteina recombinante
(Gopal & Kumar, 2013). Existen diferentes cepas de E. coli utilizadas para la expresién de proteinas
recombinantes (BL21, Rosetta-gami, WE110, entre otras), diferencidndose entre ellas por caracteristicas
especificas como la ausencia de proteasas, produccidon de acetato y la produccidon de proteina soluble
recombinante (Arauzo-Aguilera et al., 2023; Lozano Terol et al., 2019). La cepa BL21 (DE3) es la mas
utilizada por la presencia del gen ARN polimerasa T7 logrando la expresidn especifica de proteinas que
posean en el gen el promotor ascendente T7. La estrategia de expresidn con esta bacteria cominmente
es empleando un plasmido pET (Agrawal et al., 2024; F. Du et al., 2021). Debido a lo anterior, diversos

grupos de investigaciéon han optado por la expresion de la CP del CCMV con este microorganismo.

Preferentemente se desea expresar y obtener la CP en la fraccién soluble, puesto que, agiliza el proceso
de purificacion y evita la utilizacidon de agentes caotrdpicos, los cuales son empleados cuando las proteinas
forman cuerpos de inclusion, forzando al reensamblaje para posteriormente seguir con la recuperacién de
las VLPs formadas por diferentes métodos como la precipitacion con PEG (Phelps et al., 2007),
cromatografia de exclusién de tamafio (Willits et al.,, 2003; Zhao et al.,, 1995) o mediante
ultracentrifugacion (Hassani-Mehraban et al., 2015). Asi también, Diaz-Valle et al., (2015), di6 a conocer la
produccién de la CP etiquetada con histidina en el extremo C-terminal presente en la fraccion soluble, lo

que facilitd la recuperaciéon de la CP de manera selectiva utilizando cromatografia de afinidad a niquel.

Es necesario implementar estrategias que permitan brindar condiciones apropiadas para el crecimiento
de microorganismos procariontes y eucariontes, en vista de que en el crecimiento realizado en matraces
no se puede subministrar oxigeno constantemente, y por ende, conforme avanza el crecimiento la
concentracidn de oxigeno disminuye (Takahashi et al., 2020). Ademas, parametros como el pH tampoco
pueden ser monitoreados y controlados, lo que causa un cambio metabdlico al microorganismo (Jin & Kirk,
2018). Para superar estos inconvenientes, el crecimiento en biorreactores es una solucion favorable,

puesto que proporciona un ambiente idéneo para cada microorganismo, controlando parametros
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fundamentales, como temperatura, agitacién, aireacién, flujo, pH, suplementacién de nutrientes en
crecimiento de células en suspensién y su posible produccion a gran escala (Jaibiba et al., 2020; Wang &
Zhong, 2007). Por lo anterior, grupos de investigaciéon han optado por la produccién de la CP de CCMV en

biorreactores de tanque agitado, con células procariotas y eucariotas.

Phelps et al., (2007), expresaron la CP de CCMV y obtuvieron VLPs de forma soluble en Pseudonomas
fluorescens utilizando un biorreactor de taque agitado de 20L; la estrategia de purificacién es similar a la
empleada cominmente en la extraccidn con plantas infectadas y el rendimiento obtenido fue de 2.6 g/L
de CP. Este trabajo es el Unico hasta la actualidad donde emplean este microorganismo. Pseudonomas
fluorescens es empleada para la produccién de proteinas recombinantes por su capacidad de secretarlas
al medio extracelular. Por otra parte, se cuenta con amplia informaciéon genética, por ende, da lugar a la
utilizacion diversas las estrategias para la optimizacion de la produccién (Retallack et al., 2012). Sin duda,
nace la interrogante de conocer la facilidad para lograr reproducir el crecimiento y rendimientos similares
en un volumen de crecimiento menor (matraz), y conocer si esta modificacion no afectara los pardmetros
cinéticos que tenga el microorganismo para crecer éptimamente y producir la CP de CCMV en matraces o

biorreactores de 1L de volumen nominal, lo cual es lo mds accesible para la mayoria de los laboratorios.

La expresidon de la CP de CCMV también se ha realizado en microorganismos eucariontes como Pichia
pastoris, una levadura metilotréfica, que, por su rapido crecimiento y la capacidad de realizar
modificaciones postraduccionales en el reticulo endoplasmatico, asi como secretar las proteinas al medio
extracelular, es utilizada para la produccion de diversas proteinas recombinantes que requieran de

modificaciones postraduccionales para ser funcionales(Karbalaei et al., 2020).

La expresidn en P. pastoris produce CP soluble. De acuerdo con los trabajos reportados, la proteina se ha
recuperado mediante gradientes de CsCl después de haber realizado la lisis de la levadura (Brumfield et
al., 2004; Wu et al., 2011), obteniendo rendimientos de 0.05mg/g a 4.8 g/L, respectivamente. Por otra
parte, Zhu et al., (2020) produjeron CP secretada por la levadura hacia el medio extracelular, lo cual evita
la necesidad de la ruptura celular continuando con la obtenciéon de la proteina etiquetadas con colas de

histidinas por cromatografia de afinidad a Ni obteniendo un rendimiento de 95 mg/L.

Cada uno de los trabajos mencionados brinda informacidn relevante acerca de los procesos de expresion
y purificacién de la CP soluble y ademds de que esta sea funcional, en un sistema de expresidn accesible

para toda la comunidad cientifica.



Tabla 1. Comparacién de diversos sistemas de expresion de CP de CCMV.

Organismo de Rendimient | Solubl Produccion y purificacion Referencia
expresion (cepa, o CPs e
vector)
E. coli (Rosetta2, 25.92 mg/L Si Ruptura  celular, -~ cromatografia = de (Diaz-Valle et al.,

afinidad de iones metalicos
pET19b) 2015)

E. coli (BL21, pET23a) | 75-100 mg/L No Ruptura celular, resolubilizacion con | (Zhao et al., 1995)

urea, cromatografia de exclusién de

tamafo
E. coli (BL21 (DE3), 10 mg/L No Ruptura celular, resolubilizacion con | (Willits et al., 2003)
pET23a) urea, cromatografia de exclusién de
tamafo

E. coli (BL21 (DE3), 36-63 mg/L No Ruptura celular, desnaturalizacion con | (Hassani-Mehraban
pET28a) urea, reensamble por didlisis, colchdn et al,, 2015)

de sacarosa.

Pseudomonas 2.6 g/L Si Biorreactor 20L, disrupcion celular, | (Phelps et al., 2007)
fluorescens (DCA487, precipitacion con PEG, gradiente de
pDOW3250) sacarosa
Pichia pastoris 95 mg/L Si Sobrenadante secretado, cromatografia (zhu et al., 2020)
(CN15349, pPICZA) de afinidad a Ni
Pichia pastoris 0.05-0.5 Si Biorreactor 4L, ruptura celular, (Brumfield et al.,
(pPICZA) mg/g gradiente de CsCl 2004)
Pichia pastoris 48g/L Si Biorreactor 5L, ruptura celular, (Wu et al., 2011)
(GS115, pPICZA) precipitacion con PEG, gradiente de CsCl

1.2 Justificacion

El propdsito de esta investigacion es obtener un sistema de expresion heterdlogo que produzca la proteina
de capside del virus del moteado clorético del caupi (CCMV) sin etiquetas tal como histidinas, soluble y
funcional, que posea la capacidad de autoensamblarse en capsides virales “VLPs” con la finalidad de tener

otra alternativa a la de su produccién en plantas.



1.3 Hipétesis

La expresidn recombinante de la proteina de cdpside de CCMV en E. coli sera producida en alto

rendimiento y en forma soluble en forma de particulas tipo virus.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Producir la proteina de capside de CCMV en un sistema heterdlogo E. coli BL21 (DE3) con alto rendimiento

en forma de VLPs.

1.4.2 Objetivos especificos

Producir y estudiar la expresidon de la proteina de capside de CCMV en E. coli BL21 (DE3) utilizando

matraces.

Producir y estudiar la expresidon de la proteina de capside de CCMV en E. coli BL21 (DE3) utilizando

biorreactores.

Purificar y caracterizar las VLPs recombinantes de CCMV.



Capitulo 2. Metodologia

En esta seccién se describe la metodologia empleada para llevar a cabo la investigacién, detallando los
procesos, técnicas y herramientas utilizados para garantizar la precisién y reproducibilidad de cada

experimento.

2.1 Transformacion bacteriana

Las células competentes E. coli BI21 (DE3) (One Shot® BL21 DE3 Chemically Competent E. coli, Thermo
Fisher Scientific: C6000-03) fueron transformadas con el plasmido pSB1C3-Bba_K883001 donado
cordialmente por el Dr. Kees Van Ark (Laboratory of Microbiology, Wageningen UR, Nethelands). Este
plasmido codifica la proteina de capside de CCMV (nimero de acceso GeneBank NP_613277.1) bajo el
promotor Lac, expresando el gen de resistencia a cloranfenicol (Chol), como se muestra en la Figura 1. En
primera instancia, se generd un banco de células de trabajo con una densidad dptica a 600 nm (ODego) de
1 unidad de absorbancia (UA) en alicuotas de 1 mL con 40% de glicerol. Estas células fueron almacenadas

a -80 °C hasta su uso.

Maot 203},

Notl (2855),
EcoRlI (2848) \\

P_CamR

CCMV CP
CamR—
pSB1C3-CCMV CP
—— Spel (801)
2869 bp N\ > Notl (809)
\Pstl (819)

;pMB1

Figura 1. Mapa del plasmido pSB1C3-BBa_K883001 empleado para la transformacion bacteriana que codifica el gen
de la proteina de capside de CCMV, CamR; cloranfenicol acetiltransferasa que brinda resistencia al cloranfenicol a las
bacterias, pMB1; el origen de replicacion es un pMB1 derivado de pUCB19.



2.2 Maedios y condiciones de cultivo

Se utilizd el medio LB compuesto por (g/L): 10.0, triptona; 5.0, extracto de levadura; 10.0 NaCl. También
se empled el medio mineral modificado (MMM) reportado por Restrepo-Pineda et al., (2019), compuesto
por (g/L): 4.0, (NH4),HPOg4; 13.3, KH,PO4; 1.7, 4cido citrico; 1.2, MgS04-7H,0;0.045, tiamina; 17.5, glucosa;
3.0 casaminodacidos y 2 mL de solucién de oligoelementos. La solucién concentrada (500X) de
oligoelementos contenia (g/L): 100.8, Fe-(lll); 32.0, ZnSO4-2H,0; 15.0, MnCl,-4H,0; 3.0, H3BOs3; 14.1, EDTA;
2.5, CoCly¢H,0; 2.1, NaMo0O4-2H,0. La solucién de glucosa, MgS04,-7H,0 y los oligoelementos se
esterilizaron por separado del medio de cultivo en autoclave. En cuanto las soluciones de tiamina,
casaminodcidosy el antibidtico cloranifenicol (34 mg/mL) se esterilizaron empleando filtros con un tamafio
de poro de 0.22 um (Merck Millipore, Billerica, MA, EE. UU.) (Restrepo-Pineda et al., 2022). Ambos medios

se ajustaron a pH de 7.2.

Se realizd un precultivo con 3 mL de LBy 1 mL de células provenientes del banco previamente congelado.
El cultivo contenia cloranfenicol (34 ug/mL) y se crecié a temperatura ambiente hasta obtener una ODgoo
de 0.7. Una vez alcanzada dicha densidad dptica se adiciond 1 mL a 50 mL de LB con 34 pg/mL de Chol en
un matraz Erlenmeyer de 250 mLy se cultivé a 37 °Cy 180 rpm. Alcanzada una ODggo de 1, se indujo con
0.1 mM de IPTG. El crecimiento se detuvo hasta las 23 h, realizando muestreos de 1 mL antes de inducir,
3 h después de inducir y tiempo final. El cultivo final se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 min en una
centrifuga ThermoFisher, modelo Heraeus Multifuge X1R. El sobrenadante se descartd y la pastilla celular

se guardd a -20 °C.

Para el cultivo en biorreactor con MMM, se inicié preparando un preinéculo adicionando 1 mL del banco
de células en 50 mL de MMM con 34 pg/mL Chol en matraz Erlenmeyer de 250 mL. El cultivo se mantuvo
a temperatura ambiente sin agitacidon hasta alcanzar una ODggo de 1.5. El cultivo (50 mL) se utilizd para
inocular 800 mL de MMM en un biorreactor de vidrio agitado (volumen nominal de 1.2 L) con dos turbinas
Rushton estandar y una camisa de calentamiento (Applikon Biotechnology, Paises Bajos) (Restrepo-Pineda
et al., 2022).El crecimiento se realiz6 a 37 °Cy la tensidn de oxigeno disuelto se controld al 30% con una
agitacién de 250-350 rpm y una velocidad de flujo de aire constante. El pH se controlé a 7.2 + 0.2
adicionando NaOH 2M y HCI 2M, determinada por el software BioXpert®. La induccién con 0.1 mM de IPTG
se realizé a una ODggo de 4 UA. El crecimiento se detuvo hasta las 23 h, realizando muestreos de 1 mL antes

de inducir, 3 h después de inducir y tiempo final. El cultivo final se centrifugé a 10,000 rpm durante 20 min



9

empleando un rotor JA-14 en una centrifuga Beckman, modelo JXN-26. El sobrenadante se descarté y la

pastilla celular se guardd a -20 °C.

Para poder comparar la influencia que tiene el crecimiento celular en un biorreactor se realizé una réplica
en matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo; en este cultivo no se controlé el pH. Estos

tres crecimientos se realizaron por triplicado para asegurar su reproducibilidad.

2.3 Cuantificacion de glucosa y acetato

Previamente, los sobrenadantes se filtraron con filtros de 0.22 um. La concentracién de glucosa se
determind con el analizador automatizado Y15 (Biosystems, Barcelona, Espafia). Las concentraciones de
acidos organicos se determinaron por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) en un Shimadzu LC-
20AT (Shimadzu, Kioto, Japén) empleando una columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm; 9um de didmetro
interno, Biorad, EE. UU.). Como fase mévil se empled 4 mM H,SO4 con un flujo de 0.6 mL/min a 50 °C
(software LC Solutions v1.25 Shimadzu, Japdn). Para la obtencidn de la curva de calibracién se utilizé el
estandar de acidos organicos utilizando las mismas condiciones (catalogo n.2 125-0586, Biorad, EE. UU.)

(Valdez-Cruz et al., 2017).

2.4 Cuantificacion de proteina celular

La biomasa obtenida de los muestreos de 1 mL se resuspendieron en 300 pL buffer de lisis (50 mM HCI-
Tris, 1 mM EDTA, 100mM NacCl, pH 7.5) con 1 mM de PMSF (Merck-Sigma, USA). El homogenizado se lisé
utilizando un sonicador Ultrasonicator YM-1000Y (Lanphan, CHN) con punta chica para volumenes hasta

3 mL empleando 30% de intensidad durante 2 min con 9.9 s de aplicacién y descanso, en hielo.

Para obtener la fraccidn soluble e insoluble, se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C. La fraccion
insoluble se homogenizdé en el mismo volumen con agua desionizada. Con el propdsito de analizar las
muestras de proteina total e insoluble estas se solubilizaron en buffer de enfoque isoeléctrico (IEF; 7 M
urea, 2 M tiourea, 1% (p/v) Tween-20, 40 mM DTT) (Restrepo-Pineda et al., 2019; Valdez-Cruz et al., 2017),

por al menos 12 h a temperatura ambiente con agitacion rotativa constante.
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La concentracién de proteina total y soluble se determind por el ensayo Bradford (Biorad, Hercules, CA,
USA ), siguiendo las especificaciones del fabricante. La concentracion de las muestras (proteina total y
soluble) se determind mediante curvas de calibracion con albumina sérica bovina (BSA, Merck-Sigma, USA)
midiendo a una ODsgs por triplicado en placas de 96 pocillos en un lector de microplacas Multiskan GO

(ThermoFisher Scientific Inc).

Para el andlisis de la produccion de CP-CCMV en las fracciones soluble e insoluble se realizé electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio al 15% (SDS-PAGE), cargando 15 pL de muestra en
cada carril, tefiido con azul brillante de Comassie R-250 (Bio-Rad, EE.UU.). La concentracion de CP-CCMV

se determind por densitometria empleando el software Imagel (https://imagej.net/ii/).

2.5 Purificacion de las VLPs de CCMV

Se resuspendieron de 0.5 g de biomasa humeda, resultante de la fermentacion en biorreactor, con 10 mL
de buffer de lisis. Posteriormente se lisé por ultrasonicacién con una intensidad del 30% durante 10 min
(9.9 s de aplicacion y 9.9 s de descanso) en hielo. La purificacidn de las VLPs se realizo de la fraccidn soluble,
por lo cual el lisado celular se centrifugd a 4,800 rpm durante 50 min a 4 °C en una centrifuga Heraeus
Multifuge X1R (Thermo-Fisher Scientific). Este proceso se repitid 2 veces, posteriormente se agregé 500
mM de NaCl y 10% (p/v) de PEG6000 y se mantuvo en agitacion durante 12 h a 4 °C. La suspensién se
centrifugd a 12,000 rpm durante 20 min a 4 °C, y el pellet resultante se resuspendié en 10 mL de buffer de
acetatos (8 mM Mg(OAc);, 50 mM NaOAc). A partir de este punto se realizaron dos metodologias: la
primera consistio en la utilizacidon de un colchdn de sacarosa y la segunda en filtrar mediante cromatografia

liquida rapida de proteinas (FPLC).

Para la primera metodologia, la muestra fue ultracentrifugada a través de un colchdn de sacarosa al 10%,
a 32,000 rpm durante 2 h, a 4°C en un rotor de angulo variable SW-32 Ti utilizando una ultracentrifuga

Bekman modelo Optima XPN-100. La pastilla resultante se resuspendié en 500 pL de buffer de acetatos.

Para la segunda metodologia, la muestra fue filtrada utilizando filtros celulosa de 0.45 y 0.22 um
secuencialmente. La muestra previamente filtrada se concentrd hasta un volumen de 2 mL empleando el
sistema concentrador Amicon a una presion de 25 psi y una membrana de celulosa de 10 kDa (25 mm).
Las VPLs de CCMV se purificaron por medio de un FPLC AKTA prime plus (GE Healthcare) empleando una
columna de filtracion en gel HiPrep 16/60 Sephacryl S-500 HR (GE Healthcare) equilibrada con buffer de


https://imagej.net/ij/
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acetatos. La muestra fue inyectada a la columna con un flujo de 0.3 mL/min con un limite de presién de
0.5 MPa. Las fracciones correspondientes a la elucién de las VLPs fueron recolectadas y colocadas en un
colchdén de sacarosa al 10% centrifugando a 34,000 rpm durante 2 horas a 4 °C utilizando un rotor de
angulo variable modelo SW 41 Ti en una ultracentrifuga Beckman modelo Optima XPN-100. La pastilla

resultante se resuspendid en 500 pL de buffer de acetatos.

2.6 Caracterizacion de VLPs de CCMV

Las VLPs resultantes se analizaron por medio de dispersién dindmica de luz (DLS) en un equipo Zetasizer
Nano ZS (Malvern) para determinar su didmetro hidrodinamico. Se colocaron 100 pL de la muestra en una

microcelda y cada medicion se realizé por triplicado.

La integridad y morfologia de las VLPs se determind mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM) con un microscopio Hitachi 7500. Las muestras de VLPs (5 L) se colocaron en rejillas de cobre
recubiertas de carbono (400 mesh, Ted Pella) y el exceso de la muestra fue retirado. Posteriormente se
colocd acetato de uranilo al 2% durante 60 segundos para tefiir las VLPs. El exceso de acetato de uranilo
se retird con papel filtro Whatman No.2. Las muestras se almacenaron en un desecador para su posterior

analisis por medio de TEM.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Crecimiento bacteriano y parametros cinéticos del cultivo de la cepa E. coli

BL21 (DE3) productora de CP de CCMV

La cinértica de crecimiento bacteriano se realizdé con dos diferentes medios de cultivo (LB y MMM) y en
dos diferentes sistemas de crecimiento (matraz y biorreactor) mostrados en la Figura 2. El crecimiento en
matraces con medio LB (50 mL) se inicié con un pH de 7.2 a 37 °C y una agitacion de 180 rpm. Una vez
alcanzada la ODggo de 0.7 UA, se procedié a inducir con 0.1 mM de IPTG (Figura 2). La concentracion
maxima de biomasa celular (Xmax) fue de 1.49 + 0.01 g/L y presentando una tasa de crecimiento especifica
(u) de 1.24 £0.05 h* (Tabla 2). Las condiciones iniciales de crecimiento bacteriano en matraces con MMM
fueron idénticas a las anteriormente mencionadas, con la diferencia que la induccién se realizd hasta
obtenidas 4 UA (~7 h), obteniendo una Xmaxde 1.50 + 0.07 g/L y mostrando una p de 0.83 £0.04 h! (Figura
2, Tabla 2). El crecimiento realizado en biorreactor con MMM se inicié con un preinoculo de 1.5 UA. La
induccion se realizé a las 4 UA (~4 h), al término del crecimiento se obtuvo una Xmax de 4.20 £0.32 g/Ly

presentd una p de 0.95 +0.06 h (Figura 2, Tabla 2).

8- T :
7
__ 6 g,
< 4o e e
£ I Tiempo (h)
& 4- { baa o
5 - x
o
2_ A
____.I__._'.'Ii e e ™
] 9
O‘T"j T | T | |
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 2. Cinética de crecimiento de E. coli BL21 (DE3) productora de CP de CCMV. El crecimiento en matraces con
medio LB (circulos) y MMM (cuadrados), y crecimiento en biorreactor con MMM (tridngulos). La induccidn se realizd
a 0.7 UA en el crecimiento con LB (linea de puntos) y a 4 UA en los crecimientos con MMM (linea de trazos).
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El pH de los cultivos en matraces fue determinado con el potenciémetro (Jenway). En el cultivo en
matraces con medio LB se observé una acidificacion gradual del medio con un pH de 5.35 £0.03 alas 8 h
de crecimiento. A continuacion, el pH del medio comenzé a alcalinizarse mostrando un pH de 8.91 + 0.04

(Figura 3, Tabla 2) a las 23 horas.

En cuanto al crecimiento en matraces con MMM, se observé una inclinacidn clara hacia la acidificacién del
medio con un pH de 5.19 al término del crecimiento (Figura 3, Tabla 2). Por otro lado, el biorreactor se
mantuvo constante a un pH de 7.2 debido a la adicidn controlada de NaOH (2 M) y HCI (2 M) determinada

por el software BioXpert® (Figura 3).
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Figura 3. Valores de pH durante el crecimiento de E. coli BL21 (DE3) durante la produccién CP de CCMV. El pH fue
monitoreado en los matraces con LB (circulos), MMM (cuadrados) y en el biorreactor con MMM (triangulos).

Se determind la concentracién de glucosa con respecto al tiempo Unicamente en los cultivos con MMM
debido a la alta presencia de glucosa en su composicién. Por otra parte, se omitié la medicion de glucosa
en el cultivo con medio LB debido a su baja o nula presencia. En el cultivo de matraces se observé una
constante captacién de la glucosa por parte del microorganismo hasta las 9 h de crecimiento, tiempo
después, la glucosa ya no fue consumida por el microorganismo permaneciendo en el medio hasta la

finalizacion del crecimiento (Figura 4).

Se reporta un consumo del 54.97 + 2.45 % (Tabla 2). Por el contrario, en el biorreactor la glucosa fue

consumida en su totalidad a las 8 h de iniciado el crecimiento. Los rendimientos de biomasa por glucosa
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(Yxss) calculados en el crecimiento de matraces y biorreactores fue de 0.16 + 0.003 y 0.24 + 0.02,

respectivamente, siendo 33% mayor el rendimiento del cultivo de biorreactor (Figura 4, Tabla 2).
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Figura 4. Consumo de glucosa en cultivos en matraces (cuadrados) y biorreactor con MMM (triangulos).

La produccién maxima de acetato en matraz (7.80 £+ 1.99 g/L) se detectd al término del cultivo, mientras

que en el biorreactor la acumulacién méaxima (9.6 g/L) se produjo a las 8h de cultivo (Figura5, Tabla 2).

Solo en el biorreactor el acetato fue consumido gradualmente durante la fase estacionaria, al finalizar el

cultivo el acetato fue consumido totalmente (Figura 5).
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Figura 5. Produccion de acetato en matraces (cuadrados) y biorreactor con MMM (triangulos).
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Tabla 2. Parametros de crecimiento de E. coli BL21 (DE3) productora de CP de CCMV. Se realiz6 en matraces (LB,
MMM) y biorreactores (MMM).

Parametros Matraz (LB) Matraz (MMM) Biorreactor (MMM)
p(h?) 1.24+0.05 0.835+0.04 0.948 + 0.06
Xmax (8/L) 1.49+0.01 1.50+0.07 4.20+0.32

23 h (U.A) 4.02+0.03 4.06+0.18 11.35+0.86
Glucosa consumida (%) - 54.97 +2.45 100
Yx/s(gowc/geiu) - 0.16 +0.003 0.24+0.02
Acetatomax (g/L) - 7.80+1.99 9.6*

pH final 8.91+0.04 5.19* 7.2

CP CCMV (mg/L) 14.03 +£2.80 5.53+0.59 103.07 £32.35
Ycp comv (Mgep cemv/L) - - 4.26+1.33

*No triplicado, solo una medicién experimental.

3.2 Expresion de CP de CCMV en E. coli BL21 (DE3)

La expresion se llevd a cabo en cultivos en matraces con medio LB (Figura 6A, C) y MMM (Figura 6B, D)

induciendo con 0.1 mM IPTG a una ODeggo de 1 (~1h) y 4 (~7 h), respectivamente.

Se realizd el andlisis de la expresion mediante la visualizacién por SDS-PAGE, en el gel se aprecian los
extractos de cultivos por triplicado de las muestras previo a la induccién (Carril 1-3), 3 horas después de la

induccion (Carril 4-6) y tiempo final del cultivo (Carril 8-10).

Unicamente se realizé la cuantificacién por el método de Bradford de la proteina soluble del tiempo final

obtenida después de la lisis celular y una separaciéon por centrifugacion (13,300 rpm durante 15 min).

La concentracion de proteina soluble en medio LB fue de 350.53 + 84.49 mg/L (Figura 6A) y en MMM de
113.84 + 15.73 mg/L (Figura 6B), equivaliendo a una tercera parte de lo obtenido con medio LB. Con respecto
a la proteina insoluble, es apreciable una concentracion mayor (no cuantificada) en los cultivos con LB (Figura
6C) y MMM (Figura 6D), pero debido a la complejidad que implica la recuperacién de la proteina de interés se

decidio prescindir de ella al menos para este trabajo.
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Figura 6. Analisis de la expresion de la CP del CCMV en E. coli mediante geles de electroforesis SDS-PAGE al 12%.
Proteina soluble (A, B) e insoluble (C, D) del cultivo de E. coli BL21 (DE3) en matraces con medio LB (geles hacia la
izquierda) y MMM (geles hacia la derecha) por triplicado. Carriles 1, 2, 3: antes de inducir; Carriles 4, 5, 6: 3 h después
de inducir; Carril kDa: marcador de peso molecular; Carriles 8, 9, 10: tiempo final. La flecha roja en los geles indica la
CP del CCMV.

El contenido de proteina soluble total resultante de los cultivos en biorreactores con MMM fue de 806.99
+ 170.17 mg/L (Figura 7A). La proteina insoluble no fue contemplada para la recuperacién de la proteina
de interés (Figura 7B), pero se pudo visualizar una gran cantidad de CP de CCMV. Lo anterior impulsara a
futuros trabajos que tengan como objetivo la recuperacion de la CP de CCMV a partir de este material

insoluble.

El analisis por densitometria en los geles mostrados anteriormente nos permitio estimar la produccién de

la CP soluble de CCMV (Figura 7C, Tabla 2), obteniendo la mayor produccidn en los cultivos realizados en
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biorreactor (103 + 32 mg/L) en comparacion con los cultivos en matraces con medio LB (14.03 £ 2.80 mg/L)

y MMM (5.53 + 0.59 mg/L).

Los resultados anteriores nos demuestran la gran relevancia que se obtiene al realizar el cultivo de la cepa E.

coli BL21 (DE3) productora de CP de CCMVYV en biorreactores de tanque agitado y empleando MMM.
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Figura 7. Andlisis de proteina soluble (A) e insoluble (B) del cultivo de E. coli BL21 (DE3) en biorreactores con MMM
y concentracién de CP de CCMV soluble. Carril 1, 5: antes de inducir; Carril 2, 6: 3 h después de inducir; Carril kDa:
marcador de peso molecular; Carril 3, 7: tiempo final.

3.3 Purificacion y caracterizacion de VLPs de CCMV

La purificacidn de VPLs recombinantes de CCMV comenzd con la proteina soluble total obtenida. Después

de la ruptura celular, se agregaron 10% PEG6000 y 500 mM NaCl con la finalidad de formar las particulas

y precipitarlas.
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En la muestra se observardn dos rangos de particulas que se encuentran entre los 20 a 100 nm y 400 a

1000 nm, siendo el primer rango el cual mostré una mayor abundancia en la muestra (Figura 10A).

Como resultado de la primera metodologia para la purificacién de las VLPs, se obtuvieron particulas en un
rango de 25 a 32 nm de diametro y superiores a los 400 nm (Figura 8A).Ambas estructuras fueron
observadas; las primeras mostraron una morfologia esférica, mientras que las mds grandes presentaron

formas de bastones (Figura 8B).
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Figura 8. Purificacion de VLPs de CCMV empleando colchdn de sacarosa 10%. Andlisis por DLS (A) y TEM (B).

Para la segunda purificaciéon se tomé como muestra control CCMV nativo previamente purificado de
plantas de caupi infectadas, y se paso a través da la columna de cromatografia de filtracidn en gel (Figura
9A). El virus comenzé a eluir aproximadamente a los 70 mL, las fracciones fueron recolectadas y analizadas

por DLS y TEM (Figura 9B y 9C, respectivamente) mostrando un didmetro de 30 £ 6.9 nm.

Para la purificacién de las VLPs recombinantes la muestra resultante de laa precipitacién con PEG6000 y
NaCl (Figura 10A) fue concentrada y posteriormente inyectada al FPLC, el cromatograma resultante se
deconvoluciond mostrando dos poblaciones de particulas siendo la poblacién 1 la que se asemeja al

cromatograma del virus nativo (Figura 9A) debido a que estas particulas eluyen a los 65 mL (Figura 10B).
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Figura 9. Purificacion de CCMV nativo mediante cromatografia de filtracion en gel. Cromatograma de la inyeccién de
la muestra (A), su caracterizacion por DLS (B) y visualizacién por TEM (C).

Las fracciones presentaron un tamafio similar (Anexo A), por lo anterior se unieron, obteniendo un
didmetro de 30.7 £ 7.3 nm (Figura 10C). El analisis por SDS-PAGE permite visualizar el proceso de purificacién
partiendo con la lisis celular, las fases resultantes de la precipitacion con 10% PEG y 500 mM NacCl evidencian
que este paso permite precipitar las particulas, pero, las filtraciones presentaron una perdida considerable de
la muestra (Figura 10D). Las particulas fueron concentradas por ultracentrifugacién y posteriormente se analizé
por SDS-PAGE, mostrando una pureza del 99% libre de otras proteinas (Figura 10E). El rendimiento determinado
por densitometria de CP soluble recombinante de VLPs de CCMV purificadas es de 4.26 + 1.33 mgcp ccmv/L
determinado por densitometria (Tabla 2). La visualizacion por TEM nos mostré la presencia Unicamente de

particulas con una morfologia esférica de 27. 92 + 3.18 nm (Figura 10F, G).
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Figura 10. Purificacion de VLPs recombinantes de CCMV mediante cromatografia de filtracidén en gel. DLS de VLPs de
CCMV después de la precipitacion con PEG6000 y NaCl (A), analisis del cromatograma por deconvolucién de la
muestra inyectada al FPLC, y su caracterizacion por DLS (C). SDS-PAGE de la purificacién (D). Carril 1: sobrenadante
de lisis celular; Carriles 2 y 3: sobrenadante y pellet, respectivamente después de la precipitacion con PEG; Carriles 4
y 5, filtracion por 0.45 y 0.22 um, respectivamente. SDS-PAGE de CCMV (E). Carril 1: CP de CCMV recombinante
después de FPLC; Carril 2: CCMV nativo; kDA: marcador de peso molecular. Histograma (F) y visualizacién por TEM
de VLPs recombinantes (G).
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Capitulo 4. Discusion

Los biorreactores proporcionan grandes ventajas para el crecimiento de E. coli BL21 (DE3) y la produccién
con un alto rendimiento de la proteina de capside de CCMV en comparaciéon a cuando son utilizados
matraces. Lo anterior se atribuye al control de pardmetros que no pueden ser regulados en matraces como
el pH, suministracién de oxigeno, distribucion homogénea de células y nutrientes, lo que permite una
mejor distribucién de nutrientes y su asimilacién por parte del microorganismo (Soini et al., 2008; Suzuki
et al., 2006). Esto permitié obtener aproximadamente tres veces mas biomasa al utilizar biorreactores en
comparacién con los cultivos en matraces (Figura 2). En los cultivos donde fue utilizado MMM la principal
fuente de carbono fue glucosa (17.5 g/L), en donde el cultivo realizado en matraz no fue consumida en su
totalidad, en comparacién con el consumo total observado en el biorreactor, debido a que las limitaciones
de oxigeno y cambios en el pH afecta el consumo de glucosa al no ser oxidada completamente y por ello

el crecimiento del microorganismo es diferente en ambos sistemas (O’Beirne & Hamer, 2000).

Con respecto a la produccion, acumulacién extracelular y consumo del acetato en cultivos con matraces y
biorreactores, se observaron situaciones diferentes. Cabe mencionar que el acetato es un subproducto del
metabolismo resultante del consumo de la glucosa en un ambiente aerdbico, su produccion se debe a 1)
una deficiencia de oxigeno disuelto en el medio (fermentacidn acida mixta) dando como resultado una
baja oxidacion de la glucosa propiciando un metabolismo parcialmente anaerdbico al convertir la glucosa
en acetato (Bafna-Ruhrer et al., 2024; De Mey et al., 2007) y 2) un desbordamiento metabdlico provocado
por el exceso de glucosa acompafiado por un desequilibrio de la produccidn y asimilacion de acetil-CoA

(Millard et al., 2021).

La acumulacién y falta consumo del acetato afecta la produccion de proteinas recombinantes y en el
crecimiento microbiano (De Mey et al., 2007). Se han reportado dos vias de consumo del acetato para su
conversion a acetil-CoA, la via catalizada por la acetil-CoA sintetasa irreversible de alta afinidad formadora
de AMP (Acs) y la via reversible Pta-AckA, siendo la primera via mencionada la que presenta mayor
asimilacion de acetato y la cual Unicamente se activa en ausencia de glucosa (Enjalbert et al., 2017; Xu et
al., 2017). En el cultivo en biorreactores la glucosa es consumida totalmente a las 8h del cultivo (Figura 4)
y en este mismo tiempo se observd la mayor produccion de acetato (9.6 g/L). En las proximas horas el
acetato extracelular fue consumido en su totalidad (Figura 5) muy posiblemente a través de la via Acs,
debido a la ausencia de glucosa. Caso contrario al cultivo en matraces con MMM donde la glucosa no fue

consumida totalmente (54.97% consumida) debido a la falta de oxigeno disuelto en el medio, provocando
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la acumulacion de acetato y, por ende, la acidificacién de este, afectando el crecimiento del
microorganismo y la produccion de la proteina de capside. Lo anterior se ve reflejado en los rendimientos

obtenidos (Tabla 2, Figura 6C).

Algo interesante fue el comportamiento del pH en los diferentes medios en matraces (LB y MMM, Tabla
2) que depende de la fuente principal de nutrientes (Figura 2), ya que, el cultivo con LB mostré una
acidificacion (pH 5.2) hasta las 8 h y posteriormente el pH se volvié alcalino (pH 8.9). La principal fuente
de carbono presente en el medio LB son los aminoacidos (AAs) que componen a los oligopéptidos
presentes en el extracto de levadura y triptona. El catabolismo de los AAs produce amonio y su
acumulacion alcaliniza el medio (Tabla 2) (Sezonov et al., 2007; Zarkan et al., 2019). Por otro lado, los
medios que contienen una gran cantidad de glucosa tienen a acidificarse al ser consumida derivando a la

produccién de acetato (Sanchez-Clemente et al., 2018).

La concentracion de proteina soluble total al final de los cultivos en matraz LB y MMM fue de 350.5 + 84.5
mg/Ly 113.8 + 15.7 mg/L, respectivamente. Esta diferencia se atribuye al estado en el cual se encontraba el
microorganismo al momento de realizar la induccién. En medio LB se indujo a 1 UA (~3 h) en plena fase
exponencial, mientras que en MMM se realizd a 4 UA (~7 h) cuando la bacteria se encontraba en la fase
estacionaria. La disminucién de la concentracién de proteina total con respecto al tiempo se atribuye al
canibalismo efectuado entre las bacterias (Morimatsu et al., 2019; Rozen et al., 2009). La alta produccién de la
CP de CCMV soluble en los biorreactores fue notable (103 + 32.4 mg/L, ver Tabla 2) comparada a los cultivos
realizados en matraces, resaltado las virtudes que proporciona el crecimiento en biorreactores donde los

parametros son controlados (pH, oxigeno disuelto, temperatura, agitacion).

El proceso de purificacidon de una proteina es esencial para su utilizacidn en diversas aplicaciones dentro de la
investigacion. Por ello, se utilizan procedimientos secuenciales con la finalidad de obtener una muestra
relativamente pura. La purificacién del CCMV extraido de plantas infectadas se realiza mayoritariamente
mediante ultracentrifugacién en colchones de sacarosa, con la finalidad de obtener los viriones en funcién de
su tamafio y velocidad de sedimentacion, para posteriormente desensamblar el viridén retirando el material

genético de su interior y de esta forma purificar la CP de CCMV (Ramirez-Acosta et al., 2024).

En primera instancia, en el intento de purificacién mediante ultracentrifugacidén con colchones de sacarosa se
obtuvieron VPLs del tamafio esperado (Figura 8A), sin embargo, también se observaron estructuras tubulares
de un tamano superior (Figura 8B), las cuales suelen formarse en el reensamblaje de la CP de CCMV en
condiciones de fuerza idnica, pH, temperatura y concentraciones especificas de la proteina, con un tamafo que

va desde los 70 hasta los 900 nm (Duran-Meza et al., 2020; Lavelle et al., 2009b).
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Puesto que no se logro la pureza deseada se buscaron nuevas estrategias, lo que llevé a la utilizacion de la
técnica de cromatografia de exclusiéon de tamafio, permitiéndonos obtener VLPs de CCMV recombinantes. Se
determind el tiempo de elucién del virus nativo (Figura 9A) y se tomd este dato como referencia para la
recuperacion de las VLPs recombinantes. Se noté en el cromatograma un pico con poca definicion, por lo cual
se realizé la deconvolucién del mismo apreciando dos poblaciones, en donde la poblacién 1 mostré mayor
similitud con el cromatograma del virus nativo (Figura 10B). La diferencia en los tiempos de elucién con respecto
al control se puede atribuir a las propiedades de la CP de CCMV en los extremos N y C terminal (Annamalai et
al., 2005; Konecny et al., 2006) al interaccionar con una gran cantidad de moléculas presentes en la muestra, lo
gue puede aumentar su peso molecular y, por ende, variaciones en los tiempos de elucidon. Ambas poblaciones
mostraron un tamafio similar (Anexo 1), por lo anterior se mezclaron y se apreciaron morfologias esféricas
(Figura 10). Sin duda los procesos de purificacion conllevan a la perdida gradual de la proteina recombinante(Du
et al., 2022), sin embargo, al final de esta metodologia se obtuvo una alta pureza (Figura 10 D, E) cumpliendo

con el propésito de este proyecto.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se logré producir la proteina de capside soluble de CCMV en un sistema heterélogo E. coli BL21 (DE3) en
matraces con medio LB y MMM, ademas se escald la produccién de la proteina al realizar el cultivo en
biorreactores de tanque agitado. El método de purificacién favorecio la formacion y estabilidad de las VPLs
de CCMV logrando la separacidn de las particulas mediante la cromatografia de filtracion en gel, sin la
necesidad de un etiquetamiento con histidina. Las VLPs obtenidas muestran el tamafo y la morfologia
similares al virus nativo, abriendo la posibilidad de su utilizacion en investigaciones biomédicas y

biotecnoldgicas.

La produccion de CP de CCMV es competitiva con la reportada por otros grupos de investigacion, sin
embargo, es necesario buscar alternativas para mejorar el rendimiento de la purificacién de las VLPs. Cabe
mencionar que, la CP de CCMV que se encuentra en la fraccion insoluble, muy posiblemente agregada y
formando cuerpos de inclusién supera por al menos 4 veces la CP de CCMV soluble, incentivando a

formular estrategias que permitan su recuperacién en un futuro.
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Figura 11. DLS de las poblaciones de las VLPS CCMV producidas de forma recombinante obtenidas después de la
purificacion por FPLC.



