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l. Introduccion

La oxitocina (OT) es una hormona peptidica de nueve aminoacidos que fue
sintetizada artificialmente por primera vez para su uso médico en 1953, por el
bioquimico Vincent Du Vigneaud (Uvnas-Moberg, 2023); esta hormona tiene como
principal efecto la contraccion del musculo liso. Actualmente, en porcicultura, la OT
se utiliza para inducir o potenciar las contracciones uterinas en el momento del
parto, asi como disminuir la mortalidad intraparto, ya que acorta su duracion y el
intervalo de nacimiento entre lechones (Mota-Rojas et al., 2005). Entre otras
indicaciones también se incluye la expulsion de desechos uterinos postparto (Hill et
al., 2022). Sin embargo, al ser un farmaco sintetizado artificialmente, aumentan las
probabilidades de presentar defectos en su calidad, por ejemplo, no tener la
suficiente cantidad de ingrediente activo o por el contrario, contener demasiada
concentracion, lo que podria causar que las contracciones sean demasiado fuertes
o débiles causando dafios en el cordon umbilical, lo que pone en riesgo la vida del
lechdn (Mota-Rojas et al., 2005).

Una de las alternativas para la sintesis de OT son los bacteriofagos, virus que
tienen la capacidad de infectar bacterias, y son utilizados frecuentemente como
herramientas moleculares relacionadas en el control de enzimas, sintesis de virus y
mutagénesis de genes de bacterias, asi como la clonacion de fragmentos de DNA
del plasmido mediante el uso de técnicas como Phage Display (Elois et al., 2023).
Por ello, el objetivo del presente trabajo es realizar la expresion de la secuencia de

oxitocina en el vector de clonacién pG8SAET.

II. Justificacion

Aunque la oxitocina sintética es usada frecuentemente en porcicultura, es
importante mencionar que estos péptidos tienen una permeabilidad de membrana
debil; y poca estabilidad in vivo. Estas propiedades hacen que sean quimica y
fisicamente inestables, con una vida media corta y una rapida eliminacion (L. Wang
et al., 2022). Los farmacos sintetizados quimicamente contienen como vehiculo
otros compuestos que normalmente son antibiéticos, esto significa que para fines

productivos, la oxitocina debe tener un periodo de retiro de por lo menos 30 dias



(Theunissen et al., 2018). Otro factor que afecta la eficiencia de éste farmaco son
las altas temperaturas, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda que la
oxitocina se almacene entre 2°C y 8°C; es decir, debe estar refrigerada desde el
momento de fabricacion hasta el momento de su administracion (Theunissen et al.,
2018).

Los fagos filamentosos (fagos Ff) son muy estables en una variedad de
condiciones utilizadas; estas condiciones incluyen un pH extremo, altas
temperaturas, presencia de ADNasa, y enzimas proteoliticas (Qi et al., 2012); su
produccion es mas sencilla y toma poco tiempo (Rodriguez Carnero et al., 2021);
ademas, pueden ser inactivados facilmente (Loc-Carrillo & Abedon, 2011) por lo
tanto, los fagos podrian ser una mejor alternativa al uso de la oxitocina sintética

durante el manejo de partos.

lll. Hipdtesis

La clonacion de la secuencia de oxitocina permitira su expresion en fusién con la

pVIIl de fagémidos.

IV. Objetivo general

Realizar la clonacién de la secuencia de oxitocina en el vector pG8SAET.

V. Objetivos especificos

Identificar y optimizar la secuencia de oxitocina para su expresion en fagos.
Realizar la expresion de la secuencia de oxitocina en el vector pG8SAET.

Secuenciar el vector pG8SAET con oxitocina contenida.

VI. Marco tedrico
A. Oxitocina
La oxitocina (OT) es un neuropéptido compuesto por nueve aminoacidos
(cisteina, tirosina, isoleucina, glicina, asparangina, cisteina, prolina, leucina y
glicina), (Lopez et al., 2014); se sintetiza en élulas neurosecretoras magnocelulares
en el nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo y se libera en la glandula pituitaria
durante el parto (Senturk et al., 2023).



Algunos receptores para oxitocina se encuentran en el utero, un érgano
hueco compuesto por 3 capas de tejido; un revestimiento interno de endometrio
funcional (superficial) y basal, un miometrio grueso compuesto por células de
musculo liso y una capa externa delgada (serosa) conocida como perimetrio que

esta compuesta por células epiteliales (Yin et al., 2022).

1. Mecanismo de accién

Esta hormona promueve las contracciones uterinas del miometrio,
especificamente, durante el nacimiento de la cria (Uvnas-Moberg, 2023). La
contraccién del miometrio se lleva a cabo por el aumento de los iones de calcio
en respuesta a un estimulo nervioso u hormonal. Los iones calcio se unen a la
proteina calmodulina y este complejo calmodulina-calcio se une después a la
miosina cinasa de cadena ligera, que es una enzima fosforiladora, y la activa.
Una de las cadenas ligeras de cada una de las cabezas de miosina, se fosforila
en respuesta a la cinasa; cuando la cadena reguladora esta fosforilada, la
cabeza tiene la capacidad de unirse repetitivamente al filamento de actina,
produciendo de esta manera la contraccion muscular (Guyton & Hall, 2021).

La oxitocina también ejerce un efecto en la secrecion de leche, induciendo la
contraccion de las células mioepiteliales que rodean los alvéolos y transfieren la

leche alveolar al espacio cisternal de la glandula mamaria (Torres et al., 2014).

2. Uso en produccién porcina

La OT esta indicada como ultima opcién en el parto cuando el tiempo de
intervalo entre lechones supera los 15-20 minutos. Si se administra antes del
nacimiento del primer lechon o de que el cuello uterino esté completamente dilatado
puede provocar distocia (Linneen et al., 2005). Antes del parto, la oxitocina solo
debe ser usada cuando existe relajacion del cérvix natural o por la administracion
previa de estrogenos (Plumb & Pharm, 2010).

Se ha discutido su uso debido a los efectos que tiene sobre el lechén, ya que
al saturar los receptores uterinos, puede ocasionar la ruptura del cordon umbilical, lo
que induce un periodo de estrés para los lechones que aun no han nacido,

provocando, en el peor de los casos, muerte por asfixia (Trujillo et al., 2019)



B. Biologia de los fagémidos

Los vectores de fagémidos consisten en un genoma de fago en el que se inserta
DNA que codifica la proteina o péptido de interés (Lowman, 2013). Contienen
ademas el gen que codifica para una proteina de la capside viral, multiples sitios de
clonacion y un gen de resistencia a antibiéticos. Sin embargo, estos vectores
carecen del resto de la informacion genética necesaria para el ensamblaje de
particulas virales completas. Esta informacion es aportada por un fago ayudador
como el M13KO07, que es un fago filamentoso que infecta E. coli a través de pilus F
(filamentos flexibles elaborados por la misma bacteria) (Silverman & Clarke, 2010). Su
genoma consiste en ADN monocatenario circular de 6.4kb rodeado de una capa
proteica. Después de infectar a la E.coli, se convierte en una molécula de ADN
bicatenario llamada forma replicativa (RF) utilizando la maquinaria de la bacteria
(Vispo et al., 2016).

Los componentes principales de un fagémido son: (Qi et al., 2012):

e El origen de replicacion de un plasmido

e El marcador selectivo

e La region intergénica (contiene la secuencia de empaquetamiento y el origen
de replicacion de las hebras)

e Un gen de proteina de cubierta de fago

e Sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion

e Promotor y segmento de ADN que codifica un péptido sefial

Al entrar en la célula huésped, a través de la interaccion con la punta del pilus
F (Figura 1), el ADN monocatenario (ssDNA) de las particulas fagémidas se puede
convertir en la forma replicativa (RF) de los fagémidos por las polimerasas de RNA y
DNA huésped y la topoisomerasa, que actuan sobre el origen de replicacion de la
hebra negativa ubicada en la regién intergénica de los fagémidos. Esta molécula
sirve como plantilla para la transcripcion y la traduccion desde las cuales todas las
proteinas del fago son sintetizadas. Después de la transcripcion y la traduccion, las
proteinas de fusidn salen hacia la membrana interna de las células huésped,
seguidas de la eliminacion de un péptido sefnal lider por la peptidasa sefal y

posteriormente se pliegan. Un origen replicativo del fago Ff de cadena positiva,



presente en la region intergénica del fagémido, no se activa hasta que las células
huésped se sobreinfectan con el fago auxiliar que proporciona genes de proteinas
de fago que faltan en un fagémido (Qi et al., 2012; Webster, 1996).

Finalmente, la secuencia de empaquetamiento, también ubicada en la regidn
IG de los fagémidos, interactua con el complejo de ensamblaje formado por pl, plV,
pXl y la tiorredoxina de la célula huésped. Después de la elongacion y la
terminacién, los fagos de la progenie de los fagémidos estdn maduros y se

completan los ciclos de vida de los fagémidos (Qi et al., 2012).
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de vida del fago, donde: OM,
membrana externa; IM, membrana interna; (+), ADN monocatenario del
bacterioéfago; (-), cadena de ADN complementaria; RF, forma replicativa de
doble hebra; PS, seial de empaquetamiento del bacteriéfago y pV, producto
de la gen del bacteriéfago V.

1.Ventajas

Las caracteristicas unicas del fago filamentoso hacen que su visualizacion
sea una herramienta poderosa para la bioingenieria, por ejemplo, la identificacion de
interacciones proteina - ligando (Mullen et al., 2006), desarrollo de vacunas (L.-F.
Wang & Yu, 2005), o el desarrollo de medicamentos (L. Wang et al., 2022). Se han
aislado numerosas proteinas o péptidos con alta especificidad y afinidad a partir de
bibliotecas de expresion de fagos mediante seleccion por afinidad (biopanning) y se
han utilizado ampliamente en diferentes campos (Qi et al., 2012).

Los fagos y fagémidos representan los vectores mas utilizados para la



presentacion de fagos, sin embargo, los fagémidos tienen algunas ventajas sobre
los fagos (Qi et al., 2012):
e (Genoma mas pequenio.
e Capacidad para acomodar un fragmento de ADN mas grande.
e Transformacion mas eficiente que permite obtener una gran diversidad de
presentacion de fagos.
e Variedad de sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion.
e EIl nivel de expresion de las proteinas de fusion puede controlarse y
modularse facilmente.

e Son genéticamente mas estables.

2.Proteinas de cubierta y fagémido pg8SAET
Los fagémidos se pueden dividir en tipo I, tipo VI, tipo VII, tipo VIl o tipo IX,

que contienen la proteina de cubierta plll, pVI, pVIl, pVIIl o plX, respectivamente.
Los de tipo lll y tipo VIII son los mas utilizados en la presentacion de fagos. Para
fines del presente trabajo, se hard enfoque en los fagémidos de tipo VIII,
especificamente en el fagémido pG8SAET (Jacobsson et al., 2003; Qi et al., 2012).

El pG8SAET (Figura 2) es un vector que mide 3395 pb con una etiqueta de
deteccion universal que permite la clonacion de insertos de DNA. Esto permitira la
generacion de particulas de fagos (400-500 copias) fusionadas con la proteina VIl
de la capside principal recombinante (rpVIIl) en oposicién a la visualizacion de un
solo digito de péptidos (1-5 copias) obtenidos al usar la proteina de la capside
menor Il (plll). La secuencia de la senal y la etiqueta electronica no estan en el
mismo marco de lectura; en su lugar, se requiere la insercién de un DNA extrafio en
cualquiera de los sitios de clonacion, Ncol o SnaBl, para la expresion de la proteina
de fusion de la etiqueta VIII-E-gen (Jacobsson et al., 2003; Rodriguez Carnero et al.,
2021)
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Figura 2. Vector pG8SAET basado en la proteina VI



C. Técnica de phage display

La técnica de Phage Display fue inventada por George Smith en 1985,
desarroll6 una tecnologia de visualizacion para la presentacion de péptidos cortos
en la superficie de bacteridfagos. La presentacidon de fagos puede facilitar el manejo
de una amplia coleccion de péptidos in vitro para su manipulacion y enriquecimiento.
El requisito previo para una seleccion exitosa a través de la presentacion de fagos
radica en la capacidad de generar un abundante suministro de particulas de fagos
dentro de un volumen manejable (Song et al., 2024).

Esta técnica representa un paso para la evolucidn molecular en laboratorio. A
continuacion se enlistan dos de sus principales aplicaciones:

e Uso de anticuerpos recombinantes: La tecnologia de presentacion en fagos
ha demostrado ser exitosa en la generacién de anticuerpos recombinantes
capaces de atacar antigenos virales especificos, proporcionando asi una
poderosa herramienta para combatir infecciones virales (Mustafa &
Mohammed, 2024).

e Inmundgenos: El uso de fagos recombinantes como transportadores
inmunogénicos ofrece diversas ventajas los transportadores peptidicos

(ovalbumina, toxoide tetanico, hemocianina) (L.-F. Wang & Yu, 2005)

VIIl. Material y métodos

A. Amplificacién del fagemido

Se hizo la inoculacién de E. coli con pG8SAET en 100 mL de medio LB (100
mL de agua destilada,1 g de triptona, 1 g de NaCl, 500 mg de extracto de levadura)
con ampicilina a una concentraciéon de 100mg/mL (100 uL) en un matraz estéril.
Dicho matraz se dejo cultivando durante 16 horas a una velocidad de 230 rpm, 15
min a 37.5°C. Posterior a la incubacién, se colocaron 45 mL del medio en un tubo de
50 mL.

B. Purificacion del plasmido

Se us6 GenElute™ Plasmid Midiprep Kit (SIGMA, Cat. No. SLBS1809V,
USA). Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se llevé a cabo de la siguiente
manera:

- Para pelletizar las bacterias se realizo una centrifugacion a 5000 rpm durante

10 minutos (Eppendorf, 5805F, Alemania) y se desecho el sobrenadante.



- Al pellet se le afiadieron 1200 uL de solucién de resuspensiéon (Cat. No.
R1149) (que contiene RNAasa Cat. No. R6148) y por medio de pipeteo se
resuspendieron las bacterias.

- Se afiadieron 1200 uL de solucién de lisis (Cat. No. L1912) , se mezcld por
inversion (no mas de 6 veces) y se dejo incubando durante tres minutos y
medio a temperatura ambiente (es importante que la reaccion no exceda los
5 minutos).

- La neutralizacion se hizo agregando 1600 uL de solucion especial (Cat. No.
N5158) y del mismo modo se mezcld por inversion, finalmente se hizo una
centrifugacion a 11000 rpm por 15 minutos.

- Se insertd una columna de unién (Cat. No. G6540) en el tubo de coleccién
(Cat. No. C4228) y se agregaron 3000 uL de solucién preparadora (Cat. No.
C2112), el tubo con la columna se centrifugd a 5000 rpm durante dos minutos
y se descarto el sobrenadante.

- Una vez que el tubo contenia la columna, se transfirié la solucién lisada y se
centrifugd a 5000 rpm por dos minutos, el sobrenadante se descarto.

- Se realiz6 el lavado de la columna con 3000 uL de solucion de lavado (Cat.
No. W3886) y se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos. Se descarto el
sobrenadante.

- Finalmente para eluir el DNA se colocé la columna en un nuevo tubo de

coleccién y se anadieron 1000 uL de solucion para eluir (Cat. No. E5650)

ElI DNA se cuantificd con un espectrofotometro (NanoDrop 1000, USA)

C. Secuencia de oxitocina

Se determin6 la secuencia de oxitocina (Lopez et al, 2014)
(cisteina-tirosina-isoleucina-glutamina-asparagina-cisteina-prolina-leucina-glicina) y
con ayuda de la base de datos Kazusa (Codon Usage Database, n.d.), se tomaron los
codones con mayor indice de uso. Cabe mencionar que la secuencia se encuentra
en RNA, por lo tanto se hizo la codificacién a DNA direccién 5°-3" (positiva) y 3°-5°

(negativa) (Figura 3).
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C i I Q
RNA UGU UAU AUU CAG
DNAS" TGT  TAT ATT CAG
DNA 3" ACA ATA TAA  GTC

AAU UGU CCG CUuG GGU
AAT TGT CCG CTG GGT
TTA ACA GGC GAC CCA

Figura 3. Codificacion de RNA a DNA

Una vez determinada la secuencia, se hizo la solicitud de los oligos en la

Unidad de Secuenciacion y Sintesis del Instituto de Biotecnnologia de la UNAM de

la siguiente manera:

Nombre Secuencia
“oxi pos sam” CCATGG CAT GTTATATTC AGAATT GTC CGC TGG GT
“oxi neg sam” ACC CAG CGG ACA ATT CTG AAT ATA ACA TGC CAT GG

D. Digestion del plasmido con enzima de restriccion

Para ello, se siguié con el protocolo Anza™ 43 Eco105l; enzima que corta el

DNA en el sitio de reconocimiento TACAGTA y tiene afinidad por el sitio de
restriccion SNABI. (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. IVGN043-4, USA):

- Se uso6 1 ug de DNA:

Plasmido purificado
1000 ng - 1ug
136.6 ng - 0.13 ug

0.13ug - 1ul
1 ug - 7.6 ul
La reaccion de digestion se prepard de la siguiente manera:
Componente Cantidad
Buffer 2uL
DNA 10 uL
Enzima 1uL
Agua libre de nucleasas 7 uL
Volumen total 20 uL

- Se dejaron incubando durante 15 minutos a 37°C en el Thermoblock

(BioProducts, SBD120, Taiwan)
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Una vez finalizada la incubacién, se realizd electroforesis (Thermo Scientific,
EC300XL, China)

Para la electroforesis, se usd gel de agarosa al 1% (Norgen, Cat. No. 28035,
Canada) en 100 mL de buffer TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA).

- Se anadieron 10 uL de marcador de DNA (Invitrogen, Cat. No. S33102, USA).

Se us6 como escalera DNA el GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific, Cat. No. SM0321, USA) y el buffer de carga.

Finalmente, se hizo la extraccion del DNA con el kit Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega, Cat. No. A9281, USA) siguiendo las

recomendaciones del fabricante:

A cada fragmento de gel de agarosa se le afiadieron 10 uL de solucion de
unién a membrana por cada 10 mg de gel. Se dejaron los tubos inbubando
durante 10 minutos a 50-65° C.

El gel disuelto se transfirid a un tubo preparado con una columna y se dejé
incubando un minuto a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd
(Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 75002446, Alemania) a 14000 rpm por un
minuto. El liquido se descarté.

Se agregaron 700 uL de solucién de lavado de membrana y se centrifugé a
14000 rpm por un minuto, el liquido se descarté. Después se repitid el lavado,
con 500 uL y se hizo una segunda centrifugacion a 14000 rpm por 5 minutos.
La columna se colocdé en un nuevo tubo de coleccion de 1.5 mL y se
agregaron 50 uL de agua libre de nucleasa para eluir el DNA; se dejo
incubando durante un minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 14000
rpm por un minuto.

El tubo con DNA se almacend a -20°C

E. Hibridacién de oligos

Se hizo una hibridacién bajo las siguientes condiciones:

Thermoblock a 90°C.

En un tubo de 2 ml se afadid 1 ul de cada oligo (previamente centrifugados
20 segundos) y 1 ml de agua libre de nucleasas.

Vértex
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- Se coloco en el thermoblock 5 minutos. Después, se dejé sobre la mesa el
bloque hasta que la temperatura descendiera a 22°C, una vez alcanzada la

temperatura se dejaron incubando durante 10 minutos.

F. Ligacion y transformacion
La solucion de ligacion se hizo con base en el protocolo para la T4 DNA ligasa
(Thermo Fisher Scientific, Cat. No. EL0013, USA):
- Con ayuda de la calculadora biomatica de Promega (Promega, 2024), y con
base el la siguiente formula se obtuvo la relacion inserto:vector para la

reaccion de ligacion:

longitud del inserto(kb)
longitud del vector (kb)

Relacién inserto: vector =

Dénde:
-Longitud de inserto (kb): 0.035

-Longitud de vector (kb): 3.395

-Cantidad de vector (ng): en este caso, 100 .

x cantidad de vector (ng)

En este caso se us6 una relacion 5:1, se preparo la reaccion en un tubo de 1.5 mL:

Componente Cantidad
Vector 2 uL
Inserto DNA 1.4 uL
Buffer 2uL
Enzima 1uL
Agua libre de nucleasas 11.6 uL
Volumen total 20 uL

La reaccion se dejo incubando durante una hora a temperatura ambiente.
Para la transformacioén, se siguid el protocolo de alta eficiencia creado por
Biolabs, Nueva Inglaterra (Biolabs, n.d.). Todo se realizé en hielo y bajo esterilidad:
- Se descongelaron las células en hielo y se afiadieron 50 uL al tubo de
tranformacion (se usaron tubos de 1.5 mL).
- Posteriormente, se anadié toda la solucion de ligacién a la reaccion y se
mezclod por inversion.
- Se dejaron en hielo durante 30 minutos.
- Se realiz6 el choque térmico a 42°C durante 45 segundos.

- Se colocd nuevamente en hielo durante un minuto.
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- Se anadieron 900 uL de SOC (2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura,
10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO,y
20 mM de glucosa).
- Se colocaron los tubos en la camara de agitacion durante una hora a 37°C y
200 rpm.
El plateado se hizo bajo esterilidad, en cajas petri con LB agar (200 mL de medio
LB + 2.4 g de agar bacteriolégico) y ampicilina (200 uL), las cuales se dejaron
incubando toda una noche en la estufa bacterioldgica (Blue M Electric Company, M
1002, USA).
G. Conteo de colonias
Se contaron las colonias de cada caja petri y de éstas, se tomd una muestra
con punta blanca (bajo esterilidad) la cual se inoculd en tubos de 15 mL que
contenian 2 mL de medio LB y 2 uL de ampicilina. Los tubos se incubaron en la
camara de agitaciéon durante 16 horas a 37°C y 200 rpm. Una vez finalizada la
incubacion, los tubos se centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos para pelletizar las
bacterias.
H. PCR de colonia
Se hizo la solicitud de primers a la Unidad de Secuenciacion y Sintesis del
Instituto de Biotecnnologia de la UNAM, de la siguiente manera (Rodriguez Carnero
et al., 2021):

Primer Secuencia
pG8FWD (forward) CAGGGGGTATTAATTTGAAAAGG
pG8REV (reverse) TATTCGGTCGCTGAGGCTTG

Para la PCR se sigui6 el protocolo de TopTag® Mater Mix Kit (Qiagen, Cat.
No. 145013676, Alemania). Previo a la preparacion de las reacciones se hizo una
dilucion del vector en 20 uL (2 uL vector + 18 uL de agua libre de nucleasas), y se

pusieron a descongelar en hielo los pellet de bacterias y el Master Mix.
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La reaccion se hizo en un volumen de 15 uL, entonces:

1 reaccion 9.5 reacciones
Master mix 2x 7.5 uL (15/2=7.5) 71.25uL
Primer FWD 1.5uL 14.25 uL
Primer REV 1.5uL 14.25 uL
Agua libre de nucleasa 4.5 uL 42.75 uL
DNA Se tomara muestra con una punta blanca
Volumen total 15 uL 142.5 uL

|. Extraccion de DNA

Se realizd con QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen. Cat. No. 27106, Alemania):

Se resuspendid el pellet por pipeteo con 250 uL de buffer P1, el liquido fue
transferido a un tubo de 1.5 mL.

Se agreg6 250 uL de buffer P2 y se mezcl6 por inversion de 4 a 6 veces.

Se afiadieron 350 uL de buffer N3 e igualmente se mezclé por inversion.
Posteriormente se centrifugdé a 13000 rpm por 10 minutos.

Se afiadieron 800 uL del supernadante a un columna y se centrifugé durante
un minuto, el sobrenadante se descarto.

Se hizo un lavado de la columna con 750 uL de buffer PE y se hizo una
tercera centrifugacién durante un minuto, del mismo modo, el sobrenadante
se descarté y se hizo una centrifugacién mas, durante un minuto.

Se colocé la columna en un nuevo tubo de 1.5 mL y se afiadieron 50 uL de
agua libre de nucleasas, se dejé incubando un minuto y se centrifugd un

minuto mas.

Una vez que se extrajo el DNA, se hizo su cuantifiacién en el NanoDrop.

J. Secuenciacion

Se realiz6 la solicitud a la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de DNA, IBT,

UNAM. Los resultados de dicha secuenciacion se revisaron con ayuda del
software SEQUENCHER (Gene Code, USA)
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IX. Resultados y discusion

Purificacion del plasmido

Como se observa en la Figura 4, la concentracion de DNA del plasmido

purificado fue de 136.6 ng/uL. De acuerdo con Osorio (et al., 2013), cuando la

proporcion A260/A280 para el ADN se encuentra superior a 1.8 nos indica que la

muestra es pura, en este caso, la relacion fue de 1.85.

i Semple# | 1
Ad 0 Abs 2151
A-260 10 mm path | 2731
A-280 10 mm path | 1 474

260230 127

Figura 4. Cuantificacion del DNA de pG8SAET purificado en el Nanodrop

Secuencia de oxitocina

La cantidad de DNA de los oligos solicitados al Instituto de Biotecnologia de

la UNAM fue de 3.750 ug/uL (Figura 5), este dato fue necesario para realizar el

calculo de la cantidad de inserto de DNA para la solucién de ligacion.

Mugestra Clave Tamario Secuencia
# oxl pos sam a5 CCA TGG CAT GTT ATATTC AGA ATT GTC CGC TGG GT
NOmens oilge 2419 Pureza NO NanoOrop Ai260) PE.T44
Volumen {ul) S0 OD's iotales 28.50 =;> Conc. jughd) 188
Tl (%) 4871 Tmd1} Fa ] Tmi2) 1020
pm 11850 picomailiul 629
Mota Para prepavar 100 ul de wna selucidn 10 uM, fome &1 microlitros del OLIGD y agregue BLE
microlfiros de AGLUA. 7okl = TOpmodial
Obsannacidn 1 OLIGO CARUDO. EXTRAIDD DE SOLUCION AMONIACAL of nBUTANOL. SECADD EN
SAVANT y RESUSPENDIDO EN BUFFER DE ELUCION
Obsenraciin 2 UNA BANDA POR UV-SHADOWING EN GEL DE ACRILAMIDA 20% 7M UREA
#2 oxi neg sam a5 ACC CAG CGG ACA ATT CTG AAT ATA ACA TGC CAT GG
Nimena ollge 2420 Pureza NO NanaOrop Ai260) Pa.223
Volumen {ul) 500 O0's totales 28.35 :} Conc. (ugiul) 1.87
C4G %) 4571 Tmi1) 7.8 Tmi(2} 102.0
(] 11850 picormnoliul &0
Nata Pava prepavar 100 ul de woa solecide 10 ulM, fome 8.2 microlitros del OLIGD y agregue B8
microitros de AGUA. 7okl = Topmodiel
OBSENEEHN 1 OLIGO CRUDD. EXTRAIDD DE SOLUCION AMONIACAL of nBUTANDL. SECADO EN
SAVANT y RESUSPENDIDO EN BUFFER DE ELUCION
Obsenackin 2 UNA BANDA POR UV-SHADOWING EN GEL DE ACRILAMIDA 20% 7M UREA

Figura 5. Resultados de la solicitud de oligos
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Digestion del plasmido con enzima de restriccion

Tubo “2 ug” Tubo “4 ug”
Agua libre de nucleasas (uL) 14
Buffer (uL) 4 4
Enzima (uL)
DNA (uL) 20 34
Volumen total (uL) 40 40
Cantidad de DNA (ug) 2.62 4.46

Incubacién durante 60 minutos a 37°C en el Thermoblock

Tabla 1. Reaccién de digestion, se prepararon dos a distinta concentracién

de DNA.

Pozo DNA Buffe | Agua [ Volumen
r total
pG8SAET | 22uL | 2uL | 7.8uL 12 uL
2ug 4.5 uL 2uL | 55uL 12 uL
4ug 2.6 uL 2uL | 74 uL 12 uL
Ladder 2uL 2uL 8 uL 12 uL

50 minutos a 90 volts

Tabla 2. Preparacion de electroforesis muestra con 300 ng de DNA

pG8SAET 2ug

4ug Ladder

Figura 6. Gel de agarosa 1%, donde se amplificaron un control del plasmido no
digerido (pG8SAET), dos muestras (2ug y 4ug) y un marcador de peso
molecular (Ladder) que amplifica a 100bp.
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Como se observa en la Figura 6, los fragmentos de la banda control y las dos
muestras se encuentran en el mismo sitio. Cuando el plasmido esta digerido, la
banda de DNA deberia recorrer mas, lo que indicaria que el plasmido esta
fragmentado por la enzima de restriccidn, como se observa en la Figura 7 (Thermo
Fisher Scientific, 2016) :

Plasmido sin digerir

in
(=]
oy
=]
[}
w
<
m
N
<

Figura 7. Electroforesis de una plasmido; se observa el plasmido sin digerir y
el mismo digerido con la enzima de restriccion

Por lo anterior, se decidié hacer una nueva incubacién, ahora de 10 minutos,

sin embargo, se observé una mala digestion (Figura 8), esta deficiencia se puede

atribuir al corto tiempo de incubacion ya que, de acuerdo con el manual de uso de la

enzima de restriccion (Thermo Fisher Scientific, 2015), el tiempo minimo de

incubacion para una digestion eficiente es de 15 minutos.

pG8SAET 2ug’ 4ug Ladder
Figura 8. Electroforesis de digestion con 10 minutos de incubacion
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Entonces, se realizd una nueva incubacion, esta se vez se hicieron dos
reacciones de digestion igual a “2 ug” (Tabla 2), sin embargo, los tiempos de

incubacion fueron de 20 y 40 minutos.

Pozo DNA Buffer Agua Volumen total
PG8SAET 2.2 uL 2uL 7.8 uL 12 uL

20 min 4.5 uL 2uL 5.5uL 12 uL

40 min 4.5 uL 2uL 5.5 uL 12 uL

Ladder 2uL 2uL 8 uL 12 uL

Tabla 2. Electroforesis muestra

pG8SAET 20min. 40min. Ladder

Figura 9. Electroforesis muestra de digestiéon con incubacién de 20 y 40
minutos.

Ladder 20 min. 40 min.

Figura 10. Electroforesis del resto de la reaccion de digestion con incubacién
de 20 y 40 minutos
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Al observar los geles de agarosa (Figura 9 y 10), se determin6 que hubo una

buena digestidon en ambos tiempos de incubacion, sin embargo, la banda de gel a

los 20 minutos de incubacion presentdé mayor luminosidad, aun con ello, se decidid

extraer el DNA de ambas bandas.

El DNA cuantificado fue muy poco (9.7 ng/uL) y con poca pureza (260/280:

1.78), por tanto se decidié partir desde una nueva reaccion de digestion, esta vez se

realizé al 10x (Tabla 4), ademas, se decidi6 eluir con 30 uL y no con 50 uL al extraer

el DNA. Cabe mencionar que la decision se tomé bajo la finalidad de tener una

mayor concentracion de DNA, ya que el kit permite purificar hasta 40 ug de DNA

(Promega Corporation, 2019).

Tubo “T10”
Agua libre de nucleasas (uL) 70
Buffer (ul) 20
Enzima (ul) 10
DNA (ul) 100
Volumen total (uL) 200
Cantidad de DNA (ug) 13

Incubacién durante 20 minutos a 37°C

Tabla 4. Preparacion de la reaccion de digestion a 10x

Pozo DNA Buffer Agua Volumen total
Ladder 2uL 2uL 8 uL 12 uL
pG8SAET 2.2 uL 2uL 7.8 uL 12 uL
T10 S5uL 2uL S5uL 12 uL

Tabla 5. Electroforesis muestra
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Ladder pG8SAET T10
Figura 11. Electroforesis muestra de digestion del tubo “T10”

Como se observa en la Figura 11, el plasmido tuvo una buena digestion, por

tanto se procedid con la electroforesis del resto de la reaccién (Tabla 6; Figura 12).

Pozo DNA Buffer Agua Volumen total
Ladder 2uL 2uL 8 uL 12 uL
pG8SAET 2.2 uL 2uL 7.8 uL 12 uL
T10 195uL | 32uL - 226 uL

Tabla 6. Electroforesis con el resto de la reccion de digestion

Ladder pG8SAET T10

Figura 12. Electroforesis del resto de la digestiéon “T10”
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Posterior a la extraccién del DNA, se cuantificé en el nanodrop (Figura 13),
sin embargo, la muestra tenia poca pureza, con una relacion 260/280 de 1.72. Asi
que se decidio repetir la reaccion de digestidén y la electroforesis (Figura 14), esta
vez uniendo soélo 4 pozos en el gel; ademas, al extraer el DNA se realizdé un tercer

lavado con 500 uL y una centrifugacion adicional de 5 minutos.

230 0.776
0.546
0317

172

070

Figura 13. Cuantificacién de DNA, tubo “T10”

Ladder pG8SAET

Figura 14. Electroforesis de digestiéon tubo “T10”
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. Somple# | 5
L WA 230 | Abs | 1969 |
| A26010 mm path | 1100
A280 10 mm path | 0591
2607280 156
260/230 | 0 56

Figura 15. Cuantificacion de DNA, tubo “T10”

Ligacion y transformacién

Posterior a la cuantificacion (Figura 15), se procedié a realizar la solucion de
ligacion a relacion 5:1 (inserto:vector), después se realizé la transformacion y el
plateado.

Al revisar las cajas petri no hubo el crecimiento esperado, esto puede estar
asociado al tiempo de incubacién, a pesar de que el manual de usuario de la T4
ligasa indica un tiempo de incubacion de una hora; el mismo recomienda el uso de
PEG (polietilenglicol), ya que este compuesto aumenta la eficiencia de las
reacciones de ligacion (Thermo Fisher Scientific, 2014), mismo que no fue usado
inicialmente. Por ello, se decididé optimizar las soluciones de ligacion a relacién 10:1,
20:1 y 30:1 (Tabla 7), realizar el precipitado del DNA y también incubar las
reacciones durante 16 horas a 16°C en el termociclador (SelectBioProducts, Cat.
No. SBT9610, USA) (Rodriguez Carnero et al., 2021)

10:1 (Lig 1) 20:1 (Lig 2) 30:1 (Lig 3)
Vector (“T10”) (uL) 2 2 2
Inserto DNA (ul) 2.6 5.3 8
Buffer (ul) 2 2 2
PEG (ul) 2 2
Enzima (ulL) 1 1 1
Agua libre de 10.4 7.7 5
nucleasa (ul)
Volumen total (uL) 20 20 20
Incubacion de 16-24 horas a 16°C en el termociclador

Tabla 7. Soluciones de ligacion a distinta relacion




Conteo de colonias y PCR

Figura 16. Plateado y revisién del crecimiento. A (Lig 1); B (Lig 1 pellet); C
(Control “gamma”); D (Lig 2); E (Lig 2 pellet); F (Control “vector”); G (Lig 3); H
(Lig 3 pellet); | (Control “0”)

Como se observa en la Figura 16, Lig 3 (imagen H), fue seleccionada por la

cantidad de colonias que crecieron (8), se procedid con la PCR y electroforesis de

las colonias (Figura 17).
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1 2 3 4 5 6 Ladder 7 8 C Ladder

Figura 17. Gel de agarosa 1.2%, donde se amplificaron 8 muestras (colonias),
un control del plasmido no digerido (pG8SAET) y un marcador de peso
molecular (Ladder) que amplifica a 100bp.

De acuerdo con el Software SEQUENCHER si la secuencia de oxitocina se
encuentra dentro del plasmido, su tamafio seria 299 bp. Con base en lo anterior, se
determind que las colonias 1, 5 y 6 podrian contener dicha secuencia, por tanto, se
procedi6 con la purificacién de las mismas usando QIAprep® Spin Miniprep Kit para
finalmente cuantificar el DNA en el nanodrop (Figura 18).

- - o //\\
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9‘ .': Tl N an DR 195 A =
T, I o 282 178

Figura 18. Cuantificacion del DNA extraido de las colonias 1,5y 6

- Secuenciaciéon

El IBT requiere 400 ng de DNA en un volumen maximo de 16 uL para secuenciar

(Instituto de Biotecnologia, n.d.), por tanto, se prepararon las muestras de la
siguiente manera:
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OXISB1 OXISB5 OXISB6

DNA (uL) 12 9 4
Primer REVERSE | 1 1 1
(uL)

Agua libre de |3 6 11

nucleasas (uL)

Volumen total (uL) | 16 16 16

Tabla 8. Preparacion de muestras a secuenciar

& e

1B s TGACCATGGCAGTACGTACCCGGTEBCGCCGETECCGTATCCGGACCCACHBGAACCGCGTE¢
8 o2 IGACCATGGCAGTACGTACCCGETGREEcRGcceTATCCGGACCCACHGGAACCGEGT[E¢
183 se [GACCATGGCAGTACGTACCCGGTIGHENEEETECCGTATCCGGACCCACHEGANCCGCGTGC
1@ Shine-Daigamo

1@ unon ohgo

48 Neo |

CCATIGG

Ecot05! =
o
4 E-tag

GGTGCGCCGGTIGCCGTATCCGGACCCACTGGAACCGCGT

|ED|suIay\ng = |
frame protein
translation

13190 Ismﬂ

Figura 19. Revision de resultados de Ias colonias secuenciadas en
SEQUENCHER. Se distinguen las secuencia del E-tag, el sitio de restriccion de
Eco105l y Ncol
] ;é AT FETYE

AT 9 JAT

CGCC
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572 Fragment bases #1.138"
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J
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d JA T

MAA%MA,MMMMMWMN

Figura 20. Cromatograma, sitio de restriccion Eco105I

La enzima de restriccion utilizada reconoce los sitios TAC/GTA (Thermo Fisher

Scientific, 2015); como se observa en las Figura 19 y 20, el sitio de restriccion de
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Eco105] sigue presente, por lo tanto, la secuencia de oxitocina no se encuentra
dentro del plasmido. Se decidié entonces partir de una nueva digestion (Figura 21).

]

.
T

.

e

o
t

PG8SAET A1 pG8SAET A1

Figura 21. Gel de agarosa 1%, donde se amplificaron una muestra con 500 ng
y otra con el resto de la reacciéon (A1), un control del plasmido no digerido
(pPG8SAET) y el marcador molecular que amplifica a 100bp.

Se extrajo el DNA tanto de la muestra como del resto de la digestion (Figura 22)

‘Measurement 12/03/2024 0201 p.m.
complete Detouh

\ 230 0308

0201

] 0118
\.\ 1.70

Figura 22. Cuantificacion de DNA de “A1”

No existié una buena pureza, sin embargo se decididé proseguir con la ligacion, esta

vez se prepararon tres ligaciones a razon 30:1, 40:1. 50:1 (Tabla 9):

30:1 (Li1) 40:1 (L2) 50:1 (L3)
Vector (“A1”) (uL) 8 8 8
Inserto DNA (ulL) 6.5 9 11
Buffer (uL) 2 2 2
PEG (ulL) 2 2 2
Enzima (ulL) 1 1 1
Agua libre de nucleasa (ul) 8.5 6 4
Volumen total (ulL) 20 20 20

Incubacion de 16-24 horas a 16°C en el termociclador
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Tabla 9. Preparacion de las soluciones de ligaciéon

Figura 23. Plateado y revisiéon del crecimiento. A (L1); B (L1 pellet); C (Control
“gamma”); D (L2); E (L2 pellet); F (Control “vector”); G (L3); H (L3 pellet)

Se determind que L1 (Figura 23; imagen B) a razén de 30:1 contenia mas colonias

(12), por tanto se procedié con la PCR y electroforesis de las mismas (Figura 24).

i
___—---

T -
‘¥

1 23 456LC 7 8 9101112L C

Figura 24. Gel de agarosa 1.2%, donde se amplificaron 12 muestras (colonias),
dos controles del plasmido no digerido (C) y un marcador de peso molecular
(L) que amplifica a 100bp.
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Se concluyd las colonias 4, 5, 6, 7, 10, 11, y 12 podrian contener la secuencia, por
tanto, se procedio con la purificacion de las mismas usando QIAprep® Spin Miniprep
Kit para finalmente cuantificar el DNA en el nanodrop. De las 7 colonias, se
mandaron a secuenciar unicamente 4 de ellas, ya que tuvieron un DNA mayor
(Tabla 10):

OXIs4 OXIS7 OXIS11 OXIs12
DNA de la|36.1 25.6 45.8 41.8
colonia (ng/uL)
DNA (uL) 11 16 9 10
Primer 1 1 1 1
REVERSE (uL)
Agua libre de |4 - 6 5
nucleasas (uL)
Volumen total | 16 16 16 16
(uL)

Tabla 10. Preparacion de muestras a secuenciar
Al revisar los resultados en el software (Figura 25; Figura 26) se llegd a la misma
conclusion, la secuencia no se encuentra dentro del plasmido, debido a que el sitio

de restriccion sigue presente.
&

@:‘l: ACGCGGITCCAGTGGGTCCGGATACGGCACCGGCGCACT
@) i 000

CACCGGETACGT.
CACCGGETACGT

Figura 25. Revision de resultados de las colonias secuenciadas en
SEQUENCHER. Se distinguen las secuencia del E-tag, el sitio de restriccion de
Eco105l y Ncol
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Figura 26. Cromatograma, sitio de restriccion Eco105I

X. Conclusién

La secuencia de oxitocina fue optimizada debido a que se tomaron los codones con
mayor indice de uso. El vector fue digerido con las enzimas de restriccion utilizadas
sin embargo la ligacidn no mostro resultados de clonacion por lo que se realizaron
cambios durante las etapas del proyecto con el fin de optimizar la ligacion y obtener
la expresion exitosa de la secuencia de oxitocina en pG8SAET, sin embargo, al
secuenciar el producto obtenido de la ligacién se observé la presencia del sitio de
restriccion y se determind que no se encontraba la secuencia.

Se recomienda adquirir una enzima T4 ligasa de distinto laboratorio e intentar la

ligacion nuevamente.
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