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RESUMEN

El SARS-CoV-2 es un nuevo virus, identificado a finales de 2019, que pertenece a
la familia de los Coronavirus y causa la enfermedad COVID-19, cuyos sintomas
pueden variar de muy leves a graves. Debido a la rpida propagacion del SARS-
CoV-2 el 11 de marzo de 2020 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) decidi6é

considerarlo como una pandemia.

Durante la emergencia sanitaria, las estrategias de salud publica para la deteccién
del virus se basaron en pruebas de diagnéstico que permitieron detectar y aislar a
los pacientes infectados con el objetivo de contener la transmision viral. Los dos
tipos de pruebas de diagndstico mas usadas son: 1) Pruebas moleculares como la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) y 2)
Pruebas de antigeno o pruebas rapidas. Aunque estas pruebas de diagnostico
permitieron controlar la pandemia en su momento, tenian algunas desventajas
como el costo y el tiempo de procesamiento (de 4 a 6 horas) en el caso de la RT-
PCR, por otra parte, las pruebas rapidas son menos sensibles y especificas
especialmente en muestras de pacientes asintomaticos, estas caracteristicas

hicieron evidente la necesidad de desarrollar nuevas metodologias.

En este trabajo se desarrolld6 una metodologia, comparable a una RT-PCR y
mejorada en términos de rapidez. Utilizando secuencias sintéticas de DNA de
SARS-CoV-2 (SC2 p2 KEG_Ext y SC2 p3 KEG Med; gen proteina S,
SC2_p4 KEG_Med; gen ORFlab) y Betacoronavirus (BC_p4 KEG_Med; gen
ORF1ab), en las que el nucleétido timidina fue reemplazado por un analogo: la
molécula 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU), durante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Con este reemplazo se realiz6 el marcaje empleando dos
fluoréforos: 5-TAMRA-PEG3-azida (TAMRA) y 3-azido-7-hidroxicumarina
(cumarina), mediante una reaccion “click”. Posteriormente, el producto se adhiri6 a
nanoparticulas magnéticas (MNP) para facilitar su deteccibn mediante microscopia
de epifluorescencia. Con esta metodologia se logré determinar la presencia del DNA
sintético del virus en ensayos de PCR de 1 ciclo al usar ambos fluor6foros en
aproximadamente 2 horas en el caso de TAMRA y 1 hora 40 minutos usando el

fluoréforo cumarina.
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1. INTRODUCCION
1.1. Coronavirus

El primer reporte de los coronavirus (CoV) se realiz6 en la década de 1930, cuando
Baudette y Hudson describieron una infeccion respiratoria grave presente en pollos
causada por el virus de la bronquitis infecciosa (IBV). Afios mas tarde, en 1965,
Tyrrell y Bynoe descubrieron el primer coronavirus patégeno para los humanos al
gue denominaron B814, el cual fue aislado de un adulto con sintomas de resfriado
comun. A partir de estos descubrimientos, se han identificado otros tipos circulantes
de coronavirus como el virus de la hepatitis del raton y el coronavirus humano 229E
(HCoV-229E). Este grupo de virus presenta una morfologia similar cuando se
observan bajo el microscopio electrénico, en los que destacan las proyecciones en
forma de picos que corresponden a la proteina espiga (S) y que dan a las particulas
del virus la apariencia de una corona, debido a esto, en 1968 fueron designados con
el nombre de Coronavirus. Posteriormente en 1975, el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) nombré la nueva familia de coronavirus como

Coronaviridael.

La familia Coronaviridae, se caracteriza por infectar a humanos y otros mamiferos,
incluido ganado y animales de compairiia; ademas de algunas especies de aves,
causando enfermedades respiratorias y/o entéricas de caracter agudo o persistente
y de diversa gravedad. Por lo tal razon, no solo representan un desafio para la salud

publica, sino también una preocupacion veterinaria y econémica?.

1.1.1. Morfologia

Los coronavirus (Fig. 1) son virus envueltos de 80 a 220 nm de tamafio, de forma
esférica, que poseen un genoma de RNA de cadena sencilla y sentido positivo de

aproximadamente 26 a 32 kilobases®*.
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envoltura (E) )/

Proteina de
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100 nm

Proteina de nucleocapside

Bicapa lipidica (N) v RNA gendmico
Figural. Estructura de un virion de coronavirus y sus proteinas estructurales. Tomado y
modificado de Masters, P. (2006)°.

1

El genoma viral (Fig. 2) codifica a 16 proteinas no estructurales (NSP 1-16) y 4
proteinas estructurales que son la proteina S, la proteina de la nucleocapside (N),
la proteina de membrana (M) y la proteina de envoltura (E); en conjunto, todas estas

proteinas son necesarias para la produccion de un virion*>.

Genoma SARS-CoV-2 (bases)

5,000 10,000 15,000 20,000 25,000
Proteinas estructurales
ORF1a )i ORF1b ]
: S EM N
NSPs s e o
NSP8 i
NSP2 NSP4  NSP6 | NSP10
NSP1 NSP3 NSP5  |NSPY|
NSP7 NSP11 NSP13 NSP15 |
NSP12 NSP14  NSP16

Figura2. Genoma del coronavirus SARS-CoV-2. Tomado y modificado de Gordon, D. et al.,
(2020)°.

La proteina S es una proteina homotrimérica que sobresale de la superficie del virus,
su funcidn es mediar la unién del virus con el receptor y la fusiéon de la membrana
viral con la membrana de la célula blanco. La proteina M se asocia con otras
proteinas estructurales, incluida la nucleocépside, para facilitar el ensamblaje
molecular de las particulas virales, ademas de estar involucrada en la patogénesis
viral. La proteina E, la mas pequefia entre todas las proteinas estructurales,
desempefia un papel importante en el ensamblaje, la liberacién y patogénesis del

virus. Por dltimo, la proteina N participa en la organizacién y empaquetamiento del
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genoma viral, también facilita el ensamblaje del virion y mejora la eficiencia de la

transcripcion del virus, entre otras cosas®.

Por otra parte, las proteinas no estructurales (NSPs) componen el complejo de
replicacion y transcripcion (RTC) que desempefia un papel importante en la sintesis
y el procesamiento del RNA, ademas de mantener su integridad, lo que ayuda a la

supervivencia del virus*®.

1.1.2. Clasificacién

Mediante estudios filogenéticos, los coronavirus (CoV) se han clasificado dentro del
orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae; esta ultima
se divide en cuatro géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus

y Deltacoronavirus (Fig. 3)*.

Orden: Nidovirales
Suborden: Abnidovirineae

Suborden: Arnidovirineae
Suborden: Cornidovirineae

Familia: Coronaviridae
Subfamilia: Letovirinae

Subfamilia: Orthocoronavirinae

—Género: Alphacoronavirus

— Subgénero: Duvinacovirus - Especie: HCoV-229E

Subgénero: Setracovirus - Especie: HCoV-NL63
— Género: Betacoronavirus
——Subgénero: Embecovirus

Especie: HCoV-HKU1

— Especie: Betacoronavirus 1
L Subespecie: HCoV-0C43
Subgénero: Merbecovirus - Especie: MERS-CoV

——Subgénero: Sarbecovirus

Especie: SARS-CoV
Especie: SARS-CoV-2

— Género: Deltacoronavirus

—— Género: Gammacoronavirus

Figura 3. Clasificacion taxondmica de los coronavirus de acuerdo con el Comité Internacional
de Taxonomia de Virus (ICTV). Tomado de https://thenativeantigencompany.com/the-endemic-
coronaviruses-and-what-they-might-tell-us-about-covid-19/
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Los géneros alfa y betacoronavirus infectan principalmente a los mamiferos,
mientras que los gammacoronavirus infectan a las aves y los deltacoronavirus

infectan tanto a mamiferos como a aves®.

1.2. Coronavirus humanos (HCoV)

Hasta la fecha, se han identificado siete diferentes tipos de coronavirus que son
patdgenos para los humanos, conocidos como coronavirus humanos (Human
Coronaviruses, HCoV) pertenecientes a los géneros Alphacoronavirus y
Betacoronavirus. En el género Alphacoronavirus se encuentran los HCoVs 229E y
NL63; mientras que el género Betacoronavirus incluye los HCoVs OC43, HKU1, el
coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV), el coronavirus del
sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y el nuevo coronavirus del
sindrome respiratorio agudo grave tipo 2 (SARS-CoV-2), surgido a finales de
2019167,

Generalmente estos virus causan enfermedades leves a moderadas del tracto
respiratorio superior, con sintomas similares al resfriado comun. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha vuelto cada vez mas evidente que los HCoV especialmente
del género Betacoronavirus pueden desarrollar patologias respiratorias graves
como bronquitis, neumonia e incluso el sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA), los cuales pueden ser potencialmente mortales y, hasta el momento, no
existe un tratamiento especifico para combatir la enfermedad. El desarrollo de una
enfermedad grave es mas comun en personas que tienen comorbilidades como
hipertension o diabetes mellitus o personas con sistemas inmunitarios debilitados y

adultos mayores?®?®.

1.2.1. SARS-CoV-2

A finales del afio 2019, en la ciudad de Wuhan, China, se reporto la presencia de
un nuevo coronavirus en un grupo de personas que presentaban casos de
neumonia y que ahora se conoce formalmente como el coronavirus del sindrome

respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2). Mas tarde, el 22 de enero de 2020,
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se informo por primera vez la transmision de persona a persona de este nuevo virus
y el 11 de marzo de este mismo afio la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
declar6 que la infeccién por SARS-CoV-2 se habia convertido en una pandemia.

El virus se transmite a través de microgotas respiratorias o aerosoles generados al
toser o estornudar; por estrechar la mano de una persona enferma o al tocar un
objeto o superficie contaminada y llevarse las manos a la boca, la nariz o los ojos.
También se puede transmitir durante procedimientos médicos y manipulacion de
muestras®®. La enfermedad que desencadena el SARS-CoV-2 se denomina
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) y se caracteriza por la presencia de
signos y sintomas similares a los que ocasionan los virus gripales de tipo Ay B
como fiebre, tos, dificultad para respirar y cambio o pérdida del gusto o del olfato.
Por lo tanto, no es posible diferenciar entre la gripe y el COVID-19 solo por los

sintomas, se requieren pruebas especificas para confirmar un diagnéstico*.

1.2.2. Patogénesis

Las primeras células que infecta el virus son las células multiciliadas en la
nasofaringe o la traquea, en las cuales inicia su replicacion. Si el virus no se elimina
mediante la respuesta inmunitaria innata o adaptativa en esta etapa, puede
propagarse a las vias respiratorias inferiores por la aspiracion de las particulas
virales que se generan en las vias respiratorias superiores?!3, En los casos mas
graves, se ha demostrado que el SARS-CoV-2 infecta principalmente las células
alveolares de tipo 2 (AEC2) de los pulmones a través de la union de la proteina S
(Espiga o Spike) al receptor de la enzima conversiva de angiotensina 2 (ECA2)
donde la replicacion activa y la liberacion del virus induce la apoptosis en la célula
huésped (Fig. 4), liberando patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), estos
son reconocidos por las células epiteliales vecinas, las células endoteliales y los
macrofagos alveolares, lo que desencadena la generacidn de citocinas y
guimiocinas proinflamatorias (incluidas IL-6, IP-10, proteina inflamatoria de
macrofagos 1a (MIP1a), MIP1B y MCP1). Estas proteinas atraen monocitos,
macrofagos y células T al sitio de la infeccidn, promoviendo una mayor inflamacién

(con la adicion de IFNy producido por las células T) y estableciendo una
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retroalimentacion pro inflamatoria, lo que eventualmente dafia la estructura
pulmonar provocando disnea (dificultad para respirar) y en consecuencia hipoxemia,
poco después del inicio de la disnea y la hipoxemia, se desarrolla insuficiencia

respiratoria progresiva que tiene como consecuencia el sindrome de dificultad
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L G Replicacion viral
| . : Y
- ¥

— i3 + Apoptosis/Piroptosis

i oA ‘
Entrada del -’ i

virus Citocinas proinflamatorias #acr(’grrpxlgns
0 eutrofilos.
ALLL) jﬁ ® Manocitos y

| o Células T
. |

. Infiltracion de células
inmunitarias innatas

Edema pulmonar, lesiones . o
pulmonares agudas.

respiratoria aguda (SDRA)*15,

Receptor ACE2

Regulacion a la baja
de ACE2

Activacion de células TH17

SARS-CoV-2

Induccién de otras Produccién de
citocinas p las

proinflamatorias
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oz, 2, ez, encsn 0 | Q0

0o ‘00

Permeabilidad y fuga vascular
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Figura4. Inmunopatogénesis iniciada por la replicacion del SARS-CoV-2 en las vias
respiratorias inferiores. Tomado y modificado de Asrani, P. & Hassan, M. (2021).

1.3. Meétodos de diagnostico para la deteccion del virus SARS-CoV-2

Durante la pandemia por SARS-CoV-2, se han utilizado diferentes métodos de
diagndstico para la deteccidn del virus, que se pueden clasificar principalmente en
dos categorias: (1) pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) y (2)

pruebas serolégicas para la detecciéon de antigenos/anticuerpos?®.

1.3.1. Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) empleadas

para detectar el virus SARS-Cov-2

Debido a su alta sensibilidad y especificidad, las NAAT son las pruebas principales
para la deteccion del SARS-CoV-2. Este tipo de pruebas se basan en la
identificacion del material genético (RNA) del SARS-CoV-2. La mayoria de estas
deben realizarse en un laboratorio y el tiempo para obtener los resultados varia de

1 a 3 dias aproximadamente?®.
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Dentro de esta categoria se encuentran las siguientes pruebas:
A) Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)

La RT-PCR consiste en primer lugar de la transcripcion inversa para producir un
DNA complementario (cDNA) a partir del RNA viral y luego la amplificacion del cDNA
a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Durante la amplificacion,
se incluye en la reaccion de PCR una sonda fluorescente como un colorante
fluorogénico, que responderd al DNA amplificado para producir sefiales
fluorescentes (Fig. 5). Como resultado, la amplificacion puede detectarse en tiempo
real utilizando una maquina de PCR cuantitativa. Con este tipo de prueba, el virus
puede detectarse al menos 48 horas antes del inicio de los sintomas y hasta 12-14

dias después’8,
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Figura5. llustracion del principio de la reaccion RT-PCR. Tomado y modificado de Afzal A.
(2020)*.
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B) Amplificacion isotérmica mediada por bucle con transcripcion inversa (RT-
LAMP)

Al igual que en la técnica de RT-PCR el primer paso es obtener cDNA a partir del
RNA viral mediante transcripcion inversa, posteriormente la amplificacion del DNA
se realiza a una temperatura constante de 65°C durante 30 minutos empleando 4 a
6 oligonucledtidos disefiados especificamente para reconocer de 6 a 8 regiones en
la secuencia de DNA. Durante el inicio de la amplificacién se genera una estructura
de DNA en forma de mancuerna (Fig. 6) en la que los bucles terminales son el punto
de partida para la amplificacion exponencial, con cada dNTP que se incorpora a las
cadenas en crecimiento se libera un proton, esto conduce a una disminucion del pH
gue se puede detectar visualmente mediante indicadores de pH como el rojo de
fenol. Este ultimo en condiciones alcalinas presenta una coloracion rosa mientras
gue en condiciones acidas cambia de color a amarillo por lo tanto una deteccion
positiva del virus SARS-CoV-2 estaria indicada por un color amarillo, en tanto que
un resultado negativo estaria indicado por un color rosa, los resultados se pueden

obtener en un tiempo estimado entre 30 minutos a 1 hora aproximadamente?%:21,
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Figura 6. llustracion del mecanismo de la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP).
Tomado y modificado de https://www.milenia-biotec.com/uploads/2021/06/LAMP_Mechanism-
927x1024.jpg.webp
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1.3.2. Pruebas serologicas para la deteccibn de antigenos vy
anticuerpos anti-SARS-CoV-2

Las pruebas de antigenos son inmunoensayos que detectan la presencia de un
antigeno viral especifico, generalmente tienen una especificidad similar, aunque
menos sensibles que la mayoria de las NAAT. Pueden proporcionar resultados en
minutos lo que las hace utiles para identificar rApidamente a las personas que
probablemente tengan COVID-19 y en su mayoria son menos costosas. Hay
pruebas disponibles para realizarse en el punto de atencién o en un laboratorio, sin
embargo, en ocasiones puede ser necesario confirmar los resultados con una NAAT
de laboratorio en los casos de una prueba negativa en personas con sintomas o

una prueba positiva en personas sin sintomas.

También es posible la deteccion de anticuerpos (IgM e IgG) anti-SARS-CoV-2 en
muestras de sangre. Aunque este procedimiento no identifica el virus de manera
directa, determina si un individuo ha estado infectado mediante la identificacion de
estas inmunoglobulinas producto de una respuesta inmunitaria contra la infeccion.
Dado que no es posible la deteccion en una fase temprana debido a que los
anticuerpos IgM e IgG son detectables alrededor de 5 y 14 dias, respectivamente,
después del inicio de los sintomas, los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) recomiendan este tipo de pruebas solo para fines
epidemiolégicos!®??, Estas pruebas incluyen el ensayo por inmunoadsorcion ligado

a enzimas (ELISA) y el ensayo inmunocromatografico o pruebas de flujo lateral.
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Figura 7. llustracion de los inmunoensayos de flujo lateral. Tomado y modificado de Castrejon,
N., et al. (2022)23,
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Tabla 1.

Tipos de metodologias empleadas en la deteccion de SARS-CoV-2. Comparacion de las diferentes metodologias empleadas para la
deteccion del virus SARS-CoV-2 y la enfermedad de COVID-19.

Metodologia Prueba Analito detectado Muestra Tiempo Ventajas Desventajas
Resultados
RT-PCR 17192428 | DNA amplificado a partir Hisopado 1 a3dias Alta especificidad y | Requiere equipos especializados costosos
del cDNA obtenido nasofaringeo sensibilidad y analistas capacitados.

Amplificacion
de acidos
nucleicos

(NAAT)

mediante transcripcion
inversa del RNA de
coronavirus.

u orofaringeo

Requiere de entre 4 a 6 horas para
procesar las muestras.

Alto costo

RT-LAMP 19,24,25,28

RNA

Hisopado
nasofaringeo

30 a 60 minutos

Mas rapido que el

ensayo de RT-PCR.

Alta especificidad y
sensibilidad.

No requiere un
termociclador.

Dificultad en el disefio de los oligos.

Deteccién de
antigenos

Ensayo por
inmunoabsorcion
ligado a enzimas

(ELISA) 2230

Antigenos virales
(Proteinas Sy N)

Hisopado
nasofaringeo

3 a5 horas

Alta especificidad.

Menor sensibilidad en comparacién con
PCR.

Ensayos de flujo
lateral 17:26.28

Antigenos virales
(Proteinas Sy N)

Hisopado
nasofaringeo

15 a 30 minutos

Réapidos y baratos

Baja sensibilidad

Deteccién de
anticuerpos

Alta especificidad Los resultados negativos deben
confirmarse con una prueba como la RT-
PCR.

Ensayo por Anticuerpos IgG e IgM Suero o 1.5a 2.5 horas Alta sensibilidad, El ensayo tarda un par de horas.
inmunoabsorcion plasma mas rapida y ) ) n
ligado a enzimas sanguineo econdémica que la Requiere de equipos especificos.

24,25,27,29 -
(ELISA RT-PCR Riesgo de reactividad cruzada
Ensayo de flujo Anticuerpos IgG e IgM Sangre o 10 a 15 minutos Mas répida y Riesgo de reactividad cruzada.
lateral 2425.27.2829 plasma econdmica que la ) )
sanguineo RT-PCR Resultados falsos negativos si la

concentracion de anticuerpos esta por
debajo del limite de deteccion.




1.4. Métodos de purificacion de acidos nucleicos para su posterior uso

en las pruebas de amplificacion de &cidos nucleicos (NAAT).

Como se menciondé anteriormente, durante la pandemia las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) se establecieron como las mas utilizadas
para el diagnostico del virus SARS-CoV-2. Por lo tanto, la purificacién de acidos
nucleicos es un paso previo importante en la realizacién de este tipo de pruebas
debido a que la presencia de materiales celulares u otros contaminantes como
proteinas o carbohidratos en las muestras biolégicas impiden que se lleven a cabo

correctamentes132,

El DNA o RNA de interés se puede aislar utilizando una variedad de métodos

diferentes. Entre los mas utilizados se encuentran:
e Extraccion Fenol-Cloroformo

Esta técnica emplea dodecilsulfato de sodio (SDS) y proteinasa K para la digestion
enzimatica de proteinas y componentes celulares distintos de los acido nucleicos.
Luego se agrega una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se centrifuga
para promover la particion de lipidos y desechos celulares en la fase organica,
dejando el DNA aislado en la fase acuosa, esta Ultima se transfiere a un tubo limpio

para posteriores aplicaciones®.

e Centrifugacion en gradiente de cloruro de cesio (CsCl) con bromuro de
etidio (EtBr)

En este método las muestras lisadas se mezclan con CsCl y EtBr para,
posteriormente, centrifugarlas a alta velocidad. Como el cloruro de cesio es una sal
extremadamente densa se establecerd un gradiente de densidad que va
disminuyendo desde el fondo del tubo hasta la parte superior, en tanto que el
bromuro de etidio se intercalara en los acidos nucleicos permitiendo localizar y
extraer las bandas formadas al aplicar luz ultravioleta. Generalmente la separacion

de acidos nucleicos depende principalmente de su peso molecular34.



e Extraccién en fase sélida

En la técnica de extraccion en fase solida los &cidos nucleicos se unen
selectivamente a una superficie sélida, como una columna o nanoparticulas
recubiertas de silice, en presencia de una alta concentracion de sales lo que permite
gue los restos celulares y otros contaminantes sean separados mediante
centrifugacion. Una vez aislados los &cidos nucleicos estos se separan de la

superficie empleando agua libre de nucleasas o un buffer alcalino Tris-EDTA3,

1.4.1. Purificacion de &cidos nucleicos mediante nanoparticulas

magneéticas

Recientemente la purificacion de acidos nucleicos mediante nanoparticulas
magneéticas ha tomado mayor relevancia ya que involucra un procedimiento mas
simple y un menor tiempo de procesamiento, ademas de otras ventajas, por
ejemplo, los acidos nucleicos se pueden aislar directamente a partir de las muestras
biologicas, como sangre, homogeneizados de tejidos, etc. Se evitan los pasos de
centrifugacion que pueden conducir a la degradacion de los acidos nucleicos y, por
lo tanto, la pérdida total de utilidad en las aplicaciones posteriores, incluida la

amplificacién de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)32:3536,

Las nanoparticulas magnéticas (MNP) son nanomateriales con rangos de tamafo
entre las escalas nano a micro y que generalmente se conforman por dos partes

principales: un nucleo y el recubrimiento (Fig. 8).

Nucleo Magnético

)5 R % o Q;i‘é:;ubrimiento

Figura8. Componentes de una nanoparticula magnética (MNP). Tomado y modificado de
Dasari, A. et al. (2022)¥.
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El ndcleo contiene elementos magnéticos como hierro, niquel o cobalto, asi como
los 6xidos correspondientes, lo que les otorga una propiedad conocida como
superparamagnetismo en la que, al aplicarse un campo magnético externo sobre
las MNP, muestran sensibilidad magnética y pueden interactuar con estos campos
magnéticos. Sin embargo, en ausencia de campo magnético externo no presentan

interacciones magnéticas®.

Por otra parte, el recubrimiento es responsable de estabilizar y proteger el nucleo
de los efectos quimicos del medio, ademas de desempefiar un papel fundamental
aportando funciones especificas, por ejemplo, los materiales inorganicos utilizados
como recubrimiento permiten que a la superficie de las nanoparticulas se unan

ligandos bioldgicos383,

Para la purificacion de DNA, los nucleos metalicos generalmente compuestos de
magnetita (FesOs) son recubiertos con diferentes tipos de materiales como:
polimeros (silice) u oligonucleétidos. Los principales tipos de interaccion que

ocurren entre las nanoparticulas y el DNA son de 2 tipos (Fig. 9)36:404%,

[) Atraccion electrostatica entre la superficie cargada positivamente de la

nanoparticula y los grupos fosfato del DNA.

II) Formacion de enlaces de hidrégeno complementarios entre los oligonucleotidos

inmovilizados covalentemente en las MNP y el DNA.

‘@2
°3%
Xx®

Figura 9. Tipos principales de interacciones entre el DNA y las nanoparticulas magnéticas. A)
Interaccion electrostética utilizando nanoparticulas no modificadas y/o funcionalizadas. B)
Formacién de enlaces de hidrogeno complementarios entre oligonucle6tidos inmovilizados
covalentemente en las MNP y el DNA. Tomado y modificado de Acosta, J. et al. (2020)%.
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1.5. Deteccion de los productos amplificados por PCR en las pruebas
NAAT.

Las principales técnicas utilizadas para realizar la deteccion del DNA que se ha
amplificado en las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos son:

Electroforesis en gel de agarosa: Este método separa el DNA amplificado segun
su tamafio y carga, para su observacion el DNA amplificado se tifie con un colorante

quimico como el bromuro de etidio el cual se intercala entre las dos hebras*.

Marcaje de oligonucledtidos o nucleétidos utilizados en PCR con fluoréforos:
Este método permite incorporar oligonucle6tidos o nucleétidos que se encuentran
marcados con un fluoréforo durante la reaccion de PCR, posteriormente la sefal de
fluorescencia es detectada por un equipo como los que se emplean en la PCR en

tiempo real.

Este ultimo método representa una ventaja respecto a la deteccion mediante gel de
agarosa ya que permite la deteccion del DNA amplificado en tiempo real mientras

se sintetiza*243,

1.5.1. Fluorescencia

La fluorescencia es la luz emitida por las moléculas a través del decaimiento
espontaneo de un estado electréonico excitado generado por absorcion de luz#.
Consiste en un proceso de tres etapas que ocurre en ciertas moléculas
(generalmente hidrocarburos poliaromaticos o heterociclos) llamadas fluoréforos o
colorantes fluorescentes y esto se ilustra mediante un diagrama de estado

electrénico simple también conocido como diagrama de Jablonski (Fig. 10)444°,
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Figura 10. Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos involucrados en el fenémeno de
fluorescencia. Tomado y modificado de

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/references/molecular-probes-the-
handbook/introduction-to-fluorescence-techniques.html

En la etapa 1 (Excitacion) un foton generado por una fuente externa como una
lampara incandescente o un laser es absorbido por el fluoroforo, creando un estado

electrénico excitado (S1')%.

El estado excitado existe por un tiempo finito (tipicamente de 1 a 10 nanosegundos),
durante este tiempo el fluoréforo sufre cambios conformacionales y también una
multitud de posibles interacciones con su entorno molecular, lo cual provoca que la
energia de S1' se disipe parcialmente, esto se observa en la Etapa 2: Tiempo de
vida del estado excitado, produciéndose un estado excitado relajado (S1) a partir

del cual se origina la emisién de fluorescencia®.

En la tercera etapa (Emision de fluorescencia) se emite un fotén, devolviendo el
fluoréforo a su estado fundamental SO. Debido a la disipacion parcial de energia
durante el tiempo de vida del estado excitado, la energia de este foton emitido es

menor y, en consecuencia, de mayor longitud de onda que el foton de excitacion*®.
1.5.2. Microscopia de Epifluorescencia

La microscopia de epifluorescencia es una modalidad de microscopia de campo
amplio que utiliza el fendbmeno de la fluorescencia para generar imagenes. En este
tipo de microscopia tanto la luz de excitacion como la de emision viajan a través del

mismo objetivo?®.
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La mayoria de las imagenes de fluorescencia se realizan utilizando microscopios

gue tienen estos componentes esenciales:

a) Una fuente de luz (lampara)
b) Un filtro de cubo que contiene un juego de filtros de fluorescencia: incluye un
filtro de excitacion, un espejo dicroico/divisor de haz y un filtro de emision.

¢) Unacamara CCD

La luz generada por una ldmpara viaja hacia el filtro de excitacion en donde se
reducen las longitudes de onda de la luz entrante a solo aquellas utilizadas para
excitar la muestra. Las longitudes de onda seleccionadas se reflejan luego desde
un espejo dicroico o un divisor de haz a través del objetivo del microscopio hasta la
muestra. Si la muestra emite fluorescencia, la luz de emision captada por el objetivo
vuelve a pasar a través del espejo dicroico y posteriormente es filtrada por el filtro
de emision, que bloquea las longitudes de onda de excitacion no deseadas. La luz
emitida luego es recolectada por un detector como una camara CCD la cual esta
conectada a una pantalla de computadora, que muestra la imagen (Fig. 11)*74,
< B
/ Filtro de emision
| L

Espejo/Filtro dicroico

I

il
[ Filtro de excitacion

Objetivo ——

Muestra

Figura 11. Trayectoria del rayo de luz en un microscopio de epifluorescencia. La linea azul
ilustra la trayectoria del haz de luz de excitacion y la linea verde, muestra la trayectoria del haz
de luz de emision resultante. Tomado y modificado de
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-
center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-
microscopy/epifluorescence-microscope-basics.html
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1.6. Fluoréforos utilizados en el marcaje de oligonucledtidos o

nucleétidos (bioconjugacion)

La bioconjugacién implica la unién de moléculas mediante enlaces quimicos, en los
cuales al menos uno de los reactivos es una biomolécula (anticuerpos, proteinas u
oligonucledtidos). Los bioconjugados se utilizan en la deteccion, andlisis o
identificacion y seguimiento de biomoléculas en los campos de la biotecnologia, la
medicina y la nanotecnologia. Entre sus aplicaciones se cuentan la union de
fluor6foros a anticuerpos para citometria de flujo, union de fluoréforos a

oligonucledtidos y la obtencién de imagenes por microscopia“®.

Los avances en la quimica de la fluorescencia han impulsado el desarrollo de
muchos tipos diferentes de fluoroforos proporcionando una mayor utilidad y
diversidad de estos para aplicaciones en investigacion bioquimica, en el desarrollo

de biosensores o como detectores de moléculas especificas®.

Los colorantes organicos sintéticos, como la fluoresceina, fueron los primeros
compuestos fluorescentes utilizados en la investigacion biolégica. A partir de estos
compuestos se han producido derivados para mejorar su fotoestabilidad. Entre los
ejemplos mas destacados se encuentran las variantes de la rodamina y cumarinas
(Fig. 12) que por su pequefio tamafio son Utiles para las estrategias de
bioconjugacion por que pueden entrecruzarse con macromoléculas sin interferir con

la funcion biologica®®.
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Figura 12. Fluoréforos organicos Rodamina y Cumarina. (A) compuesto 5-TAMRA-PEG3-
Azida, el cual es un derivado de la rodamina. B) compuesto 3-azido-7-hidroxicumarina el cual
deriva de la cumarina®!.
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1.6.1. Estrategias para el marcaje de oligonucleodtidos/nucleotidos.

Para la unién de los fluoréforos a los oligonucledtidos se utilizan dos estrategias
principales. El primer método y el mas comun es el método de las fosforamiditas
(nucle6sidos modificados con grupos quimicos de proteccion en los grupos
reactivos de la molécula, cuya funcion es evitar reacciones no deseadas durante la
sintesis de oligonucledtidos). Este método hace posible incorporar uno o mas
fluoréforos en uno o en ambos extremos 5' y/o 3' del oligonucle6tido. La segunda
estrategia, se basa en la reaccion de un grupo éster presente en la molécula del
fluoréforo con un grupo amino en el oligonucledétido. La principal desventaja de estas
estrategias es que tienen un bajo rendimiento cuando se requieren multiples

adiciones de fluoréforos®2.

Sin embargo, recientemente se ha empleado la “quimica de click” como una opcion
mas efectiva para marcar oligonucleétidos o también nucleotidos con moléculas
fluorescentes. La amplia gama de aplicaciones de bioconjugacion de la quimica click
se ha atribuido a su cinética de reaccion rapida, rendimientos cuantitativos,
formacion minima de subproductos y wuna alta quimioespecificidad vy

regioselectividad®>53,

1.7. Quimica “click”

El término “Quimica click” fue acufiado por el Dr. Karl Barry Sharpless®3°# en el afio
2001 para definir un conjunto de reacciones quimicas que son versatiles para unir
diversas moléculas en condiciones ambientales; entre sus caracteristicas se

encuentran:

a) Requieren condiciones de reaccion simples

b) El no uso de solventes o el uso de un solvente benigno (como el agua) que
se elimina facilmente

c) El producto debe ser estable en condiciones fisiol6gicas ademas de que su

aislamiento debe ser sencillo.

Por lo anterior, tienen aplicaciones importantes en el campo del descubrimiento de

farmacos, la quimica médica y la investigacion con DNA.
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Hasta la fecha se pueden clasificar en cuatro tipos diferentes (Fig. 13), siendo las
mas conocidas las reacciones de cicloadicion, en especial la reaccién de

cicloadicién 1,3-dipolar azida/alquino catalizada con cobre (I) (CUAAC)®3.

Tipos de reacciones
de "click"

L
' ' ' !

" Reacci6n de Reaccién de :
Reaccion de Sustucion condensacion Reacciones de
cicloadicion nuclesfila del grupo adicion

carbonilo

Figura 13. Reacciones de tipo “click’. Es una reaccién que se compone de un solo paso.
Tomado y modificado de Kaur J. et al. (2021)5%3,

1.7.1. Reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar azida/alquino catalizada con
cobre(l) (CUAAC)

Las reacciones de cicloadicion se conocen desde 1888, sin embargo, fue Rolf
Huisgen quien, a partir de 1957, establecio las cicloadiciones 1,3-dipolares como un

nuevo campo de la sintesis organica®3.

La reaccidn entre azidas y alquinos para dar derivados de triazol se conoce como
cicloadicion de Huisgen. A pesar de su gran relevancia, tiene algunas limitaciones
como requerir de temperaturas elevadas y carecer de regioselectividad produciendo
mezclas de triazoles 1,4- y 1,5-disustituidos; lo que hace que en la mayoria de los

casos sea poco practica (Fig. 14)%.

o - —m 2 | M

Azida Alquino

Triazol 1,4-disustituido
Triazol 1,5-disustituido

Figura 14. Reaccion de Huisgen. Consiste en la cicloadicién 1,3-dipolar entre alquinos y azidas.
Kaur J. et al. (2021)%3.
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En 2002, los grupos de investigacion de Meldal y Sharpless reportaron
simultaneamente que en presencia de Cu (l), la reaccidén de Huisgen se acelera en
hasta 7 6rdenes de magnitud, adicionalmente se convierte en regioselectiva a favor
del isbmero 1,4-disustituido (Fig. 15) y puede llevarse a cabo en condiciones

acuosas, incluso a temperatura ambiente.

2

1
N

N
Cu(l)
o =M - |
Azida Alquino \ 4

Triazol 1,4-disustituido

Figura 15. Reaccion de cicloadicién alquino-azida catalizada por cobre (1) (CUAAC). Kaur J. et
al. (2021)s.

La catalisis por cobre facilitdo el empleo generalizado de la reaccion de Huisgen en
todos los campos de la sintesis organica, cuando se necesita unir dos fragmentos

estructurales en una sola molécula>*.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos 20 afios han surgido tres nuevos coronavirus (CoV) implicados en
enfermedades graves para los humanos: el coronavirus del Sindrome Respiratorio
Agudo Severo (SARS-CoV), el coronavirus del Sindrome Respiratorio de Medio
Oriente (MERS-CoV) y el coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2
(SARS-CoV-2). Este dltimo, el méas reciente de los coronavirus, causa la
enfermedad respiratoria llamada COVID-19, responsable de la actual pandemia que
inici6 a principios del afio 2020 y perdura hasta la fecha en que se redacta esta tesis
y que ha dejado hasta el momento mas de 700 millones de contagios y alrededor

de 6 millones de muertes en el mundo®®-56,

Para realizar la deteccion del virus SARS-CoV-2, hay dos tipos principales de
pruebas de diagnoéstico: A) las que informan la presencia de una infeccion actual y
B) las que confirman una infeccion previa. En la primera categoria encontramos las
pruebas aprobadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que son pruebas
moleculares que amplifican fragmentos de RNA viral, también conocidas como
pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) y pruebas serologicas para la
deteccion de antigenos; en tanto que, en la segunda categoria, tenemos las pruebas

de deteccién de anticuerpos (Fig. 16)2>°.
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Figura 16. Tipos de pruebas para el diagnéstico de la enfermedad de COVID-19. Las pruebas
de diagndstico permiten detectar el virus SARS-CoV-2 o los anticuerpos generados por la
infeccion derivada del virus. Tomado y modificado de https://www.roche.com/stories/3-factors-

decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/ 5.
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Dentro de las pruebas NAAT, la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR), es el estdndar de oro en el
diagnéstico de COVID-19 por su alta especificidad y sensibilidad. Sin embargo,
presenta algunas desventajas como son: equipo de laboratorio costoso, requiere de
personal capacitado y toma varias horas obtener un resultado (aproximadamente 4

a 6 horas)?>%,

Por otro lado, las pruebas seroldgicas son econémicas, portétiles, rapidas y pueden
usarse para diagnosticar pacientes en la etapa temprana de la infeccién viral, no
obstante, la sensibilidad de dichas pruebas difiere de un 34% a 80%, con un mayor

numero de falsos positivos?5%6,

Adicionalmente, en investigaciones realizadas recientemente, se ha observado que
una gran parte de las personas infectadas no desarrollan respuestas de anticuerpos
hasta el decimocuarto dia después del inicio de los sintomas. En consecuencia, las
pruebas que se basan en la deteccibn de anticuerpos no se utilizan para
diagnosticar una infeccion actual de SARS-CoV-2 (Fig. 17), sin embargo, son utiles

para la vigilancia de salud publica®®.

Antes del inicio de los Después del inicio de los sintomas
sintomas

enegativo  Antigeno probablemente positivo Antigeno probablemente negativo

ente negativa PCR probablemente positiva PCR probak

Deteccién de anticuerpos

Anticuerpos

196 —

Presencia de RNA viral
en el tracto respiratorio

Exposicién a
SARS-CoV-2

Presencia de antigeno
en vias respiratorias Anticuerpos

IghM

Semana -2 Semana -1 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6

El perfil de anticuerpos mas
alla de este periodo debe

Inicio de los sintomas determinarse

Aumento de la probabilidad de deteccion

Figura 17. Seleccion del tipo de prueba de diagnéstico apropiada de acuerdo con la progresion
de la infeccion por SARS-CoV-2. Tomado y modificado de https://www.roche.com/stories/3-
factors-decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/ %.

Hasta el 11 de marzo de 2022 la cantidad total de pruebas realizadas fue de

aproximadamente 6 mil millones. En paises de ingresos altos como Estados Unidos,
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Inglaterra, Austria y Dinamarca se realizaban entre 2000 y 15000 pruebas por cada
1000 personas; mientras que en muchos paises de ingresos bajos como Haiti,
Afganistan y Nigeria se realizaron menos de 20 pruebas por cada 1000 personas
(Fig. 18)%.

Pruebas totales de COVID-19 por cada 1,000 personas.

Las comparaciones entre paises se ven afectadas por las diferencias en las estrategias para la

realizacion de las pruebas y la manera en que reportan los datos.
Denmark
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10,000
8,000
United Kingdom
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6,000
4,000 Italy
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United States
tests performed
Ind i
2,000 plo?)%elsélsted
Nigeria
samples tested
Afghanistan
Haiti
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Feb 20, 2020 Feb 24, 2021 Sep 12, 2021 Jun 23, 2022

Figura 18. Pruebas de diagnéstico realizadas en relacion con el tamafio de la poblacién. Este
mapa muestra cdmo se compara el numero total de pruebas por cada mil personas en diferentes
paises del mundo. Tomada de https://ourworldindata.org/coronavirus

El aumento continuo de los casos de COVID-19 caus6 graves problemas en los
sistemas de salud quienes se vieron incapaces de brindar la atencion suficiente que
requeria la poblacién; resultando insuficientes la cantidad de pruebas realizadas
para ayudar en la contencion del virus?4. Las estadisticas que aparecen en la figura
18 demostraron claramente la necesidad de desarrollar nuevos métodos de

deteccion econémicos y rapidos?>°°,

En este proyecto se propone el desarrollo de una nueva metodologia, usando la
sensibilidad y especificidad de una RT-PCR, pero optimizada en términos de
rapidez. Utilizando secuencias sintéticas de DNA obtenidas a partir regiones
especificas del genoma del virus SARS-CoV-2 y de regiones conservadas del

genoma de los virus pertenecientes a la familia de los Betacoronavirus.
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Empleando las secuencias sintéticas de DNA y mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), se reemplazara el nucleétido timina por un anélogo, que
corresponde a la molécula 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU); posteriormente el
producto amplificado se unird a nanoparticulas magnéticas (MNP) en donde se
realizara el marcaje del nucleétido EJU con una molécula fluorescente, 5-TAMRA-
PEG3-azida por medio de una reaccion “click” conocida como reaccion de
cicloadicién azida-alquino catalizada con cobre(l) (CUAAC) y se detectara por medio
de microscopia de epifluorescencia.

3. HIPOTESIS

La incorporacion del nucledtido 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) a la secuencia de
DNA de SARS-CoV-2 durante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

permitira determinar la presencia del virus mediante epifluorescencia.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Determinar la presencia del nucleétido 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU) en las

secuencias de SARS-COV-2 mediante fluorescencia, usando la quimica “click”.

4.2. Objetivos Particulares

e Determinar las condiciones de amplificacion del DNA de Betacoronavirus
(BC) y SARS-CoV-2 (SC2).

e Establecer la cantidad de nanoparticulas magnéticas necesarias para la
visualizacion del DNA.

e Probar diferentes concentraciones del fluoroforo 5-TAMRA-PEG3-Azida
(TAMRA).

e Establecer los tiempos de reaccion éptimos para la amplificacion y marcaje.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diagrama de flujo

Amplificacion de las secuencias de DNA
BC_p4_KEG_Med (110 b), SC2_p2_KEG_Ext
(160 b), SC2_p3_KEG_Med (103 b) y
SC2_p4_KEG_Med (104 b) mediante PCR.

Andlisis del DNA amplificado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Inmovilizacion del DNA mediante su adsorcién
especifica en nanoparticulas magnéticas.

| |

Reaccion "Click” para incorporar el Reaccion "Click" para incorporar el
fluoréforo 5-TAMRA-PEG3-Azida fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina

fotodocumentador Gel Doc

Captura de imagen con
XR+ BioRad.

Deteccién del DNA mediante microscopia de
epifluorescencia.

Captura de imagenes con
el equipo Arcturus XT.

Figura 19. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en este trabajo.

5.2. Secuencias sintéticas de DNA de Betacoronavirus (BC) y SARS-
CoV-2 (SC2) para la reaccion de PCR.

Las secuencias de DNA BC _p4 KEG_Med, SC2 p2 KEG_Ext,
SC2 p3 KEG _Medy SC2 p4_KEG_Med, fueron disefiadas por el Dr. Marco Tulio
Solano De la Cruz (Instituto de Ecologia, UNAM) y el M.C. Karel Johan Estrada
Guerra (Instituto de Biotecnologia, UNAM), y sintetizadas a través de la compafia
Merck®.

Las secuencias se encontraban liofilizadas y libres de sales. Para su uso se
resuspendieron en 100 yL de agua libre de nucleasas (W4502, Sigma-Aldrich); a

partir de estas soluciones stock se llevé a cabo una dilucién para obtener una
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concentracion final aproximada de 4.78 ng/uL (BC_p4), 6.89 ng/uL (SC2_p2), 5.40
ng/uL (SC2_p3) y 5.04 ng/uL (SC2_p4), como se describe en la tabla 2:

Tabla 2.

Concentracion de DNA control de las secuencias de Betacoronavirus y SARS-CoV-

2. Los datos representan las concentraciones de DNA de las secuencias empleadas para los
ensayos realizados en este trabajo.

Secuencia Concentracion | Alicuota | Vol. H,O | Vol. Final | Concentracién
inicial (uM) (pL) (pL) (pL) final (ng/pL)
BC p4 KEG Med 86 1 999 1000 478
SC2 p2 KEG Ext 125 1 999 1000 6.89
SC2 p3 KEG Med 97 1 999 1000 5.40
SC2 p4 KEG Med 90 1 999 1000 5.04

Las muestras de cada secuencia se colocaron en microtubos de 1 mL y se
guardaron a -20°C hasta su uso.

5.3.

SC2_p4 _KEG paralareaccion de PCR.

Oligonucledtidos BC_p4 KEG, SC2 p2 KEG, SC2 p3 KEG vy

Para realizar los ensayos de PCR, se emplearon las siguientes secuencias de

oligonucledtidos forward (FW) y reverse (RV):

Tabla3. Secuencia de los oligonucle6tidos y su respectiva temperatura de fusion (Tm).
Oligonucleétido Secuencia Tm (°C)
BC p4 KEG_RV 5'-CAACTACAGCCATAACCTTTCCACA-3 66.7
BC p4 KEG_FW 5-AAGCTGGTAATGCAACAGAAGTG-3’ 64.2
SC2 _p2_KEG_RV 5-GTGAAAGAATTAGTGTATGCAGGG-3 65.3
SC2 p2_KEG_FW 5-CAGAACATTCTTGGAATGCTGA-3 62.9
SC2 _p3_KEG_RV 5-GTGCCCGCCGAGGAGAATTAGTCTG-3 74.7
SC2 p3_KEG_FW 5-GACATTGCTGACACTACTGATGC-3 63.6
SC2 _p4 KEG_RV 5-GATTGTCCTCACTGCCGTCTTGTTG-3 71.6
SC2 p4 KEG_FW 5-GGCATTGATTTAGATGAGTGGAG-3 63.5

Al encontrarse en forma liofilizada se resuspendieron en 100 uL de agua libre de

nucleasas obteniendo las siguientes concentraciones:

Tabla 4.

los diferentes oligos usadas para realizar los ensayos de PCR.

Oligonucledétido nMol Concentracion final (UM)
BC p4 KEG_RV 64.3 643

BC p4 KEG_FW 67.5 675

SC2 _p2 KEG_RV 59.1 591

SC2 _p2 KEG_FW 72.4 724

SC2 _p3 KEG_RV 56.9 569

SC2 _p3 KEG_FW 66.2 662

SC2 _p4 KEG_RV 59.4 594

SC2 _p4 KEG_FW 72.7 727

Oligonucledtidos usados para la reaccién de PCR. Datos de las concentraciones de
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Partiendo de las soluciones stock de los oligonucleétidos se realizaron diluciones
para obtener una concentracion final de 10 yM en un volumen final de 100 yL como

se describe en la tabla 5:

Tabla5. Preparacién de los oligos para la reaccion de PCR.

Oligonucledtido | Concentracion Alicuota Vol. H,O | Vol. Final | Concentracion
inicial (uM) (pL) (pL) (pL) final (UM)
BC p4 KEG_ RV 675 1.48 98.52 100 10
BC p4 KEG_FW 643 1.55 98.45 100 10
SC2 p2 KEG_RV 724 1.38 98.62 100 10
SC2 p2 KEG_FW 591 1.69 98.31 100 10
SC2 p3 KEG_RV 662 1.51 98.49 100 10
SC2 p3 KEG_FW 569 1.76 98.24 100 10
SC2 p4 KEG_RV 727 1.37 98.63 100 10
SC2 p4 KEG_FW 594 1.68 98.32 100 10

Las muestras de cada oligonucledtido se colocaron en microtubos de 1 mL y se
guardaron a -20°C hasta su uso.

5.4. Mezcla de desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTP) para la reaccion
de PCR.

En un microtubo de 0.2 mL se coloco una alicuota de 5 yL de cada uno de los dNTP,
dATP, dCTP, dTTP y dGTP (R0181, Thermo Fiser), los cuales se encontraban en
una concentracion inicial de 100 mM, después, se agregaron 30 uL de agua libre de
nucleasas (W4502, Sigma-Aldrich) para obtener un volumen final de 50 pL con una

concentracion final de 10 mM y se guardé a -20°C hasta su uso.

5.5. Mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTP) con el

nucledtido EdU para la reaccién de PCR.

En un microtubo de 0.2 mL se colocaron 5 pL de cada uno de los siguientes dNTP:
dATP, dCTP y dGTP (R0181, Thermo Fiser) y 5 uL del nucle6tido EdU (900584,
Sigma-Aldrich), posteriormente, se agregaron 30 uL de agua libre de nucleasas
(W4502, Sigma-Aldrich) para obtener un volumen final de 50 yL con una

concentracion final de 10 mM y se guardé a -20°C hasta su uso.
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5.6. Obtencion de las secuencias de DNA sintético de BC y SC2 con el
nucleodtido EdU, secuencias control de BCy SC2 sin EdU, y muestra
sin DNA.

La incorporacion del nucledtido EdU a las secuencias de DNA se llevd a cabo
mediante la amplificacion de las secuencias de DNA sintético de BC y SC2 en la
reaccion de PCR, utilizando el kit Taq DNA Polymerase Recombinant (#10342-053,
Invitrogen), preparando 3 conjuntos de 5 microtubos, de acuerdo con la tabla
siguiente:

Tabla6. Componentes para la reaccién de PCR. En la tabla se indican los componentes y

los volimenes empleados para la realizacion de la reaccion de PCR para todas las secuencias
con ciclos de 25, 20, 15, 10y 1.

BC BC SC2 SC2 Sin DNA
Reactivo Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Agua (libre de 17.55 uL 17.55 puL 17.55 pL 17.55 uL 18.55 L
nulceasas)
10X PCR Buffer-Mg 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL
50 mM MgClz 0.75 pL 0.75 pL 0.75 uL 0.75 uL 0.75 uL
10 mM dNTP mix 0.5 uL - 0.5 uL - 0.5 uL
(EdU)
10 mM dNTP mix - 0.5 puL - 0.5 uL -
(Sin EdU)
10 uM FW Primer 1.25 uL 1.25 uL 1.25 uL 1.25 uL 1.25 uL (SC2)
10 uM RV Primer 1.25 uL 1.25 uL 1.25 uL 1.25 uL 1.25 uL (SC2)
Template DNA 1L 1L 1uL 1puL -
Taq DNA 0.2 uL 0.2 uL 0.2 uL 0.2 uL 0.2 uL
polymerase
Vol. Total 25 L 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador (AKC961300610, ThermoFisher)
bajo las condiciones que se muestran en la tabla 7, de acuerdo con el protocolo del

kit, ajustando la temperatura de alineamiento (Tm) a 68°C.

Tabla7. Condiciones del termociclador para la reaccién de PCR.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacién inicial 94 3 minutos
Ciclos Desnaturalizacion 94 45 segundos
25, 20, 10 Alineamiento 68 30 segundos
yl Extension 72 90 segundos
Extension Final 72 10 minutos
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5.7. Anélisis del producto de DNA amplificado, mediante electroforesis

en gel de agarosa al 2%.

Después de la reaccion de PCR, los productos amplificados se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% para confirmar que se llevd a cabo

correctamente la amplificacion.

5.7.1. Preparacién del buffer de carga.

Se pesaron en una balanza analitica (PX84, Pioneer Ohaus) 0.025 gramos de azul
de bromofenol (114391, Sigma-Aldrich) y 0.025 gramos de xileno cianol (335940,
Sigma-Aldrich), estos se colocaron en un tubo de centrifuga de 15 mL, se afiadieron
3 mL de glicerol (G5516, Sigma-Aldrich) y 7 mL de agua libre de nucleasas (W4502,
Sigma-Aldrich). Se agité con ayuda de un vortex (88882012, Thermo Scientific ™)
para mezclar; se tomaron dos alicuotas de 500 uL que se colocaron en microtubos

de 1 mL y se guardaron a -20°C hasta su uso.

5.7.2. Preparaciéon del marcador de peso molecular (MPM).

En un microtubo de 0.2 uL se colocaron 5 uL del DNA ladder 1 kb plus (10787018,
Invitrogen), 5 uL del buffer de carga preparado en la seccion anterior (5.7.1.) y 40
ML de agua libre de nucleasas, para un volumen final de 50 pL, se mezclaron

suavemente y se guardd a -20°C.

Para la preparacion del gel de agarosa al 2% se pesaron 0.800 gramos de agarosa
(PC0701-500G, Vivantis), los cuales se colocaron en un matraz de 250 mL, a
continuacion, se agregaron 40 mL de TBE 0.5X y se calent6 en una parrilla (MS7-
H550.S, DLAB) a una temperatura de 120°C agitando constantemente para disolver
la agarosa, una vez disuelta se dejo enfriar hasta una temperatura tolerable y se
agrego 4 uL del tinte fluorescente GelRed (41002, Biotium) para acidos nucleicos,
agitdndose para homogenizar. Posteriormente se vacié la agarosa en una charola
de electroforesis y se colocé el peine para formar 8 pocillos, se dej6é solidificar
durante 5 minutos y se colocé en la cadmara de electroforesis, llenando con buffer
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TBE 0.5X hasta cubrir el gel. Se colocaron 25 yL de las muestras del producto de
amplificacion (amplicon) de cinco microtubos de la reaccion de PCR (SC2 con EdU
y sin EdU, BC con EdU y sin EdU y control sin DNA) y 5 pyL del marcador de peso
molecular (1 Kb Plus DNA Ladder; Invitrogen). como se muestra en la siguiente

imagen.

aeeeee

MPM  BC BC  scC2 sc2 Sin
con sin con sin DNA
EdU EdU EdU EdU

Figura 20. Imagen que ejemplifica la distribucion de las muestras en un gel para realizar el
andlisis de los productos amplificados por PCR en el gel de agarosa al 2%.

Las condiciones de electroforesis usando el equipo de electroforesis (LI-EE-300V,
ENDURO E0303 300V Power Supply) fueron las siguientes: 60 minutos, 90 V'y 22
mA. Posteriormente, el gel se observd en un fotodocumentador Gel Doc XR+
(1708195EDU, Bio-Rad) y se capturaron las imagenes mediante el software

software Image Lab™.

5.8. Inmovilizacién del DNA amplificado en nanoparticulas magnéticas.

Los 25 pL de cada uno de los 5 microtubos de la reaccion de PCR con los productos
amplificados se transfirieron a nuevos microtubos de 1.5 mL, a los cuales
previamente se les habia agregado diferentes cantidades de nanoparticulas
magnéticas (=700 nm de tamafio) del kit Pure DNA Plant (98050496, Kingfisher),
dependiendo del numero de ciclos de PCR. Posteriormente se agregaron 100 pL de
etanol al 100% (E7023, Sigma-Aldrich) a cada microtubo y se dejaron incubando a
temperatura ambiente durante 5 minutos, después se mezclaron en el vortex por 5
minutos a 1100 revoluciones por minuto (rpm), se centrifugaron durante 30
segundos y se colocaron los microtubos en un rack magnético MagRack™6 (GE28-
9489-64, Cytiva) durante 2 minutos o hasta que las muestras se clarificaron y se
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eliminé el sobrenadante. Una vez retirada la mayor cantidad de etanol se realizaron
dos lavados utilizando los buffers de lavado del kit Pure DNA Plant, el primero
agregando 100 pL del buffer de lavado 1 a cada uno de los microtubos, después se
mezclaron en vortex (88882012, Thermo Scientific™) durante 1 minuto a 1100 rpm
y se centrifugaron durante 30 segundos; nuevamente se colocaron en el
MagRack™#6 durante 2 minutos o hasta que las muestras se clarificaron y se eliminé
el sobrenadante. El segundo lavado se realiz6 agregando a cada uno 100 uL del
buffer de lavado 2, repitiendo el mismo procedimiento que en el primer lavado.
Finalmente, se suspendieron las nanoparticulas en 10 yL de agua libre de

nucleasas.

5.9. Deteccion del nucledtido EdU incorporado al DNA amplificado de
BC y SC2 empleando el fluoroforo 5-TAMRA-PEG3-Azida mediante

quimica “click”

El procedimiento para la deteccion de EdU incorporado en las secuencias de DNA
fue optimizado considerando el protocolo del kit BaseClick EdU Flow Cytometry ®
(#BCK-FC555-50, Baseclick); todos los pasos de la reaccion click se realizaron a

temperatura ambiente.

Se ajustaron las cantidades de cada componente de la solucion de marcaje para la

preparacion de 50 pL y se agregaron en el orden que se indica en la siguiente tabla:

Tabla8.  Componentes de la solucién de marcaje con el fluoréforo 5-TAMRA-PEG3-azida.

Material Cantidad (pL)
PBS 43.8
Solucién Catalisis 1
Fluoréforo 5-TAMRA-PEG3-Azida (10 mM) 0.25
Buffer aditivo (10x) 5
Volumen total 50

IMPORTANTE: Si los componentes no se agregan en el orden indicado, la reaccién no se
desarrollara de manera 6ptima: unavez preparado se debe utilizar inmediatamente o al menos
en los préximos 15 minutos.

Se agregaron 10 pL de la solucién preparada con anterioridad a cada tubo y se
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente protegiendo de la luz,

transcurrido este tiempo y con la menor exposicién a la luz posible, se realizé un
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lavado, agregando 500 uL de PBS 10 mM (806552, Sigma-Aldrich), posteriormente
se mezclaron en vortex durante 1 minuto a 1100 rpm, se centrifugaron por 30
segundos y se colocaron en el MagRack™6 por 2 minutos para eliminar el
sobrenadante. Los lavados se repiten tres veces. Al finalizar, las nanoparticulas se

suspendieron en 10 uL de agua libre de nucleasas.

5.9.1. Preparacién del fluoroforo 3-azido-7-hidroxicumarina (cumarina)

Trabajando con la menor exposicion a la luz, se pesé 1 mg del fluoréforo 3-azido-7-
hidroxicumarina (#A3306, TCI) y se depositdé en un microtubo de 1.5 mL, a
continuacién, se agregaron 500 uyL de DMSO (#D8418, Sigma-Aldrich) y se agito
hasta disolver el reactivo, obteniéndose una concentracion de 10 mM. El microtubo

se cubrié con papel aluminio y se guardd a -20°C hasta su uso.

5.10. Visualizacibn mediante microscopia Optica y microscopia

epifluorescente

En un cubreobjeto, se colocd 1 uL de solucion con nanoparticulas tomado de cada
ensayo, se eliminé el liquido (agua) en el cual estaban suspendidas las
nanoparticulas y se observaron en el microscopio tanto en campo claro como con
epifluorescencia. Las imagenes en campo claro y fluorescencia se obtuvieron
utilizando una lente 100x Nikon CFI60 (con aceite de inmersion) en un microscopio
invertido Nikon Eclipse ® Ti-E equipado con un sistema de Microdiseccién por

captura laser ArcturusXT™,
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6. RESULTADOS

En este trabajo de tesis se desarroll6 una nueva metodologia que permitira detectar
al virus SARS-CoV-2 de una manera mas rapida y eficiente, empleando técnicas

novedosas para la deteccion de DNA marcado.

Para realizar los ensayos, se utilizaron diferentes secuencias sintéticas de ssDNA
(DNA de cadena sencilla) tanto de secuencias especificas del virus SARS-CoV-2,
como de secuencias comunes conservadas en la familia de los Betacoronavirus.
Utilizando estas secuencias como molde, se realizd la reaccion de PCR y se
incorporé un nucledtido analogo de la timina (EdU). Posteriormente, el producto
amplificado se inmoviliz6 en nanoparticulas magnéticas y se realiz6 el marcaje del
nucleotido EdU, presente en las secuencias de DNA, con el kit EAU Flow Cytometry
555. Por ultimo, utilizando un microscopio de epifluorescencia se realizaron las

observaciones para identificar las moléculas de DNA marcadas.

Durante el desarrollo de la metodologia se probaron y establecieron diferentes
variables como: 1) las condiciones optimas de amplificacion de las secuencias de
DNA, 2) la cantidad de nanoparticulas magnéticas necesarias para una optima
inmovilizacion del DNA que permitan su correcta visualizacion en el microscopio, 3)
el ajuste de los tiempos de amplificacion y de marcaje de las secuencias de DNA y

4) la concentracion éptima de los fluoroforos.

6.1. Condiciones de amplificacion de las secuencias de DNA

Previamente, en el laboratorio de Microscopia y Microdiseccion Laser del Instituto
de Ecologia, UNAM, se realizaron pruebas con cada una de las secuencias de
ssDNA de 180 bases y sus respectivos oligos, para determinar la temperatura
Optima de alineamiento (Ta) mediante una PCR de gradiente. Las temperaturas de
alineamiento probadas fueron entre 60 a 66°C, con variaciones de temperatura de
aproximadamente 2°C (datos sin publicar). Con estas temperaturas habia una
correcta amplificacion de los fragmentos correspondientes al tamafio esperado
(Tabla 9). Sin embargo, nosotros observamos que en estos ensayos también habia

fragmentos correspondientes a ampliaciones inespecificas.
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Tabla9. Tamarfio de los fragmentos amplificados por PCR. Los datos de la tabla muestran
los tamafios esperados para los productos de amplificacion usando las secuencias de DNA
control y su respectivos oligonucleétidos.

Secuencia Fragmento amplificado (pb)
BC p4 KEG_Med 110
SC2 p2 KEG Ext 160
SC2 p3_KEG_Med 103
SC2 p4 KEG Med 104

En anteriores trabajos sobre la optimizacion de un conjunto de oligos utilizados en
los protocolos para la deteccion del virus SARS-CoV-2 mediante PCR y PCR en
tiempo real, se reportd la aparicion de amplificaciones inespecificas cuando la
temperatura de alineamiento es menor a la ideal®®. De igual manera, en una
publicacion reciente donde reportan una metodologia para la deteccién del virus
mediante PCR en tiempo real usando SYBR green, también se reportd que una baja
Ta podria estar relacionada con la obtencion de amplificaciones inespecificas, por
lo que se recomienda incrementar la temperatura de alineamiento®°°. Por lo
anterior, basandonos en las condiciones probadas previamente y con la intencion
de eliminar la amplificacion de los fragmentos correspondientes a los tamafios no
esperados, se decidio realizar ensayos con una temperatura de alineamiento de
68°C en todas las secuencias utilizando las condiciones de amplificacion
mencionadas previamente en materiales y métodos (seccion 5.6). Para el andlisis
de los productos de amplificacion se utilizé un gel de agarosa al 2% elaborado de
acuerdo con la seccion 5.7. Los resultados mostraron que con esta temperatura ya
no se observaban los fragmentos correspondientes a las amplificaciones
inespecificas en las secuencias de BC p4, SC2 p2 y SC2 _p4, y habia una

disminucién en la secuencia correspondiente a SC2_p3 (Fig. 21).
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Figura 21. Amplificacion mediante PCR con 25 ciclos de las secuencias de DNA de BC y SC2
a una Ta de 68°C. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de
PCR. Los carriles corresponden, de izquierda a derecha, a: MPM: Marcador de Peso Molecular,
1: Control negativo de SC2_p4, 2: BC_p2, 3: BC_p4, 4: SC2_pl, 5: SC2_p2, 6: SC2_p3y 7:
SC2_p4.

Una vez que se establecio la Ta adecuada para la reaccion de PCR, con las
secuencias utilizadas para la realizacion de esta tesis, correspondientes a
BC_p4_KEG_Med, SC2_p2_KEG_Ext, SC2_p3_KEG_Med y SC2_p4_KEG_Med,
se realizaron ensayos modificando la cantidad de ciclos en la reaccion de PCR con
la finalidad de determinar el menor nimero posible en que se logra detectar la
amplificacion. Para ello, se probaron 25, 20, 10 y 1 ciclos con las secuencias
SC2 p3y SC2 _p4 (Fig. 22 'y 23) y de 25 y 1 ciclo para la secuencia SC2_p2 (Fig.
24). Los resultados mostraron que en todos los ciclos probados se obtienen
productos de amplificacion observables, incluso con un ciclo de amplificacion. Esto
permitira que el desarrollo de la metodologia sea mas rapido, ya que esperamos
gue la cantidad de DNA amplificada en 1 ciclo pueda ser detectable cuando se

realicen las observaciones en el microscopio.

Ademas, se encontrd que al reducir la cantidad de ciclos también se disminuye la
aparicion de las bandas correspondientes a los fragmentos inespecificos en las
secuencias usadas en esta tesis, descartando la posibilidad de observar falsos

positivos en las observaciones en el microscopio de epifluorescencia®®.

47



2 MPM 1 2 3 4 5

A MPM 1 RIS 4 S B
E! 300 pb —>
200pb —>
300 pb .
pb —> 100 pb —> ----

200pb — = » \ / \ /
100ph —> . W — 110bases 103 bases

N R

110 bases 103 bases

C MBM 410 23 g 8

300 pb —>
200 pb —>

100 pb —> ----
N/ N7

110 bases 103 bases

Figura 22. PCR de 25, 20, 10 y 1 ciclos de las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p3. Se
muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados con 25 ciclos
(A), 20 ciclos (B), 10 ciclos (C) y 1 ciclos (D). Los carriles de izquierda a derecha corresponden
a: MPM: Marcador de peso molecular, 1: BC p4 con EdU, 2: BC_p4 sin EdU, 3: SC2_p3 con
EdU, 4: SC2_p3 sin EdU y 5: Control sin DNA (oligos SC2_p3).
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Figura 23. PCR de 25, 20, 10 y 1 ciclos de las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p4. Se
muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados con 25 ciclos
(E), 20 ciclos (F), 10 ciclos (G) y 1 ciclos (H). Los carriles de izquierda a derecha corresponden
a: MPM: Marcador de Peso Molecular, 1: BC_p4 con EdU, 2: BC_p4 sin EdU, 3: SC2_p4 con
EdU, 4: SC2_p4 sin EdU y 5: Control sin DNA (oligos SC2_p4).
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Figura 24. PCR de 1 ciclo de las secuencias de DNA de BC _p4 y SC2_p2. Se muestra la
electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados con 1 ciclo. Los carriles de
izquierda a derecha corresponden a: MPM: Marcador de Peso Molecular, 1: BC_p4 con EdU, 2:
BC_p4 sin EdU, 3: SC2_p2 con EdU, 4: SC2_p2 sin EdU y 5: Control sin DNA (oligos SC2_p2).

Por otra parte, con el objetivo de optimizar el tiempo de la reaccién de PCR y
comprobar si el paso de extension final en la reaccion tenia un efecto significativo
en la amplificacién de los fragmentos cuando se realiza con 1 ciclo, se eliminé este
paso del protocolo de PCR correspondiente a 10 minutos. Se observé que el cambio
en este parametro muestra una disminucion considerable de las bandas
correspondientes a los productos amplificados, hasta el punto de que practicamente
no son visibles en el gel de agarosa (Fig. 25). Esto coincide con el reporte de que
las reacciones de PCR con un tiempo de extensién final menor a 3 minutos tienden
a fallar porque no se completa la replicacion del DNA®O. Por lo tanto, este paso es
importante para la amplificacion y no debe ser omitido y proponemos que en futuros

trabajos se hagan ensayos reduciendo el tiempo de extensioén final.
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Figura 25. PCR de 1 ciclo de las secuencias de DNA de BC p4 y SC2 p3 modificando la
extension final. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
amplificados con 1 ciclo. La imagen A corresponde a la reaccién de PCR con los pasos de
acuerdo con el protocolo del kit y la imagen B corresponde a la reaccion donde se eliminé el
paso de extension final. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a: MPM: Marcador de
Peso Molecular, 1: BC con EdU, 2: BC sin EdU, 3: SC2 con EdU, 4: SC2 sin EdU y 5: Control
sin DNA.

Con base en los resultados, se establecié que la Ta ideal para realizar las
reacciones de PCR es de 68°C, ademas, se logré la amplificacion de los fragmentos
esperados con 1 ciclo bajo las condiciones descritas en la seccién 5.6. La
preparacion de los microtubos para la reaccion de PCR vy el tiempo que tarda esta
programando 1 ciclo en el termociclador es de aproximadamente 45 minutos.

6.2. Inmovilizaciéon de los productos amplificados por PCR en

nanoparticulas magnéticas

Una vez establecidas las condiciones de amplificacidon para las secuencias de DNA,
los productos de amplificacibn se inmovilizaron mediante su adsorcion en
nanoparticulas magnéticas siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 5.8.,
posteriormente se realiz6 el marcaje del DNA y se observo al microscopio acorde a

la metodologia detallada en los apartados 5.9. y 5.10.

Con el objetivo de determinar la cantidad apropiada de nanoparticulas que permitan
detectar adecuadamente el DNA en el microscopio, se probaron las diferentes

cantidades que se indican en las siguientes tablas:
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Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Cantidad de nanopatrticulas empleadas para las secuencias de BC

Ciclos de PCR Cantidad de nanoparticulas (pL)
25 10
20 1
10 1
1 1 (dilucién 1:10)

Ciclos de PCR Cantidad de nanoparticulas (pL)
25 1
20 1
10 1
1 1 (dilucién 1:10)

Ciclos de PCR Cantidad de nanoparticulas (pL)
25 1
1 1 (dilucién 1:10)

p4y SC2_p3.

Cantidad de nanoparticulas empleadas para las secuencias BC_p4 y SC2_p4.

Cantidad de nanoparticulas empleadas para las secuencias BC _p4 y SC2_p2.

Cuando se agregan 10 y 1 pL de las nanoparticulas tomadas directamente de la
solucion original al DNA obtenido de 25, 20 y 10 ciclos, se logra la observacion de
las secuencias de DNA marcadas en el microscopio (Fig. 34, 35y 36), sin embargo,
cuando se utiliza 1 yL de nanoparticulas con el DNA obtenido de 1 ciclo, se dificulta
la observacion, esto probablemente se debe a que la cantidad de nanopatrticulas es
mayor a la cantidad de DNA; por lo que para 1 ciclo se utilizé 1 yuL de una dilucién
1/10 a partir de la solucion original de nanoparticulas, con la cual fue posible realizar

las observaciones en el microscopio (Fig. 37).

Aungue con una dilucién 1/10 se lograba detectar el DNA en las nanoparticulas al
observarse en el microscopio, se probaron otras dos diluciones, 1/100 y 1/50, con
el objetivo de concentrar una mayor cantidad de DNA, ya que, al tener menor
cantidad de nanoparticulas, se esperaba que el DNA se acumulara en estas y se
favoreciera aun mas su deteccion (Fig. 27 y 28). Sin embargo, debido a la cantidad
tan reducida de nanoparticulas que se encontraban en 1 pL de las diluciones 1/100
y 1/50, cuando se realizaban los lavados después de realizar el marcaje de las
secuencias de DNA habia una pérdida de nanoparticulas en cada lavado (Fig. 26),
al punto de que en el dltimo lavado practicamente no se observaban a simple vista,

teniendo una pérdida casi total de las nanoparticulas.
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Figura 26. Ejemplo de la visualizacion de las nanoparticulas magnéticas con el DNA
amplificado inmovilizado. En la imagen A se observan las nanoparticulas magnéticas en una
dilucién 1/50 en 500 yL de PBS, mientras que en la imagen B se observa la pérdida de las
nanoparticulas después de realizar el primer lavado.

En el primer ensayo con la dilucion 1/100, para evitar perder por completo las
nanoparticulas en los lavados, se dej6 una cantidad aproximada de 5 pL de
sobrenadante, en cada lavado. Sin embargo, como se observa en la figura 27, al no
eliminar por completo el sobrenadante de los lavados, quedan muchos residuos de
fluoréforo por esta razén se observa con mayor intensidad la fluorescencia de fondo
en todas las muestras, de modo que esta concentracién de nanoparticulas no es
recomendable. Cabe sefialar que la pérdida de particulas so6lo se observé durante
los lavados para eliminar los residuos del fluoréforo, en cambio, cuando se
realizaron los lavados para eliminar los residuos del nucleétido EAU no se present6

pérdida alguna.

En un estudio sobre el marcaje de proteinas neuronales, se encontré6 que los
diversos marcadores utilizados emiten diferentes niveles de fondo que pueden
reducirse realizando varios pasos de lavado exhaustivos®’. En consecuencia, para
tratar de eliminar los residuos dejados por el fluoréforo, en el siguiente ensayo
utilizando una dilucion 1/50 de nanoparticulas, se agrego un lavado extra con agua

libre de nucleasas (cuarto lavado).
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A) SC2 con EdU

AN

B) SC2 sin EdU
e

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

b

E) Sin DNA

Figura 27. Deteccion mediante epifluorescencia del DNA marcado de BC p4 y SC2 p3
adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4
y SC2_p3 amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se
utilizé 1 pL de nanoparticulas en una dilucién 1/100 y una concentracion final del fluoréforo de
0.25 uM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje
con EdU y E, el control sin DNA.
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Empleando 1 pL de una dilucion 1/50 de nanoparticulas se esperaba que la cantidad
de nanoparticulas fuera suficiente para obtener una mejor visualizacion de las
secuencias de DNA marcadas sin que se perdieran durante los lavados y que,
ademas, se pudieran eliminar los residuos del fluoréforo. No obstante, como se
aprecia en la figura 28, no se detecta fluorescencia ni se observan nanoparticulas
en las imagenes correspondientes a SC2_p3 (Fig. 28 Ay B), en tanto que en las de
BC_p4 se puede ver que solo hay pocas nanoparticulas en la imagen respectiva a
las secuencias con EdU (Fig. 28 C) pero no hay fluorescencia; en cuanto a la
secuencia sin EdU (Fig. 28 D) se detect6 la fluorescencia ocasionada por los
residuos del fluoréforo (flechas blancas), aunque a simple vista pareciera que son
nanoparticulas, no corresponden al tamafio (=700 nm), ademas que en esta
muestra no se recuperaron nanoparticulas después de los lavados, por lo que la
fluorescencia se puede deber a la formacion de cristales por el uso del PBS 10 mM,
por otra parte, en el control sin DNA (Fig. 28 E) tampoco se logran visualizar
nanoparticulas, evidenciando que al afadir un lavado extra (cuarto lavado)

practicamente se eliminan las nanoparticulas.
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) SC2 con EdU

10 pm
B) SC2 sin EdU

10 ym
C) BC con EdU

i
; d
%

10 m
D) BC sin EdU

10 pm
E) Sin DNA

10 ym

Figura 28. Deteccion del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanoparticulas
magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por
PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé6 1 pL de
nanoparticulas en una dilucién 1/50 y una concentracion final del fluor6foro de 0.25 uM. Ay C,
corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; By D a DNA sin marcaje con EdU y E,
el control sin DNA.
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Por lo tanto, para realizar las observaciones de los experimentos con 1 ciclo de PCR
se recomienda utilizar 1 yL de una dilucién 1/10 de nanoparticulas y hacer solo 3
lavados luego del marcaje (dos con PBS 10 mM y uno con agua libre de nucleasas).
Debido a que cuando se usan cantidades menores de nanoparticulas, es muy
probable que estas se pierdan durante la metodologia, impidiendo su observacion

en el microscopio.

Por otra parte, para comprobar si la adhesion del DNA a las nanoparticulas depende
del uso de etanol, se realizaron experimentos utilizando los productos de la
amplificacion por PCR de 1y 25 ciclos de las secuencias de SC2_p3 y BC_p4 en
presencia y ausencia de etanol. Los 25 pL de la reaccién de PCR de 1 ciclo se
colocaron en microtubos de 1.5 mL que contenian 1 pyL de una dilucion 1/10 de
nanoparticulas magnéticas, posteriormente se agregaron 100 uL de agua libre de
nucleasas y se realizaron los lavados para eliminar los residuos del nucleétido EdU,
luego se llevo a cabo el marcaje de las secuencias para observarse en el

microscopio (Fig. 29).
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) SC2 con EdU

10 ym

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

10 m
E) Sin DNA

Y 10 ym

Figura 29. Deteccion del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanoparticulas
magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por
PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé6 1 pL de
nanoparticulas en una dilucion 1/10, 100 pL de agua libre de nucleasas y una concentracion
final del fluoréforo de 0.25 pM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B
y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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Como se observa en la figura 29 no se percibe fluorescencia en la secuencia
marcada de SC3_p3 (Fig. 29 A) y tampoco en la de BC_p4 (Fig. 29 C). Con la
finalidad de comprobar que la ausencia de fluorescencia se debe a la sustitucién del
etanol con el agua libre de nucleasas, y que, esto impide que se lleve a cabo la
union de las secuencias de DNA en las nanoparticulas, se realizdé un experimento

utilizando el DNA amplificado por PCR de 25 ciclos.

En microtubos de 1.5 mL que contenian 1 pL de nanoparticulas magnéticas se
depositaron los 25 uL de la reaccion de PCR, a algunas muestras se les afiadieron
100 uL de agua libre de nucleasas, mientras que a otras se les afiadieron 100 uL
de etanol 100% de acuerdo con el protocolo. Se agitaron en el vortex durante 5
minutos y se elimind el sobrenadante utilizando el magnetismo de las nanoparticulas
empleando un MagRack para realizar la separacion. Se recuperaron los
sobrenadantes correspondientes a 100 pyL de agua y 100 uL de etanol,
respectivamente y se colocaron en microtubos de 1.5 mL, con la finalidad de
analizar si habia DNA en las muestras recuperadas del etanol 100%. En el caso de
las muestras de sobrenadante con etanol, éstas se concentraron usando un equipo
Savant SPEED VAC DNA 120 (Thermo Scientific) durante dos horas para eliminar
la mayor cantidad de etanol posible. Después de este tiempo, quedaron en los
microtubos alrededor de 10 uL de etanol a los cuales se les agregd 100 pyL de agua
libre de nucleasas y se agitd brevemente en el vortex. Posteriormente se realizé un
gel de agarosa con todas las muestras (Fig. 30), tanto las recuperadas del etanol
como de las de agua libre de nucleasas para comprobar si habia presencia de DNA
en los sobrenadantes recuperados cuando se utiliza etanol para la adhesion y

cuando se utilizé agua libre de nucleasas.

58



A MPM 1 2 3 4 5 B

w4
300 pb —> e
200 pb —> 300 pb —>Mee
L nd 200 pb —> e
100 pb —> - e -

R \ 100pb —> &

110 bases 103 bases

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las muestras recuperadas de los lavados.
En la imagen A que corresponde a las muestras obtenidas después de sustituir el etanol con
agua libre de nucleasas se observan las bandas correspondientes a los fragmentos esperados
En la imagen B que corresponde a las muestras obtenidas cuando se utiliza etanol, no se
perciben las bandas correspondientes a los tamafios esperados.

Con el protocolo empleado para la inmovilizacion del DNA en las nanoparticulas
magneéticas, en el cual se emplea etanol 100%, se esperaba que el DNA quedara
unido a las nanoparticulas y no lo encontremos en los lavados, sin embargo, cuando
agregamos agua libre de nucleasas y no etanol 100% como se indica en la seccion
5.8., se observa que el DNA no se adhiere a las nanoparticulas, por lo tanto se
recupera en el sobrenadante de los lavados (Fig. 30 A), mientras que en el caso del
etanol, éste si permite la adhesion del DNA en las nanoparticulas y por esta razén

no se recupera DNA en el sobrenadante (Fig. 30 B), lo cual es lo que se espera.

Aunque en la informacion del kit Pure DNA Plant no se especifica el material con el
gue estan recubiertas las nanoparticulas y que permite la adhesion del DNA, como
se menciono en los antecedentes, la superficie es recubierta con diferentes tipos de
polimeros como silica o con grupos funcionales apropiados que pueden adsorber
acidos nucleicos, entre los mas utilizados se encuentran los grupos carboxilo y
grupos hidroxilo32%2, Los kit comerciales generalmente contienen nanoparticulas
recubiertas de silica en las que en presencia de una sal y alcohol se unen
selectivamente las moléculas de DNA/RNA, mientras que otras impurezas no se
adsorben, esto explicaria por qué el etanol no debe ser sustituido en el protocolo de

la metodologia®.

Luego de comprobar que el etanol es irreemplazable en el proceso de adhesién del

DNA a las nanoparticulas, se realizaron dos experimentos utilizando 50 uL de etanol
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100% con tiempos de agitacion en vortex de 5 y 3 minutos, con la finalidad de
comprobar que con tiempos menores se logra inmovilizar el DNA en las
nanoparticulas de manera adecuada y suficiente para ser detectado y que los

tiempos del protocolo sean cortos (Fig. 31y 32).
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) SC2 con EdU

10 pm
B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

Figura 31. Deteccion mediante epifluorescencia del DNA marcado de BC p4 y SC2 p3
adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4
y SC2_p3 amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se
utilizé 1 pL de nanoparticulas en una diluciéon 1/10, 50 pL de etanol 100% con un tiempo en
vortex de 5 minutos y una concentracion final del fluor6foro de 0.25 uM. Ay C, corresponden al
DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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En el primer experimento con un tiempo de agitacion en vortex de 5 minutos, los
resultados muestran que bajo estas condiciones también se logra la deteccion de
las secuencias que contienen el nucleétido EdU de SC2_p3 (Fig. 31 A) y BC_p4
(Fig. 31 C), mientras que, en el segundo experimento con un tiempo de agitacion de
3 minutos, también se logra la deteccién de las secuencias que contienen el
nucleétido EdU SC2_p3 (Fig. 32 A) y BC_p4 (Fig. 32 C). Sin embargo, es posible
notar que aun usando la misma concentracién de nanoparticulas (1/10) en ambos
ensayos, en un tiempo de agitacion de 3 minutos, se observa una menor cantidad
de estas, esto se debe probablemente a la variabilidad en el nimero de
nanoparticulas que se toman en la muestra de 1 uL para su observacion en el

Mmicroscopio.
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) SC2 con EdU

10 pm
B) SC2 sin EdU

10 ym

C) BC con EdU

S

10 pm
D) BC sin EdU

10 pm
E) Sin DNA

10 pm

Figura 32. Deteccion del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanoparticulas
magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por
PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se utiliz6 1 pL de
nanoparticulas en una dilucién 1/10, 50 pL de etanol 100% con un tiempo en vortex de 3 minutos
y una concentracion final del fluor6foro de 0.25 uM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC
marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.

63



De acuerdo con los resultados anteriores, la cantidad recomendada de
nanoparticulas para su observacion en el microscopio cuando se trabaja con los
productos amplificados por PCR con 25, 20 y 10 ciclos es de 1 pL sin diluir, en
cambio para los productos amplificados con 1 ciclo se sugiere usar 1 puL de una
dilucién 1/10 de las nanoparticulas, ademas queda demostrado que en la
metodologia para la inmovilizacion de las secuencias de DNA en las nanoparticulas
no debe ser reemplazado el etanol 100% y que el procedimiento puede llevarse a
cabo ya sea con 100 o 50 uL de etanol, asi como en un tiempo de 5 o 3 minutos,
requiriendo un tiempo total aproximado de 15 minutos para llevar a cabo la

inmovilizacion.

6.3. Deteccion del nucleétido EdU en las secuencias de Betacoronavirus
y SARS-CoV-2 mediante el fluoréforo 5-TAMRA-PEG3-azida

La mayoria de los métodos utilizados para la deteccion del DNA durante su
replicacion se basan en la incorporacion de nucleotidos modificados y su posterior
deteccion. Entre los primeros nucledtidos que se usaron se encuentran la
[3H]timidina y 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU). La [3H]timidina incorporada en el
DNA suele detectarse mediante autorradiografia, mientras que la deteccion de BrdU
se realiza inmunolégicamente, a través de anticuerpos especificos anti-BrdU. Las
principales desventajas de trabajar con estas moléculas son que durante el proceso
de deteccion de la [3H]timidina se requiere la manipulacion de material radioactivo
y, por lo tanto, seguir una serie de normas de seguridad, mientras que en el caso
del BrdU se requieren fuertes condiciones desnaturalizantes para permitir el acceso

de los anticuerpos anti-BrdU a la doble cadena de DNA®4,

En 2008, Salic y Mitchinson publicaron un método alternativo para detectar la
sintesis de DNA in vivo en células en proliferacion, basado en la incorporaciéon del
nucleotido 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) y su posterior deteccibn mediante una
molécula fluorescente (Alexa-azida), a través de una reaccién de cicloadicion
alquino-azida (CuAAC) catalizada por Cu (I), en la que el grupo alquinilo libre en

EdU reacciona con el grupo azida presente en el fluoréforo. La principal ventaja de
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este método es que los grupos alquino y azida son de tamafio muy pequefio y tienen
una reactividad altamente selectiva. Ademas, en comparacion con otros analogos
de timidina, el EAU se puede considerar como un reactivo alternativo ideal, ya que
no requiere condiciones de desnaturalizacion y tampoco requiere radiomarcaje
seguido de métodos de deteccion complejos. Por lo tanto, la reaccion CUAAC es
ideal para unir biomoléculas en entornos complejos, como dentro de las células, con

alta eficiencia y quimioselectividad®>-.

Después de realizar el marcaje del DNA unido a las nanoparticulas conforme a la
metodologia de la secciébn 5.9., se realizaron las observaciones de las
nanoparticulas marcadas en un microscopio Nikon Eclipse® Ti-E equipado para
epifluorescencia. Se utilizd un set de filtros Opticos que permiten el paso de luz a
distintas longitudes de onda. El filtro de excitacion de luz verde (A = 503 - 548 nm)
permitira la excitacion de la molécula 5-TAMRA-PEG3-azida cuya longitud de onda
de excitacion maxima es a 546 nm, emitiendo fluorescencia en una longitud de onda
de 579 nm que corresponde a un color amarillo — anaranjado®’. La presencia de
fluorescencia en las nanoparticulas indica la formacién de un compuesto 1,2,3-
triazol en las secuencias de DNA (Fig. 33), con lo que comprobamos la
incorporacion del nucleotido EdU de tal manera que podemos detectar la presencia

del DNA amplificado en los diferentes ciclos.
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ﬁ ﬁ ﬁ | N/go PCR Reaccién “click” . N‘)\N/\/G\/\O/\/O\/\ﬁ
HofﬁfofT—ofrr—o o A L'\ i —
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5-etinil-2’-desoxiuridina-5’-trifosfato e L/\/A\/\EAJO\/\N; o
O=P—OH
EdU 5-TAMRA-PEG3-Azida o Compuesto 1,2,3-triazol

Figura 33. Reaccion “click” para el marcaje de EdU incorporado en las secuencias de DNA con
el fluoréforo TAMRA. El grupo etinilo presente en la estructura del nucleétido EdU que se
encuentra en las secuencias de DNA reacciona con el grupo azida del fluoréforo 5-TAMRA-
PEG3-azida para la formacién de un compuesto 1,2,3-triazol que es detectado por microscopia
de epifluorescencia. Tomado y modificado de Li, et. al. (2010)°.

Todos los ensayos se realizaron, como ya se menciono anteriormente, utilizando el
DNA control y los oligonucledtidos de BC p4, SC2 p3, SC2 p4 y SC2 p2,

utilizando las mismas condiciones de amplificacion variando los ciclos en 25, 20, 10
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y 1 segun el caso. Luego, se procedié con la inmovilizacién y marcaje, ajustando la
concentracion de fluoréforo de acuerdo con el numero de ciclos de PCR utilizados,
y se realizaron las observaciones al microscopio como se describié anteriormente
(seccion 5.10.). En todos los casos se realizaron experimentos con una secuencia
conservada de la familia de los Betacoronovirus con y sin el nucleétido EdU, una
secuencia especifica del virus SARS-CoV-2 con y sin el nucleétido EdU y un control
al cual no se le agregé DNA.

En los experimentos con las secuencias de SC _p3 y BC_p4 se utilizaron las

concentraciones de fluoréforo que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 13. Concentraciones del fluoréforo 5-TAMRA-PEG3-Azida utilizadas para los
experimentos con las secuencias de DNA de BC p4y SC2 p3.

Concentraciéon stock 5-TAMRA- Concentracion final en la
PEG3-azida (uM) reaccion (uM)
PCR 25 ciclos 1 3.6
PCR 20 ciclos 1 2.5
PCR 10 ciclos 0.1 0.25
PCR 1 ciclo 0.1 0.25

En el experimento donde se realizé la amplificacion mediante PCR con 25 ciclos y
utilizando una concentracion final del fluoréforo 5-TAMRA-PEG3-azida de 3.6 uM,
se logré visualizar fluorescencia en las nanoparticulas donde se encuentra
inmovilizado el DNA que tiene incorporado el nucleotido EdU tanto para SC_p3 (Fig.
34 A), como para BC_p4 (Fig. 34 C), estos resultados nos indican que es posible
realizar la deteccion del DNA marcado con EdU con 25 ciclos. Por otra parte, la
ausencia de fluorescencia en las secuencias sin EJU (Fig. 34 B y D) demuestra que
el marcador fluorescente no se une inespecificamente a las nanoparticulas,
evitando resultados falso-positivos, mientras que con el control sin DNA (Fig. 34 E)
se verifico que el nucledtido EdU por si solo no se une a las nanoparticulas y, por lo

tanto, no reacciona con el fluoréforo, evitAndose también un falso positivo.

Aun cuando se obtienen resultados favorables en la deteccion del DNA durante las
observaciones, notamos fluorescencia en el fondo, incluso se observa en los
alrededores de las nanoparticulas que contienen las secuencias sin el nucle6tido
EdU (Fig. 34 B, D y E), esto tal vez es provocado por un exceso del fluoréforo y
posiblemente, a que es necesario realizar un mayor nimero de lavados que
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permitan eliminar por completo los residuos de éste, sin embargo, como se
menciond en la seccion anterior, un aumento en el nimero de lavados significa la

pérdida de nanoparticulas.

Adicionalmente, se realizaron pruebas de deteccion de fluoréforo en el microscopio
sin las nanoparticulas y se pudo detectar en concentraciones de 1 pM (datos no
mostrados), lo que indica la sensibilidad del fluoréforo y la dificultad de eliminar la
fluorescencia de fondo. Por lo anterior, en los siguientes experimentos se utilizé una
concentracion menor del fluoréforo y se realiz6 el tercer lavado utilizando agua libre

de nucleasas sustituyendo el PBS 10 mM.
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A) SC2 con EdU

N\

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

Figura 34. Imagenes de microscopia de epifluorescencia de la deteccion del DNA marcado de
BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA
marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por PCR de 25 ciclos y observado por microscopia de
epifluorescencia. Se utilizaron 10 pL de nanoparticulas sin diluir y una concentracion final del
fluoréforo de 3.6 uM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; By D a DNA
sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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Para los experimentos realizados con el PCR de 20 ciclos, se utilizé una
concentracion final del fluoréforo de 2.5 pM, después de realizar el marcaje se
realizaron dos lavados con PBS 10 mM y un tercer lavado con agua libre de
nucleasas. Con estas condiciones, nuevamente se logré detectar fluorescencia en
las nanoparticulas donde se encuentra inmovilizado el DNA que tiene incorporado
el nucleétido EdU en SC p3 (Fig. 35 A) y BC p4 (Fig. 35 C), por lo cual,
confirmamos que también es posible la deteccion del DNA marcado con EdU con
20 ciclos. Ademas, se reafirma que el fluoréforo no se une inespecificamente a las
nanoparticulas que contienen las secuencias sin EdU debido a la falta de
fluorescencia en éstas (Fig. 35 B y D) y que el nucleétido EAU tampoco es capaz de
unirse a las nanoparticulas sin DNA y reaccionar con el fluoréforo (Fig. 35 E). Sin
embargo, a pesar de las modificaciones realizadas en la concentracion del marcador
y los lavados, se siguid observando fluorescencia de fondo alrededor de las
nanoparticulas de la muestra sin DNA (Fig. 35 E), por esta razén, una vez mas se

modificé la concentracion del fluoréforo.
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) SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

Figura 35. Deteccion mediante microscopia de epifluorescencia del DNA marcado con TAMRA
de BC_p4y SC2_p3 adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA
marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por PCR de 20 ciclos y observado por microscopia de
epifluorescencia. Se utilizé 1 pL de nanoparticulas sin diluir y una concentracion final del
fluoréforo de 2.5 pM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; By D a DNA
sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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Empleando las mismas condiciones que en el ensayo anterior con 20 ciclos, pero
utilizando los productos de amplificacién de 10 ciclos realizados por PCR y una
concentracion final del fluoroforo de 0.25 uM, nuevamente se logré la deteccién de
fluorescencia en las nanoparticulas donde se encuentran inmovilizadas las
secuencias de DNA marcadas de SC2_p3 (Fig. 36 A) asi como las de BC_p4 (Fig.
36 C) y, como se esperaba, no se observo fluorescencia en las secuencias que no
contienen el nucleétido EdU (Fig. 36 B y D). La fluorescencia que es perceptible en
el panel B de la figura 36 no corresponde al tamafio de las nanoparticulas por lo que
podria tratarse de residuos del fluor6foro como se observé en la figura 27. Ademas,
en el control sin DNA (Fig. 36 E) tampoco observamos fluorescencia que
corresponda a la ubicacion de las nanoparticulas, Unicamente se observa
fluorescencia de fondo como en la figura 35 E aun cuando se modifico la

concentracion de fluoréforo.

Por otra parte, debido a que en las concentraciones del fluor6foro TAMRA
anteriormente probadas no se logra eliminar por completo el fondo, en este
experimento se utiliz6 una concentracion 10 veces menor del fluoroforo, con
respecto a la concentracion utilizada en los ensayos con el PCR de 20 ciclos, con
la finalidad de que los residuos del fluoréforo no interfieran con los resultados. Con
esta concentracion menor se observoé la disminucion de los residuos en el fondo y

en consecuencia menor fluorescencia.
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A) SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU"

D) BC sin EdU

Figura 36. Deteccion del DNA marcado con TAMRA de BC p4 y SC2 p3. Iméagenes
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por PCR de 10 ciclos,
adsorbido en nanoparticulas magnéticas y observado por microscopia de epifluorescencia. Se
utilizé 1 pL de nanoparticulas sin diluir y una concentracion final del fluor6foro de 0.25 uM. Ay
C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y
E, el control sin DNA.
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Basandose en los resultados obtenidos en los experimentos con el PCR de 10 ciclos
descritos anteriormente, en los ensayos realizados con las secuencias amplificadas
por PCR de 1 ciclo usando las mismas condiciones, también se logro la deteccion
del DNA marcado en las secuencias con EdU de SC2_p3 (Fig. 37 A) y BC_p4 (Fig.
37 C), de igual manera no se observa fluorescencia en las nanoparticulas que
contienen las secuencias de DNA control sin EdU de SC2_p3 (Fig. 37 B) y BC_p4
(Fig. 37 D), asi como en el control sin DNA (Fig. 37 E), obteniéndose resultados
similares a los experimentos con 25, 20 y 10 ciclos, con lo que se confirma que el
método es aplicable con poco DNA (un solo ciclo).

Ademas, se observé que menos nanoparticulas exhiben fluorescencia, lo que se
puede explicar con el hecho de que se amplifica menos DNA durante el Unico ciclo
en la reaccion de PCR, comparado con las amplificaciones de 10, 20y 25 ciclos (ver

tablas en anexo).
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A) SC2 con EdU

10 pm
B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

Figura 37. Deteccion del DNA marcado con TAMRA de BC_p4 y SC2 p3 adsorbido a
nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3
amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé 1 pL
de nanoparticulas en una dilucién 1/10 y una concentracion final del fluor6foro de 0.25 uM. A'y
C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y
E, el control sin DNA.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, la concentracion de fluoréforo adecuada
es de 0.25 pM debido a que con esta concentracion es posible la deteccion de las
secuencias de DNA obtenidas con 1 ciclo de PCR y también se observa menor
fluorescencia de fondo. En el caso de los lavados posteriores al marcaje, como se
menciond anteriormente, lo ideal es realizar solo tres lavados, dos con PBS 10 mM

y uno con agua libre de nucleasas.

Con las condiciones establecidas anteriormente para las secuencias de SC2_p3y
BC_p4, se realizaron experimentos replicando estas condiciones consideradas las
adecuadas para llevar a cabo la metodologia, pero utilizando otra secuencia
diferente que es SC2_p4 con la finalidad de establecer si estas condiciones son
ideales usando diferentes secuencias. Como se observa en la figura 38, utilizando
1 uL de nanoparticulas sin diluir para la inmovilizacion de las secuencias de DNA
de SC2_p4, se obtiene una mejor visualizacion al microscopio comparado con el
experimento de la secuencia de SC2_p3 realizado anteriormente (Fig. 34). También
se observa que al disminuir la concentracion final del fluoréforo se logra una mejor
visualizacion de la fluorescencia en las nanoparticulas en contraste con los
resultados obtenidos previamente, ademas, al sustituir el tercer lavado con agua
libre de nucleasas en lugar de PBS 10 mM se logré disminuir el fondo de forma que

apenas era perceptible en las imagenes.

Como alternativa para eliminar la fluorescencia de fondo que todavia era visible, se
probd lavar los portaobjetos con etanol 100% para remover cualquier componente
gue estuviera presente en la superficie y que pudiera estar interactuando con los
residuos de las moléculas del fluoréforo, facilitando que se adhieran a su superficie.
Con esta accién, se observa que hay una disminucién de la fluorescencia

inespecifica en el fondo.
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A) SC2 con EdU

C) BC con EdU

\
—

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

Figura 38. Imagenes de epifluorescencia de la deteccion del DNA de BC _p4 y SC2_p4
adsorbido a nanoparticulas magnéticas y marcado con el fluoréforo TAMRA. Imagenes
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p4 amplificado por PCR de 25 ciclos y
observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé 1 pL de nanoparticulas sin diluir y una
concentracion final del fluoréforo de 0.25 pM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC
marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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De igual manera, en los experimentos realizados con el PCR de 20 ciclos bajo las
mismas condiciones, se obtuvieron resultados similares siendo mas claramente
visibles las nanoparticulas donde se encuentra inmovilizado el DNA que tiene
incorporado el nucleétido EdAU marcado (Fig. 39 A y C), mientras que en las
nanoparticulas que contienen las secuencias sin EAU no se percibe fluorescencia
(Fig. 39 By D) asi como en el control sin DNA (Fig. 39 E). Aunque el lavado con
etanol 100% de los portaobjetos no elimina por completo la fluorescencia de fondo,
se nota una disminuciéon en comparacion con los experimentos anteriores donde no

se realizaba ningun tratamiento.
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A) SC2 con EdU

b

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

<

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

o7 10 ym

Figura 39. Deteccion mediante microscopia de epifluorescencia del DNA marcado con TAMRA
de BC_p4y SC2_p4 adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA
marcado de BC_p4 y SC2_p4 amplificado por PCR de 20 ciclos y observado por microscopia de
epifluorescencia. Se utilizé 1 pL de nanoparticulas sin diluir y una concentracion final del
fluoréforo de 0.25 uM. A 'y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; By D a

DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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Como se esperaba, en los experimentos usando los productos de amplificacion de
PCR obtenidos con 10 ciclos y las mismas condiciones probadas anteriormente,
pero con una concentracion final de fluoréforo de 0.25 yM, se logré nuevamente la
deteccion de fluorescencia en las nanoparticulas que tienen inmovilizadas las
secuencias de DNA marcada de SC2_p3 (Fig. 40 A) y BC_p4 (Figura 40 C). Asi
mismo, las secuencias sin el nucledtido EdU y el control sin DNA no mostraron

fluorescencia (Figura 40 B, D y E).
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) SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EAU

E) Sin DNA

Figura 40. Deteccion del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p4 adsorbido a nanoparticulas
magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p4 amplificado por
PCR de 10 ciclos y observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé 1 pL de
nanoparticulas sin diluir y una concentracion final del fluoréforo de 0.25 uM. Ay C, corresponden
al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin
DNA.
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Para la deteccién de los productos de amplificacién de PCR de 1 ciclo, se utilizé una
concentracion de 1/10 de nanoparticulas magnéticas, asi como una concentracion
final de fluoroforo de 0.25 uM, con estas condiciones se pudo detectar la presencia
de fluorescencia en las nanoparticulas que tienen inmovilizadas las secuencias de
DNA marcada de SC2_p3 (Fig. 41 A) y BC p4 (Figura 41 C), no asi en las
secuencias sin el nucleétido EdU y el control sin DNA no mostraron fluorescencia
(Figura 41 B, D y E), obteniendo resultados semejantes a los experimentos

anteriores.
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A) SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

(R
-
10 pm
D) BC sin EdU
=
10 um
SRS
5o
BT 10 pm

Figura 41. Deteccion del DNA marcado con el fluor6foro TAMRA de BC p4 y SC2 p4
adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4
y SC2_p4 amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se
utilizé 1 pL de nanoparticulas en una dilucién 1/10 y una concentracion final del fluoréforo de
0.25uM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje

con EdU y E, el control sin DNA.
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Con la finalidad de eliminar la fluorescencia de fondo que se ha mantenido a lo largo
de todos los experimentos, se decidié modificar la forma en que se realizaban los
lavados después de realizar el proceso de marcaje con el fluoréforo, por lo que al
observar que después de realizar el ultimo lavado (tercer lavado) con agua libre de
nucleasas, la fluorescencia de fondo disminuye en comparacion con los
experimentos donde se realizan los tres lavados con PBS 10 mM, se realizaron
ensayos efectuando los lavados Unicamente con agua libre de nucleasas (Fig. 42).

Debido a que en los experimentos anteriores donde se realizaba el ultimo y Unico
lavado con agua se lograba la deteccion de las secuencias de DNA marcadas sin
perderlo, se esperaba que esta modificacion del protocolo no interfiriera en la
deteccion del DNA marcado y al mismo tiempo permitiera que se eliminaran por
completo los residuos del fluoroforo que no reaccionaron y que se detectan en el
fondo como ruido. Sin embargo, aunque con los lavados Unicamente con agua no
se observa fluorescencia de fondo, tampoco se logré detectar la fluorescencia en
las nanoparticulas que contienen las secuencias marcadas (Fig. 42 Ay C), lo que

indica que hay una pérdida de DNA.

El DNA es soluble en una solucién de baja fuerza idnica, como lo es el agua libre
de nucleasas. Por lo que cuando se aplica este tipo de solucién a una membrana
de silice, el DNA se libera de ésta®2%8, Esto puede explicar porque se pierde el DNA
cuando se lavan las nanoparticulas con el DNA inmovilizado Unicamente con agua

después del marcaje.

Para evitar que el DNA se liberara de las nanoparticulas cuando se realizan los 3
lavados con agua libre de nucleasas, se probé realizar los lavados con diferentes

volimenes de agua, en el primero se utilizaron 200 pL y en los siguientes dos, 100

ML.

Aunque con esta modificacién se logra eliminar por completo la fluorescencia de
fondo, nuevamente al realizar los lavados utilizando Unicamente agua libre de
nucleasas, sin importar el volumen, se pierden las secuencias de DNA, debido a lo
cual, solo es recomendable realizar el ultimo lavado con agua libre de nucleasas

para disminuir los residuos del fluoréforo.
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) SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

Figura 42. Iméagenes de microscopia de epifluorescencia de las muestras de DNA de BC_p4y
SC2_p4 marcado con TAMRA después de los lavados con agua libre de nucleasas. Para la
inmovilizacion del DNA se utiliz6 1 pL de nanoparticulas en una dilucién 1/10, para el marcaje
se utilizé una concentracion final del fluoréforo de 0.25 uM y se realizaron 3 lavados con agua
libre de nucleasas. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; By D a DNA
sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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Después de realizar los experimentos con una nueva secuencia de SARS-CoV-2,
con base en los resultados obtenidos con las dos secuencias SC2_p3y SC2_p4,
las condiciones que consideramos adecuadas para la deteccion de las secuencias
amplificadas son: utilizar 1 pL de nanoparticulas magnéticas sin diluir para la
inmovilizacién de las secuencias amplificadas por PCR con 25, 20 y 10 ciclos,
mientras que en los productos amplificados con 1 ciclo se recomienda usar 1 pL de
una dilucién 1/10. Asimismo, se sugiere emplear 100 uL de etanol 100% para la
adsorcion del DNA a las nanoparticulas magnéticas y para realizar el marcaje de
las secuencias una concentracion final de 0.25 uM del fluor6foro TAMRA es
adecuada para la deteccion del DNA de varias secuencias de forma que aun cuando

se alcance a percibir fluorescencia de fondo, esta no interfiera.

El tiempo empleado para realizar los lavados después de la reaccion (30 minutos)
para el marcaje del nucledtido EdU fue de alrededor de 15 minutos, para un total de
45 minutos. Adicionalmente para la deteccion de las secuencias de DNA marcadas
en el microscopio de epifluorescencia se necesitdé un tiempo aproximado entre 10 a
15 minutos, por lo que, el tiempo total de la metodologia usando el fluoréforo
TAMRA desde la preparacion de las secuencias hasta la deteccion de la muestra

es de 1 hora 45 minutos a 2 horas.

6.4. Deteccion del nucleétido EdU en las secuencias de Betacoronavirus

y SARS-CoV-2 mediante el fluor6foro Cumarina

Aun cuando la metodologia utilizando el fluor6foro 5-TAMRA-PEG3-azida funciona
con dos secuencias distintas de DNA de SARS-CoV-2 (SC2_p3y SC2 _p4) y conla
secuencia conservada de la familia de los Betacoronavirus (BC_p4), se exploraron
diferentes alternativas que permitieran mejorar la metodologia de deteccion
optimizando los métodos lavado y, al mismo tiempo, buscando una forma de
eliminar la fluorescencia de fondo que todavia era perceptible con diferentes
modificaciones al protocolo. Después de investigar diferentes opciones se decidié

utilizar un nuevo fluoréforo teniendo en cuenta, ademas, el optimizar el tiempo en
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gue se realiza el marcaje de las secuencias de DNA y usando las mismas

condiciones ya establecidas para la amplificacion y la inmovilizacién del DNA.

Li, K. et al.®® en 2010 reportd que durante la proliferacion celular se puede detectar
el DNA a través de la incorporacion del nucleétido EdU y su posterior marcaje
utilizando el fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina (cumarina), un compuesto pro-
fluorogénico que da origen a un producto 1,2,3-triazol fluorescente (Fig. 43) s6lo
después de la reaccién de cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre (CUAAC).

Con este nuevo método se elimina la fluorescencia residual ya que las moléculas
del fluoréforo que no han reaccionado son Opticamente inactivas. Por lo tanto, el
procedimiento no requiere extensos pasos de lavado para eliminar los residuos que

no reaccionaron, lo que permite una visualizacion inmediata después de la reaccion.
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Figura 43. Reaccion “click” para el marcaje de EdU incorporado en las secuencias de DNA con
el fluoréforo cumarina. El grupo etinilo presente en la estructura del nucleétido EdU que se
encuentra en las secuencias de DNA reacciona con el grupo azida del fluoréforo 3-azido-7-
hidroxicumarina para la formacién de un compuesto 1,2,3-triazol que es detectado por
microscopia de epifluorescencia. Tomado y modificado de Li, et. al. (2010)°.

Compuesto 1,2,3-triazol

En primer lugar, se realizaron ensayos para determinar la concentracidon minima en
la cual se podia detectar el fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina en el microscopio.
En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 10 pL del nucleétido EdU y 10 pL de la
solucion de marcaje, a continuacion, se dejé incubando a temperatura ambiente
protegido de la luz durante 30 minutos. Una vez terminado este tiempo, se coloco 1
puL de la mezcla del microtubo en un portaobjetos previamente lavado con etanol
100% y se observaron en el microscopio (Fig. 44 A), la concentracion final del
fluoréforo en la reacciéon fue de 25 uM. Después, con la menor exposicion a la luz
posible se realiz6 una dilucién 1/10 de la muestra original para obtener una

concentracion del fluoréforo igual a 2.5 uM (Fig. 44 B) donde todavia es posible
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observar fluorescencia. Posteriormente se realizé una segunda dilucion 1/10 a partir

de la primera dilucién (Fig. 44 C) para una concentracion igual a 0.25 uM, en donde

ya no se detectd fluorescencia, por lo tanto, de acuerdo con estos ensayos, la

concentracion minima del fluoréforo cumarina que puede ser detectada en el

microscopio es cercano a los 2.5 uM.

Figura 44. Ensayos de concentracion

Dilucion 1/10
2.5 uM

para la detecciébn del fluoréforo 3-azido-7-
hidroxicumarina (cumarina). A) Concentracién 25 puM, B) Dilucion 1/10 concentracion 2.5 uM y
C) Dilucién 1/100 concentracion 0.25 pM.

Dilucion 1/100

0.25 uM

Una vez que se determind la concentracion de cumarina que puede detectarse en

el microscopio, se realizaron los experimentos para determinar si el nuevo fluoréforo

funciona bajo las condiciones ya establecidas de la metodologia con TAMRA.

Para llevar a cabo los ensayos se utilizO una nueva secuencia de DNA de SC2,

SC2_p2, al igual que en los experimentos anteriores, los ensayos se realizaron

usando la secuencia SC2_p2 cony sin el nucleétido EdU, asi como la secuencia de

BC_p4 cony sin el nucledtido EdU y el control sin DNA. La preparacion de la mezcla

se PCR se realizé como se indica en la tabla 6 y la amplificacion de las secuencias

de DNA se realiz6 bajo las siguientes condiciones de PCR:

Tabla 14. Condiciones de la reaccion de PCR para la amplificacién de las secuencias de

SC2_p2y BC_p4.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos
Ciclos Desnaturalizacion 94 45 segundos
25y1 Alineamiento 68 30 segundos

Extension 72 90 segundos
Extension Final 72 10 minutos
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Al finalizar la reaccién de PCR, los 25 pL de la reaccién con los productos de
amplificacion se colocaron en microtubos de 1.5 mL los cuales tenian 1 pL de
nanoparticulas sin diluir para los productos amplificados por PCR con 25 ciclos y 1
pML de una dilucion 1/10 para los productos obtenidos por PCR con 1 ciclo. A
continuacion, se agregaron 100 pL de etanol 100% y se colocaron en el vortex por
5 minutos a 1100 rpm, se centrifugaron por 15 segundos y se colocaron en el
MagRack ™6 para eliminar el etanol. Posteriormente se agregaron 100 uL del buffer
de lavado 1 (incluido en el kit Pure DNA Plant), se colocaron en vortex por 1 minuto
a 1100 rpm, se centrifugaron 15 segundos, se colocaron en el MagRack por 2
minutos para eliminar el sobrenadante, después se agregaron 100 pL del buffer de
lavado 2 (incluido en el kit Pure DNA Plant) y se repitié el procedimiento del primer
lavado.

Para realizar el marcaje de las secuencias que se encuentran adsorbidas en las
nanoparticulas, se utilizé una concentracion de 0.5 mM del fluoréforo cumarina, se
decidi6 utilizar esta concentracion debido a que es la adecuada para realizar la
deteccion del DNA cuando tiene incorporado EdU (datos no mostrados). La solucion

de marcaje se preparé como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 15. Componentes de la solucidon de marcaje con el fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina.

Material Numero de Ensayos: 1
PBS 43.8 uL
Solucién Catalisis 1L
Fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina (10 0.5 uL
mM)
Buffer aditivo (10x) 5uL
Volumen total 50 yL

IMPORTANTE: Si los componentes no se agregan en el orden indicado, la reaccidon no se
desarrollara de manera éptima: unavez preparado se debe utilizar inmediatamente o al menos
en los préximos 15 minutos.

Se agregaron 10 pL de la solucion de marcaje preparada en cada microtubo y se
incub6 durante 30 minutos en el vortex a 500 rpm, a temperatura ambiente y
protegido de la luz; transcurrido este tiempo y con la menor exposicion a la luz, se
colocaron nuevamente los microtubos en el MagRack™6 por 2 minutos para
eliminar los 10 pL de la solucién de marcaje. No se realizaron lavados para eliminar
los residuos del fluoréforo sin reaccionar. Para la observacién en el microscopio

Nikon Eclipse® Ti-E, las nanoparticulas se resuspendieron en 10 pL de agua libre
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de nucleasas, a continuacion, se tomd 1 uL de cada uno de los microtubos y se
coloco en un portaobjetos que previamente se lavo con etanol 100% y se eliminé el

liguido (agua) en que se encontraban suspendidas.

En esta ocasion se utilizé un set de filtros opticos para DAPI. El filtro de excitacion
de luz verde (A = 370 - 420 nm) permitira la excitacion de la molécula 3-azido-7-
hidroxicumarina cuya longitud de onda de excitacibn maxima es a 404 nm,
emitiendo fluorescencia en una longitud de onda de 477 nm que corresponde a un

color azul.

Bajo las condiciones descritas, en el primer experimento utilizando los productos de
amplificacion por PCR con 25 ciclos y una concentracion final del fluoroforo
cumarina de 0.5 mM, se detecto fluorescencia en las nanoparticulas que contienen
las secuencias de DNA marcadas de SC2 y BC (Fig. 45 Ay C), en el caso de las
secuencias control, asi como el control sin DNA no se detecta fluorescencia alguna
(Fig. 45 B, Dy E). Ademas, con el fluoréforo cumarina no se observo fluorescencia
de fondo como se habia visto en los experimentos utilizando el fluor6foro TAMRA,
confirmando que no es necesario realizar los lavados para eliminar las moléculas
del fluoréforo que no reaccionaron como ya lo habia reportado Li, K. et. al., en
2010656,
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SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

E) Sin DNA

10 pm o
Figura 45. Deteccion mediante microscopia de epifluorescencia del DNA marcado con
cumarina de BC _p4 y SC2 p2 adsorbido a nanoparticulas magnéticas. Imagenes
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 amplificado por PCR de 25 ciclos y
observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé 1 pL de nanoparticulas sin diluir y una
concentracion final del fluoréforo de 0.5 mM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados
con EdU; By D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.
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Con la confirmacién de que la metodologia también es aplicable con el fluoréforo
cumarina, en los siguientes experimentos utilizando las secuencias amplificadas por
PCR con 25y 1 ciclo se emple6 una concentracion final del fluor6foro cumarina de

1 mM (tabla 16), esto con el propésito de mejorar la eficacia en el marcaje.

Tabla 16. Componentes de la solucidon de marcaje con el fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina
para una concentracion final de 1 mM.

Material Nimero de Ensayos: 1
PBS 43.8 uL
Solucién Catélisis 1L
Fluoréforo 3-azido-7-hidroxicumarina (10 0.5uL
mM)
Buffer aditivo (10x) 5L
Volumen total 50 yL

Los experimentos con los productos de PCR con 20 y 10 ciclos no se llevaron a
cabo ya que el objetivo de este trabajo es lograr la deteccion del DNA amplificado

con 1 ciclo al igual que con el fluor6foro TAMRA.

En el experimento con las secuencias amplificadas por PCR con 25 ciclos y una
concentracion final del fluoréforo cumarina de 1 mM, se logré observar fluorescencia
en las nanoparticulas donde se encuentra inmovilizado el DNA que tiene
incorporado el nucleétido EdU tanto para SC2_p2 (Fig. 46 A), como para BC_p4
(Fig. 46 C), estos resultados nos indican que es posible realizar la deteccion del
DNA marcado con EdU con 25 ciclos. Por otra parte, aun con el aumento en la
concentracion del fluoréforo no se logra detectar fluorescencia en las secuencias
sin EdU (Fig. 46 B y D) asi como en el control sin DNA (Fig. 46 E).
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A) SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

D) BC sin EdU

E) Sin DNA

10 um 10 pm
Figura 46. Imagenes de microscopia de epifluorescencia para la deteccion del DNA de BC_p4
y SC2_p2 adsorbido a nanoparticulas magnéticas marcado con cumarina. Imagenes
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 amplificado por PCR de 25 ciclos y
observado por microscopia de epifluorescencia. Se utilizé 1 pL de nanoparticulas sin diluir y una
concentracion final del fluor6foro de 1 mM. Ay C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados
con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.

92



En el experimento donde se utilizaron las secuencias amplificadas por PCR con 1
ciclo, se pudo observar fluorescencia en las nanoparticulas donde se encuentra
inmovilizado el DNA que tiene incorporado el nucledtido EdU tanto para SC2_p2
(Fig. 47 A), como para BC_p4 (Fig. 47 C), estos resultados nos indican que es
posible realizar la deteccion del DNA marcado con EdU con 1 ciclo de amplificacion.
Ademas, aln con el aumento en la concentracion del fluoréforo, no se logra detectar
fluorescencia en las secuencias sin EdU (Fig. 47 By D) y en el control sin DNA (Fig.
47 E) y al igual que en la metodologia con el fluoré6foro TAMRA, se observa una
menor cantidad de nanoparticulas que tiene adheridas las secuencias de DNA

amplificadas por PCR con 1 ciclo (Fig. 47 Ay C).
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SC2 con EdU

B) SC2 sin EdU

C) BC con EdU

E) Sin DNA

& 10 pm

Figura 47. Deteccion del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 adsorbido a nanoparticulas
magnéticas. Imagenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 amplificado por
PCR de 1 ciclo y observado por microscopia de epifluorescencia. Se utiliz6 1 pL de
nanoparticulas en una dilucién 1/10 y una concentracion final del fluoréforo de 1 mM. Ay C,
corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; By D a DNA sin marcaje con EdU y E,
el control sin DNA.
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Los resultados obtenidos demuestran que la metodologia se lleva a cabo con éxito
utilizando diferentes secuencias de DNA de SC2, al igual que se pueden emplear
diferentes fluoréforos para realizar el marcaje, sin embargo, la principal ventaja de
usar la cumarina como marcador es que no se requieren de lavados para eliminar
las moléculas que no reaccionaron con el EdU incorporado a la secuencia de DNA
y que tienen como resultado la fluorescencia en el fondo que si se observa en
TAMRA, lo que permite un menor tiempo en la realizacién de la metodologia. El
eliminar los lavados para quitar los residuos del fluor6foro, permite que los tiempos
empleados en la realizacién de la metodologia sean mas cortos, ya que con esta
metodologia se emplean aproximadamente 15 minutos menos que con la

metodologia empleando TAMRA.

Tabla17. Comparacion de los tiempos requeridos en cada paso de la metodologia
empleando los fluor6foros TAMRA y Cumarina.

TAMRA CUMARINA
Preparacion de secuencias 45 minutos 45 minutos
de DNA y reaccion de PCR
(1 ciclo)
Inmovilizacién de las 15 minutos 15 minutos
secuencias de DNA
Reaccion CuUAAC para el 30 minutos 30 minutos
marcaje de las secuencias
Lavados para eliminar 15 minutos NA
residuos del fluor6foro
Deteccién de las secuencias 10 a 15 minutos 10 a 15 minutos
marcadas
TIEMPO TOTAL 120 minutos / 2 horas 105 minutos / 1 hora 45
minutos
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7. CONCLUSIONES

Se determiné que la temperatura de alineamiento (Ta) adecuada para llevar a cabo
la reaccion de PCR con las secuencias de DNA de SARS-CoV-2 y Betacoronavirus
y los oligonucledtidos utilizados es de 68°C, con la cual se elimina la aparicion de
fragmentos inespecificos.

La cantidad apropiada de nanoparticulas para la inmovilizacién de los productos
amplificados y su posterior visualizacién por microscopia de epifluorescencia es de
1 pL sin diluir para PCR con 25, 20 y 10 ciclos, y 1 pL de una diluciéon 1/10 para
PCR con 1 ciclo. Utilizar diluciones mayores dificulta el manejo de las nanoparticulas

al perderse en los lavados después de realizar el marcaje.

La concentracion adecuada para realizar el marcaje de las secuencias de DNA con
el fluoroforo 5-TAMRA-PEG3-azida es de 0.25 pM. Con esta concentracion se
pueden detectar las secuencias de DNA, permitiendo que la fluorescencia de fondo
gue aun es perceptible no interfiera con la deteccion. En el caso del fluoréforo 3-
azido-7-hidroxicumarina al ser una molécula que no emite fluorescencia antes de la

reaccion de click, la concentracion recomendada es de 1 mM.

Con la metodologia y las condiciones descritas en el presente trabajo se logro la
deteccion de las secuencias de DNA de SARS-CoV-2 y Betacoronavirus que
contienen el nucleétido EdU obtenidas por PCR con 25, 20, 10 y 1 ciclo. Para la
metodologia con el fluor6foro TAMRA el tiempo estimado para realizarla es
alrededor de 2 horas, mientras que con el fluor6foro cumarina el tiempo aproximado

es de 1 hora y 45 minutos.
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Reaccion de PCR
Para la incorporacion del nucleétido
EdU a las secuencias de DNA
mediante PCR se recomienda una
Tade 68°C.

Inmovilizacion del DNA en nanoparticulas
magnéticas

Para inmovilizar las secuencias de DNA

amplificadas con 1 ciclo de PCR se sugiere

utilizar 1 pL de wuna dilucion 1/10 de

nanoparticulas magnéticas y 100 pL de

etanol 100% para favorecer la adhesion.

Primer Lavado
En los lavados para eliminar las moléculas
del nucledtido EdU se sugiere utilizar 100 pL
de los buffers de lavado 1y 2.

! }

Reaccién click

(CuAAC) Reaccion click

(CuAAC)

TAMRA Cumarina

Reaccion de click (CuAAC)
En la reaccién click para el marcaje del
nucledtido EdU se recomiendan las
siguientes concentraciones:
- TAMRA: 0.25 uM
- Cumarina: 1 mM

Segundo Lavado
Al utilizar el fluoréforo TAMRA se realiza una
segunda etapa de lavados para eliminar las
@7 moléculas que no reaccionaron, que consiste
®: | »  endos lavados con 500 L de PBS 10 mMy un
C" 7 lavado con 500 L de agua libre de nucleasas.

Observacion mediante microscopia de
epifluorescencia
Para realizar la deteccién de las secuencias de
DNA se recomienda lavar los portaobjetos
previamente con etanol 100%.

Imagen: Oswaldo Mata Lépez/©BioRender-biorender.com



8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Las secuencias de DNA y los oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo de
tesis fueron especialmente disefiados para realizar los experimentos, debido a que
el genoma de virus SARS-CoV-2 es RNA, por lo que el siguiente paso seria verificar
si la metodologia es aplicable utilizando el DNA complementario (cCDNA) obtenido

después de realizar la transcripcion inversa a partir del genoma del virus.

Con el desarrollo de kits comerciales (Sera-Xtracta Virus/Pathogen kit; Cytiva%%0)
de nanoparticulas enfocados en la purificacion del RNA del virus SARS-CoV-2 se
podria probar el utilizar estos kits para complementar la metodologia aportada en el
presente trabajo, ya que algunas de las ventajas de estos nuevos kits es que el
proceso y extraccion del RNA se puede completar en menos de 60 minutos.

Ademas, se pueden realizar experimentos utilizando ligandos que optimicen el
tiempo en que se lleva a cabo la reaccion CuAAC, donde el tiempo de reaccion

podria disminuir de 30 a 20 / 15 minutos.
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10. ANEXO

Tabla 1S. Célculo tedrico del numero de moléculas de DNA de BC_p4 en los

ciclos de PCR.
Ciclos de NUumero de moléculas Porcentaje de Numero de Timina
PCR de DNA por ciclo Timina (%) por ciclo
0 7.93x10%° 38.71 3.07x10%°
1 7.93x10%° 38.71 3.07x10%°
10 4.06x10% 38.71 1.57x10*3
20 4.16x10% 38.71 1.61x10%®
25 1.33x10® 38.71 5.15x10Y

Tabla 2S. Célculo teérico del niumero de moléculas de DNA de SC2_p2 en los

ciclos de PCR.
Ciclos de Numero de moléculas Porcentaje de Numero de Timina
PCR de DNA por ciclo Timina (%) por ciclo
0 7.86x10% 33.63 2.64x10%°
1 7.86x10% 33.63 2.64x10%°
10 4.02x10%3 33.63 1.35x10%
20 4.12x10% 33.63 1.39x10%
25 1.32x10%8 33.63 4.43x10Y
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Tabla 3S. Célculo tedrico del numero de moléculas de DNA de SC2_p3 en los
ciclos de PCR.

Ciclos de NUumero de moléculas Porcentaje de Numero de Timina
PCR de DNA por ciclo Timina (%) por ciclo
0 9.57x10%° 36.36 3.48x10%°
1 9.57x10%° 36.36 3.48x10%°
10 4.90x10% 36.36 1.78x10*3
20 5.02x10% 36.36 1.82x10°
25 1.61x10'® 36.36 5.84x10Y

Tabla 4S. Célculo teérico del nimero de moléculas de DNA de SC2_p4 en los
ciclos de PCR.

Ciclos de NUumero de moléculas Porcentaje de Numero de Timina
PCR de DNA por ciclo Timina (%) por ciclo
0 8.84x10%° 39.28 3.47x10%°
1 8.84x10%° 39.28 3.47x10%°
10 4.53x10%3 39.28 1.78x10%
20 4.63x10% 39.28 1.82x10%
25 1.48x10% 39.28 5.83x10%
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Figura 1S.Espectro de Fluorescencia de TAMRA. Imagen tomada de la ficha de datos
del reactivo en https://www.baseclick.eu/product/5-carboxytetramethylrhodamine-
peg3-azide-5-tamra-peg3-azide/
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Figura 2S. Espectro de Fluorescencia de Cumarina. Imagen tomada y modificada de
Linhorst, M., Wattjes, J. & Moerschbacher, B. (2021). Chitin Deacetylase as a
Biocatalyst for the Selective N-Acylation of Chitosan Oligo- and Polymers. ACS
Catal. 11, 23, 14456—-14466. https://doi.org/10.1021/acscatal.1c04472

107


https://www.baseclick.eu/product/5-carboxytetramethylrhodamine-peg3-azide-5-tamra-peg3-azide/
https://www.baseclick.eu/product/5-carboxytetramethylrhodamine-peg3-azide-5-tamra-peg3-azide/
https://doi.org/10.1021/acscatal.1c04472

12381
12421
12481
12541
12681
12881
12721
12781
12841
129al
12961
13a21
13a@81
12141
13281
13261
13321
13381
13441
135a1
13561
13621
13681
13741
138a1
13861
13921
139381
14a41
14181
14181
14221
14281
14341
144a1
14481
14521

gcttttcact
asgagatgst
tgtcatacca
atcagcattg
tgaaattagt
gegccaattct
gtcttgtget
Caacacaaca
atgggctags
ttegtaggttt
aggattaaac
acaagctgst
tgctgtagat
taattgtgtt
ggaagccaat
ccacatagat
acctacaact

atgcttagaa
tgtgttcocct
gactataaca
tgggaaatcce
stggacaatt
gctgtcaaat
goocggtacta
sagggaggta
ttccctaaga
gttacagaca
sacctaaata
satgcaacag
gctgctaaag
sagatgttgt
atggatcaag
catccaaatc
tgtgctaatg

agttggataa
tgaacataat
catataaaaa
gacaggtigt
cacctaattt
tacagaataa
cacaaactgc
ggtttgtact
gtgatggaac
cacctaaagg
gaggtatggt
sagtgcctace
cttacaaaga
gtacacacac
aatccttteg
ctaaaggatt

gccctgtgee

tgatgcactc
acctcttaca
tacgtegtgat
agatgragat
agcatggcct
tgagcttagt
ttgcactgat
tgcactgtta
tggtactatc
tcctasagteg
acttggtagt
caattcaact
ttatctagect
tgetactggt
tggtgratcg
ttgtgactta
ttttacactt

ctgcgst i EgEasaREtE StEBCtEtag g 55 tcos

gtcagctgat
ccgtgcgeca
asagtagctg
gaagatgaca
caacatgaag
ttctttaagt
aaatacacaa
acattaaaag
gactggtats
cgtgtacgec
attgttggte
gatttcatac
ttaatgccta
ttaascaaagc
aaactctttg
tgtttggatg
ttcccaccta
gtagtttcaa
ttacatagct

gracaatcgt
caggcactag
gttttegctaa
atttaattga
@aacaattta
ttagaataga
tggcagacct
saatacttgt
gttttestaga
sagctttgtt
tactgacatt
BAAacCCacgoc
tattaacctt
cttacattaa
accgttattt
@cagatgcat
caagttttgg
ctggatacca
ctagacttag

ttttaaacgg
tactgatgtc
attcctasaa
ttcttacttt
taatttactt
cggtgacatg
cgtctatget
cacatacast
aaacccagat
aa@aacagta
agataatcaa
aggtagtess
gaccaggect

gteggeatitg
tasatatigg

tctgecattet
accactagtg
cttcagagag
ttttaaggas

gtttgegetg
gtatacaggg
actaattgtt
gtagttaaga
aaggattgtc
gtaccacata
ttaagegcatt
tgttgtgateg
atattacgecs
caattctgtg
gatctcaatg
gttcctgtts
ttaactgcag
ttasaatatg
gatcagacat
gcaaacttta
agassaatat
ctaggtgttg
ttacttgtgt

@acaacatta
BCEZCEZCCA
gotacaacat
agtaaaattg
cttattgtaa
cctgttgoac
gacaatgcogt
toccgatttac
tatacagaac
sagtatttat
ttagctgcca
gtattatctt
Bgtgggggac
caggcaataa
tegttgtctgt
saaggtaagt
BEAaacacag
ctccgogaac
taagtgcage
cttttgacat
gtcgcttoca
gacacacttt
cagctettge
tatcacgtca
ttgategaagg
atgattattt
tatacgocaa
atgccatgog
gtaactggta
tagattctta
agtcacatgt
acttcacgga
BCCacccaaa
atgttttatt
ttgtteategg
tacataatca
gtgctgctga

tcaacaatgco
aactaatggt
ttacttategc
ttcaacttag
cagctttasg
tacgacagst
tagcttacta
aggatttegas
tggaaccacc
actttattaa
cagtacgtct
tctgtgottt
aaccaatcac
cagttacacc
actgccgttg
atgtacaast
tctgtaccgt
ccatgcttca
ccgtcttaca
ctacaatgat
agaaaaggac
ctctaactac
taaacatgac
acgtcttact
taattgtgac
caataaaaag
cttaggteas
aaatgctggt
tgatttcget
ttattcattg
tgacactgac
agagaggtta
ttgtgttaac
ctctacagtg
tgttoccattt

gegatgtaaac
ccctgctatg

Figura 3S. Region del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y
RV de BC_p4, empleados en este trabajo.
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Figura 4S. Region del genoma de SARS-CoV-2 que se
RV de SC_p2 empleados en este trabajo.

amplifica con los oligos FW y
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atttcaactt
tgcctttcca
sgacacttega
CEggaacaaa
tcocctgttge
ctaatgtttt
atgagtgtea

gaaatccttc
agaatctatt
Cgccaccaga
tgattattct
tcctactaaa
aggtgatgas
taaattacca
tasggttgst
ttttgagagsa
tgaaggtttt
tggttaccas
tgtttgtggs
caatggttta
acaatttggc
gattcttgac
tacttctaac
tattcatgca
tcaaacacgt
catacccatt

cagactaatt ctectcgges ggcacstast

atgtcacttg
sattttacta
gattgtacaa
gegcagttttt
Bacacccaag
tttgotgett
tttattgaag
tatggtgatt
ggccttactyg
ctgttagcgs
ccatttgecta
tatgagaacc
tcactttctt
caagctttaa
ttaaatgata
stcacaggca
gaaatcagag

gtegcagasan
ttagtettac
tgtacatttg
gtacacaatt
aagtttttec
ttaatttttc
atctactttt
goocttggtea
ttttgeccacc
gtacaatcac
tgcaaatgge
aaaaattgat
CCacagcaag
acacgctigt
tcctttcacg
gacttcaaag
cttctgctaa

ttcagttgect
cacagzaaatt
tggtgattca
aaaccgtgct
acaagtcaaa
acaaatatta
caacacagtyg
tattgctgct
tttgctcaca
ttoctggttes
ttataggttt
tgccaaccaa
tgcacttgga
tasacaactt
tcttgacaaa
tttgcagaca
tocttgotget

RV de SC_p3 empleados en este trabajo.

actgtagaaa
gttagatttc
tttgcatctyg
gtcctatata
ttaaatgatc
gtcagacaaa
gatgatttta
getaattata
gatatttcaa
aattgttact
ccatacagag
cctaaaaagt
BCEggCcacag
Bgagacattg
attacaccat
caggttgctyg
gatcaactta
graggotgtt
getgcageta
gtagctagtc
tactctaata
ctaccagtgt
actgaatgca
ttaactggaa
caaatttaca
ccagatccat
acacttgcag
agagacctca
gatgaaatga
acctttggte
aatggtattg
tttaatagtg
aaacttcaag
agctccaatt
gttgaggcts
tatgtgactc
actaaaatgt

asggaatcta
ctaatattac
tttatgcttg
attccgeatce
tctgotttac
tcgotoccagg
caggctgogt
attacctgta
ctgaaatcta
ttoctttaca
tagtagtact
ctactaattt
gtettcttac
ctsacactac
gttcttttge
ttctttatca
ctocctacttg
taatagggec
tatgcgctag
aatccatcat
actctattgc
ctatgaccaa
goaatctttt
tagctgttga
a8BCACCace
CEBRACCAAE
atgctgectt
tttgtgcaca
ttgctcaata
caggtgctgc
gagttacaca
ctattgegcaa
atgtgetcaa
ttgetgcast
aagtgcaaat
aacaattaat

cagagtgtgt

Figura 5S. Region del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y
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2481
2481
2521
2581
2641
2781
2781
2821
2881
2941
3881
3061
3121
3181

ctcaaaggea
tctaaaagoc
aacagaggas
agctgttgaa
aatcaaagac
cttcacactc
agtgcaaggt
acttaatgag
ctgtgttgtyg
actgggcatt
tgagtttaaa
agaaggtgat
agatgattac
agaagagCas

ttgtacagaa
CcCcaaaagaaa
gttgtcttga
gctccattgg
acagaazagt

aaaggcgets
tacaagagtg
sagtgctctg
gragatgctg
gatttagatg
ttggcttcac
tgtgaagaag
caaggtaaac
gaagaagatt

3241 Gggeagtess gacastcses

33a@l
3361
3421
3481
3541
3641
3661
3721
3781
3541
394l
3961
4321
4381
4141
42al
4281
4321
4381
4441
4581
4561

agagatggas
aaaacttact
aaaaccaaca
aggagcctta
tactaatgga
acactgtctt
gagtgcttat
tatttttggt
tgtctactta
aatgaagagt
gccatttata
caaagcttgt
cttgttactt
tgacattgac
agageggtgtt
gctagcgaaa
gegtttaast
cttttacatt
ttggaatttg
tgtggaaact
agagggtgts
gtcacttatc

cttacaccag
gacaatgtat
gtggttetta
sataaggcta
ccacttaaag
catgttgtcg
gaaaatttta
gctgacccta
gotgtotttg
gaaaagraag
actgaaagta
gttgaagaag
tatattgaca
atcactttct
ttaactgctg
gctttgagaa
gegttacactg
ctaccatcta
cgagaastgc
saagccatag
gttgattatg
sacacactta

agtgtgttaa
ttatcttctt
aaactggtea
ttggtacacc
actgtgccct
CaCCcaacaas
tgaatatcac
cctatacagt
tcataaaaac
sstggagtat
atatgtattg
aagagtttga
ctttggaatt
gottagates
caactactat
ttgttcagac
acattaaaaa
atgcagccaa
ctaacaategc
tgzgtegtag
gcccaaatgt
atcagcacga
tacattcttt
ataamaatct
ttgaacazaa
aaccttcagt
ttacaacaac
ttaatgocaa
taaagasaga
tgegttatacc
aagtgccaac
tagaggagec
ttatctctaa
ttgcacatec
tttcaactat
gtgctagatt
acgatctaaa

atccagagasa
agagggagas
tttacaacca
agtttgtatt
tgcacctaat
ggttactttt
ttttgaactt
tgaactcggt
tttgcaacca
ggctacatac
ttctttctac
gccatcaact
tgstegccact
tgatagtcaa
tcaaacaatt
tattgaagts
tgcagacatt
tgtttacctt
catgcaagtt
ttgtgtttta
taacasaggt
agttctactt
aagagtttgt
ctatgacaaa
gatcgctegag
tgaacagaga
tctggaagaa
tcttecateca
tgctoccatat
tactasaaag
agacaattat
aaagacagtg
tgagaagcas
agaagaaaca
acagcgtaaa
ttacttttac
tgaaactctt

RV de SC_p4 empleados en este trabajo.

ga@actggcc
acacttccca
ttagaacaac
sacggsctta
stgatgstaa

ggtgatsaca
gatgaaagEa
scagaagtaa
gtatctgaat
tacttatttg
cctccagatg
caatatgagt
tctgoctgotc
caaactgttg
gttgaggttc
satagtttta
gtggaagaag
Baacatggag
gaatctgatg
BECEgaCaCa
gaagacattc
gcaccattat
gtagatactg
cttgtttcaa
attcctagag
caacaagatg
actaagttcc
gattctgcca
atagtggsts
grtggtggea
ataaccactt
cttaaasagt
gaaattcttg
cgcaaattaa
tataagssta
@ccagtazaa
gttacaatgc

tactcatgocc
cagaagtgtt
ctactagtga
tgttgctcga
caaacaatac
ctgtgataga
ttgataaagt
atgagttcgc
tacttacacc
atgagtctgg
aggatgaaga
atggtactga
ttcaacctga
gtesacasgs
aacctcaatt
gtggttattt
ctasaaaggt
gagstegttegc
attacatagc
atcttgctaa
aacttcttaa
tatcagctegg
ttcgcacaaa
gctttttega
aggaagttaa
ataagaaaat
tcacagaaaa
ctcttgttag
atgttgttca
ctactgaaat
acccgeggtca
gtasaagtgc
gaactgtttc
tgcctgtctg
ttaaaataca
caactgtagc
cacttggcta

Figura 6S. Region del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y
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