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1. RESUMEN DEL PROYECTO:

La técnica PCR ha revolucionado la investigacion molecular, facilitando diagnosticos precisos y fiables de
enfermedades que resultan en un problema en salud publica. Su variante, RT-PCR, permite amplificar
millones de copias partiendo de ARN para su conversién en ADN, siendo crucial en enfermedades como
COVID-19, VIH, dengue y Zika. Sin embargo, la dependencia de reactivos importados, especialmente uno
de los componentes mas criticos, la enzima M-MLV RT; encarece su implementacion sobretodo en
escenarios de urgencia clinica, como la reciente pandemia. Esta enzima, clave para la transcripcion inversa,
se obtiene mayormente de fuentes virales, con altos costos y tiempos de importacion prolongados, limitando

su disponibilidad clinica en Colombia.

Teniendo en cuenta lo anterior, este proyecto aborda la produccion local de la enzima retrotranscriptasa M-
MLV RT (por sus siglas en inglés: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) mediante
tecnologia ADN recombinante en un modelo bacteriano de E. coli BL21 (DE3) con el fin de de proponer
una alternativa nacional que resulte sostenible y eficiente para la obtencion de la enzima activa y funcional.
El objetivo general de este proyecto recae en la evaluacién de la actividad bioldgica, pureza y estabilidad
de tres lotes de 2 Litros c/u, almacenados a dos diferentes temperaturas por un periodo total de 8 semanas.
Para ello, se plante6 un esquema metodoldgico que abarca la expresion bacteriana, purificacion por
cromatografia de afinidad y analisis de los atributos de calidad: Pureza, concentracion y actividad bioldgica
mediante SDS-PAGE, Bradford y RT-gPCR, respectivamente. En este orden de ideas, los resultados
obtenidos indican niveles comparables de actividad enzimatica frente a productos comerciales en el periodo
evaluado, destacando su viabilidad técnica y la capacidad para cumplir con los estandares requeridos de

fiabilidad y funcionalidad en estudios moleculares avanzados y pruebas diagnosticas.

Palabras clave: M-MLV RT, recombinante, PCR, actividad bioldgica, pureza, concentracion.
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2. INTRODUCCION

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) ha emergido como una de las
herramientas mas poderosas y versatiles en la investigacion de la biologia molecular y médica, en virtud
del estudio del material genético como diana principal. Actualmente, esta técnica se implementa en una
amplia gama de aplicaciones, desde el diagndstico molecular y la deteccion de patdgenos, hasta diversas
investigaciones de expresion génica y mutaciones. En efecto, en muchos laboratorios y hospitales se ha
convertido en el método estandar para una deteccion temprana y con mayor seguridad de patégenos, con la
ventaja de que se requiere una cantidad minima de muestra biologica para obtener de igual forma resultados

que sean confiables y precisos®.

Ejemplos recientes como la emergencia sanitaria a nivel mundial a causa de la COVID-19, ha puesto en
manifiesto su relevancia para el diagnostico de los pacientes patdgenos para el coronavirus de forma rapida
y precisa. Puntualmente en este caso, se implementd la RT-PCR (Reverse Transcription PCR), un tipo de
reaccion enzimatica que permite la amplificacién exponencial de secuencias especificas a partir de la
conversion de ARN en ADN, en la cual es requerida la accidn conjunta de varios componentes. Asimismo,
existen un gran espectro de enfermedades que pueden ser diagnosticadas por esta técnica, entre las cuales
destacan: Citomegalovirus (CMV), Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Hepatitis C ( HCV),
Virus de Papiloma Humano (HPV), Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Helicobacter
pylori, Dengue (DENV), Zika; siendo estas dos ultimas un problema de salud publica en paises con climas
tropicales y subtropicales favorables para la transmision de estas enfermedades, con méas de 131.000 casos

confirmados en Colombia para el afio 202323,

Tras este escenario, se ha evidenciado en los Ultimos afios un incremento significativo en la implementacion
de pruebas diagnosticas mediante RT-PCR, resultando en una alternativa que presenta mayor sensibilidad
y especificidad con tiempos menores de deteccion; criterios de suma importancia y utilidad especialmente
en es escenarios de urgencia clinica®. No obstante, una de las principales limitaciones de esta técnica recae
en la accesibilidad de los reactivos, siendo uno de los mas relevantes la enzima Retro Transcriptasa (RT),
requerida para la sintesis del ADNCc. Es asi como, las fuentes virales de esta enzima provienen del Virus de

la mieoblastosis aviar y del Virus de leucemia Murina Moloney (M-MLV, por sus siglas en inglés); esta



ultima es la forma mayormente empleada debido a que ha demostrado presentar alta actividad catalitica y

fidelidad enzimatica®.

El auge da tecnologia de ADN recombinante en las uUltimas décadas ha permitido optimizar estas
caracteristicas en un proceso que a su vez resulta escalable y eficiente; sin los riesgos que trae consigo la
manipulacion del virus. Grosso modo, esta metodologia se basa en la insercion del gen que codifica la
enzima en un vector de expresion; en este caso el plasmido pET 19b M-MLV RT ilustrado en la Figura 1.
En el supuesto exitoso, la transformacion en el hospedador (bacterias E. coli BL21 DE3) permite la
expresion del gen para la obtencidn de la proteina en un medio de cultivo. Cabe destacar, que la eleccion
de esta cepa modificada como plataforma bioldgica recae en su capacidad de expresar genes de proteinas
heter6logas no toxicas de forma rapida, con atas densidades celulares en un proceso que resulta econémico
en términos generales. En efecto, el pronombre DE3 alude al profago lambda (A) que porta el gen RNA
polimerasa T7 inducible a expresion por IPTG; asimismo, la falta de proteasas resulta una caracteristica

clave que permite reducir la degradacion de las proteinas expresadas en el sistema celular®.
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Figura 1. Mapa del plasmido pET — 19b MMLV RT empleado para la expresion del gen M-MLV RT; en
este se puede detallar el promotor T7, el operador lac, la secuencia 10xHis-Tag, el gen de resistencia a
Ampicilina. Imagen tomada de: https://www.addgene.org/browse/sequence/298742/.
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No obstante, pese a los avances en biotecnologia y la consolidacion de sistemas eficientes como el descrito
previamente, a nivel nacional no se cuenta con una alternativa local para la produccion, obtencion y
posterior abastecimiento que ayude a mitigar la demanda que subyace de la necesidad de la M-MLV RT.
En efecto, la accesibilidad de esta enzima representa un desafio con respecto a la dependencia de
proveedores externos para su adquisicion, que implica altos costes asociados a la importacion, junto con
tiempos prolongados de entrega para la utilizacion del producto; lo cual dificulta su disponibilidad de forma

oportuna especialmente en circunstancias de criticidad clinica, como lo fue la reciente pandemia?.

Esta problematica resalta la necesidad de desarrollar metodologias para la produccion nacional de M-MLV
RT, y de esta forma suministrar de manera pertinente este componente clave en los estudios y pruebas
diagndsticas por RT-PCR. Para enfrentar este desafio, investigaciones previas realizadas por el semillero
de biotecnologia de la Universidad Icesi, han logrado estandarizar el sistema de obtencion recombinante de
la M-MLV RT a partir del plasmido pET 19b M-MLV RT en una cepa de E.coli BL21(DE3), asi como la
purificacion parcial de la misma. Esto, en pro de la realizacion de un estudio de estabilidad para determinar
la funcionalidad enzimatica en funcion del tiempo transcurrido y diferentes condiciones de
almacenamiento. Por tal motivo, el presente estudio se llevé a cabo bajo el interés de evaluar el
comportamiento en la actividad bioldgica, pureza y concentracién de la M-MLV RT producida bajo un
modelo recombinante a tres lotes sujetos a dos condiciones de temperatura, bajo un periodo final de ocho
(8) semanas; con el fin determinar su funcionalidad y viabilidad como alternativa local frente a productos

importados.

3. METODOLOGIA

Con la finalidad de poder evaluar los atributos de calidad a tres lotes producidos de M-MLV RT de 2 L c/u,
fue necesario el desarrollo de ciertas actividades reunidas en tres procedimientos principales que siguen
una secuencia légica, con el fin de dar cumplimiento a cada objetivo planteado. De modo que, en primera
instancia se requirio llevar a cabo la produccion del enzima seguido del proceso de purificacion y
concentracion enzimatica, y finalmente la ejecucion del estudio de estabilidad, descritos detalladamente a

continuacion:

10
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3.1. Produccion de la enzima M-MLV RT recombinante

La obtencion de tres lotes de la enzima M-MLV RT en un volumen final de medio de cultivo de 2 Litros
se llevé a cabo bajo las condiciones estandarizadas de expresion descritas en un proyecto previo de la misma
linea de investigacion titulado “Produccion y purificacion de la enzima recombinante MMLV-RT a partir
del plasmido pET 19b MMLV-RT en bacterias E.coli BL21(DE3)”, y desarrollado por el investigador
Rueda, J.C.

3.1.1. Montaje del pre-indculo

Para la obtencion del cultivo fue necesario partir del montaje del pre-inoculo como primera medida. Para
esto, se adicionaron 10 pL de stock de bacterias transformadas (M-MLV RT E. coli BL21(DE3)) el cual se
encontraba almacenado a -80°C, junto con 10 mL de caldo LB (Lennox)-25g/L suplementado con 10 pL
de antibiético Ampicilina-100 mg/mL. En este caso, se requirié disponer de cuatro tubos de ensayos
previamente rotulados: tres correspondientes al pre-indculo y el restante respectivo al control negativo.
Finalmente, todos se llevaron a incubacion a 37°C con 225 rpm de agitacion en un intervalo de 12 a 16

horas.
3.1.2. Induccién

Transcurrido este tiempo, se procedio a llevar a cabo el inoculo para la expresion del gen M-MLV-RT: En
8 Erlenmeyers de 1 L se adicionaron 250 mL de caldo LB junto con 250 pL de ampicilina 100 mg/mL y
2.5 mL de pre-inéculo a cada uno de los Erlenmeyers, para asi obtener un volumen total de 2 L divididos
en ocho partes. A continuacion, los cultivos se incubaron en el shaker Innova® 44/44R a 37°C y 8165 rpm
hasta obtener un ODeoo nm de 0.8, alrededor de 3 horas. Una vez, alcanzada la Densidad Optica especificada,
se procedid a inducir adicionando 25 pL de IPTG 1000mM a cada Erlenemeyer (correspondiente a una
concentracion de 0.1 mM de inductor), para finalmente proseguir con la incubacion de los cultivos a 18°C
y 165 rpm durante un total de 4 horas en el shaker Innova. De este modo, dicho procedimiento se llevé a
cabo un total de cuatro reproducciones, con tres replicas para la obtencion total de tres lotes de 2 Litros; y

adicionalmente, un lote de 1 L como punto de referencia para comparar la produccion enzimatica.

11
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3.1.3. Tratamiento de las muestras

Tras finalizar el proceso de expresion, se procedié a evaluar y verificar la produccion de dos fracciones
(Proteina Total y Proteina soluble) para cada uno de los lotes. En efecto, se recolecto el volumen total de
cultivo (2L) el cual fue centrifugado durante 30 minutos a 8000 rpmy 4 °C en la Ultracentrifuga refrigerada.
Posteriormente, se recolecto el pellet obtenido en un tubo previamente pesado, el cual fue resuspendido en
buffer Tris (HCI 25 mM, pH 8.0) en una proporcion 6:1 (6 mL de buffer por cada gramo de pellet). Paso
seguido, la muestra fue sometida a un proceso de lisis mediante la sonicacion por sonda a una amplitud del
50%, pulso 4 minutos con 1 minuto ON y 1 minuto OFF, en un bafio de hielo. Dicha fraccién corresponde
a la proteina total (PT), por lo cual fue necesario recolectar tres réplicas de 500 pL cada una, para su
posterior evaluacion. Después de la lisis celular, la fraccion obtenida fue centrifugada durante 20 minutos
a 11000 rpm en refrigeracion (4°C), de la cual se obtiene un nuevo sobrenadante, correspondiente a la

fraccion de Fase soluble (FS).

3.1.4. Identificacion y cuantificacion de la enzima

La cuantificacion de cada muestra se llevd a cabo bajo la metodologia Bradford donde se requirié disponer
5 uL de muestra en 250 L de reactivo Bradford en una placa, para posteriormente ser analizada mediante
el lector de microplaca Synergy™ H1 BioTek a una longitud de onda de 595 nm. Cabe destacar, que fue
necesaria la construccion de una curva de calibracion de concentraciones especificas de BSA (Suero de
Albumina) que permitiera determinar la concentracion a partir de un ajuste lineal de la recta. De modo que,
tras la absorbancia obtenida como respuesta del equipo es posible determinar la concentracion de proteina
total (PT) de cada muestra en funcion de la ecuacion de la recta definida por medio de la curva de

calibracién.

En cuanto a la preparacion del gel, se empled el sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell de BIO-RAD con
un gel de poliacrilamida (40% acrilamida/bis-acrilamida, 37,5:1) en un sistema al 12% para el “resolving
gel” y del 5% para el “stacking gel". A su vez, las muestras fueron previamente tratadas, por lo que se
mezclaron en una proporcion 1:1 con buffer de carga 2X (Laemmli BIO-RAD); y posteriormente expuestas
a un bafio seco de temperatura de 95 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se sembraron 6 uL de cada

muestra en el gel junto con el marcador de peso molecular, en donde se adicion6 buffer de glicina 1X (Tris
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HCI, Glicina, SDS, pH 8.3) a la cdmara de electroforesis; para finalmente llevar a cabo la corrida a 100 V
durante 2,30 h. Una vez transcurrida la corrida, el gel fue tefiido empleando azul de Coomassie Brilliant
Blue para la visualizacion proteica. Finalmente, cada gel fue analizado mediante densitometria por medio
del equipo Amersham Imager 600, para contrastar con la cuantificacion de proteina total por método
Bradford; y asi ajustar la cantidad de M-MLV RT (ug/mL) producida considerando el factor

densitométrico.

3.2. Proceso de purificacion por un sistema manual de la enzima M-MLV RT recombinante

3.2.1. Purificacion y concentracion

El proceso de purificacion de la enzima recombinante se llevo a cabo bajo el mecanismo de cromatografia
por afinidad implementando una columna de vidrio por flujo a gravedad. No obstante, se emplea un sistema
de succion mediante el uso de una jeringa con el fin de acelerar el proceso en términos generales. En efecto,
se ejecutaron tres pasos importantes que consisten en la regeneracion, equilibrio de la resina, y la etapa de
la elucién. Inicialmente, previo al proceso de purificacion se llevo a cabo la regeneracion de la resina

empaquetada en donde se realizaron una serie de lavados en el siguiente orden:

Agua tipo Il

Solucién de urea 8M y 4cido acético 2M,
Agua tipo II,

Solucion de EDTA 100 mM pH 8.0,
Agua Tipo 11,

Etanol al 96%,

Agua Tipo Il

NiSO4 100 Mm,

Agua Tipo Il.

© o N o g bk~ w b PE

Como segunda medida fue necesario equilibrar la resina llevando a cabo dos lavados con Buffer A detallado
en la Tabla 1. Una vez la resina estuvo previamente equilibrada se mezcl6 junto con el 50% del volumen

de la fase soluble (sobrenadante) en un beaker, sometido a agitacion y a una temperatura de 2-4 °C por un
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total de 60 minutos. Paso seguido, esta mezcla se transfirid a un tubo de 50mL para ser centrifugada a 1900
rpm por 3 minutos, de donde se obtuvo un sobrenadante correspondiente a restos de proteinas que no son
de interés (del cual se recolectaron 500 uL para ser evaluados en SDS-PAGE), y un sedimento que
corresponde a la mezcla de resina. A continuacion, la resina fue resuspendida en Buffer B 45 mM y
transferida a la columna para su posterior empaquetamiento por el mecanismo de succion por jeringa hasta
la formacion de un lecho uniforme. Posteriormente, se realizaron lavados a la columna con Buffer B 45
mM para terminar de retirar impurezas que pueden interactuar con la resina. Finalmente, se procedi6 con
la elucion con Buffer B 500 mM con un volumen aproximado de 20 mL de la cual se recolecto toda la
fraccion succionada que eluye a través de la resina (Fraccidon gque contiene la proteina de interés). Cabe
destacar entonces, que todo este proceso fue posteriormente realizado dos veces seguidas para la
purificacion del volumen total de sobrenadante obtenido en cada Lote (~45-50 mL).

Tabla 1. Buffers necesarios para la purificacion de la enzima por cromatografia por afinidad.

Buffer A Buffer B-500mM Buffer B-45 mM
e PBS" 50 mM e PBS50mM e PBS50mM
e NaCl 300 mM e NaCl 300 mM
Componentes e NaCl 300 ) .
mM e Imidazol 500 | e Imidazol 45
mM mM
pH 8.0

Agua Tipo Il (c.s.p)

*PBS: Phosphate-buffered saline (Tampdn salino fosfato)

Una vez purificada la enzima presente en toda la fase soluble fue pertinente concentrarla empleando una
unidad de ultrafiltracion VivaSpin® 2, en funcién de una fuerza centrifuga a 6000 rpm por 50 minutos a
10°C; repetido en varios ciclos; hasta la obtencidn de un volumen aproximado de 5-7 mL. Finalmente, las
muestras fueron evaluadas mediante un gel de electroforesis tal como se describe en la seccidn anterior
(3.1.4)

3.2.2. Almacenamiento de la enzima M-MLV RT recombinante

Posteriormente, la enzima fue almacenada en el buffer de almacenamiento establecido (\Véase

Tabla 2); conservando a 4°C y a -20°C al menos tres alicuotas de 600 pL por cada lote.

14
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Tabla 2. Componentes de buffer de almacenamiento.
Buffer de almacenamiento Volumen para 600 pL
e Tris-HCI 50 mM
e NaCl 150 mM
e DTT1.0mM
e EDTAO0.1mM 300 pL
Componentes e Glicerol 50% (v/v)
e NaOHcsp(pH7.6a
25°C)
Glicerol 100% c.s.p. Cs entre 35-45% (~70 -100 pl)
M-MLV RT (mg/mL) c.s.p. Cs ~0,400 mg/mL (200 -230 pl)

3.3. Estudio de estabilidad de la enzima M-MLV RT

Como ultima instancia, se planteé un estudio de estabilidad a los tres lotes producidos y sometidos
posteriormente a diferentes condiciones de almacenamiento expuestos en la Tabla 3y la

Tabla 4, donde fueron evaluados los atributos de calidad que conciernen en: i) Pureza, ii) concentracion y
iii) Actividad bioldgica; con tres muestras representativas para cada uno de los lotes, en los momentos de
tiempo: 1, 4 y 8 semanas post produccion-purificacion y almacenamiento; y bajo las condiciones de

temperatura segun un producto que requiere refrigeracion.

Tabla 3. Estudio de estabilidad: Condiciones de almacenamiento a evaluar.

Estudio Cond|C|on_ de PEI-‘IOdO de Muestras
almacenamiento tiempo
- + 20 0, 0,
Natural 202 CH/;5 %o 5% Semanal,4y8 | Tresreplicas/Lote
°C 4+ 90 04 + RO,
Acelerado 47cx2 CH/R75 %o 5% Semanal,4y8 | Tresreplicas/Lote

15



Tabla 4. Matriz de estudio de estabilidad para la enzima recombinante M-MLV RT.

Momentos de medicién (semana) 1 (to) 4 (ty) 8 (t2)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
Concentracion R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
o

= 4 +2°C/ R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
2 | 75% * 5% Pureza R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
g HR | T R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
o ) . R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
2 < ’g‘.Ctl","qad R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
£ | Dlologica R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
g 8 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
oA 2 Concentracion R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
S = R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
'S 20°C+ | R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
S | 2°C/75% Pureza R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
S + 5% HR R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
. R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
ﬁg;g;gg R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3

i) Evaluacion de la pureza

Tras el proceso de separacion y purificacion de la fraccion soluble, el grado de pureza se pudo evidenciar

de forma cualitativa a partir del registro fotografico de los geles SDS-PAGE obtenidos, con base a la

visualizacién de bandas adicionales correspondientes a impurezas diferentes a la banda de interés, en este

caso la banda proteica correspondiente a la M-MLV RT recombinante.

ii) Determinacion de la concentracién

Con este ensayo se busco confirmar la identidad de la enzima; asi como determinar la concentracién

(ng/mL) de la misma mediante el método Bradford en conjunto con la técnica SDS-PAGE, tal como se

describe en el apartado 3.1.4 con la excepcion de que la cantidad sembrada de muestra fueron 13 pL. Lo

anterior, considerando la matriz expuesta en la Tabla 4, donde se evaluaron las tres replicas por cada lote

alasemanal, 4y 8 almacenadas a 4°C y -20°C.
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iii) Actividad bioldgica

La actividad biologica de la enzima M-MLV RT es evidenciada mediante un ensayo de RT-qPCR two steps
(Reverse Transcription PCR and quantitative PCR, por su acronimo en inglés) en los cuales permiten
evaluar la funcionalidad enzimatica retrotranscriptasa en el ARN viral. Para ello, como primera medida fue
necesaria la extraccion con TRIzol™ del material genético a partir de una muestra procedente del virus de
Zika de un paciente positivo, mediante el protocolo “Extraccion de ARN viral” estandarizado por un grupo
de investigacion de la linea de biotecnologia. Esta técnica permitié la separacion del ARN partiendo de la
desnaturalizacion de proteinas, lipidos y otros componentes tras la homogenizacion mecéanica del
sobrenadante del virus con el reactivo TRIzol. Posteriormente, se adiciond cloroformo, que permitio la
separacion de la fase acuosa (ARN viral) de la fase orgénica, tras someter la muestra a centrifugacion. Una
vez recuperada la fase acuosa se indujo la precipitacion del ARN con la adicion de isopropanol y posterior
centrifugacion. Finalmente, se realizaron una serie de lavados con etanol al 75% al pellet obtenido
previamente, para proceder a secarlo a temperatura ambiente y resuspenderlo en agua libre de nucleasas
(Agua DEPC). Tras la obtencion del ARN aislado, fue necesaria su cuantificacion para proceder con la
técnica RT-gPCR.

En el primer paso de la PCR se requirio llevar a cabo la sintesis del ANDc mediante el equipo termociclador
BioRad bajo el protocolo segun condiciones expuestas en la Tabla 5. Para ello, fue necesaria la preparacion
del coctel de amplificacion detallado en la Tabla 6 para un volumen total de 20 uL por mix. En este sentido,
se prepard un mix por cada réplica del lote en cuestion (Véase Tabla 4), junto con el control negativo
(NTC, Not Templete Control, por sus siglas en inglés); asimismo, se llevo a cabo la preparacion del mix de
la enzima comercial M MLVR-RT New England BioLabs® como control positivo y punto de referencia;

para un total de 14 muestras.

Tabla 5. Termoperfil requerido para la RT-PCR de M-MLV RT.

Termoperfil
Temperatura Tiempo
25°C 5 minutos
42°C 60 minutos
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65°C 20 minutos
4°C INFINITO
Tabla 6. Reactivos necesarios para el mix de PCR.
. Concentracion .
Reactivo . Volumen 1 mix (uL)
final
Primer Reverse (50 uM) 5 uM 2
dNTPs (10 mM) 0,5 mM 1
Buffer 10X MMLV 1X 2
Enzima M MLVR-RT recombinante 10 U/uL 1
Agua DEPC - 4
ARN ZIKA 0.5 ug 10
Volumen final 20
NUmero de muestras 14

El segundo paso consistio en el planteamiento de la técnica qPCR en la cual se requirié el ADNCc sintetizado
previamente en combinacion con los reactivos enlistados en la Tabla 8, donde fueron evaluadas las réplicas
de cada lote un total de dos veces; junto con la muestra de enzima comercial con su respectivo NTC; NTC
correspondiente a una de las réplicas amplificadas en la RT-PCR; y el NTR (Control negativo de la gPCR)
para un total de 17 muestras por lote. Cada mix se dispuso finalmente en termociclador CFX96 BioRad
bajo las condiciones presentadas en la Tabla 7. Finalmente, la gPCR permitio la obtencion de una curva de
amplificacion de cada muestra en comparacion con la enzima comercial; asi como el valor Cq (Ciclo

umbral) para cada replica evaluada.

Tabla 7. Termoperfil requerido para la gPCR de M-MLV RT.

Termoperfil
Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 1 min
95°C 15 seg 40 ciclos
60°C 30 seg

Tabla 8. Reactivos necesarios para el mix de gPCR.

Reactivo Concentracién final | Volumen 1 mix (uL)
Luna unlverizli)?PCR master 1X )
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Primer foward (10uM) 0,25 uM 1
Primer reverse (10uM) 0,25 uM 2
Agua DEPC - 4
Muestra ADNc <100 ng 1
Volumen final 10
NuUmero de muestras 17

Como ultima medida, tras la realizacion de cada experimento, se llevo a cabo una recopilacion de los datos
mas pertinentes para su posterior analisis, acerca de la variacion presentada en cada atributo evaluado en
funcidn del tiempo transcurrido por el periodo definido de 8 semanas y considerando a su vez las diferencias

en el almacenamiento a 4°C y a -20°C para tres replicas por cada lote.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Produccién de la enzima M-MLV RT

La enzima RT obtenida a partir del M-MLV es la forma mas frecuentemente producida a nivel industrial,
procurando que presente una alta actividad catalitica polimerasa, baja actividad RNasa H (enzima
encargada de hidrolizar los enlaces fosfodiéster entre el ADNc y el ARN) y un grado considerable de
termoestabilidad®. En este caso, se evalud el escalonamiento de tres lotes de 2 Litros cada uno, en
comparacion con el sistema de 1 L evaluado en investigaciones previas; con el fin de estimar la consistencia

y reproducibilidad del proceso de obtencién mediante un sistema biol6gico a un volumen mayor.

Dentro del contexto de sistemas recombinantes las proteinas obtenidas pueden ser secretadas en el medio
de produccion o reunirse de forma intracelular (Proteina total); presentandose principalmente de tres formas
segun su localizacion: soluble en el citoplasma (Fraccién soluble), agregada en cuerpos de inclusién
(Fraccion insoluble) o secretada en el periplasma®. Idealmente, se busca que la proteina se produzca como
su producto soluble, puesto que corresponde a las conformaciones funcionales y bioldgicamente activas,
relevantes para su aplicacién. En efecto, el modelo bacteriano BL21 DE3 favorece la expresién de la enzima
en su forma soluble bajo una expresion controlada por el operador lac, el cual responde a la presencia del

inductor IPTG. De igual forma la reduccion de la temperatura de incubacion post-induccion a 18°C permite
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minimizar la formacion de agregados insolubles o malplegamientos que comprometen la actividad catalitica

de la enzima®.

Es asi como es posible evidenciar cualitativamente en la Figura 2A, la expresion de esta enzima en la
plataforma recombinante que procedid de forma apropiada tanto en la fraccion de proteina total (PT) como
en la fraccion soluble que es la fase de mayor interés; conservando la identidad de la M-MLV RT en virtud
de las bandas reflejadas con un peso de aproximadamente 71 kDa en cada uno de los carriles (resaltada en
un recuadro azul), lo cual coincide con los pesos moleculares reportados en la literatura por diversos
autores, en un rango entre 70-78 kDa (70.28 kDa?, 71 kDa'%!, 75 kDa'?, 78 kDa'® especificamente).

De forma semejante, tras un andlisis cuantitativo por medio del gel de electroforesis SDS, la concentracion
estimada de M-MLV RT en la fraccion soluble ronda entre 0.200-0.330 mg/mL con respecto a la cantidad
de proteina Total de la FS producida por todo el sistema de expresion (Véase Tabla 9). Esta diferencia es
debida a que, al incrementar el volumen de produccidn es posible promover la expresion de otras impurezas
proteicas en mayor cantidad, lo cual es posible detallar en el gel, donde se observan la presencia de bandas
adicionales con respecto a la de interés. Ahora bien, es posible detallar cierta variacion entre las réplicas de
los lotes de 2L, lo cual se puede atribuir a que se trata de una plataforma bioldgica sujeta a alteraciones
metabdlicas celulares o factores técnicos con respecto a las condiciones de incubacion, calidad de los
reactivos, densidad celular del preinéculo o indculo; entre otras inconsistencias que resultan en una
diferencia entre la cantidad de enzima obtenida por cada lote, pese a la estandarizacion del proceso.
Finalmente, en cuanto a la cuantificacion proteica, pese a que los resultados no exponen un incremento en
la concentracion enzimética directamente proporcional a un mayor volumen de medio, es posible inferir
que la produccion alcanzada fue significativa con 0.284 mg/mL de MMLV RT en contraste con 0.237
mg/mL producto de 1 L de medio de cultivo, tal como se representa en la Figura 2B, conservando a su vez,

la identidad de la enzima en su forma soluble.

Tabla 9. Determinacion de la concentraciéon de MMLV-RT.

Abs Proteina Factor M-MLV RT
Muestra . total . .
Promedio densitometria (mg/mL)
(mg/mL)
FSLOTE I- 2L 0,292 2,71 8,02% 0,217
FS LOTE IlI- 2L 0,339 3,14 9,79% 0,307
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FS LOTE IlI- 2L 0,365 3,37 9,74% 0,329
FS LOTE 1L 0,249 2,32 10,22% 0,237
A _LOTEIl2L  LOTEIN-2L  LOTE-2L _ LOTE-IL B 3074

PT Fs f et Fs et Fs

~71 - 2319

kDa Tipo de Proteina

. Praoteina total FS

. MMLV-RT

Concentracion (mg/mlL)

0237 0.284

LOTE1L LOTE2LPROM

Figura 2. Evaluacion de la produccion M MLV-RT de tres (3) lotes a escala de 2 Litros y un (1) lote de 1 L.
A) Gel de electroforesis SDS-PAGE tefiido con azul de comassie (6 uL de muestra). MWM PageRuler™:
Marcador de peso molecular, PT: Proteina Total, FS: Fraccion Soluble. B) Resultados de la Cuantificacion de
M MLV-RT de la Fraccion soluble con respecto a la toda la proteina presente. *EI grafico de barras expone el
resultado en mg/mL del valor promedio de los tres lotes de 2L vs el lote de 1L.

4.2. Purificacion y concentracion de la enzima M-MLV RT

Una vez finaliza el sistema de expresion, la fraccion soluble es aislada tras someterla a un proceso de lisado
celular; posteriormente se lleva a cabo un proceso de purificacién con el fin de eliminar la mayor cantidad
de impurezas posibles que puedan afectar la actividad bioldgica de la enzima. Para ello, existen a
disposicion diversas técnicas y tratamientos, siendo la cromatografia una de las mas empleadas. EI método
cromatografico de eleccion depende de las propiedades moleculares de la proteina y la fase estacionaria a
disposicién. Especificamente para la M-MLV RT, el fundamento de purificacién se basa en la formacion
de un complejo de coordinacion entre los componentes de la fase estacionaria (resina de Niquel) y el grupo
imidazol presente en una secuencia de histidinas de la enzima (etiquetas epitépicas 10XHis-tag, que se
pueden detallar en el mapa del plasmido expuesto en la Figura 1); las cuales se unen de forma especifica a
los grupos quelantes de Ni?*, tal como se ilustra en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema del complejo de formacion entre la resina de Ni?* y la cola de histidina. Imagen
tomada de: https://cube-biotech.com/our-science/protein-purification/his-tag/.

En este caso, la elucién de la fraccion soluble de M-MLV R se llevd a cabo con el Buffer B, el cual contiene
Imidazol 500 mM que compite con la etiqueta de histidinas presentes en la resina, desplazandola de esta y
permitiendo recolectar la proteina de interés en cuestion. Siendo asi, es posible evidenciar en el carril 2
expuesto en la Figura 4A la presencia de una banda con un alto grado de pureza con una reduccion bastante
significativa de las impurezas contaminantes las cuales se logran observar en el carril adyacente referente
al sobrenadante que contienen las proteinas no especificas que no interactuaron con la resina de Niquel.En
congruencia con esto, en la Figura 4B se observa la curva (remarcada con el recuadro azul) con un pico de
densidad de ~0.560 correspondiente a la banda de M-MLV RT. Adicional a lo anterior, en contraste con el
grado de impurezas observadas en la Figura 2A es posible concluir que el proceso de purificacion bajo un
sistema no automatizado resulta ser eficiente para la purificacion de aproximadamente 30 mL de fraccion
soluble con una concentracién de 0.132 mg/mL de M-MLV RT estimada tras la cuantificacion por

Bradford.
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Figura 4. Evaluacion del ensayo de purificacion por cromatografia de afinidad A. Gel de electroforesis
SDS-PAGE tefiido con azul de comassie (13 uL de muestra). MWM Kaleidoscope™: Marcador de peso
molecular. FS: Fraccion soluble. B. Densitometria del gel en cuestion correspondiente a la densidad
optica de las bandas del carril 2 referente a la fraccion purificada de FS.

4.1. Estudio de estabilidad de la enzima M-MLV RT

La evaluacion de los atributos de calidad de es un proceso crucial para garantizar la estabilidad, viabilidad
y efectividad de la enzima para su aplicacion a nivel investigativo y sobre todo diagnéstico. En este orden
de ideas, se hace pertinente evaluar las variaciones que se pueden presentar en la caracterizacion de la
enzima cuando esta es expuesta a diferentes condiciones de almacenamiento como la refrigeracion a -20°C
como la temperatura estdndar recomendada por casas comerciales generalmente y a 4°C como la
temperatura representativa del almacenamiento a una estabilidad acelerada. A continuacion, se exponen
los resultados obtenidos para el presente estudio de estabilidad térmica con respecto al tiempo transcurrido
para cada uno de los lotes evaluados, tal como se expone en la

Tabla 4.

i) Evaluacién cualitativa del grado de pureza

Posterior a la produccién de la M-MLV RT alrededor de 40 a 50 mL de fraccion soluble de cada lote fueron
purificadas por la metodologia previamente descrita, donde se obtuvieron los geles correspondientes
presentados en Figura 5, Figura 6 y Figura 7 para el Lote I, Lote 11 y Lote 1, respectivamente. En estos,
es posible evidenciar ciertas bandas proteicas diferentes a la banda de interés de la M-MVLR sefialada en
un recuadro azul; principalmente en el Lote Ill, lo cual puede aludir a que se basa en un sistema no

automatizado sujeto a errores técnicos relacionados con las etapas del proceso de purificacion manual perse,
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en el cual es crucial la regeneracion de la columna previo a llevar a cabo el lavado y elucion para evitar la
saturacion de la resina por restos proteicos; o incluso la capacidad del buffer de almacenamiento para
preservar la integridad de la enzima. Cabe destacar entonces, que puede ser indispensable la incorporacion
del componente NP-40 empleado en las soluciones de almacenamiento disponibles por los diferentes
laboratorios que comercializan la M-MLV RT%3, Esto debido a que dicho detergente de naturaleza no
ionica favorece la solubilizacion de la enzima al tiempo que reduce el riesgo de agregacion, y ayuda a

preservar la conformacion de la misma.

Ahora bien, en cuanto al sistema no automatizado, si demostro ser eficiente para volimenes menores (~20-
30 mL), sin embargo, para un volumen mayor de fraccion soluble (40-50 mL) se hace pertinente
implementar ciertas medidas que permitan optimizar el proceso, tales como: EIl control preciso de la
temperatura de incubacidn; la incorporacion de resinas con mayor capacidad de union, particularmente la
resina en su presentacion lista Ni-NTA que permita minimizar los pasos de regeneracion; o la utilizacién
de una sola unidad de Vivaspin para cada lote por purificar, para asi evitar su reutilizacion y posterior
sobrecarga en la membrana de filtracion que puede resultar en la acumulacion de impurezas restantes.
Asimismo, se sugiere para futuras investigaciones evaluar un mecanismo de cromatografia por intercambio
i6nico posterior a la purificacion por afinidad, que permita la separacion de la enzima mediante un
intercambio catidnico de carboximetil Sefarosa en funcion del efecto del pH sobre los grupos ionizables de
los aminoécidos que componen la proteina; metodologia que ha resultado eficiente para la obtencién de

Unicamente una banda representando el maximo grado de pureza®?.

Pese a lo anterior, visualmente es posible detallar que en cada uno de los lotes se obtuvo una enzima con
un grado menor de impurezas posterior a la purificacion, si se contrasta con las impurezas evidenciadas en
el clarificado obtenido tras la produccién enzimatica sin el proceso de purificacion ejecutado (Figura 2A).
Asimismo, no se observa una diferencia significativa entre las réplicas almacenadas a 4°C con respecto a
la temperatura de -20°C, preservando este nivel de pureza en el transcurso del tiempo evaluado. Finalmente,
cabe destacar que esta metodologia a pesar de ser manual, en contraste con el equipo automatizado AKTA
Pure accesible en la universidad Icesi (el cual permite purificar cantidad mucho menores de alrededor de 5
mL en virtud de la columna disponible) ; resulté ser una alternativa con mayor costo-efectividad,
destacando la posibilidad de reducir los costos asociados a la utilizacién de equipos mas robustos y con

mayor tecnologia, pero con resultados comparables.
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Figura 5. Estimacion cualitativa mediante SDS-PAGE del grado de pureza a to, t1y t2 post-produccion de la M
MLV-RT Lote I. El gel del lado izquierdo corresponde a la evaluacion de la enzima almacenada a 4°C. En
contraste, el gel del lado derecho corresponde a la evaluacion de la enzima almacenada a -20°C. MWM
Kaleidoscope™: Marcador de peso molecular, R: Replica.

o
4°C to= 1 semana t1= 4 semanas t>= 8 semanas -20°C to= 1 semana t1= 4 semanas t,= 8 semanas
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Figura 6. Estimacion cualitativa mediante SDS-PAGE del grado de pureza a to, t1y t2 post-produccion de la M
MLV-RT Lote Il. El gel del lado izquierdo corresponde a la evaluacion de la enzima almacenada a 4°C. En
contraste, el gel del lado derecho corresponde a la evaluacién de la enzima almacenada a -20°C. MWM
Kaleidoscope™: Marcador de peso molecular, R: Replica.
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Figura 7. Estimacion cualitativa mediante SDS-PAGE del grado de pureza a to, t1y t2 post-produccion de la
M MLV-RT Lote Ill. El gel del lado izquierdo corresponde a la evaluacién de la enzima almacenada a 4°C.
En contraste, el gel del lado derecho corresponde a la evaluacion de la enzima almacenada a -20°C. MWM

Kaleidoscope™: Marcador de peso molecular, R: Replica. -
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ii) Determinacion de la concentracién

En este caso, la estimacion de la concentracion de M-MLV RT se llevé a cabo mediante el método Bradford
basado en la interaccion entre las proteinas y el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 en su forma
anionica, por lo que la muestra se torna de color azul dada la estabilizacién del colorante; permitiendo de
este modo la medicidn de la absorbancia a una longitud de onda de 595nm. De esta forma, la concentracion
proteica de las muestras se determina por medio de una comparacién con la absorbancia obtenida de una
curva estdndar de BSA En efecto, una mayor cantidad de proteina presente en la muestra se refleja en una
coloracion més azulada y una respuesta de absorbancia mayor. Sin embargo, esta técnica colorimétrica no
permite la cuantificacion especifica de la enzima M-MLV RT, por lo que es necesario realizar un “ajuste”
de la concentracion por medio de un analisis densitométrico de cada uno de los geles registrados

previamente en la evaluacion del grado de pureza.

Es asi como, los resultados cuantitativos presentados en la Tabla 10, Tabla 11y Tabla 12 correspondientes
al Lote I, Lote Il y Lote Ill, respectivamente; reflejan una variacion en la concentracion a medida que
trascurre el tiempo, siendo méas pronunciada en el lote I y 11l. Asimismo, se observa una diferencia en la
concentracion entre los lotes evaluados, tal como se ilustra en la Figura 8. Pese a ello, no es posible inferir
una tendencia clara que defina el comportamiento de la cantidad de enzima presente en cada replica.
Particularmente, con respecto al Lote Il se puede observar una mayor estabilidad en conservacién de la
concentracion, lo cual podria estar relacionado con el mayor grado de pureza evidenciado en este lote; esto

sugiere una correlacion entre la pureza y la concentracion enzimatica.

Cabe mencionar gue la estimacién de la concentracion por Bradford si bien es una técnica ampliamente
empleada por su simplicidad y rapidez, presenta limitaciones inherentes que pueden afectar la precision de
los resultados obtenidos. Una de las principales fuentes de error radica en las diferencias de pipeteo entre
las réplicas por parte del operador, sumado a la sensibilidad en la deteccidn de la densidad éptica de las
bandas dispuestas en cada carril para la determinacion indirecta de la cantidad de enzima. En este sentido,
se sugiere evaluar la cuantificacion en el equipo Nanodrop basado en la absorbancia a 280nm en el espectro
UV-VIS, empleando el valor del coeficiente de extincion molar reportado para esta enzima de 79780 M™*
cm? sin la necesidad de requerir reactivos adicionales!. No obstante, pese a estas observaciones, cabe

destacar que la concentracion de M-MLVRT se mantiene estable entre el rango entre 0.100 a 0.170 mg/mL
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en todos los casos evaluados, sin una diferencia notable entre las dos temperaturas evaluadas; lo cual alude
al comportamiento favorable con respecto a la estabilidad de la enzima aunque se trate de un sistema que

puede estar sujeto a variaciones por factores biologicos.
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Figura 8. Estimacion de la concentracion de M-MLV RT determinado mediante el reactivo Bradford en
conjunto el analisis densitometro de cada gel en cuestion. Las graficas de barras retnen los datos obtenidos con
base al valor promedio de las tres replicas almacenadas a 4°C y a -20°C con respecto al tiempo evaluado (to, t1
y t2 post produccion).

Tabla 10. Determinacion de la concentracion de M-MLV RT del Lote I ato, t1 y ta.

Tiempo de Muestra Abs Abs Proteina Total Factor M-MLV RT
muestreo promedio (mg/mL) densitometria (mg/mL)
Lote | R1 4°C gggg 0,065 0,219 43,40% 0,095
Lote | R2 4°C 882‘2‘ 0,058 0,198 40,67% 0,080
© :
C
g Lote | R3 4°C 0,094 0,088 0,288 40,75% 0,118
S 0,082
(%]
o Lote | R1 -20 °C 0,034 0,040 0,142 36,74% 0,052
s 0,045
Lote I R2 -20 °C 882; 0,061 0,207 37,05% 0,077
Lote I R3 -20 °C ggg; 0,057 0,195 39,03% 0,076
@ Lote | R1 4°C gggg 0,074 0,245 34,54% 0,085
(U )
£ Lote IR24°C | 2104 0,129 0,411 33,89% 0,139
» 0,153
<
Jé- Lote | R3 4°C gigg 0,191 0,599 36,12% 0,216
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Lote | R1 -20 °C 8i3§ 0,205 0,640 36,29% 0,232
o 0,152
Lote | R2 -20 °C 0124 0,138 0,439 37,39% 0,164
0,107
Lote | R3-20 °C 0,100 0,325 34,38% 0,112
0,093
Lote | R1 4°C 0,076 0,083 0,272 37,38% 0,102
0,089
o 0,072
Lote | R2 4°C 0,057 0,193 36,28% 0,070
@ 0,041
S Lote | R34°C 0,091 0,093 0,302 36,43% 0,110
S 0,094
[«5]
£ Lote | R1 -20 °C 0,062 0,052 0,178 36,59% 0,065
I8 0,041
= o 0,102
Lote | R2-20 °C 0 051 0,077 0,254 35,04% 0,089
Lote | R3-20 °C 0,104 0,099 0,322 33,66% 0,108
0,094 ' ’ ' ’
Tabla 11. Determinacion de la concentracién de M-MLV RT del Lote Il ato, t1y ta.
Tiempo de Muestra Abs Abs Proteina Total Factor M-MLVRT
muestreo promedio (mg/mL) densitometria (mg/mL)
Lote 1 R14°C |2t 0,107 0,344 45,56% 0,157
0,102
Lote Il R2 4°C 88?3 0,064 0,214 45,02% 0,097
cs )
s Lote Il R3 4°C 0,104 0,099 0,320 44,18% 0,141
GEJ 0’093 3 ’ 1 ’
a . 0,110
T Lote Il R1-20 °C 0,124 0,395 43,15% 0,171
e 0,137
o 0,114
Lote Il R2 -20 °C 0102 0,108 0,349 44,07% 0,154
o 0,087
Lote Il R3-20 °C 0.073 0,080 0,264 40,26% 0,106
Lote 1 R14°C | 2432 0,124 0,395 41,88% 0,166
0,115
Lote Il R2 4°C 0,095 0,116 0,373 43,05% 0,161
" 0,137
oo . 0,077
g Lote Il R3 4°C 0,078 0,258 43,55% 0,112
e 0,079
3 . 0,127
< Lote Il R1-20 °C 0,118 0,379 40,47% 0,153
n 0,109
o 0,095
Lote Il R2 -20 °C 013 0,116 0,373 37,53% 0,140
. 0,126
Lote Il R3-20 °C 0124 0,125 0,400 41,94% 0,168
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Lote Il RL4°C 2151 0,104 0,335 44,06% 0,148
0,056
Lote Il R2 4°C 2030 0,065 0,219 39.38% 0,086
7 0,100
S Lote Il R34°C | 2.074 0,050 0,174 42.75% 0,074
= 0,026
& . 0,056
- Lote Il R1 -20 °C 0,059 0,199 40,50% 0,081
1L 0,061
o . 0,027
Lote I1R220°C {02t 0,039 0,139 39.96% 0,056
: 0,163
Lote I1R3 20 °C (13 0,162 0,510 39.91% 0,204

Tabla 12. Determinacion de la concentracion de M-MLV RT del Lote 111 at0, t1y t2.

Tiempo Abs Proteina Total Factor M-MLV RT
de Muestra Abs . . .
muestreo promedio (mg/mL) densitometria (mg/mL)
o 0,161
Lote Ill R1 4°C 0.100 0,131 0,417 39,30% 0,164
. 0,141
Lote 1l R2 4°C 0.129 0,135 0,430 38,76% 0,167
m )
S L o 0,138 0
g ote 1l R3 4°C 0.088 0,113 0,364 37,83% 0,138
& 0’133
E Lote 111 R1-20 °C 0,0Sl 0,107 0,346 34,83% 0,120
|_ 1
o 0,090
Lote Il1 R2 -20 °C 0.071 0,081 0,266 36,78% 0,098
o 0,113
Lote Il R3-20 °C 0.126 0,120 0,383 32,65% 0,125
o 0,257
Lote 1l R1 4°C 0.190 0,224 0,697 31,48% 0,219
Lote Ill R2 4°C 81?2 0,155 0,490 32,21% 0,158
< ) 0,145
E Lote Ill R3 4°C 0.116 0,131 0,417 33,50% 0,140
& s 0,258
< Lote 11l R1-20 °C 0,262 0,812 32,36% 0,263
1, 0,265
. . 0,118
Lote 1l R2-20 °C 0.118 0,118 0,379 33,00% 0,125
0,116
Lote 111 R3-20 °C 0111 0,114 0,365 31,36% 0,115
o 0,131
n Lote 1l R1 4°C 0.098 0,115 0,368 30,69% 0,113
% 0’127
= Lote I1l R2 4°C 0,162 0,145 0,459 29,14% 0,134
8 )
‘E Lote 1l R3 4°C 82519:31 0,106 0,343 28,19% 0,097
) )
Lote Il R1-20 °C 0,168 0,136 0,432 29,54% 0,128
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0,103
o 0,079

Lote Il R2 -20 °C 0.098 0,089 0,290 28,91% 0,084
o 0,107

Lote Il R3 -20 °C 0.091 0,099 0,322 29,63% 0,095

iii) Actividad biologica

Uno de los parametros mas criticos en la evaluacion de la calidad de una enzima recae en la actividad

biologica, la cual para la M-MLV RT es pertinentemente evaluada con la técnica RT-PCR descrita en la

seccion 3.3. Esta refleja el comportamiento sobre la capacidad de la enzima para sintetizar el ADN

complementario (ADNCc) a partir de la cadena monocatenaria de ARN del zika. Particularmente, la g°PCR

permite la obtencién de los datos de amplificacion monitoreados conforme transcurre la reaccion de

amplificacion, en funcién de la fluorescencia (SYBR Green en este caso) emitida, que es capturada en la

etapa de extension de cada ciclo!. Estas sefiales son graficadas por medio del software en curvas de

amplificacion que reflejan el curso de la reaccion, donde es posible evidenciar el punto en el cual la sefial

de fluorescencia detectada alcanza un umbral de amplificacion representado en el valor Cq (Ciclo de umbral

o Ciclo de cuantificacion).

Tabla 13. Evaluacion de la actividad bioldgica de la M-MLV RT recombinante LOTE |I.

LOTE |

to=1 semana t1=4 semanas t,=8 semanas
Muestra Cq Cq Muestra Cq | Cq Muestra Cq | Cq
Lote | R1 4°C 12,96 Lote | R1 4°C 13,02 Lote | R1 4°C 11,7
(x1) 12,96 (1) 12,71 (x1) 3 | 1182
Lote | R1 4°C 12.96 ’ Lote | R1 4°C 12 40 ' Lote | R1 4°C 11,9 '
(x2) ' (x2) ' (x2) 0
Lote | R2 4°C 12,42 Lote | R2 4°C 12.31 Lote | R2 4°C 12,8
(x1) 12,43 (1) 12,12 (xL) 9 | 1295
Lote | R2 4°C 12.44 ’ Lote | R2 4°C 1193 ' Lote | R2 4°C 13,0 '
(x2) ' (x2) ! (x2) 2
Lote | R34°C 12,45 Lote | R34°C 12,06 Lote | R34°C 12,0
(x1) 12,49 o) 12,13 (<) T 1201
Lote | R34°C 1253 ' Lote | R34°C 1220 ’ Lote | R34°C 11,9 '
(x2) ’ (x2) ’ (x2) 5
Lote | R1-20 °C 12,31 Lote | R1 -20 °C 14,61 LoteIR1-20°C | 11,4
G 12,74 (x1) 14,66 bd) 311158
Lote | R1-20 °C 1317 ' Lote | R1-20 °C 1471 ’ Lote IR1-20°C | 11,7 '
(x2) ’ (x2) ’ (x2) 3
Lote | R2 -20 °C 12,72 [12.41 Lote I R2 -20 °C 12,60 | 12,42 Lote IR2-20°C | 12,0 12.18
(x1) (x1) (x1) 9
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Lote | R2 -20 °C Lote | R2 -20 °C Lote IR2-20°C | 12,2
) 12,10 (x2) 12,23 x2) 7
Lote | R3-20 °C 1117 Lote | R3 -20 °C 12.91 Lote IR3-20°C | 11,5
(ct) 11,04 (x1) 12,69 (1) > | 1155
Lote | R3-20 °C 10.91 ’ Lote | R3 -20 °C 1248 ’ Lote IR3-20°C | 11,5 ‘
(x2) ’ (x2) ' (x2) 5
M-MLV RT 13.35 M-MLV RT 1224 M-MLV RT 11,1
Comercial (x1) ' 13.62 Comercial (x1) ' 1228 Comercial (x1) 6 1197
M-MLV RT 13.90 ’ M-MLV RT 1232 ’ M-MLV RT 11,3 ‘
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Figura 9. Ensayo de actividad biologica mediante RT-qPCR del Lote I a to, t1, to. La Linea verde representa
la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs la M MLV-RT recombinante almacenada a 4°C y -
20°C (R1, R2 y R3 c/u). *Cada muestra evaluada se encuentra por duplicado.
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Ahora bien, con respecto a los valores de Cq expuestos en la Tabla 10 correspondientes al Lote I, es posible
inferir de forma cualitativa que se mantienen relativamente semejantes en el rango entre 11 a 13 ciclos
desde la semana 1 hasta la semana 8 de evaluacion; a excepcion de la réplica 1 almacenada a -20°C en la
semana 4; en contraste con el resto de réplicas de enzimas recombinantes y la comercial (representada de

color verde) exponiendo una amplificacién mas tardia. (Véase Anexo 1b-Figura 13).

Con respecto al Lote 1, acorde los resultados reportados en la Tabla 14, los valores de Cq se mantuvieron
similares dentro de las 4 semanas post produccion de la enzima, mostrando ciclos de amplificacion mayores
en la semana 8. No obstante, este valor presenta un grado de exactitud considerable con respecto al estandar
comercial, por lo que se podria inferir que esta variacion corresponde presuntamente a alguna alteracion en
la integridad del material genético de partida, como un cambio en la concentracion del ARN viral. De modo
que, si la cantidad de material genético en la muestra es menor, la amplificacion procedera de forma mas
lenta y se necesitaran mas ciclos para que la sefial de amplificacion supere el umbral. Asimismo, cabe
detallar que se evidencian valores de Cq menores en las réplicas almacenadas a -20°C en contraste con los
valores producto de la refrigeracion a 4°C. Cualitativamente, en la Figura 10 se observan los perfiles de

amplificacion con un nivel considerable de similaridad.

Tabla 14. Evaluacién de la actividad bioldgica de la M-MLV RT recombinante LOTE I1.

to=1 semana t1=4 semanas t,=8 semanas
Muestra Cq | Cq Muestra Cq | Cq Muestra Cq | Cq
Lote I1RL4°C | 1, o Lote IIRL4°C | 1, 1 Lote I1RL4C | 1. o
(x1) 1172 (x1) 11,79 () 1523
Lote I1RL4°C | 1, || LotellRI4C |, 0| " | LotelRI4C |, 00
(x2) ' (x2) ' (x2) '
Lote I1R24°C | 1, 1 Lote I1R24°C |, o5 Lote I1R24°C | 1, g7
(x1) 1221 (x1) 11,64 (x1) 1488
— [ toenirzacc | ,,, [ Loelirzac |5, "> LoteliRz4C |, 50 "
- (x2) ' (x2) ' (x2) '
W Cote 11R34°C | ;, Lote I1R34°C |, 4o Lote I1R34°C | 1, 46
O (d) 14,48 Od) 11,62 L) 14,42
[ Lo llR34C | |, ¢ Lote I1R34°C | ;; 7 Lote I1R34°C | 1, 40
(x2) ' (x2) ' (x2) '
Lote Il R1 -20 °C Lote Il R1 -20 °C Lote Il R1 -20
(x1) 1209 11,56 (x1) % 11,86 <= &1 e 13,58
Lote 1R120°C| 1, g | |LOtIIRL-20°C | 1 | | LoelRL-20 | .00
(x2) ' (x2) ! °C (x2) '
Lote Il R2 -20 °C Lote Il R2 -20 °C Lote Il R2 -20
(x1) 1299 12,10 (x1) H50 11,63 ) 1ot 14,49
Lote 1R220°C| 1,5, | |LO€IIR2-20°C | 1 4o/ | LotellR2-20 |, o0~
(x2) : (x2) : °C (x2) ’
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Lote Il R3-20 °C 11,20 Lote Il R3-20 °C 11,64 Loteo I R3-20 14,61
(1) 11,23 (1) 11,51 ) 14,48
Lote Il R3-20 °C 11.25 ' Lote Il R3 -20 °C 11.39 ' Lote Il R3 -20 14.36 '
(x2) ' (x2) ' °C (x2) '
M-MLV RT M-MLV RT M-MLV RT
Comercial (x1) 10,94 11.05 Comercial (x1) 12,04 1218 Comercial (x1) 14,26 1418
M-MLV RT 1117 ' M-MLV RT 1232 ' M-MLV RT 14.09 ‘
Comercial (x2) ' Comercial (x2) ' Comercial (x2) '
LOTE Il
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Figura 10. Ensayo de actividad biologica mediante RT-gPCR del Lote Il a to, t1, t2. La Linea verde
representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs la M MLV-RT recombinante almacenada
a4°Cy-20°C (R1, R2 y R3 c/u). *Cada muestra evaluada se encuentra por duplicado.

Finalmente, los resultados reportados en la Tabla 15 referentes al Lote 111 evidencian de igual forma a los

otros lotes, valores de Cq precisos entre las replicas evaluadas, sin diferencias notables entre las dos

temperaturas de refrigeracion. Sin embargo, cabe destacar que tal como es posible detallar en la Figura 11,
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con respecto a la semana 1 de almacenamiento la enzima comercial presentd un valor de Cq mayor

indicando una amplificacion mas tardia con respecto a las enzimas recombinantes. Caso contrario,

transcurridas 4 y 8 semanas post produccién la enzima comercial permitié la amplificacion en un menor

numero de ciclos en comparacion al resto de las replicas evaluadas. Estas diferencias, podrian estar

asociadas a variaciones en la estabilidad del material genético durante el almacenamiento o directamente a

la eficiencia de la enzima en cada condicion de refrigeracion.

Tabla 15. Evaluacion de la actividad bioldgica de la M-MLV RT recombinante LOTE I1I.

to=1 semana t;=4 semanas t,=8 semanas
Muestra Cq | Cq Muestra Cq | Cq Muestra Cq | Cq
Lote | R1 4°C 12,01 Lote | R1 4°C 12,58 Lote | R1 4°C 11,63
(x1) 11,74 L 12,33 (x1) 11,51
Lote | R1 4°C 1147 ' Lote | R1 4°C 1209 ' Lote | R1 4°C 11.38 '
(x2) ’ (x2) ' (x2) '
Lote | R2 4°C 12,77 Lote | R2 4°C 12,59 Lote | R2 4°C 11,82
(x1) 12,77 (x1) 12,55 (x1) 11,77
Lote | R2 4°C 1276 ' Lote | R2 4°C 1252 ' Lote | R2 4°C 11.72 '
(x2) ’ (x2) ’ (x2) '
Lote | R3 4°C 11,86 Lote | R3 4°C 12,00 Lote | R3 4°C 11,48
(x1) 12,05 (x1) 12,12 (x1) 11,51
= Lote | R3 4°C 12 24 ' Lote | R3 4°C 1224 ' Lote | R3 4°C 11.54 '
= (x2) ’ (x2) ’ (x2) '
LL] _ o - o _ o
- Lote | RilL 20 °C 12.33 Lote | Rii 20 °C 12.30 Lote | Ri 20 °C 11,65
@) (x1) 12,23 (x1) 12,26 () 11,60
— | Lote I R1-20 °C ' Lote | R1 -20 °C ' Lote | R1 -20 °C '
12,13 12,22 11,55
(x2) (x2) (x2)
Lote | R2 -20 °C 12.77 Lote | R2 -20 °C 12.21 Lote | R2 -20 °C 11,48
(x1) 12,10 (x1) 12,57 D) 11,25
Lote | R2 -20 °C ' Lote | R2 -20 °C ' Lote | R2 -20 °C '
11,43 12,92 11,03
(x2) (x2) (x2)
Lote | R3 -20 °C 12.74 Lote | R3 -20 °C 12.30 Lote | R3-20 °C 11,77
(1) 12,27 (x1) 12,21 (1) 11,65
Lote | R3 -20 °C ' Lote | R3 -20 °C ' Lote | R3-20 °C '
11,80 12,11 11,53
(x2) (x2) (x2)
M-MLV RT M-MLV RT M-MLV RT
Comercial (x1) 14,01 1412 Comercial (x1) 11,30 1145 Comercial (x1) 10,30 10.28
M-MLV RT 1499 ! M-MLV RT 1159 ' M-MLV RT 10.25 !
Comercial (x2) ' Comercial (x2) ' Comercial (x2) '

Asimismo, cabe destacar que pese a haberse presentado variaciones en la concentracion o cierto grado de

impurezas restantes posterior al proceso de purificacion, no parece afectar directamente la actividad

bioldgica Retrotranscriptasa; puesto que los resultados sugieren perfiles de amplificacion muy similares
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con respecto a las enzimas recombinantes, siendo estas comparables frente a la funcionalidad de la enzima

comercial sin diferencias significativas entre el almacenamiento a -20°C y a 4°C.

LOTE Il
Amplification
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< L 20 :
w
<ZE 1500 .
E 1000
n
<
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- |
< ™
> o
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- n 2
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< 1500
E 1000
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500 1
P = : | ; i

0 10 20 30 40
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Figura 11. Ensayo de actividad biologica mediante RT-gPCR del Lote 111 a to, t1, t2. La Linea verde
representa la M MLV-RT comercial New England BiolLabs® vs la M MLV-RT recombinante
almacenada a 4°C y -20°C (R1, R2 y R3 c/u). *Cada muestra evaluada se encuentra por duplicado.
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CONCLUSIONES

e La produccion de la enzima M-MLV RT a escala de 2 Litros en la plataforma recombinante de E. coli
BL21 (DE3) no parece presentar una diferencia significativa con respecto a un volumen de 1L; no
obstante, la expresion en este modelo bacteriano resulté ser una estrategia favorable para la obtencion
de M-MLV RT en su forma activa y soluble en cantidades favorables en comparacion con escalas

menaores.

e La implementacion de un proceso de purificacion mediante un sistema no automatizado por flujo a
gravedad demostrd ser una alternativa viable para la obtencion de la M MLV-RT con un grado mucho
menor de impurezas tras la obtencion de la fraccion soluble posterior al tratamiento de lisado.
Adicionalmente, este método permitio la purificacion de un volumen de medio de aproximadamente 50
mL en un tiempo y proceso relativamente corto y sencillo, resultando en mayor costo-efectividad con
un proceso menos robusto que los sistemas automatizados como los costos y el manejo que implica la

implementacion del equipo AKTA pure.

e La evaluacion de los atributos de calidad de la enzima M-MLV RT permitié identificar en términos
generales que no hay una diferencia considerable entre el almacenamiento a temperaturas mas bajas (-
20°C) en comparacion con una refrigeracion a temperaturas entre los 2-4°C por el periodo evaluado.
Particularmente, se pudieron evidenciar ciertas variaciones en la concentracion de enzima (mg/mL) entre
los lotes a los diferentes tiempos evaluados. No obstante, cualitativamente las bandas de los geles
correspondientes presentan un comportamiento similar y la identidad de la enzima se conserva a través
del tiempo. Asimismo, la actividad enzimatica Retrotranscriptasa resulté ser bastante comparable frente
a su estandar (enzima comercial), lo cual respalda la capacidad de la enzima recombinante para cumplir
con los estandares requeridos de fiabilidad y funcionalidad en estudios moleculares avanzados y pruebas

diagnosticas.

e Finalmente, los resultados exponen que es posible almacenar la enzima tanto a 4°C como a -20°C por el
periodo de 8 semanas como maximo, ya que en ambas condiciones presenta estabilidad térmica.
Asimismo, se sugiere continuar el estudio de estabilidad para definir con certeza la vida til del producto
en condiciones naturales (-20|C) o aceleradas (4°C). Con base a lo anterior, es posible concluir que el
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presente proyecto subraya la importancia de desarrollar procesos biotecnoldgicos locales para satisfacer
las necesidades nacionales. La capacidad de producir y purificar M-MLV RT de manera eficiente no
solo contribuye a la reduccion de costos y tiempos de importacion, sino que también fortalece la
independencia tecnoldgica del pais en el &ambito biomédico, favoreciendo el diagndstico molecular y la

investigacion en salud.
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Anexo la-Figura 12. Ensayo de actividad
_semana. La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs la
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Figura 12c. Curva de amplificacion Lote | R2 4°C. Linea purpura
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Figura 12e. Curva de amplificacion Lote | R3 4°C. Linea azul oscura
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que

representa la M MLV-RT comercial
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Figura 12b. Curva de amplificacion Lote | R1 -20°C. Linea azul
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que

representa la M MLV-RT comercial
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Figura 12d. Curva de amplificacion Lote | R2 -20°C. Linea naranja
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Figura 12f. Curva de amplificacion Lote | R3 -20°C. Linea violeta
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que

representa la M MLV-RT comercial
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Anexo 1b-Figura 13. Ensayo de actividad biol6gica mediante RT-gPCR del Lote | 1= 4
semanas. La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs
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Figura 13a. Curva de amplificacion Lote | R1 4°C. Linea fucsia representa

M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M
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Figura 13e. Curva de amplificacion Lote | R3 4°C. Linea azul representa M
MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M
MLV-RT comercial
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Figura 13b. Curva de amplificacién Lote | R1 -20°C. Linea azul
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 13d. Curva de amplificacion Lote | R2 -20°C. Linea naranja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 13f. Curva de amplificacion Lote | R3 -20°C. Linea oliva representa
M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M
MLV-RT comercial
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Anexo 1c-Figura 14. . Ensayo de actividad biolégica mediante RT-gPCR del Lote | t1=8
semanas. La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs
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Figura 14a. Curva de amplificacion Lote | R1 4°C. Linea azul oscuro
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 14c. Curva de amplificacion Lote | R2 4°C. Linea fuscia representa
M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M
MLV-RT comercial
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Figura 14e. Curva de amplificacion Lote | R3 4°C. Linea violeta representa

M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M
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Figura 14b. Curva de amplificacion Lote | R1 -20°C. Linea roja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 14d. Curva de amplificacion Lote | R2 -20°C. Linea azul clara
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 14f. Curva de amplificacion Lote | R3 -20°C. Linea amarilla
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Anexo 2c-Figura 17. Ensayo de actividad bioldgica mediante RT-gPCR del Lote 11 to=
8 semanas. La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England
" BioLabs® vs la M MLV-RT recombinante almacenada a 4°C y -20°C (R1, R2y R3
c/u)
4°C ’,// Amplification -20°C Amplification \\\
4000 +.... e I e S ‘//_.’—‘I—ﬁ..m_‘m__: 2000 L ’ ' § e _N\
3000 : ‘,,/./" S - , e
Z 2000 ; //;-’{/ : : : Z 2000
B /// B N
1000 ; / : 1000 Lo
0 10 20 30 40 0 10 Q‘EI 30 40
Cycles Cycles
Figura 17a. Curva de amplificacion Lote 11 R1 4°C. Linea azul representa Figura 17b. Curva de amplificacion Lote 11 R1 -20°C. Linea roja
M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial
Amplification Amplification
4000 4 -oeiienns
4000
3000 + /
3000
> -~/
E 2000 z 20 ¢ /
Y
1000 1000 + : #
0 : : i 0+ ’———// L
0 10 20 30 40 0 10 i) 3 40
Cycles Cycles
Figura 17c. Curva de amplificacion Lote Il R2 4°C. Linea fuscia representa Figura 17d. Curva de amplificacion Lote 11 R2 -20°C. Linea azul
M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa la M claro representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea
MLV-RT comercial verde que representa la M MLV-RT comercial
Amplification Amplification
4000 1+ : I T T
4000 4. -/‘ - S ~ -
00 ] 3000 Lo e /’/-—7— [—
E 2000 E 2000 | ,
/
] ] L T SN — B e e e
0 10 20 30 40 0 10 20 3 40
Cycles Cycles
Figura 17e. Curva de amplificacién Lote 11 R3 4°C. Linea purpura Figura 17f. Curva de amplificacion Lote 11 R3 -20°C. Linea naranja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial

44



= zi1cesl
- =_
- ,/! ( \\\ d
1\
Amglification
3500 T T g 7 T
- 3000 -
<ZE 2500 3o
<§E L,
L g
n 1500 - ]
= 1000 §
L : 1
5 500 §:
- i
0L J
0
Cycles
Anexo 3a-Figura 18. Ensayo de actividad biolégica mediante RT-qPCR del Lote 111 to=1
semana. La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs
la M MLV-RT recombinante almacenada a 4°C y -20°C (R1, R2 'y R3 c/u) "
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Figura 18a. Curva de amplificacién Lote 111 R1 4°C. Linea fucsia Figura 18b. Curva de amplificacion Lote I11 R1-20°C. Linea azul
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial
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Figura 18c. Curva de amplificacion Lote 111 R2 4°C. Linea purpura Figura 18d. Curva de amplificacion Lote 111 R2 -20°C. Linea naranja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial
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Figura 18e. Curva de amplificacién Lote 111 R3 4°C. Linea morada Figura 18f. Curva de amplificacion Lote 111 R3 -20°C. Linea violeta
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial
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Anexo 3b-Figura 19.Ensayo de actividad biol6gica mediante RT-qPCR del Lote 11 t1=
4 semanas. La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® _
vs la M MLV-RT recombinante almacenada a 4°C y -20°C (R1, R2 y R3 c/u)
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Figura 19a. Curva de amplificacién Lote 111 R1 4°C. Linea azul oscuro Figura 19b. Curva de amplificacion Lote I11 R1-20°C. Linea roja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial
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Figura 19c. Curva de amplificacion Lote 111 R2 4°C. Linea fuscia Figura 19d. Curva de amplificacion Lote 111 R2 -20°C. Linea azul claro
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial renrecanta la M MI \/-RT ramerrial
Amplincaton Amplification

Figura 19e. Curva de amplificacion Lote 111 R3 4°C. Linea morada Figura 19f. Curva de amplificacion Lote 111 R3 -20°C. Linea naranja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial representa la M MLV-RT comercial
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Anexo 3c-Figura 20. Ensayo de actividad bioldgica mediante RT-qPCR del Lote I11 ti= 8 semanas.
La Linea verde representa la M MLV-RT comercial New England BioLabs® vs la M MLV-RT
) recombinante almacenada a 4°C y -20°C (R1, R2 y R3 c/u) .
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Figura 20a. Curva de amplificacion Lote 111 R1 4°C. Linea azul oscuro
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 20c. Curva de amplificacién Lote 111 R2 4°C. Linea fucsia
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial

Amplification
3500 4

3000 4

2500 4

2000 §

RFU

1500 1

1000

500 1

Cycles

Figura 20e. Curva de amplificacion Lote 111 R3 4°C. Linea morada
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 20b. Curva de amplificacion Lote 111 R1 -20°C. Linea roja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 20d. Curva de amplificacion Lote 111 R2 -20°C. Linea azul claro
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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Figura 20f. Curva de amplificacion Lote 111 R3 -20°C. Linea naranja
representa M MLV-RT recombinante por duplicado vs linea verde que
representa la M MLV-RT comercial
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