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ABSTRACT

Blue eye disease (BED), caused by Porcine rubulavirus (PRV), is a viral infection that has been exclu-
sive to Mexico since 1980. It affects pigs, causing neurological, reproductive, and respiratory disor-
ders, as well as the appearence of corneal opacity. Despite the availability of diagnostic methods, no
specific treatment has yet been found, mainly due to the persistence of subclinical infections. This
has prompted research into strategies using recombinant protein-based vaccines as an alternative
control measure. In this context, our team developed a strain of Pichia pastoris that produces the F1
polypeptide of the PRV fusion protein (F), named X-33-F1. With this strain, we were able to produce
and purity F1, as well as determine its antigenic properties by detecting it with antibodies from pigs
infected with PRV. The strains are stored with glycerol at -80 °C for preservation.

During the COVID-19 pandemic (2020-2022), the viability of the strain was affected by problems
with the -80 °C ultra-freezer, so the objective of this work was to confirm that the X-33-F1 producer
strain still retained its ability to produce the F1 polypeptide and proceed with its purification. To this end,
the X-33-F1 strain was induced for seven days in BMMY medium with methanol as a carbon source,
monitoring its growth by optical density measurements. Subsequently, the cell-free extract containing
the F1 polypeptide was recovered, concentrated by precipitation with ammonium sulfate, and dialyzed
with phosphate buffer. The F1 polypeptide (~41 kDa) was detected by Western blot using a specific an-
tibody against the polyhistidine tag located at the C-terminal end of F1, confirming its expression with
aband at 41 kDa. For purification, three different affinity chromatography conditions (IMAC-NTA-Ni)
were performed, varying the concentrations of NaCl and imidazole. Under the first condition, F1 was
detected, although with the presence of contaminating proteins, attributable to the high concentration
of NaCl and the absence of imidazole in the washing step. In the third condition, the polypeptide was
detected only in the non-bound fraction, but not in the elution, as expected. The process was moni-
tored using UV-VIS spectrophotometry, allowing the identification of protein fractions corresponding
to non-binding (NP), washing (L), and elution (E). Western blot analysis was used to evaluate the three
F1 purification conditions. In the first condition, the F1 polypeptide was not detected in the eluate, but
it was detected in the X-33-F1 dialysate. These conditions were used in the previous study. In the second
condition, F1 was detected, although with the presence of contaminating proteins, attributable to the
high concentration of NaCl and the absence of imidazole in the washing step. In the third condition, the
polypeptide was detected only in the non-bound fraction, but not in the elution, as expected.

In conclusion, the current X-33-F1 production strain may be affected in its variability and/or in
the correct folding of the tertiary structure of the F1 polypeptide, due to electrical failures that com-
promised the operation of the ultra-freezer at -80 °C for several days over the two years of the pan-
demic, during which the temperature rose considerably. The most advisable course of action would be
to rebuild a new producer strain in order to ensure the production of significant quantities of F1 and
successfully continue this important project, aimed at evaluating it as a vaccine in pigs.
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RESUMEN

La enfermedad del ojo azul (EOA), causada por el Rubulavirus porcino (RVP), es una infeccion vi-
ral exclusiva de México desde 1980. Afecta a los cerdos causando alteraciones neuroldgicas, repro-
ductivas y respiratorias, asi como la aparicion de opacidad corneal. A pesar de contar con métodos
diagndsticos, atin no se encuentra un tratamiento especifico, principalmente por la persistencia de
infecciones subclinicas. Esto ha impulsado a investigar estrategias con vacunas basadas en proteinas
recombinantes como alternativa de control. En este contexto, nuestro equipo de trabajo desarrolld
una cepa de Pichia pastoris productora del polipéptido F1 de la proteina de fusion (F) del RVP, nom-
brada como X-33-F1. Con esta cepa se logrd la produccién y purificacion de F1, ademas de determi-
nar sus propiedades antigénicas mediante su deteccion con anticuerpos de cerdo infectados con RVP.
Las cepas para su conservacion se almacenan con glicerol a -80 °C.

Durante la pandemia de COVID-19 (2020-2022), la viabilidad de la cepa se vio afectada por prob-
lemas del ultracongelador a -80 °C, por lo que el objetivo de este trabajo fue confirmar que la cepa
productora X-33-F1 atn conservaba su capacidad de producir el polipéptido F1 y proceder a su purifi-
cacion. Para ello, a partir de la cepa X-33-F1, fue inducida durante siete dias en medio BMMY con meta-
nol como fuente de carbono, monitoreando su crecimiento mediante mediciones de densidad 6ptica.
Posteriormente, se recuperd el extracto libre de células donde estaba el polipéptido F1, el cual se con-
centr6 precipitando con sulfato de amonio y dializando con buffer fosfato. La deteccién del polipéptido
F1 (~41 kDa) se llevé a cabo con un Western blot, utilizando un anticuerpo especifico contra la etiqueta
de polihistidina ubicada en su extremo C-terminal de F1, confirmando su expresién con una banda a
la altura de 41 kDa. Para la purificacion, se realizaron tres condiciones diferentes de cromatografia de
afinidad (IMAC-NTA-Ni), variando las concentraciones de NaCl e imidazol. El proceso se monitored
mediante espectrofotometria UV-VIS, permitiendo identificar las fracciones de proteinas correspondi-
entes a no pegado (NP), lavado (L) y elucién (E). Mediante andlisis por Western blot, se evaluaron las
tres condiciones de purificacion de F1. En la primera, no se detect6 el polipéptido F1 en la elucién, pero
si en el dializado X-33-F1, estas condiciones fueron utilizadas en el estudio precedente. En la segunda
condicion, se logrd la deteccion de F1, aunque con presencia de proteinas contaminantes, atribuibles a
la alta concentracion de NaCl y a la ausencia de imidazol en la etapa de lavado. En la tercera condicion,
el polipéptido se detectd solo en la fraccion de no pegado, pero no en la elucién, como se esperaba.

En conclusion, la cepa productora X-33-F1 actual puede estar afectada en su viabilidad y/o en
el correcto plegamiento de la estructura terciaria del polipéptido F1, debido a las fallas eléctricas que
comprometieron el funcionamiento del ultracongelador a -80 °C durante varios dias a lo largo de los
dos afos de pandemia, donde la temperatura se elevd considerablemente. Lo mas recomendable sera
volver a construir una nueva cepa productora, con el fin de garantizar la obtencion de cantidades
significativas de F1 y continuar con éxito este importante proyecto, orientado a su evaluacién como

vacuna en cerdos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad del ojo azul en cerdos

La enfermedad del ojo azul (EOA), también conocida como virus del sindrome del ojo azul (VSOA),
es una infeccioén provocada por el virus Orthorubulavirus porcino anteriormente conocido como Ru-
bulavirus porcino (RVP) hasta 2018. Causa alteraciones neuroldgicas, reproductivas y respiratorias,
asi como brotes de encefalitis y la aparicion de opacidad corneal en cerdos de diversas edades (figura
1) [1-3]. En cerdos adultos, el sintoma mas notable es la falla reproductiva, que se presenta con may-
or frecuencia que los dafios neuroldgicos o respiratorios [4]. La EOA fue descrita por primera vez en
1980 en granjas porcicolas de la ciudad de La Piedad, Michoacan, México [5].

Figura 1. Opacidad corneal en un lechén de 7 dias. Tomado de Zimmerman et al. [6].

1.2. Origen, incidencia y expansion del RVP en México

Aun no se ha determinado con certeza el origen del RVP, aunque, segin estudios moleculares, se
sospecha que pudo haberse transmitido desde un reservorio natural de vida silvestre, como los mur-
ciélagos, hasta los cerdos domésticos. Esta hipotesis se basa en la deteccién de anticuerpos contra
el RVP en murciélagos insectivoros (Rhogeessa parvula major), asi como en el hecho de que existen
otras cepas de paramixovirus que tienen como revervorio natural a los murciélagos frugivoros [7].
El RVP ha sido registrado tinicamente en la Republica Mexicana, con sus primeros casos repor-
tados en los estados de Michoacan, Guanajuato y Jalisco, que se consideran zonas endémicas del virus
[5,8]. Desde el surgimiento de los primeros brotes en 1980 la enfermedad se ha extendido a otros 16
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estados del noreste y centro del pais hasta 1992. Entre estos estados se incluyen Nuevo Le6n, Tamau-
lipas, Hidalgo, Colima, Querétaro, Ciudad de México, Morelos, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Tabasco,
Campeche y Quintana Roo [9].

Hasta el momento, el RVP se ha sido descrito unicamente en la Republica Mexicana, y los
aislados relacionados suelen asociarse con sintomas especificos. Por ejemplo, las cepas del para-
mixovirus del ojo azul (POA), como la de 1980, el Virus de La Piedad Michoacan (LPMV) de 1984
y la cepa POA2 de 1988, son responsables de causar meningoencefalitis y neumonia en lechones.
Asimismo, se han documentado casos de trastornos neurolégicos y respiratorios en neonatos aso-
ciados con las cepas CI (1991), CII (1991), CIII (1999) y CIV (1999). Por otro lado, las cepas Pro-
duccién Animal Cerdo 2 (PAC2) de 1990 y 3 (PAC3) de 1993, aisladas de la Facultad de Veterinaria
de la UNAM, mostraron problemas reproductivos, como abortos, mortinatos e infertilidad en las
hembras, mientras que los machos presentaron casos de epididimitis, orquitis y atrofia testicular.
Otros aislamientos, como PAC1 de 1990, PAC4 de 1993 y PAC5 de 1994, ocasionaron problemas
respiratorios graves y meningoencefalitis en lechones [10,11]. En la primera década de los 2000, se
identificaron las cepas PAC6 en 2001, PAC7 y PACS8 en 2002, y PAC9 en 2003, todas asociadas con
signos graves de afecciones respiratorias y neuroldgicas, lo que resulté en un aumento de hasta un
30% en los brotes [12].

En 2011, un estudio de muestras seroldgicas realizado en cuatro estados de México (Michoacan,
Guanajuato, Jalisco y Estado de México) revel6 una prevalencia que variaba del 9% al 23.7%, lo que
sugiere diversidad genética en un grupo de lechones infectados en comparacion con los brotes inicia-
les. Un fendmeno similar se observé en un estudio con cepas de 2015 [13,14].

1.3. Signologia clinica

La EOA es mas comun en los meses de marzo y agosto, y su presentacion clinica varia segun la edad de
los animales. En el primer brote, la enfermedad afecté principalmente a lechones neonatos y lactantes,
causando un sindrome neurolégico y respiratorio, con tasas de morbilidad y mortalidad del 20% y
50%, respectivamente [15,16]. Generalmente, la enfermedad se manifiesta con mas frecuencia en la
zona de maternidad en lechones de 1 a 10 dias, quienes desarrollan sintomas progresivos y agudos en
el sistema nervioso central (SNC), que incluyen fiebre, neumonia, pelaje aspero, espalda arqueada, y,
en ocasiones, estreflimiento y diarrea [2,9,16]. A medida que avanza la enfermedad, pueden aparecer
signos de ataxia, rigidez, temblor muscular y debilidad. En cerdos mayores de 30 dias, los sintomas
suelen ser transitorios e incluyen anorexia, fiebre, tos y estornudos, mientras que los signos neuroldgi-
cos se presentan con menor frecuencia [6]. A los 3 a 4 meses, aunque la tasa de mortalidad disminuye
persisten problemas de crecimiento y afecciones respiratorias [5,9].

En cerdos adultos, los sintomas clinicos estan principalmente relacionados con los érganos re-
productivos. En las hembras, se pueden observar abortos, nacimientos de crias muertas y una dis-
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minucién en la fertilidad, con una reduccién de la natalidad que puede alcanzar hasta el 20% [5,15].
En un estudio realizado por Hernandez-Jauregui et al. [17] se infectaron cerdas gestantes entre la
sexta y la décima semana de gestacion con la cepa PAC3. Los resultados mostraron fetos de tamafo
inferior al normal, asi como lesiones macroscopicas en la placenta y el endometrio, que incluyeron
areas de congestion focal y hemorragias. Asimismo, se observé que algunos fetos presentaban signos
de deshidratacion o momificacion (figura 2) [17].

Figura 2. Fetos momificados y no momificados. Tomado de Hernandez-Jauregui et al. [17].

En los machos, se presentan sintomas como epididimitis, orquitis, atrofia testicular, asi como
una disminucion en la motilidad y concentracion de espematozoides, lo que resulta en una pérdida
de fertilidad [5]. Ademas, la variabilidad en el gen de la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) ha dado
lugar a cuadros clinicos en cerdos adultos que incluyen signos neuroldgicos, lo que conlleva pérdidas
econdmicas significativas [16].

Por otro lado, la opacidad corneal, que se presenta con una tonalidad color azul y puede ser
unilateral o bilateral, se observa tinicamente en el 1 al 10% de los animales infectados, independi-
entemente de su edad. Las afecciones del SNC se manifiestan a través de hiperexcitabilidad cutanea,
paralisis de extremidades posteriores, incoordinaciéon motora, convulsiones y, en casos severos, la
muerte [3,15].

1.4. Patogenia viral
La patogénesis del RVP esta asociado a un tropismo organico positivo, relacionado con la interaccién
de receptores celulares que expresan acido sialico (sialil (a-2,3) lactosa), asi como con las proteinas de

adhesion viral. La infeccién generalmente ocurre por via intranasal y se disemina desde las amigdalas
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al SNC a través de los nervios trigémino y olfatorio, asi como a los pulmones por via aérea [2,3,18]. El
virus tiene la capacidad de reconocer diversas formas de acido sialico, incluyendo oligosacaridos de
acido 5-neuraminico a-2,3 galactosa (Neu5Ac a-2,3Gal), los cuales son esenciales para el proceso de
infeccion y estan relacionados con la edad de los cerdos. Por esta razon, el virus presenta una mayor
afinidad por el SNC de lechones neonatos y lactantes, que exhiben una alta expresion de estos oligo-
sacaridos, especialmente en el hipocampo, el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el cerebelo, y el bulbo
raquideo, mientras que su expresion es menor en los tejidos urogenitales [7]. Ademads, el aislamiento
del virus en 6rganos distantes de la entrada indica que también podria haber una diseminacién a
través de las vias sanguinea y linfatica [2].

Respecto a su excrecion, el virus se elimina principalmente por el tracto respiratorio y la orina.
Estudios que han analizado la exposicion intratraqueal e intranasal sugieren que las vias de infeccion
pueden incluir tanto la instilacién como la transmision por aerosol [3,7]. Ademas, la trasmision puede
ocurrir a través del semen y la diseminacién por fomites, posiblemente mediada por murciélagos,
aves o el viento [6]. Asimismo, en las hembras, dado que las inmunoglobulinas (Ig) no se transfieren
de la madre al feto por via placentaria, el calostro se considera también una via de transmision [9].

Por otro lado, aunque no se ha documentado zoonosis asociada al RVP, se han encontrado an-
ticuerpos contra el virus en personal veterinario, lo que sugiere un posible riesgo de transmision

zoonodtica [19].

1.5. Histopatologia

El RVP generalmente afecta diversos 6rganos del cerdo, incluidos los rifiones, el higado, el bazo, los
ganglios mesentéricos y las amigdalas. Sin embargo, los principales cambios histoldgicos se observan
en el SNC, particularmente en el cerebro y la médula espinal, especialmente en cerdos neonatos. En
estas dreas, se observa una encefalomielitis no supurativa que afecta el talamo, el mesencéfalo y la cor-
teza cerebral. Estos cambios incluyen gliosis, infiltracion perivascular de linfocitos, células plasmati-
cas y células reticulares, necrosis neuronal, neuronofagia, meningitis y coroiditis [6,15,20].

Por otro lado, en los pulmones, se presenta engrosamiento de los septos alveolares acompanado
de infiltracién celular, lo que es caracteristico de una neumonia intersticial. En los ojos, se obser-
van opacidades corneales que causan edema corneal y uveitis anterior. En los verracos, los testiculos
muestran degeneracion y necrosis epitelial en la cabeza del epididimo, junto con una intensa infil-
tracion de células mononucleares con fagocitosis de espermatozoides fragmentados. De igual manera,
se refleja la formacion de vesiculas, pérdida de cilios epiteliales y la ruptura de la pared epitelial, junto
con la presencia de fibrosis y la formacién de granulomas [6,21].

En este sentido, Rivera-Benitez et al. [21] inocularon a nueve verracos de 12 meses de edad con la
cepa PAC3, manteniéndolos durante 142 dias post-infeccion (pi). Durante el seguimiento, observaron
un aumento en el tamafo de los testiculos a los 5 dias piy en el epididimo entre los 12 y los 110 dias
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pi. El analisis histoldgico, por su parte, reveld inflamacion, degeneracion epitelial, ruptura de tubulos
seminiferos, infiltrado mononuclear y alteraciones estructurales en las células intersticiales de los
tésticulos, asi como fibrosis en el epididimo (figura 3).

Figura 3. Histopatologia de un testiculo, verracos edad 12 meses. a) Testiculo normal. b) Testiculo con pérdi-
da de estructura tubular (142 dias pi con RVP-PAC3). Tomado de Rivera-Benitez et al. [21].

1.6. Diagnostico de la EOA

Entre los principales signos de la EOA se incluyen la opacidad corneal, encefalitis, problemas re-
productivos en las hembras, asi como orquitis y epididimitis en los machos. Es crucial sefialar que,
aunque dichos sintomas también pueden estar relacionados con otras enfermedades, como las provo-
cadas por el virus de la pseudorrabia (enfermedad de Aujeszky) o el virus del sindrome reproductivo
y respiratorio porcino (PRRSV), solo la EOA es capaz de generar especificamente la opacidad corneal,
asi como orquitis y epididimitis en los machos [6].

En México, desde el primer informe de la EOA, el diagndstico de RVP se ha centrado en el anali-
sis de la antigenicidad y la inmunodominancia de las proteinas HN, que forman parte de la capside
del virus. El método seroldgico mas utilizado ha sido la inhibicidon de la hemaglutinacién (HI), que se
basa en la interaccion entre la proteina HN con el receptor celular del huésped infectado. Sin embar-
go, esta prueba presenta la desventaja de generar falsos positivos si no se realiza correctamente [3,19].
En un estudio realizado por Hidalgo-Lara et al. [1], se sefiala que una de las limitaciones de la HI es
que, al utilizar globulos rojos de pollo, la especificidad de la prueba puede verse afectada, mientras
que al emplear gldbulos rojos bovinos, si bien la especificidad mejora, la sensibilidad disminuye. Los
autores destacan la importancia de eliminar los inhibidores de la hemaglutinacién y el sistema de
complemento del suero para optimizar la precision de los resultados. En este contexto, ademas de la
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HI, existen otras técnicas diagndsticas serologicas como las pruebas de neutralizacion sérica (SN),
los ensayos de monocapa de inmunoperoxidasa (IPMA) y los ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA) [1,3].

Por otro lado, también se han utilizado técnicas adicionales para la deteccion del RVP, como el
aislamiento viral, que se realiza preferentemente a partir del cerebro, aunque también puede obten-
erse de los pulmones o las amigdalas. Este procedimiento utiliza células de rifién de cerdo o células
PK-15, que muestran formaciones sincitiales tipicas y revelan actividad de fusién. Ademas, se utilizan
métodos como la inmunofluorescencia indirecta (IFI), microscopia electrénica, asi como métodos
de cuantificacion como la RT-PCR convencional y la qPCR en tiempo real que detectan el gen de la
fosfoproteina (P) o el de la nucleoproteina (NP). No obstante, estas pruebas presentan la desventaja

de ser costosas cuando se aplican a grandes poblaciones [3,6,19].

1.7. Prevencion y control de la EOA

Aunque existen diversas oportunidades para realizar pruebas rapidas en la deteccion del RVP, atn
no se dispone de un tratamiento especifico debido a los cuadros subclinicos y las infecciones per-
sistentes que pueden afectar a los cerdos. Sin embargo, se cuenta con tratamientos antimicrobianos
que ayudan a tratar y prevenir infecciones secundarias. Ademas, en el mercado estan disponibles
tres vacunas de virus inactivados para su aplicacién en cerdas jovenes, prefiadas, verracos y lechones
[6,19]. Entre ellas se encuentra la vacuna Innovac® Ojo Azul (figura 4a), producida por los laborato-
rios Avimex® S. A. de C. V., que es una emulsion auxiliar contra el RVP, cepa MG-55, elaborada medi-
ante cultivo celular, inactivacién quimica y emulsificacion en aceite mineral, y que esta indicada para
lechones, cerdos en etapa de desarrollo y pie de cria [22]. Otra opcidn es la vacuna Porcimune® SOA
(figura 4b), de los laboratorios Lapisa® S. A. de C. V., que contiene las cepas de RVP LPMV-SOA-
CI y LPMV-SOA-CIII, con una concentracién minima de 1x10° U.E.C,, inactivadas quimicamente
y emulsificadas con un adyuvante oleoso. Esta vacuna esta indicada para lechones, pie de cria, re-
emplazos, hembras y sementales [23]. Por otro lado, la tercera vacuna es Avilab® Ojo Azul (figura 4c),
tabricada por los laboratorios Avilab® S. A. de C. V., que se compone de antigenos virales inactivados
de la cepa POA02 de RVP, cultivados en lineas celulares y emulsificados con adyuvantes oleosos. Esta
destinada a su uso durante las etapas de gestacion, lactancia, reemplazo y en reproductores [24]. Sin
embargo, estudios sugieren que una vacuna monovalente no actualizada podria no ofrecer protec-
cidén efectiva contra cepas con subtipos antigénicos diferentes. Por esta razdn, se plantea la posibili-
dad de utilizar proteinas recombinantes de RVP como antigenos para generar una respuesta inmune
protectora [13,19].

En consecuencia, la forma mas efectiva de prevenir la EOA es mediante programas de salud para
los rebanos, en los que los animales reemplazo, antes de ser introducidos en la granja, deben pasar por
un periodo de cuarentena y someterse a pruebas seroldgicas. También, se deben implementar medi-
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das de bioseguridad, como el control de fauna silvestre, cercados adecuados, eliminacion rapida
de desechos, supervision del personal, entre otras [6].

s

inHOVaC Porcimune’ SOA
io azul
010 e

Figura 4. Vacunas comerciales contra el RVP. Tomado de snintegral.com, lapisa.com y avilab.com [22-24].

En caso de que ocurra una infeccion por EOA, se debe proceder con el aislamiento del re-
bafio, la eliminacién de los cerdos clinicamente afectados y los animales muertos, seguido de un
proceso de limpieza y desinfeccion exhaustivo. Finalmente, se deben realizar pruebas seroldgi-
cas para confirmar que el virus haya sido erradicado [6].

1.8. Agente etiolégico de EOA

Como se menciond anteriormente, aunque el origen del virus sigue siendo incierto, se realizaron
analisis genémicos que ubicaron el virus de la EOA dentro del orden Mononegavirales, la famil-
ia Paramyxoviridae, la subfamilia Rubulavirinae, el género Orthorubulavirus y la especie Ort-
horubulavirus porcino, segun la clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) desde 2019. No obstante, en 2022, la especie fue renombrada a Orthorubulavirus suis.
Asimismo, el virus mostré tener similitud genémica con los ocho virus pertenecientes al mismo
género, entre ellos el virus de las paperas (MuV), el virus Mapuera de los murciélagos (MapV),
el virus de la parainfluenza 5 (PIV5), virus simio 41 (SV-41) y los virus de parainfluenza humana
2 (HPIV-2) y 4 (HPIV-4) [5,25,26].

En cuanto a las caracteristicas estructurales del virus, y segun la clasificacion de la familia
Paramyxoviridae, el virion presenta una morfologia pleomorfica, predominantemente esférica,
con un didmetro que varia entre 300 y 500 nm, sin estructuras filamentosas, y con una ribonuc-
leoproteina en su interior (figura 5) [6,25].
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Figura 5. Microscopia electrénica de Rubulavirus porcino. a) Particulas de RVP de 135-148 nm por 257-360
nm. b) Fraccion de nucleocapside de RVP con un diametro de 20 nm y una longitud de 1000-1630 nm. Toma-
do de Zimmerman et al. [6].

La figura 6 nos muestra un esquema y mapa genético del RVP. El genoma del virus esta com-
puesto por una cadena de ARN monocatenario de sentido negativo con 6 genes, con un tamaifio de 15
kb. Este ARN se asocia con la nucleoproteina NP, para forma una nucleocapside helicoidal, que a su
vez esta vinculada con la fosfoproteina P, y la proteina L de alto peso molecular, las cuales forman el
complejo enzimdtico encargado de la replicacion y transcripcion viral. En este complejo, la proteina L
alberga la actividad de la ARN polimerasa, mientras que la proteina P actiia como cofactor. Por otro
lado, la proteina matriz M se localiza en la parte interna de la envoltura viral y desempefa un papel
esencial en el ensamblaje de nuevos viriones.

Finalmente, su envoltura lipidica presenta dos glicoproteinas embebidas: una proteina hema-
glutinina-neuraminidasa HN, y una proteina de fusiéon F. Estas glicoproteinas son responsables de la
actividad hemaglutinante, hemolitica, de neuraminidasa y de la formacién de sincitios [6,12,27,28].

En relacién con su variabilidad genética, el gen F de dos aislado de RVP, obtenidos en 1984 y
1988, solo diferia en 16 nucleotidos, lo que resultaba en 4 cambios en los aa. En contraste, la proteina
HN de diez aislados procedentes de los afios 1990 a 2003 present6 una variacion de aproximadamente
71 nucledtidos en el gen, lo que la convierte en la principal proteina inmunogénica del virus, pero
también en la mas susceptible a las variaciones antigénicas [5,27].
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Figura 6. Estructura de Rubulavirus porcino. a) Esquema de RVP y sus proteinas constituyentes. b) Mapa
genomico de RVP formado por seis genes separados por regiones intergénicas de longitud variable (1-47
nucledtidos). Tomado y modificado de Santos-Ldpez et al. [5].

1.9. Proteinas de RVP
1.9.1. Proteina NP

La nucleoproteina, con un peso de 68 kDa, forma parte de la nucleocapside y rodea al ARN gendmico,
proporcionando una conformacién estructural que asegura una alta afinidad por la cadena de ARN
durante los procesos de replicacion y transcripcion. En este contexto, cada molécula de NP esta aso-
ciada con seis nucledtidos, lo que explica porque los genomas de los paramixovirus que poseen un
multiplo de seis muestran una replicacion eficiente. Este fendmeno se conoce como la “regla del seis
o del hexdmero” [5,29].
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1.9.2. Proteina L

La proteina L es la mas grande del virién, con un peso de 200 kDa y compuesta por 2,251 aa. Su
funcioén principal es replicar el genoma viral y generar los ARN mensajeros necesarios para su pos-
terior traduccidn. Para cumplir con esta tarea, se asocia a la nucleocapside, formando aproximada-
mente cincuenta complejos con actividad de polimerasa, cada uno compuesto por tres unidades de la
proteina P. Ademas, la proteina L de los paramixovirus presenta una alta similitud con la proteina L
del virus de la estomatitis vesicular (VSV), lo que sugiere que podrian compartir funciones similares,
incluyendo funciones de metiltransferasa, de cinasa y de poliadenil sintetasa [5,29].

1.9.3. Proteina P

El gen de la fosfoproteina, que codifica una proteina de 52 kDa y 404 aa, puede dar lugar a otros
tres productos diferentes mediante la edicion del ARN mensajero y la iniciacion alternativa de la
traduccion: las proteinas I (174 aa), V (249 aa) y C (126 aa). Asimismo, la proteina P forma parte del
complejo enzimatico con actividad polimerasa, en el que se asocia a una sola unidad de la proteina L,
aunque también se pueden encontrar complejos de proteina P sin la proteina L. Su funcién principal
en la sintesis de ARN es estabilizar la proteina L, aumentar la procesividad y regular la sintesis de
ARN [5,29,30].

1.9.4. Proteina M

La proteina matriz es una proteina hidrofoébica de 40 kDa compuesta por 369 aa, predominando los
de caracter basico. Se encuentra localizada en el interior de la envoltura viral y presenta una fuerte
afinidad por la proteina NP, debido a su carga neta positiva. Esta interaccion facilita su participacion
en el ensamble del virion y en la estabilidad de su estructura, actuando como un puente entre la nu-
cleocapside y las glicoproteinas de la envoltura viral [5,29].

1.9.5. Proteina HN

La glicoproteina hemaglutinina-neuraminidasa, es una proteina de membrana tipo II con un peso
molecular aproximado de 66 kDa, compuesta por 576 aa. Esta proteina se organiza en tetrameros,
formados por dimeros unidos por enlaces no covalentes. Ademads, posee un dominio hidrofébico
cercano a su region N-terminal, que facilita su insercién en la membrana lipidica. En términos de
actividad, la proteina HN es capaz de aglutinar eritrocitos de diversas especies animales, incluyen-
do cerdo, vaca, carnero, pollo, perro, conejo, cobayo, rata, hamster, ratéon y humanos de los grupos
sanguineos A, B y O. Esta capacidad de aglutinacion se debe a la afinidad por los receptores de acido

sidlico presentes en la superficie de los eritrocitos, lo que facilita la formacién de puentes entre las
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células. En particular, estudios han mostrado que HN tiene una mayor afinidad por el oligosacarido
formado por acido sidlico y galactosa (Neu5Ac a-2,3Gal), cuyos residuos pueden inhibir su actividad
hemaglutinante [29,31,32].

Asimismo, la proteina HN también posee actividad neuraminidasa (o sialidasa) a un pH de 3.3
y en un rango de temperatura de 30-55 °C, lo que le permite hidrolizar los residuos de 4cido sidlico
de la progenie viral, previniendo asi la autoagregacion. Ademads, desempena un papel fundamen-
tal en la fusién de las membranas viral y celular, facilitando tanto la entrada del virus en la célula
huésped como la liberacién de la progenie viral desde la célula infectada. Durante el ciclo replicativo,
la proteina HN es crucial para la absorcion del virus en la membrana celular, donde se une especifi-
camente a su receptor. Este proceso provoca un cambio conformacional en la proteina, lo que activa
la proteina F y permite la fusion de las membranas, facilitando asi la infeccion viral [5,11,29,31].

1.9.6. Proteina F

La glicoproteina de fusion, una proteina trimérica de tipo I (como las de la gripe, el ébola, el VIH y el
SARS) con un peso molecular de 59 kDa y compuesta por 541 residuos de aa, presenta un dominio
altamente hidrofébico que participa en el proceso de fusion entre la envoltura viral y la membrana
celular, facilitando asi la entrada del material genético del virion al citoplasma de la célula huésped.
Ademas, esta proteina permite la propagacion viral sin exponer el virus al medio extracelular, orig-
inando la formacién de células gigantes multinucleadas, conocidas como sincitios, que se observan
tanto en tejidos infectados como en cultivos celulares [5,33-35].

Un ejemplo de la funcién de la proteina F se observa en los paramixovirus, como se muestra
en la figura 7. Para que la infeccién inicie, la glicoproteina F debe sintetizarse a partir del precusor
inactivo denominado F; el cual sufre cambios conformacionales irreversibles por ser escindido por
catepsinas o proteasas similares a furina. Este proceso genera dos polipéptidos, F, y F,, unidos por un
enlace disulfuro (figura 7a).

En la subunidad F , se expone un nuevo extremo N-terminal que contiene el péptido de fusion
activo (FP, en color morado), una secuencia hidrofébica de 10 a 15 aa responsable de mediar la fusion
entre J]a membrana viral y la membrana celular. Asimismo, la proteina F cuenta con dos regiones
a-helicoidales anfipaticas de repeticion en heptada: HRA (color naranja) y HRB (color verde). A su
vez, estd anclada a la membrana por un dominio transmembrana de paso tnico (TM, en color rosa)
que se autoasocia en trimeros para ayudar a estabilizar la conformacion de prefusién. Por dltimo, se
encuentra una cola citoplasmatica C-terminal (CT, en color marrén), compuesta por aproximada-
mente 25 a 30 aa [5,18,33,34,36,37].
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Figura 7. Proteina de fusidn de paramixovirus. a) Representacién esquemética de la proteina de fusion es-
cindida, mantenida unida por un enlace disulfuro. b) Conformaciones estructurales de la proteina F del virus
de la parainfluenza 5 (PIV5) en estado de prefusién y de la proteina F del virus de parainfluenza humana 3
(HPIV-3) en estado de posfusion. Cabe destacar que las regiones correspondientes al TM y a la CT no se en-
cuentran presentes en la estructura cristalina, ya que fueron sustituidas por un dominio de trimerizacion de
GCNt. En todas las imagenes, el péptido de fusién (FP) se muestra en color morado, la repeticion de heptada
A (HRA) en naranja, la repeticion de heptada B (HRB) en verde, el dominio transmembrana (TM) en rosa y la
cola citoplasmatica (CT) en marrén. Modificado de Chang y Dutch [34].
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1.10. Ciclo replicativo de RVP
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Figura 8. Mecanismo de fusidn por las proteinas de clase I. El esquema ilustra las etapas del cambio con-
formacional que permite la fusidon entre la membrana del viridn y la de la célula huésped. 1) Tras recibir la
sefial activadora de la proteina HN, la proteina F es escindida (representado simbdlicamente con unas tijeras)
en dos subunidades: F y F,. 2) Una vez activada, la proteina adopta una conformacion extendida denomi-
nada estructura de pre-horquilla, permitiendo que el FP se inserte en la membrana de la célula huésped.
3) Despuss, la estrcutura comienza a replegarse, lo que aproxima las regiones repetidas de heptada (HRA y
HRB). 4) Este acercamineto da lugar a la formacién de un haz de seis hélices, alcanzando un estado de hemi-
fusion, donde las capas externas de ambas membranas ya empiezan a mezclarse. 5) Finalmente, cuando el
péptido de fusion (FP) y el dominio transmembrana (TM) se unen formando la estructura de posfusién, se
completa la fusidn de las membranas y se abre el poro de fusién, permitiendo la mezcla del contenido viral
con el citoplasma celular. Tomado y modificado de Lozada et al. [39].

La replicacion del virus comienza cuando la proteina HN se une a receptores de acido siélico, espe-
cificamente Neu5Ac a-2,3Gal, presentes en la superficie de las células huésped. Esta unién induce
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un cambio conformacional en la HN que permite la activacion de la proteina F mediante su escision
proteolitica de F a F, y F, un proceso que ocurre a pH neutro. Una vez activada, la proteina F expone
un péptido hidrofébico que se inserta en la membrana celular. A través del plegamiento simultaneo
de mas de una proteina F, se genera un poro de fusiéon que facilita la unién de la envoltura viral con la
membrana plasmatica de la célula, permitiendo asi la liberacion de la nucleocapside al citosol (figura
8). Durante este proceso, la proteina F transita de una conformacion metaestable de prefusion a un
estado de posfusion de menor energia (figura 7b) [7,26,34,35,38].
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Figura 9. Ciclo replicativo de los paramixovirus. 1) Unién con el receptor: la proteina HN del virul reconoce
el oligosacdrido Neu5Ac a-2,3Gal en la superficie celular. 2) Fusion de membranas: la HN activa a la proteina
F, que media la fusion entre la membrana viral y celular, liberando el ARN viral al citoplasma. 3 y 4) Sintesis
de ARN antigendmico y replicacion: la ARN polimerasa viral sintetiza una cadena antigendmica (positiva), que
sirve de molde para generar nuevos genomas virales. 5 y 6) Transcripcion y traduccion: se producen ARNm
para la sintesis de proteinas estructurales y no estructurales. 7 y 8) Exporte de glicoproteinas y ensamble: las
glicoproteinas HN y F, sintetizadas en el reticulo endoplasmatico y en el aparto de Golgi, se transportan hasta
la membrana plasmatica, donde se ensamblan las nuevas particulas virales. 9 y 10) Liberacién por exocitosis
y diseminacién: los viriones maduros se liberan al medio extracelular por exocitosis para infectar nuevas
células. Tomado y modificado de Santos-Lépez et al. [5].
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Posteriormente, la ARN polimerasa viral inicia la sintesis del ARN antigendmico, una cadena
complementaria al genoma viral, lo que permite la replicacién del virus y la produccién de nuevos
genomas. Paralelamente, los distintos genes virales son transcritos para dar lugar a los ARNm, los
cuales mas adelante son traducidos para generar las proteinas virales estructurales y no estructurales.
Estas proteinas se dirigen hacia el sitio de ensamblaje, donde las proteinas NP, P y L se asocian con el
ARN genoémico recién sintetizado, mientras que la proteina M se posiciona en la cara citoplasmatica
de la membrana celular. Al mismo tiempo, las glicoproteinas de envoltura HN y F, previamente sin-
tetizadas en el reticulo endoplasmatico y modificadas en el aparato de Golgi, son transportadas a la
membrana plasmatica, donde se incorporan como parte de la futura envoltura viral. En ese sentido,
la alta afinidad entre las proteinas del genoma (NP, P y L) y la proteina M, sumada a la interaccién
de esta ultima con las glicoproteinas de envoltura (HN y F), promueve la formacién del viriéon. Una
vez ensamblado, el virion es liberado de la célula mediante un proceso de exocitosis, y gracias a la
actividad neuraminidasa de la HN, los nuevos viriones no se adhieren a los receptores de la célula ya
infectada, lo que favorece su diseminacion (figura 9) [5,26,34,39].
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2. ANTECEDENTES

2.1. Levadura Pichia pastoris como sistema de expresion

Lalevadura Pichia pastoris, actualmente clasificada como Komagataella phaffii, es una cepa metilotro-
fica ampliamente utilizada como sistema de expresion para la produccion de proteinas heterdlogas. Su
colonia es color blanco lechoso, con una superficie lisa y una protuberancia (figura 10). Crece a 28-30
°C con una tolerancia de pH que varia de 3 a 7 [40,41]. Hasta ahora, se han logrado expresar mas de
5000 proteinas recombinantes, entre ellas insulina, a-interferén y antigeno de la hepatitis B. Entre sus
principales ventajas, ademas de ser una opcidn rentable, se encuentran el hecho de que su genoma ha
sido completamente secuenciado y existen diversas herramientas disponibles para su manipulacién
genética. De igual forma, P. pastoris destaca por su alta eficiencia en el plegamiento de proteinas en el
reticulo endoplasmatico, su capacidad para llevar a cabo fermentaciones a altas densidades celulares
con tiempos de duplicacion entre 60-120 min, y por su notable estabilidad genética. Su sistema de se-
crecion maduro, mediado por la peptidasa sefial Kex2, facilita la liberacion de proteinas al medio ex-
tracelular, lo que optimiza el proceso de purificacion. Por otro lado, produce proteinas con un patron
de glicosilacion similar al de las células de mamiferos, lo cual es importante para su funcionalidad
bioldgica [42,43].

10 pm

Figura 10. Pichia pastoris. a) Morfologia de la colonia. b) Imagen microscépica. Tomado de Zha et al. [41].

La capacidad de P. pastoris para utilizar metanol como unica fuente de carbono y energia para
su crecimiento celular constituye un aspecto clave en su metabolismo. A diferencia de la cepa Y11430
(tipo silvestre), que no se emplea para la expresion de proteinas, la cepa GS115y X-33 tienen dos genes
que codifican la enzima alcohol oxidasa: AOX1 y AOX2. Entre estos, el promotor AOX1 (pAOX1) es
el mas potente, generando aproximadamente un 30% del total de la proteina soluble en los extractos
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de la levadura durante la induccidén con metanol. En cambio, el promotor AOX2 (pAOX2) contribuye
solo con un 15% de la actividad total de alcohol oxidasa en la célula. De este modo, la proteina AOX1
representa la principal fuente de actividad oxidante del metanol [40,44].

Una de las principales limitaciones de P. pastoris es que el metanol, al ser téxico e inflamable,
debe ser manejado con precaucion, y sus niveles deben ser controlados durante la fermentacién. Esto
se debe a que el metabolismo del metanol puede dar lugar a la acumulacién de formaldehido y perox-
ido de hidrégeno (H,O,), lo que genera un estrés oxidativo que puede desencadenar la degradacion de
proteinas recombinantes o incluso la muerte celular. De igual forma, si los niveles de metanol son ba-
jos, también podria producirse una degradacion proteolitica de las proteinas recombinantes [40,43].

La cepa se clasifica en tres fenotipos comerciales: las cepas Mut*, que conservan los genes AOX1
y AOX2 intactos en sus cromosomas; las cepas Mut®, que tienen el gen AOX2 intacto pero el gen AOX1
interrumpido; y las cepas Mut’, que carecen por completo de ambos genes AOX y no pueden sobre-
vivir en presencia de metanol debido a la interrupcién de ambos. En las cepas Mut* y Mut®, los genes
AOX permanecen reprimidos cuando se emplean otras fuentes de carbono, como glucosa, glicerol o
etanol. No obstante, al cambiar la fuente de carbono a metanol, se induce su expresion, lo que activa
la transcripcion de los genes AOX [40,44].

Entre los vectores utilizados para transformar a P, pastoris se encuentra la serie pPICZa A (3593
pb), B (3597 pb) y C (3598 pb) de Invitrogen (figura 11), que cuentan con las siguientes caracteristicas
tomadas de Invitrogen [56]:

» 5° AOX1 (promotor de AOX1I): permite una expresion de alto nivel inducible por metanol en
Pichia y dirige la integracion del plasmido al locus AOX1.

o Seiial de secrecion del factor a de S. cerevisiae: facilita la secrecion extracelular de proteinas
recombinantes en Pichia.

o Sitio multiple de clonacion (MCS): contiene 10 sitios de restriccién unicos para insertar un
gen de interés en el vector de expresion.

» Etiqueta Myc (C-terminal): epitopo que facilita la deteccion de la proteina recombinante medi-
ante el anticuerpo Anti-Myc y Anti-Myc-HRP.

o Etiqueta de polihistidina (6xHis, C-terminal): permite la purificacion de la proteina recom-
binante y su detecciéon mediante el anticuerpo Anti-His-HRP.

o Terminador de transcripcion AOXI (TT): sefial de terminacién de la transcripcion y poliade-
nilacion del gen AOX1I, lo que mejora la estabilidad del ARNm transcrito en Pichia.

o Promotor TEF1: promotor constitutivo del gen del factor de elongacion 1 de S. cerevisiae que
impulsa la expresion del gen Sh ble en Pichia, proporcionando resistencia a zeocina.

o Promotor sintético EM7: Promotor constitutivo que impulsa la expresion del gen Sh ble en E.
coli, proporcionando resistencia a zeocina.

o Gen Sh ble: Gen de resistencia a zeocina proveniente de Streptoalloteichus hindustanus ble.
Funciona tanto en bacterias como en levaduras.
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o Terminador de transcripcion CYCI (TT): Extremo 3’ del gen CYCI de S. cerevisiae, que facil-
ita el procesamiento 3’ del ARNm del gen Sh ble, aumentando su estabilidad en Pichia.

o Origen pUC: Permite la replicacion y el mantenimiento del plasmido en E. coli.

o Sacl, Pme I, BstX I: Sitios de restriccion unicos que permiten la linealizacion del vector en el
locus AOX1, facilitando la integracion eficaz en el genoma de Pichia.

g 3
SRS
| TN LS LS cmyc epitope . 6xHis |

Figura 11. Vector pPICZa. Los vectores incluyen un origen de replicacién bacteriano (pUC ori), un marcador
de seleccion para bacterias y levaduras (resistencia a zeocina), y un sitio multiple de clonacién (MCS) para
la insercion del gen de interés. Contiene secuencias promotoras como 5" AOX1, pTEF1 y pEM?7, asi como
sefiales de terminacion transcripcional (AOX1 TT y CYC1 TT). Incorpora una secuencia de secrecién (a-factor),
que dirige la proteina recombinante al medio extracelular, asi como etiquetas peptidicas c-Myc y 6xHis en el
extremo C-terminal, Utiles para su deteccidn inmunolégica y su purificacion mediante métodos de afinidad.
Tomado de Invitrogen [56].

2.2. Expresion de la proteina F en un sistema heterélogo
Diversos estudios han demostrado la capacidad de Pichia pastoris para expresar la proteina F de
distintos virus, asi como su eficacia en la induccion de una respuesta inmunitaria mediante la pro-

duccién de anticuerpos especificos. Por ejemplo, McAleer y Rima [45] reportaron la sobreexpresion
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de la proteina F del virus de las paperas (MuV) en células de P. pastoris GS115 his4, sefialando que
parametros como la temperatura de induccién y la concentraciéon de metanol son determinantes
para optimizar la expresion de la proteina. De manera similar, Pourbakhsh et al. [46] expresaron la
proteina F del virus de la peste de los pequefios rumiantes (PPRV, cepa Nigeria 75/1) utilizando el
vector pPICZaA, destacando el potencial inmunogénico de las proteinas de fusion del género Mor-
billivirus. Por su parte, Kang et al. [47] expresaron la proteina F de la cepa velogénica F48E8 del virus
de la enfermedad de Newcastle (NDV) y evaluaron la respuesta inmunitaria en ratones C3H/He] tras
administrarla con adyuvantes como la flagelina o una mezcla de hidréxido de aluminio e hidréxido
de magnesio. Los resultados mostraron que la combinacion con flagelina indujo una respuesta inmu-
nitaria de tipo IgG2a significativamente mayor, la cual esta asociada con la activacién de la via Thl
Y, por tanto, con la estimulacion de linfocitos T citotoxicos. En comparacion, el uso del hidréxido de
aluminio/hidréxido de magnesio que generd una menor respuesta de IgG2a (figura 12). Finalmente,
Tizzano et al. [48] lograron la expresion de la proteina F del virus del moquillo canino (CDV) y evalu-
aron su inmunogenicidad en ratones BALB/c utilizando un adyuvante oleoso (Specol), lo que resultd
en la generacion de anticuerpos capaces de reconocer la proteina recombinante. En conjunto, estos
estudios respaldan la eficacia de P. pastoris como sistema de expresion para los dominios extracelu-

lares de glicoproteinas virales.
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Figura 12. Produccion de anticuerpos anti-F del virus NDV en ratones. Se inmunizaron ratones C3H/HeJ por
via intraperitoneal con F, F + FliC, F + Alum y buffer de elucion (PBS). a) IgG especificas contra la proteina F. b)
IgG especificas contra el virus de Newcastle. Tomado de Kang et al. [47].

Hasta ahora, solo se habia documentado la expresion de la proteina HN del Rubulavirus porcino en
sistemas heterélogos debido a su caracter inmunodominante (tesis de doctorado de José Luis Cerritefio
Sanchez) [31]. Sin embargo, esta caracteristica favorece la aparicion frecuente de cambios aminoacidi-
cos y variaciones antigénicas, lo que resaltaba la necesidad de explorar otros antigenos potenciales,
como la proteina E con el objetivo de inducir una respuesta inmunitaria protectora frente a diversas
cepas virales. En este contexto, en nuestro laboratorio, Luis Ignacio Siafiez Estrada en su tesis doctoral
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secuencio el gen de la proteina F del RVP cepa PACI, y lo compar6 con otros aislados, reportando un
alto porcentaje de identidad que oscila entre 97.78% y 99.26% [18]. Adicionalmente, utiliz6 herramien-
tas de inmunoinformdtica para predecir epitopos antigénicos reconocidos por células B y T en las gli-
coproteinas virales HN y E Por ultimo, empleé AutoDock Vina para determinar las energias de enlace
entre los epitopos seleccionados y las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH),

con el objetivo de evaluar su potencial uso como antigenos.

a) Sueros de cerdos no infectados
PAC1 LPMV PAC3 PACL  Qro/93/13 Mich/147/13 PACL A\ N
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Suero control neg. PAC1 PACL PAC3 Mich/147/2013 LPMV Qro/93/2013

Figura 13. Inmunodeteccidn de las proteinas recombinantes F1 y F2-1 del RVP. Las proteinas F1 y F2-1,
expresadas en P. pastoris, fueron reconocidas mediante Western blot utilizando sueros de cerdo infectados
con diferentes cepas de RVP (PAC1, PAC3, PAC4, LPMV, Qro/93/2013 y Mich/147/2013). a) En el caso de la
proteina F1, expresada por la cepa X-33-F1, se observé un reconocimiento especifico por parte de los sueros
positivos, mientras que no se observo sefial en los controles negativos, que incluyeron una cepa transforma-
da con el vector vacio pPICZaB y sueros de cerdos no infectados. b) Para la proteina F2-1, también se observd
reconocimiento por sueros positivos, aunque se detectaron dos bandas con pesos moleculares aproximados
de 53.5 kDa para F2-1y 43.5 kDa para F1, indicando una degradacién parcial de F2-1 bajo condiciones reduc-
toras del PAGE-SDS. Mientras que, en los controles negativos, correspondientes a la cepa transformada con
el vector vacio pPICZaB, no se observo sefial. Tomado de Siafiez Estrada [10].

Paralelamente, construy6 en el laboratorio cepas de P. pastoris productoras de la proteina F del
RVP cepa PAC1, mediante la clonacion de dos regiones génicas en el vector de expresion pPICZaB: la
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region F1 (correspondiente a los aa 129 al 489, con un peso molecular estimado de 41 kDa) yla region
F2-F1 (de los aa 23 al 489, con un peso aproximado de 53.5 kDa), ambas sin la regién transmembran-
al. Estas construcciones, denominadas pPICZa-F1 y pPICZa-F2-1, fueron integradas en el genoma
de la levadura P. pastoris cepa X-33, obteniéndose cepas con fenotipo Mut*, nombradas X-33-F1 y
X-33-F2-1. La expresion de la proteina F recombinante en ambas cepas fue confirmada mediante
analisis por Western blot, utilizando sueros de cerdo infectados con distintas cepas de RVP, lo cual
constituye el primer reporte que demuestra el reconocimiento de la proteina F en su forma recombi-
nante por anticuerpos generados durante la infeccidon natural (figura 13). Dichos resultados sugieren
que, al ser reconocida por diferentes sueros, la proteina F representa un gran candidato para estudios
de inmunogenicidad en modelos porcinos, y potencialmente ttil como antigeno en el desarrollo de
vacunas o en pruebas seroldgicas para la deteccion del virus [10].
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3. JUSTIFICACION

La enfermedad del ojo azul (EOA), causada por el Rubulavirus porcino (RVP), ha representado un
problema sanitario persistente en diversas regiones de la Republica Mexicana, provocando a lo largo
de los aflos importantes dafios reproductivos, respiratorios y neurolégicos en porcinos de todas las
edades, asi como una elevada tasa de mortalidad. Aunque existen vacunas disponibles en el mer-
cado, ninguna cuenta con evidencia cientifica sélida que respalde su eficacia, lo que ha evidenciado la
necesidad de desarrollar nuevos métodos de deteccion y prevencion. Ante este panorama, una de las
estrategias exploradas para disminuir la incidencia de infeccion ha sido la produccion de proteinas
recombinantes capaces de inducir una respuesta inmune protectora. Particularmente, la proteina HN
ha sido estudiada por su caracter inmunodominante; sin embargo, esta misma propiedad ha favoreci-
do la aparicién de variaciones genéticas en el virus que limitan su efectividad como antigeno univer-
sal, lo que ha impulsado la busqueda de otros blancos antigénicos mas conservados, como la proteina
E De esta manera, nuestro grupo de trabajo desarrollé una cepa recombinante de Pichia pastoris,
denominada X-33-F1, disenada para expresar el polipéptido recombinante F1 del RVP cepa PACI, la
cual fue reconocida por sueros de cerdo infectados con distintas cepas del virus, posicionandola como
un candidato prometedor para continuar con estudios de inmunogenicidad en modelos porcinos.

No obstante, aunque inicialmente se logré la purificacion del polipéptido F1 por Luis Ignacio
Sianiez Estrada en su tesis doctoral [10], durante la pandemia de COVID-19 (marzo-2020 a diciem-
bre-2022) la viabilidad de la cepa se vio comprometida debido a factores externos relacionados con
su almacenamiento a -80 °C.

Por lo que, la finalidad del presente trabajo fue confirmar que la cepa X-33-F1 atin conservaba su
capacidad para producir el polipéptido F1 y proceder a su posterior purificacion.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Producir el polipéptido F1 con la cepa productora X-33-F1 de Pichia pastoris y purificarlo mediante
cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados.

4.2. Objetivos especificos

o Producir el polipéptido F1 utilizando la cepa X-33-F1 de Pichia pastoris.

o Realizar la precipitacion del polipéptido F1 en el cultivo libre de células a través de la adicion de
sulfato de amonio para concentrar la proteina.

o Purificar el polipéptido F1 utilizando tres condiciones diferentes de cromatografia de afinidad

por iones metalicos inmovilizados, para determinar la condicién mas efectiva.
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5. MATERIAL Y METODOLOGIA

5.1. Expresion del polipéptido F1

Para la induccion del polipéptido F1 se partié de un pre-cultivo de 10 mL de la cepa X-33-F1 yde la
cepa control X-33 en medio YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa) crecidos du-
rante 48 h a 30 °C en agitacion constante. Posteriormente, los pre-cultivos se utilizaron para inocular
200 mL de medio BMGY (1% extracto de levadura, 2% peptona, 1.34% YNB, 0.0004% biotina, buffer
fosfato de potasio 0.1 M a pH 6 y 1% glicerol) en matraces de 500 mL para aumentar de biomasa. Los
matraces se incubaron por 24 h a 30 °C en agitacion constante. El medio BMGY se centrifugé a 6,000
rpm por 15 min a 4 °C, se decanta el sobrenadante y las células son resuspendidas en 200 mL de medio
BMMY (1% extracto de levadura, 2% peptona, 1.34% YNB, 0.0004% biotina, bufter fosfato de potasio
0.1 M a pH 6 y 1% metanol) e incubado en matraces de 500 mL a 30 °C en agitacion constante. Cada
24 h se alimenta el cultivo con metanol puro estéril al 1% (v/v) durante 8 dias para inducir la maxima
expresion del polipéptido F1, el cual es excretado al medio extracelular. Ademas, se mide absorbancia
en un espectrofotometro UV-VIS 1900 de SHIMADZU a 600 nm cada dia de induccidn, utilizando
una dilucion de 1:10.

Se toman alicuotas de 5 mL cada dia de induccién del cultivo X-33-F1, las cuales se centrifugan
a 10,000 rpm por 15 min a 4 °C. El medio libre de células (sobrenadante) se recolecta y se almacena
a-20°C.

5.2. Precipitacion con sulfato de amonio (NH,),SO,

Al octavo dia de induccidn, el medio BMMY es centrifugado a 6,000 rpm por 15 min a 4 °C. El pellet
celular se desecha, y el medio libre de células es precipitado con sulfato de amonio al 80% de satura-
cién, manteniéndolo en agitacion suave durante 1 h a 4 °C. A continuacion, se centrifuga a 6,000 rpm
por 30 min a 4 °C. Se desecha el sobrenadante y el precipitado se resuspende en aproximadamente 2
mL (100 veces concentrado) de buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 8. Mas tarde, los solubilizados
X-33-F1 y X-33 control se exponen a un proceso de dialisis.

Asimismo, las alicuotas de 5 mL de cada dia de induccion se tratan con sulfato de amonio al 80%
de saturacion, agitandose suavemente durante 30 min a 4 °C. Luego, se centrifugan a 10,000 rpm por
15 min a 4 °C, y el precipitado se resuspende en 50 pL de buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 8. Los

solubilizados 1-8 X-33-F1 son almacenados a -20 °C para su posterior cuantificacion.
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5.3. Dialisis del solubilizado proteico

Los solubilizados proteicos de la cepa control X-33 y de la cepa X-33-F1 se dializan toda la noche a
4 °C en agitacion constante, utilizando una bolsa de celulosa y un buffer fosfato de potasio 50 mM a
pH 8, en un volumen 50 veces mayor que el de los solubilizados. Transcurrido el tiempo, se realiza un
recambio de la solucién amortiguadora, dejandola por 2 h a 4 °C en agitacion suave. Los dializados se
recuperan y alicuotan en tubos Eppendorf con una jeringa para la determinacién de proteinas.

Por otro lado, las fracciones recolectadas de la cromatografia (no pegado, lavado y elucién) se
dializaron con buffer Tris-HCl 4 mM a pH 8, en un volumen 50 veces mayor, durante toda la noche a
4 °C con agitacion suave. Después, las fracciones se recuperan, se alicuotan en tubos Eppendorf de 1.5
mL y se congelan a -80 °C toda la noche para su liofilizacién al dia siguiente.

5.4. Determinacion de proteinas totales por el método de Sedmak y Grossberg [49]

En primer lugar, se desarrolla una curva de calibracién utilizando la albimina sérica bovina (BSA)
como proteina estandar a concentraciones de 2, 4, 7, 10 y 14 pg a partir de una solucion de trabajo
de 0.1 mg/mL de BSA. Para las muestras se tomaron 10 puL de cada dializado proteico (X-33 control
y X-33-F1) y de 5-10 uL de los solubilizados proteicos de cada dia de induccién (1-8 X-33-F1). Se
anadi6 agua Milli-Q estéril para completar 500 pL, seguido de 500 uL de solucién azul de Coomassie
G-250 al 0.06% en acido perclorico al 3% (w/v). Todos los tubos se dejaron reposar en la oscuridad
durante 10 min a temperatura ambiente, y se midio la absorbancia a 620 nm. El ensayo se llevé a cabo
por triplicado.

La curva de calibracion se construyd graficando las lecturas de absorbancia en el eje y frente a
las concentraciones de la proteina estandar (BSA) en ug en el eje x. Para la interpolacion, es funda-
mental que los valores obtenidos de absorbancia de cada muestra se encuentren dentro del rango de
la curva patrdn; de lo contrario, se realizé una dilucion para determinar el valor de proteinas totales

en ug/uL.
5.5. Concentracion de proteinas para PAGE-SDS

5.5.1. Precipitacion de proteinas con acetona
En tubos Eppendorf, se afladen 9 volimenes de acetona a un volumen de dializados proteicos (entre
100 y 300 pL). Luego, se incuban a -20 °C y se mezcla por inversion cada 30 min durante 2 h. En-
seguida, se centrifuga a 10,000 rpm por 15 min a 4 °C. Se decanta el sobrenadante y se deja secar el

precipitado por 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, el pellet se resuspende en 30 a 60 pL
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de buffer reductor 1X y se coloca en bafio maria a 100 °C por 5 min. Finalmente, se deja enfriar y se

almacena a -20 °C, o bien, se carga directamente en el gel para PAGE-SDS.
5.5.2. Liofilizacion

Las fracciones de cromatografia (no pegado, lavado y eluciéon), que fueron previamente dializadas y
congeladas a -80 °C, se colocan en un liofilizador Freeze Dryer 4.5 de LABCONCO. El liofilizador se
enciende a una temperatura de -50 °C y se mantiene a una presion de 25 micrones a lo largo de toda
la noche, o hasta obtener un polvo en el fondo del tubo. Mas tarde, el polvo es resuspendido en 15 pL
de buffer reductor 1X y colocado en bafio maria 5 min a 100 °C. Dejar enfriar y almacenar a -20 °C, o
bien, cargar directamente en el gel para PAGE-SDS.

5.6. Desnaturalizacion de proteinas para PAGE-SDS

Para los solubilizados proteicos de cada dia de induccién (1-8 X-33-F1), se preparé una dilucion
2:4 del equivalente a 10 pug de proteinas con bufter reductor 4X (8% SDS, 40% glicerol, 20% b-mer-
captoetanol, tris-HCI 0.25 M a pH 6.8 y una pizca de azul de bromofenol), asegurando una mezcla
homogénea. Posteriormente, las muestras se colocan en un bafio maria a 100 °C por 5 min, se dejan
enfriar y se almacenan a -20 °C, o bien, se cargan directamente en el gel de poliacrilamida.

5.7. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

Para preparar el gel de poliacrilamida en un equipo Mini-PROTEAN de Bio-Rad, se vertieron prim-
ero 4.5 mL del gel separador/corrida al 12% de acrilamida (tabla 1) en el molde, seguido de 500
uL de metanol puro o alcohol etilico al 70% para eliminar burbujas de aire. Una vez que el gel se
solidifico, se retird el metanol y se afiadié 1 mL del gel separador al 4% de acrilamida (tabla 2). Fi-
nalmente, se coloc6 un peine de 10 pozos. Ambos geles contienen un bufter Tris-HCI para mantener
el pH, dodecilsulfato sddico (SDS) como agente desnaturalizante, persulfato de amonio (PSA) como
iniciador de la polimerizaciéon y TEMED (N, N, N, N’-tetrametiletano-1,2-diamina) como acelera-
dor de la polimerizacion.

Se cargan las muestras y 3 pL del marcador de peso molecular PageRuler Plus de Thermo Fisher
Scientific en los pocillos del gel. Después, se hace la corrida en el gel concentrador a 80 V por 1 h,
o hasta que las muestras entren en el gel y se alineen correctamente antes de la separacion. Cuando
el frente de corrida se encuentre sobre la marca del gel separador, se aumenta el voltaje a 120 V por
aproximadamente 2 hrs. La electroforesis se lleva a cabo en buffer de corrida a pH 8.3 (tris-base 25
mM, glicina 192 mM y 0.1% SDS) para el paso de la corriente eléctrica y mantenimiento del pH.
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Tabla 1. Composicion del gel de poliacrilamida al 12%.

Gel separador/corrida (12%)

Reactivos Volumen (5 mL) Concentracion final
Agua tridestilada estéril 1.025 mL ---
Tris-HCI 1 M, pH 8.8 1.875 mL 0.375M
Bis/Acrilamida 30%, solucién 29:1 2mL 12%
SDS 10% 50 uL 0.1%
PSA 10% 50 uL 0.1%
TEMED 5uL 0.1%

Tabla 2. Composicion del gel de poliacrilamida al 4%.

Gel concentrador (4%)

Reactivos Volumen (3 mL) Concentracion final
Agua tridestilada estéril 1.790 mL ---
Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 750 uL 0.125M
Bis/Acrilamida 30%, solucién 29:1 400 uL 4%
SDS 10% 30 ul 0.1%
PSA 10% 30 ulL 0.1%
TEMED 3L 0.1%

5.8. Tincion con azul de Coomassie R-250

Mas tarde, el gel de poliacrilamida se sumerge durante toda la noche en una solucién de tefiido con
0.05% de azul de Coomassie R-250, 10% de acido acético glacial y 50% de metanol. En el siguiente
paso, se retira el exceso de color mediante una soluciéon de destefiido compuesta por 10% de acido
acético glacial y 50% de metanol, agitando por 40 a 60 min. Finalmente, el gel se lava con agua Milli-Q
estéril hasta eliminar el colorante residual.

5.9. Western blot (Inmunotransferencia)

Al concluir el PAGE-SDS, se llevé a cabo una transferencia semi-seca en un Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell de Bio-Rad, empleando una membrana Immobilon-P de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) con un tamaiio de poro de 0.45 pm. Primero, la membrana se corté al tamafo del gel y se ac-
tivo sumergiéndola en metanol durante 30 s. Después, se realizé un lavado de 5 min con agua Milli-Q
estéril, seguido de 10 min con el buffer de transferencia (BT), que consiste en 25 mM de tris-base,
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192 mM de glicina, 0.1% de SDS y 20% de metanol. Asi mismo, el gel de poliacrilamida se lavé en BT
durante 10 min.

Subsecuentemente, sobre el plato del sistema de transferencia se coloc6 un papel filtro previa-
mente humedecido por capilaridad con BT. Pronto, se dispuso la membrana, seguida del gel que con-
tiene las proteinas separadas. Finalmente, se colocé otro papel filtro humedecido encima, evitando la
formacion de burbujas. La transferencia se realizé a 0.3 A, 50 V durante 45 min. Al terminar, se lav la
membrana con agua Milli-Q estéril por 10 min y se tifid con una solucién roja de Ponceau (0.5% rojo
de Ponceau y 1% metanol) entre 25 a 30 s para visualizar las bandas de proteina. La eliminacién del
colorante se realiz6 mediante lavados de 10 min con agua Milli-Q estéril, repitiendo el proceso hasta
lograr su completa desaparicion.

A continuacion, se lavé la membrana con buffer TBS-Tween a pH 8 (tris-base 20 mM, NaCl 150
mM, 0.1% Tween-20) por 10 min. Posteriormente, se incub6 en una solucién de bloqueo compuesta
por 5% de leche descremada diluida en TBS-Tween, durante 1 h a temperatura ambiente o, alterna-
tivamente, durante toda la noche a 4 °C. Luego, se realizaron tres lavados con TBS-Tween, cada uno
de 10 min. Tras el lavado, la membrana se incubd en una dilucién 1:5000 del anticuerpo Anti-His
(C-Term)-HRP de Invitrogen, en buffer TBS-Tween, por 1 h a temperatura ambiente o, de nuevo,
durante toda la noche a 4 °C. Finalmente, se repitieron los tres lavados, cada uno de 10 min.

Para el revelado, se preparé una mezcla 1:1 de luminol y peréxido de hidrégeno (Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate), que se deposité sobre la membrana. Por tltimo, la mem-
brana se acomodo¢ entre dos hojas de acetato y se posicioné boca abajo sobre un escaner C-Digit Blot
Scanner LI-COR para visualizar la reaccion quimioluminiscente.

5.10. Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC-NTA-Ni)

Para la purificacion del polipéptido F1, se llevaron a cabo tres cromatografias utilizando diferentes
condiciones de buffer de unién (BU), lavado (BL) y elucién (BE), empleando una columna HisTrap
FF de Cytiva con una matriz de niquel (Ni**) inmovilizado en sefarosa. En este sistema, la etiqueta
de 6xHis del polipéptido interacciona especificamente con los iones metalicos de Ni**, facilitando la
separacion de F1 de otras proteinas no deseadas.

Primero, se prepararon 4 mL de dializado proteico (X-33-F1), incorporando NaCl en una con-
centraciéon de 0.3 a 0.5 M, de acuerdo con los buffers usados para cada condicién de cromatografia.
Ademas, el dializado se filtré a través de un filtro de 0.45 um para eliminar contaminantes.

Por otro lado, la columna se colocé en posicion vertical con un soporte universal y se procedié a
adicionar el siguiente orden de soluciones:
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Sanitizacion de la resina NTA-Ni:

3 VC de agua Milli-Q estéril.
0.5 VC de EDTA 0.05 M.

2 VCde NaCl 0.5 M.

3 VC de agua Milli-Q estéril.
2 VCde NaOH 0.2 M.

3 VC de agua Milli-Q estéril.

o oA g

Activacién de la resina NTA-Ni:

g. 0.5VCdeNiCl 2 M.

h. Incubar 5 min a temperatura ambiente.
i. 5VCdeNaCl0.5M.

j. 3 VCde agua Milli-Q estéril.

Equilibrio de la resina NTA-Ni:

k. 5VCde BU en las siguientes condiciones:
¢ Cromatografia 1: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8 y NaCl 0.3 M.
¢ Cromatografia 2: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8 y NaCl 0.5 M.
¢ Cromatografia 3: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8 y NaCl 0.4 M.
. Tapar la columna y dejar incubar en agitacion lenta durante 20 min a 4 °C.

Incubacion de la muestra:

m. Anadir 4 mL de dializado proteico.

n. Tapar la columna y dejar incubar en agitacion lenta durante 2 h a 4 °C.

0. Eluir el contenido de la columna y recolectar en fracciones de 2 mL correspondiente a la
etapa de no pegado (NP).

Lavado de la columna:

p. 8 VC de BL en las siguientes condiciones:
¢ Cromatografia 1: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8, NaCl 0.3 M e imidazol 10 mM.
¢ Cromatografia 2: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8 y NaCl 0.5 M.
¢ Cromatografia 3: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8, NaCl 0.4 M e imidazol 10 mM.
En esta cromatografia, se afiadieron 4 VC del BU y posteriormente 4 VC del BL.
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q. Eluir el contenido de la columna y recolectar en fracciones de 2 mL correspondiente a la
etapa de lavado (L).

Elucién de la columna:

r. 3 VCde BE en las siguientes condiciones:
¢ Cromatografia 1: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8, NaCl 0.3 M e imidazol 300 mM.
¢ Cromatografia 2: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8, NaCl 0.5 M e imidazol 500 mM.
¢ Cromatografia 3: buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 8, NaCl 0.4 M e imidazol 400 mM.
s. Eluir el contenido de la columna y recolectar en fracciones de 2 mL correspondiente a la
etapa de elucion (E).

Regeneracion de la resina:

t. 3 VC de agua Milli-Q estéril.

u. 0.5VCde EDTA 0.05 M.

v. 2VCdeNaCl0.5M.

w. 3 VC de agua Milli-Q estéril.

x. 2VCdeNaOH 0.2 M.

y. 3 VC de agua Milli-Q estéril.

z. 1.5 VC de etanol al 20% para conservar la columna a 4 °C.

Al finalizar, se mide la D.O. de las fracciones recolectadas a 280 nm, utilizando los buffers corre-

spondientes de cada etapa como blancos. Ademas, las fracciones se someten a didlisis, liofilizacion y
analisis por Western blot.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Cepa de Pichia pastoris productora de F1 (X-33-F1)

En este estudio se utilizo la cepa X-33-F1, construida en 2019 en el laboratorio por Luis Ignacio
Siafiez Estrada en su tesis doctoral [10]. Esta cepa contiene el ORF del gen foraneo, correspondiente
al polipéptido F1 de la proteina F del Rubulavirus porcino, en el genoma de la cepa X-33 de P. pastoris
mediante recombinacién homologa con el gen AOX1, lo que dio lugar a un fenotipo Mut* que permite
su crecimiento en presencia de metanol (figura 14).

5' pAOX1 c-myc His 6X Zeocina 5' AOX1oraoxi:ARG4 TT 3'

Figura 14. Integracion del ORF del gen F1 en el genoma de P. pastoris. Se muestra el fenotipo Mut* resul-
tante de la insercion del gen F1 por desplazamiento en el cromosoma 4 de P. pastoris. Tomado de la tesis de
Siafnez Estrada [10] y adaptado de Invitrogen [56].

Por otra parte, el ORF de gen FI, estd flanqueado en el extremo N-terminal por el factor o, un
péptido sefial que promueve la secrecion del polipéptido al medio extracelular. Asimismo, en el ex-
tremo C-terminal se encuentra una etiqueta c-Myc y un motivo de 6xHis, lo que facilita su recono-
cimiento como polipéptido recombinante y su posterior purificacion.

6.1. Induccidon con metanol de la cepa productora X-33-F1

La cepa productora X-33-F1 y la cepa control X-33 fueron cultivadas inicialmente en un medio con
glicerol como fuente de carbono, con el objetivo de obtener una cantidad significativa de biomasa
celular durante su fase media exponencial, pero antes de alcanzar la fase estacionaria. Esto permiti6
que, al sustituir su alimentacion del glicerol por metanol como fuente de carbono, se contara con un
nimero adecuado de células para favorecer una alta expresion del polipéptido recombinante F1.
Posteriormente, se evalud el crecimiento de las cepas, productora y control, en presencia de meta-
nol durante la fase de induccion para la produccion del polipéptido F1. La densidad optica fue medida
a lo largo del periodo de induccién del polipéptido recombinante F1, utilizando esta técnica como
un método indirecto para estimar la concentracion celular, donde un aumento en la densidad dptica
indica un aumento en la turbidez del medio, resultado del crecimiento y division de las células [50].
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Como se muestra en la figura 15, las células siguieron duplicindose durante los primeros tres
dias de induccién con metanol, aunque a un ritmo lento, dado que el metanol representa una fuente
de carbono de dificil acceso. A partir del cuarto dia, no se observé un crecimiento significativo, lo que
indicé que las células entraron en fase estacionaria, considerado un crecimiento tipico de levaduras
segun lo descrito por Karbalaei et al. [40]. Dado que la absorbancia se mantuvo casi constante el resto
de los dias (4 al 8) nos indicé que las células se encuentran viables metabdlicamente.
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Figura 15. Crecimiento celular con metanol de la cepa productora X-33-F1 y control X-33. Curva obtenida a
partir de cultivos de 200 mL, alimentados con metanol al 1% (v/v) a 30 °C en agitacion constante durante 8
dias. No se observaron cambios en la viabilidad de la cepa productora de F1 en comparacidn con la cepa no
transformada X-33.

Asimismo, se observd que tanto la cepa control X-33 como la cepa productora X-33-F1, someti-
das a las mismas condiciones durante los ocho dias de induccién, no presentaron diferencias en su
densidad celular. Ademas, se identificé el cambio de fase de crecimiento de exponencial a estacionaria
en ambas cepas. Esto nos sugiere que, al tener un tiempo de duplicacion similar, la expresién y pro-
duccion del polipéptido F1 en la cepa productora no altera la viabilidad de la levadura.
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6.2. Concentracion de proteinas durante la induccion con metanol del cultivo de la
cepa productora X-33-F1

Con el objetivo de conocer las proteinas presentes a lo largo de los ocho dias de inducciéon con meta-
nol, se tomaron muestras diarias de los cultivos. Dado que el polipéptido F1 producido contiene
un péptido senal (factor a) que promueve su secrecion al medio extracelular, se determinaron las
proteinas en el medio libre de células. Para ello, las muestras fueron sometidas a un proceso de pre-
cipitacion por sales, seguido de su recuperacion para posterior analisis.

La figura 16 nos muestra la curva de calibracion que se utilizé para la cuantificacion de proteinas
de nuestras muestras, observando una buena correlacion lineal entre la concentracion de proteina

estandar y la absorbancia medida, lo que valida la confiabilidad del método empleado.
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Figura 16. Curva de calibracion utilizando albumina sérica bovina (BSA) como proteina estandar. Se pus-
ieron 2,4,7,10y 14 ug de BSA y se realizd un ajuste lineal obteniendo una ecuacién de la rectay = 0.0198x +
0.0355 con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.9959. Método utilizado de Sedmak y Grossberg (1977) [49].

Paralelamente a la curva de calibracion, se cuantificaron las proteinas de nuestras muestras. En la
figura 17 se presenta la concentracion de proteinas totales, obtenida durante la induccién del polipép-
tido F1 durante los ocho dias con metanol. De forma general, se observé un aumento significativo en
los niveles de proteina desde el dia 1 hasta el dia 7, alcanzando una concentracion aproximadamente
tres veces mayor al séptimo dia. En el dia 8, se detecté una disminucion significativa en la concen-
tracion de proteinas, posiblemente atribuible al envejecimiento celular y la presencia de células no
viables. Con este resultado podemos considerar que un periodo de induccién de 7 dias con metanol

es suficiente para alcanzar una produccion éptima de proteinas.
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Cabe destacar que la secuencia que codifica para F1, al incluir el factor a de Saccharomyces
cerevisiae, no solo facilita la secreciéon del polipéptido recombinante al medio extracelular, sino que
también contribuye al aumento de la concentraciéon de proteinas en el sobrenadante del cultivo. Esto
se ha observado en trabajos de produccion de otras proteinas recombinantes en P. pastoris como lo
reporté Hartwing et al. [51] en la expresion de rLigANI y rLipL32 y Li et al. [52] en la produccién de
fitasa de Citrobacter amalonaticus.
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Figura 17. Concentracidn de proteinas totales durante la induccién con metanol. El grafico muestra la can-
tidad de proteinas totales durante 8 dias de induccion de la cepa X-33-F1. Determinado en el sobrenadante
de 5 mL de cultivo recolectado de un matraz de 200 mL.

6.3. Perfil de cadenas polipeptidicas durante la induccion con metanol del cultivo
X-33-F1, por electroforesis (PAGE-SDS)

Se llevo a cabo un analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(PAGE-SDS), con el fin de evaluar la variacion en los perfiles de cadenas polipeptidicas presentes
durante la induccién con metanol. Esta técnica permitié obtener una resolucion maés detallada de
las proteinas presentes en las muestras, facilitando tanto su identificaciéon como la observacion de
posibles cambios en su expresion a lo largo del tiempo.

Seguin se muestra en la figura 18, se observo un conjunto de bandas proteicas a lo largo de to-
dos los dias de induccion, siendo mds abundante el nimero de bandas los dias 6, 7 y 8. También se
identificé una banda mas intensa alrededor de 41 kDa, segun la referencia de las proteinas estandar
ubicadas en el carril izquierdo. Puesto que, el polipéptido F1 posee un peso molecular de ~41 kDa, la
presencia consistente de esta banda sugiere ser el polipéptido de F1 recombinante. Resultados pare-
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cidos fueron reportados previamente en nuestro laboratorio por Siafiez Estrada [10], lo cual respalda
esta observacion. Estos hallazgos sugirieren que la cepa productora que estamos utilizando sigue
expresando y produciendo proteinas.
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Figura 18. Cadenas polipeptidicas durante la induccion con metanol producidas en el medio de cultivo de
P. pastoris que expresa el polipéptido F1. Se presenta un gel de PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie, en
el que se cargaron 20 g de proteina correspondientes a los dias 1 al 8 de expresidn inducida con metanol.
M: marcador de peso molecular.

6.4. Identificacion del polipéptido recombinante F1 por Western blot

Para poder confirmar que la banda de proteina observada en el PAGE-SDS a la altura de 41 kDa es
F1, utilizamos la técnica de Western blot, basada en la identificacion de la etiqueta 6xHis ubicada en
el extremo C-terminal de F1, mediante un anticuerpo especifico Anti-His.

Con las condiciones precedentes obtenidas, se realizé un cultivo de 200 mL induciendo la cepa
productora X-33-F1 con metanol por 7 dias y corriendo al mismo tiempo un cultivo con la cepa con-
trol X-33. Luego, se trabajé con el medio libre de células, a partir del cual se precipitaron las proteinas,
se procedid a concentrar en una proporcion 1:100 y a dializarlos para su estudio.

En primer lugar, se corri6 un gel PAGE-SDS, que permitié observar la presencia de una banda
polipeptidica alrededor de 41 kDa. En la figura 19, se observa en el carril de la cepa X-33-F1 una
banda mas intensa en esta regién en comparacion con el carril de la cepa control X-33. Dicha ban-
da corresponde al peso molecular esperado del polipéptido F1, sugiriendo que podria tratarse de la
proteina de interés.
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Figura 19. Cadenas polipeptidicas de los concentrados y dializados proteicos de P. pastoris productora
(X-33-F1) y control (X-33). Se presenta un gel PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie, en el que se cargaron
100 pL de los dializados proteicos obtenido de las cepas. M: marcador de peso molecular.

Una vez confirmada la presencia de bandas polipeptidicas relevantes, se procedi6 con el analisis
por Western blot. Para esto, se hizo primero el PAGE-SDS, seguido de la transferencia de las proteinas
desde el gel hacia una membrana. La eficiencia de la transferencia de proteinas se verifico tifilendo
con Rojo de Ponceau, un colorante que se une a las proteinas a través de interacciones no especificas,
permitiendo visualizar las proteinas transferidas en la membrana.

La figura 20 nos muestra una transferencia uniforme de proteinas, destacando alrededor de 41
kDa una banda que posiblemente sea F1. Ademas, se compar6 una muestra de F1 dializada sin con-
centrar (s/c) con una muestra concentrada con acetona, evidenciando que la deteccién de proteinas
es mas eficiente en la muestra concentrada.

Finalmente, la deteccion especifica del polipéptido F1 se llevd a cabo utilizando un anticuerpo
(Anti-His), dirigido contra la etiqueta de 6xHis localizada en su extremo C-terminal. En la figura 21,
se visualizé una banda aproximadamente a 41 kDa en ambas muestras de la cepa productora X-33-F1.
Aungque la diferencia mas notable entre las muestras fue la intensidad de la sefal, siendo consider-
ablemente mayor en la muestra concentrada. En contraste, la sefial en el carril de la cepa control, al
ser difusa y sin una forma definida, asi como otras bandas observadas de mas de 45 kDa sugiere una
union inespecifica, probablemente atribuible a una cantidad elevada de anticuerpo, a un bloqueo in-
eficiente de la membrana, o bien que dichas proteinas tengan en su superficie dos histidinas cercanas,
capaces de interactuar débilmente con el anticuerpo Anti-His.

Este resultado de Western blot indica que las bandas detectadas a ~41 kDa en las muestras dial-
izadas de la cepa X-33-F1 corresponden al polipéptido F1.
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Figura 20. Membrana tefida con rojo de Ponceau de los dializados X-33-F1 y X-33 control. Se muestran las
proteinas tefiidas de color rojo en una membrana de PVDF, donde se cargaron 100 uL de los dializados prote-
icos de las cepas X-33-F1 y X-33 control, previamente precipitados con acetona, asi como 20 L del dializado
proteico de la cepa X-33-F1 sin concentrar (s/c). M: marcador de peso molecular.

kDa >

~250 >
~130 >

~100->
~70 >

~55->
~45>

~35>

~27>

i
~10> 1‘ - 2 '

Figura 21. Western blot de los dializados X-33-F1 y X-33 control. Sefial quimioluminiscente obtenida utili-
zando un anticuerpo anti-histidina. Se cargaron 100 pL de los dializados proteicos de las cepas X-33-F1y X-33
control, previamente precipitados con acetona, asi como 20 uL del dializado proteico de la cepa X-33-F1 sin
concentrar (s/c). M: marcador de peso molecular.
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6.5. Purificacion del polipéptido recombinante F1 por IMAC-NTA-Ni

Para la siguiente etapa del trabajo, se purifico el polipéptido F1 por cromatografia de afinidad por
iones metalicos inmovilizados (IMAC), una técnica ampliamente utilizada para la separacion de
proteinas en procesos de término, utilizando la interaccion entre proteinas con grupos funcionales
histidina e iones metélicos divalentes (Ni**, Cu?*, Zn?**, Co?**). En esta ocasion, utilizamos una resina
de Sepharose-NTA-Ni, ampliamente recomendada para purificar proteinas recombinantes que tienen
una etiqueta 6xHis, permitiendo una captura eficiente selectiva del polipéptido de interés.

En un principio, seguimos las condiciones previamente reportadas en nuestro laboratorio, descritas
en la tesis doctoral de Luis Ignacio Siafiez Estrada [10]. Sin embargo, no fue posible replicar los resulta-
dos reportados de la tesis de referencia, ya que durante la pandemia (2020-2021), aunque las cepas pro-
ductoras obtenidas se encontraban almacenadas a -80 °C, el ultracongelador present? fallas continuas
que provocaron elevaciones de temperatura, afectando la viabilidad o capacidad productora de las cepas.

Por lo anterior, tuvimos que buscar condiciones alternas para las etapas de pegado, lavado y
elucion de la F1 en la columna. Tras realizar una revision bibliografica, decidimos aplicar tres condi-
ciones diferentes para el proceso de purificacion.

La tabla 3 nos resume las condiciones utilizadas para la purificacion.

Tabla 3. Condiciones de purificacién de la F1 por IMAC-NTA-Ni.

Cromatografia Buffer de uniéon Buffer de lavado Buffer de elucion

Buffer fosfato de potasio 50 Buffer fosfato de potasio 50
Buffer fosfato de potasio 50
1 mM, pH 8 NaCl0.3Me mM, pH 8; NaCl 0.3 M e

mM, pH 8 yNaCl 0.3 M
imidazol 10 mM imidazol 300 mM

) . Buffer fosfato de potasio 50
Buffer fosfato de potasio 50 Buffer fosfato de potasio 50
2 mM, pH 8; NaCl0.5M e
mM, pH 8 y NaCl 0.5 M mM, pH; NaCl 0.5 M T
imidazol 500 mM

Buffer fosfato de potasio 50 Buffer fosfato de potasio 50
Buffer fosfato de potasio 50
3 mM, pH 8; NaCl 0.4 M e mM, pH 8; NaCl 0.4 M e

mM, pH 8 y NaCl 0.4 M
Imidazol 10 mM imidazol 400 mM

En el buffer de unién no se afadié imidazol, con el fin de evitar la competencia directa con los
motivos de histidina del polipéptido F1 durante su interaccion inicial con la resina. En dos de los
buffers de lavado se utilizé una baja concentracion de imidazol de 10 mM, para minimizar la unién
inespecifica de proteinas contaminantes sin comprometer significativamente la retencion del polipép-
tido de interés, que posee una etiqueta 6xHis. Para la etapa de elucidn, se emplearon concentraciones
de imidazol en un rango de 300 a 500 mM.
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En los cromatogramas presentados (figuras 22, 24, 26) se observa lo siguiente: a) fraccion NP
(no pegado), donde la mayoria de las proteinas presentes no se unen a la resina por la ausencia de
motivos de histidina, que son necesarios para la interaccion con el niquel en la columna; b) fraccion
L (lavado), la cual contiene las proteinas que no se retuvieron durante la etapa de carga, asi como
aquellas que tienen una unién débil con la resina; y c) fraccién E (elucidn), que muestra un aumento
en la absorbancia debido a la desorcion de las proteinas que si se unieron al niquel en la columna. Esta
desorcion es resultado del incremento en la concentracion de imidazol, que compite con los motivos
de histidina por los sitios de unién al niquel, desplazando asi al polipéptido de interés F1.

Dicho lo anterior, en la figura 22 se presenta el primer cromatograma de las fracciones de pu-
rificacién, obtenido con una concentracion de NaCl de 0.3 M en todos los buffers (unién, lavado
y elucién). Se observé un pico mayoritario al inicio, que corresponde a la proteina que no se pegd
a la resina (NP). Durante el lavado, se emple6 un buffer con 10 mM de imidazol, y se evidenci6 la
continua elucién de proteinas. Una vez que se observé que ya no eluyeran proteinas, se procedio a la
elucion con un buffer de 300 mM de imidazol obteniendo un pequeiio pico de proteinas. Con esto, el
resultado indicd que parte de la proteina que tenia afinidad por el niquel (correspondiente al polipép-
tido F1) se unio a la resina y fue eluida tras el incremento en la concentracién de imidazol.
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Figura 22. Perfil de elucion 1 de la purificaciéon de F1. Cromatograma de fracciones recolectadas cada 2 mL
en una columna con capacidad de 5 mL (Sepharose-NTA-Ni) cargada con 4 mL de dializado proteico X-33-F1.
NP: no pegado, L: lavado, E: elucién. Condiciones: BU=buffer fosfatos de potasio 50 mM, pH 8 + NaCl 0.3 M,
BL=BU + Imidazol 10 mM y BE=BU + Imidazol 300 mM.
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Para corroborar estos resultados se hizo un andlisis mediante PAGE-SDS y un Western blot para
confirmar la pureza y la identidad de F1.

En la figura 23a, se presenta un gel que incluye las tres fracciones de la purificacion, las cuales
fueron dializadas para eliminar sales y liofilizadas para permitir la cargar de mas proteina en el gel.
También, se incluyeron 50 uL precipitados con acetona de los dializados proteicos X-33 control y
X-33-F1 para comparacion. La banda que se observé en la elucién (E), con un tamafio aproximado
de 41 kDa, sugiere que podria corresponder al polipéptido F1. Mas tarde, esta banda fue analizada
por Western blot (figura 23¢), donde se detecté muy buena sefial para el dializado X-33-F1, pero no
para el carril de la elucién. Es posible que la transferencia del gel no haya sido 6ptima, como se ven en
la figura 23b, donde se observan bandas muy tenues en la membrana tefiida con rojo de Ponceau en
el carril de la muestra E. Otra posibilidad es que la concentracién de F1 obtenida en la elucién haya
sido muy baja, lo que habria afectado la deteccion del polipéptido de interés ya en el revelado con
anticuerpos Anti-His.
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Figura 23. Purificacién 1 del polipéptido recombinante F1. A) PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie que
muestra los dializados X-33 control y X-33-F1, asi como los volumenes de elucidn correspondientes a las frac-
ciones de purificacion: NP, Ly E. B) Membrana tefiida con rojo de Ponceau. C) Western blot de las fracciones
de purificacion. M: marcador de peso molecular.

En la figura 24 tenemos el segundo cromatograma, obtenido con una concentracién de NaCl
de 0.5 M en todos los buffers, se opté por no utilizar imidazol en el buffer de lavado y emplear 500
mM en el buffer de elucion. La estrategia se basé en que una alta concentracion de NaCl desde el
inicio podria reducir interacciones no especificas entre proteinas contaminantes y la columna. Al no
incluir imidazol durante el lavado, se buscé permitir la eliminacion de aquellos contaminantes que se
unieron débilmente.
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Figura 24. Perfil de elucién 2 de la purificacién de F1. Cromatograma de fracciones recolectadas cada 2 mL
en una columna con capacidad de 5 mL (Sepharose-NTA-Ni) cargada con 4 mL de dializado proteico X-33-F1.
NP: no pegado, L: lavado, E: elucion. Condiciones: BU=buffer fosfatos de potasio 50 mM, pH 8 + NaCl 0.5 M,
BL=BU y BE=BU + Imidazol 500 mM.

Por consiguiente, en la figura 24 se visualizaron dos picos en el cromatograma: uno al inicio,
correspondiente a la proteina que no se pegé a la resina (NP), y el segundo durante la etapa de elucién
(E), el que fue incluso mas alto que el primero. Esto sugiere que, al no haber aplicar imidazol duran-
te la etapa de lavado, algunas proteinas inespecificas permanecieron unidas a la columna y todas se
eluyeron junto con el polipéptido F1. El andlisis de PAGE-SDS y Western blot, en la figura 25a, mostré
precipitados con acetona con dos bandas intensas alrededor de ~41 kDa, probablemente correspon-
dientes a la F1, lo que se confirm¢é en la figura 25c. Si bien se detecté que la F1 sale también en la
fraccion de NP, su sefal sigue apareciendo en la fraccion de E, aunque no completamente pura. Por
ende, se concluyd que, a pesar de usar una alta concentraciéon de NaCl, como lo sugiere Yuliawati et
al. [53] en su estudio sobre la purificacién del factor estimulante de colonias de granulocitos humanos
en P, pastoris, el aumento de la fuerza iénica del medio no mejoré la pureza del polipéptido. De igual
forma, sumado a la ausencia de imidazol permitié6 que muchas proteinas inespecificas compitieran
por los sitios de union, lo que comprometio la selectividad del proceso y favorecié una pérdida parcial

de F1 durante los primeros lavados.
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Figura 25. Purificacidn 2 del polipéptido recombinante F1. A) PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie que
muestra los dializados X-33 control y X-33-F1, asi como los volumenes de elucidn correspondientes a las frac-
ciones de purificacién: NPy E. B) Membrana tefiida con rojo de Ponceau. C) Western blot de las fracciones de
purificacién. M: marcador de peso molecular.

Por ultimo, en la figura 26 se presenta el tercer cromatograma de las fracciones de purificacion,
obtenido con una concentraciéon de NaCl de 0.4 M en todos los buffers y 400 mM de imidazol en
el buffer de elucion. Para la etapa de lavado, se utiliz6 inicialmente el buffer de unién, seguido de la
adicion del buffer de lavado con una concentracion de 10 mM de imidazol. Dicho enfoque tuvo como
objetivo principal conservar el polipéptido recombinante al minimizar el riesgo de desorcién prema-
tura y permitir un control mas preciso sobre la elucién del polipéptido en comparacion con el ensayo
de cromatografia 2 (figura 24).

En la figura 26 se observo primero un pico alto de absorbancia al inicio del cromatograma,
correspondiente a la fraccién de NP, seguido de un aumento progresivo desde los ultimos lavados
en la etapa L hasta culminar en un pico alto en la etapa de elucién. No obstante, segiin el analisis
por PAGE-SDS e inmunotransferencia (figura 27), el lavado inicial de la columna sin imidazol en
los primeros mililitros parecié afectar la pureza del polipéptido F1 segun la figura 27a, ya que per-
mitié que proteinas inespecificas se unieran firmemente a la columna complicando su eliminacién en
etapas posteriores. De igual modo, esta condicién parecié contribuir a una pérdida del polipéptido
de interés, como se evidenci6 en la figura 27c, donde se detectd F1 en la fraccién de NP, pero no en la
fraccién de E.
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Figura 26. Perfil de elucién 3 de la purificacion de F1. Cromatograma de fracciones recolectadas cada 2 mL
en una columna con capacidad de 5 mL (Sepharose-NTA-Ni) cargada con 4 mL de dializado proteico X-33-F1.
NP: no pegado, L: lavado, E: elucion. Condiciones: BU=buffer fosfatos de potasio 50 mM, pH 8 + NaCl 0.4 M,
BL=BU + Imidazol 10 mM y BE=BU + Imidazol 400 mM.
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Figura 27. Purificacion 3 del polipéptido recombinante F1. A) PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie
mostrando los dializados X-33 control y X-33-F1 y volumenes de elucion correspondientes a las fracciones
de purificacion NP y E. B) Membrana tefiida con rojo de Ponceau. C) Western blot de las fracciones de purifi-
cacion. M: marcador de peso molecular.
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Como se observd, la purificacion del polipéptido F1, se llevo a cabo mediante tres experimen-
tos con condiciones variables en las concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) e imidazol. El NaCl
tiene como objetivo reducir las interacciones no especificas, aumentando la fuerza idnica del medio
y facilitando la elucion del polipéptido objetivo sin contaminantes. Ademads, al incrementar la fuerza
idnica, se mejora la solubilidad y estabilidad del polipéptido, lo que es crucial para evitar la precip-
itacion indeseada. Asimismo, el rango de 0.3 a 0.5 M de NaCl proporciona un equilibrio que permite
adaptarse a diferentes condiciones de purificacion [54].

Por otro lado, el imidazol actua como un competidor por los sitios de union al Ni** en el soporte
cromatografico, lo que lo convierte en un componente clave para lograr un equilibrio ptimo en su
concentracion. Concentraciones bajas permiten la retencion de proteinas con uniones mas débiles,
mientras que concentraciones altas favorecen una elucién mas rapida y eficiente, desplazando asi el
polipéptido de interés. El imidazol se incorpora generalmente en los bufters de lavado y elucién para
minimizar la unién de proteinas contaminantes, lo que aumenta la pureza de la proteina objetivo
con menos pasos de lavado [55]. No obstante, por lo observado en las cromatografias realizadas es
importante considerar la posibilidad de anadir imidazol al buffer de unién, especialmente en situ-
aciones donde se presentan dificultades en la unién del polipéptido, como las cromatografias 2 y
3, que mostraron una banda en las etapas de NP (figura 25 y 27). Esta situacion podria atribuirse a
una saturacién de la columna debido a un exceso de proteinas. De igual manera, se podria reducir o
eliminar el imidazol en los demas buffers y aumentar la cantidad de pasos de lavado y elucién para
mejorar la purificacion [55]. Aunque podria requerir mds tiempo y pasos adicionales para obtener el
polipéptido purificado.

Finalmente, la tinica condicion en la que se logré detectar el polipéptido F1 mediante Western
blot fue en la que se utilizé un buffer de unién con NaCl 0.5 M, un buffer de lavado con NaCl 0.5 M sin
imidazol, y un buffer de elucién con NaCl 0.5 M y 500 mM de imidazol (figura 25). No obstante, esta
purificacion tuvo cierta contaminacion y parte del polipéptido se perdié en la fraccién de no pegado
(NP). Aunque en la cromatografia 1 esta condicién parecia ser la mas adecuada para la purificaciéon
del polipéptido F1, no se observo sefal en la inmunotransferencia, posiblemente debido a una baja
concentracion de proteina, como ya se habia mencionado.

Aunado a lo anterior, Siafiez Estrada [10] reportd buenos resultados de purificaciéon bajo la pri-
mera condicién (buffer de unién con NaCl 0.3 M, buffer de lavado con NaCl 0.3 M + imidazol 30
mM y buffer de elucién con NaCl 0.3 M + 300mM), tal y como se obtuvo en el PAGE-SDS de la figura
23 del presente trabajo con una banda a una altura aproximada de 41 kDa. Por ello, se sugiere que
ademas de las condiciones de purificacion, la baja expresion del polipéptido podria deberse a una
disminucién progresiva en la produccion por parte de la cepa, incluso cuando se utilizé un cultivo

joven no mayor a 3 meses.
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7. CONCLUSION

En este trabajo se logré la producciéon y expresion del polipéptido F1 en forma soluble a partir de
la cepa recombinante X-33-F1 de Pichia pastoris, observandose un aumento progresivo durante un
periodo de 8 dias por PAGE-SDS.

Sellevé a cabo la precipitacion con sulfato de amonio del polipéptido F1 a partir del cultivo libre
de células para concentrar la proteina, confirmandose su presencia mediante un Western blot.

Se evaluaron tres condiciones de cromatografia diferentes para la purificacion del polipéptido
F1. En la condicion 1 (buffer de unién con NaCl 0.3 M, buffer de lavado con NaCl 0.3 M + imidazol
30 mM y buffer de eluciéon con NaCl 0.3 M + 300mM) se obtuvo una aparente purificacion de F1, pero
no se confirmo su identidad por Western blot.

La condicion 3 (buffer de unién con NaCl 0.4 M, buffer de lavado con NaCl 0.4 M + imidazol 30
mM vy buffer de elucién con NaCl 0.4 M + 400mM) no resulto efectiva, ya que la totalidad del polipép-
tido se detecté por Western-blot en la fracciéon de no pegado, ademas de mostrar en su PAGE-SDS
proteinas contaminantes.

La condicion 2 (buffer de unién con NaCl 0.5 M, un buffer de lavado con NaCl 0.5 M sin imid-
azol, y un buffer de elucién con NaCl 0.5 M y 500 mM de imidazol), permitié detectar el polipéptido
por Western-blot, aunque con proteinas contaminantes.

En conclusion, la cepa productora X-33-F1 actual puede estar afectada en su viabilidad y/o en
el correcto plegamiento de la estructura terciaria del polipéptido F1, debido a las fallas eléctricas que
comprometieron el funcionamiento del ultracongelador a -80 °C durante varios dias a lo largo de los
dos afios de pandemia, donde la temperatura se elevd considerablemente. Lo mds recomendable sera
volver a construir una nueva cepa productora, con el fin de garantizar la obtencién de cantidades
significativas de F1 y continuar con éxito este importante proyecto, orientado a su evaluacién como

vacuna en cerdos.
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ANEXOS (PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
Y SOLUCIONES)

Medio YPD

Para 100 mL:

1 g extracto de levadura

2 g peptona

2 g glucosa

2 g agar (en caso de hacer placas)

Disolver en 100 mL de agua Milli-Q estéril. Esterilizar por autoclave a 15 psi durante 15 min y alma-

cenar a 4 °C.

Medio BMGY

Para 100 mL:

1 g extracto de levadura

o 2 gpeptona

« 10 mL YNB 10X

200 pL biotina 500X

« 10 mL buffer fosfato de potasio 1 M, pH 6
o 10 mL glicerol 10X

Disolver el extracto de levadura y la peptona en 70 mL de agua Milli-Q estéril. Esterilizar por auto-
clave a 15 psi/15 min. En una campana de flujo laminar, afiadir el resto de los volimenes y almacenar
a4°C.
Medio BMMY
Para 100 mL:

« 1 gextracto de levadura

» 2 gpeptona

o« 10 mL YNB 10X
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200 pL biotina 500X

+ 10 mL buffer fosfato de potasio 1 M, pH 6

« 10 mL metanol 10X
Disolver el extracto de levadura y la peptona en 70 mL de agua Milli-Q estéril. Esterilizar por auto-
clave a 15 psi/15 min. En una campana de flujo laminar, anadir el resto de los volumenes y almacenar
a4°C.
Medio YNB 10X (13.4%)
Para 100 mL:

. 13.4g YNB

Disolver en 80 mL de agua Milli-Q estéril y aforar a 100 mL. Esterilizar por autoclave a 15 psi/15 min
y almacenar a 4 °C.

Biotina 500X (0.2%)
Para 100 mL:
« 200 mg biotina

Disolver en 100 mL de agua Milli-Q estéril. Esterilizar por filtracion utilizando un filtro de 20 pm y
almacenar a 4 °C.

Buffer fosfato de potasio 1 M
ParalL:

Solucidén 1

Reactivo: fosfato dipotasico
Férmula: K. HPO,

PM: 174.18 g/mol

. 87.09 gK HPO,
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Disolver en 300 mL de agua Milli-Q estéril y aforar a 500 mL.
Solucidén 2

Reactivo: fosfato monopotasico

Férmula: KH,PO,

PM: 136.09 g/mol

. 68.045 g KH,PO,

Disolver en 300 mL de agua Milli-Q estéril y aforar a 500 mL.
Mezclar la solucién 1y 2. Almacenar a 4 °C.

Buffer fosfato de potasio 1 M, pH 6
Para 500 mL:
Tomar 400 mL de buffer fosfato de potasio 1 M y ajustar el pH utilizando HCI concentrado si el pH

es mayor a 6,0 NaOH 5 N si el pH es menor a 6. Completar el volumen hasta 500 mL. Esterilizar por
autoclave a 15 psi/15 min y almacenar a 4 °C.

Glicerol 10X (10%)
Para 100 mL:

« 10 mL glicerol
o 90 mL agua Milli-Q estéril

Esterilizar por autoclave a 15 psi/15 min y conservar a temperatura ambiente.
Metanol 10X (10%)
Para 100 mL:

o 10 mL metanol puro
« 90 mL agua Milli-Q estéril

Esterilizar por filtracion utilizando un filtro de 20 um y almacenar en un frasco ambar a 4 °C.
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Bolsas de dialisis
Cortar bolsas de didlisis de membrana de celulosa de Sigma-Aldrich de tamafo adecuado usando
guantes. Hervir las bolsas en 800 mL de Na,CO, al 2% durante 1 h para eliminar compuestos azu-
frados y abrir los poros. Lavar con agua destilada hasta que el pH sea 7. Almacenar las bolsas en una
solucion de NaN, al 0.03% a 4 °C.
Carbonato de sodio al 2%
Para 800 mL:

+ 18 g carbonato de sodio (Na,CO,)
Disolver en 600 mL de agua Milli-Q estéril y aforar a 800 mL.
Azida de sodio al 0.03%
Para 500 mL:

« 0.15 g azida de sodio (NaN,)
Disolver en 500 mL de agua Milli-Q estéril y almacenar a 4 °C.
Buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 8
ParalL:
Mezclar 50 mL de buffer fosfato de potasio 1 M con 850 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH
utilizando HCI concentrado si el pH es mayor a 8, o NaOH 5 N si el pH es menor a 8. Completar el
volumen hasta 1 L y almacenar a 4 °C.

Colorante azul de Coomassie (0.06% azul de Coomassie R-250, 3% acido perclorico)

Para preparar la solucién de acido perclérico al 3%, es necesario realizar un volumen de 10 mL supe-
rior al requerido. Por lo tanto, en lugar de preparar 200 mL, se deben preparar 210 mL.

o 201 mL agua Milli-Q estéril
« 9 mlL acido perclérico al 70%
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o 0.12 g azul brillante G-250

NOTA: Se debe tomar en cuenta la concentracién del acido perclérico para realizar el ajuste de pure-
za requerido.

Mezclar suavemente el agua Milli-Q con el acido percldrico y disolver el colorante en aproximada-
mente 180 mL de solucion acida. Mantener la agitacion constante durante 30-40 min, o hasta que la
solucion adquiera una tonalidad lo suficientemente oscura como para impedir ver a través de ella.

A continuacion, filtrar la solucién utilizando papel filtro y anadir 20 mL de la solucién 4cida
para completar el volumen hasta 200 mL. Realizar la lectura en el espectrofotémetro, asegurando que
la absorbancia esté entre 1.3 y 1.5 a 465 nm. Almacenar en un frasco ambar a temperatura ambiente.

NOTA: En caso de que la absorbancia sea mayor a 1.5, afadir un poco mas de la solucién de acido
perclérico al 3% (de los 10 mL preparados en exceso). Si, por el contrario, la absorbancia es menor a
1.3, agregar una pizca de colorante hasta alcanzar los valores de absorbancia deseados.

Buffer reductor 4X (8% SDS, 40% glicerol, 20% b-mercaptoetanol, Tris-HC1 0.25 M
apH 6.8)

Para 10 mL:

0.8 g dodecilsulfato sédico (SDS)
4 mL glicerol

2 mL b-mercaptoetanol
2.5mL tris-HCI 1 M, pH 6.8

Mezclar bien la solucion y aforar a 10 mL con agua Milli-Q estéril. Hacer alicuotas de 1 mL en tubos
eppendorf, cubrirlos con papel aluminio y almacenar a -20 °C.

Tris-HC1 1 M, pH 6.8

Para 50 mL:

Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)aminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,

PM: 121.14 g/mol

o 6.057 g tris-base
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Disolver en 40 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH utilizando HCI concentrado. Completar el
volumen hasta 50 mL y almacenar a 4 °C.

Tris-HCl 1 M, pH 8.8

Para 100 mL:

Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)Jaminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,

PM: 121.14 g/mol

o 12.114 g tris-base

Disolver en 80 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH utilizando HCI concentrado. Completar el
volumen hasta 100 mL y almacenar a 4 °C.

Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8

Para 100 mL:

Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)aminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,

PM: 121.14 g/mol

e 6.057 g tris-base

Disolver en 80 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH utilizando HCI concentrado. Completar el
volumen hasta 100 mL y almacenar a 4 °C.

SDS (10%)
Para 50 mL:
« 5 g dodecilsulfato sodico (SDS)
Disolver por agitacion suave en 40 mL de agua Milli-Q estéril para evitar formacién de espuma. Si
es necesario, calentar ligeramente para facilitar la disolucién. Aforar a 50 mL y conservar a tempera-

tura ambiente.
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NOTA: El reactivo es nocivo para las vias respiratorias, se recomienda uso de cubrebocas.
PSA (10%)
Para 1 mL:
100 mg persulfato de amonio (APS)
Disolver en 1 mL de agua Milli-Q estéril y almacenar a -20 °C.
NOTA: Si se excede del peso, ajustar el volumen de agua. No se recomienda regresar el reactivo al envase.
Buffer de corrida 10X, pH 8.3
ParalL:
Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)aminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,
PM: 121.14 g/mol
Reactivo: glicina
Férmula: CH.NO,
PM: 75.07 g/mol
o 30.285 g tris(hidroximetil)aminometano (tris-base)
o 144.134 g glicina

+ 10 g dodecilsulfato sédico (SDS)

Disolver en 800 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH utilizando HCI concentrado si el pH es
mayor a 8.3, 0 NaOH 5 N si el pH es menor a 8.3. Completar el volumen hasta 1 L y almacenar a 4 °C.

Buffer de corrida 1X, pH 8.3 (tris-base 25 mM, glicina 192 mM, 0.1% SDS)
Paral L:

Mezclar 100 mL de buffer de corrida 10X con 900 mL de agua Milli-Q estéril y almacenar a 4 °C.
NOTA: La solucion puede utilizarse hasta 3 veces para corrimiento electroforético.
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Solucion de teitido (0.05% azul de Coomassie R-250, 10% acido acético glacial,
50% metanol)

Para 100 mL:
« 40 mL agua Milli-Q estéril
« 10 mL acido acético glacial
« 50 mL metanol puro

+ 0.05 g azul de Coomassie R-250

Agitar hasta que el colorante esté completamente disuelto. Filtrar la solucién con papel filtro y conser-

var en un frasco ambar a temperatura ambiente.
Solucion de destefiido (10% acido acético glacial, 50% metanol)
Para 100 mL:
« 40 mL agua Milli-Q estéril
« 10 mL acido acético glacial
« 50 mL metanol puro
Conservar en un frasco ambar a temperatura ambiente.
Buffer de transferencia (tris-base 25 mM, glicina 192 mM, 0.1% SDS, 20% metanol)
Para 500 mL:
Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)aminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,
PM: 121.14 g/mol
Reactivo: glicina
Férmula: CHNO,
PM: 75.07 g/mol
o 1.515 g tris-base
o 7.2 gglicina

« 0.5gSDS
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o 100 mL metanol puro

Disolver los polvos en 300 mL de agua Milli-Q estéril. Afadir el metanol, aforar a 500 mL y almacenar
a4°C.

Buffer TBS-Tween 0.1%, pH 8 (tris-base 20 mM, NaCl 150 mM)
Para 500 mL:
Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)aminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,
PM: 121.14 g/mol
Reactivo: cloruro de sodio
Formula: NaCl
PM: 58.44 g/mol
o 1.211 g tris-base
» 4.383 g NaCl

e 500 pL tween-20

Disolver los polvos en 400 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH utilizando HCI concentrado.
Completar el volumen hasta 500 mL, afiadir el Tween-20 y almacenar a 4 °C.

Solucion de bloqueo (5% leche descremada)
Para 50 mL:

o 2.5 gleche descremada
o 50 mL TBS-Tween

Disolver completamente la leche en vortex.

NOTA: La solucién de bloqueo se prepara cuando requiera ser utilizada.
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Tris-HCl 4 mM, pH 8

Para 500 mL:

Reactivo: tris-base o (tris(hidroximetil)aminometano)
Férmula: (HOCH,),CNH,

PM: 121.14 g/mol

o 242.28 mg tris-base

Disolver en 500 mL de agua Milli-Q estéril. Ajustar el pH utilizando HCI concentrado y almacenar
a4°C.

Buffer de union, pH 8

Para 100 mL:

Reactivo: cloruro de sodio

Férmula: NaCl

PM: 58.44 g/mol

Cromatografia 1 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.3 M)
« 1.753 g NaCl

Cromatografia 2 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.5 M)
« 2922 g NaCl

Cromatografia 3 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.4 M)
« 2.338 g NaCl

Mezclar 5 mL de buffer fosfato de potasio 1 M con 85 mL de agua Milli-Q estéril y disolver el polvo.

Ajustar el pH utilizando HCI concentrado si el pH es mayor a 8, 0 NaOH 5 N si el pH es menor a 8.
Completar el volumen hasta 100 mL y almacenar a 4 °C.
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Buffer de lavado, pH 8
Para 100 mL:

Reactivo: cloruro de sodio
Férmula: NaCl

PM: 58.44 g/mol

Reactivo: imidazol
Férmula: CH N

37747 2

PM: 68.077 g/mol
Cromatografia 1 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.3 M, Imidazol 10 mM)

« 1.753 g NaCl
o 68.077 mg imidazol

Cromatografia 2 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.5 M)
o 2922 g NaCl
Cromatografia 3 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.4 M, Imidazol 10 mM)

» 2.338 g NaCl
» 68.077 mg imidazol

Mezclar 5 mL de buffer fosfato de potasio 1 M con 85 mL de agua Milli-Q estéril y disolver los polvos.
Ajustar el pH utilizando HCI concentrado si el pH es mayor a 8, 0 NaOH 5 N si el pH es menor a 8.
Completar el volumen hasta 100 mL y almacenar a 4 °C.

Buffer de elucion, pH 8

Para 100 mL:

Reactivo: cloruro de sodio

Férmula: NaCl
PM: 58.44 g/mol
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Reactivo: imidazol
Férmula: CH N

3774 2

PM: 68.077 g/mol
Cromatografia 1 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.3 M, Imidazol 300 mM)

« 1.753 g NaCl
» 2.042 g imidazol

Cromatografia 2 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 500 mM)

. 2922 gNaCl
 3.404 g imidazol

Cromatografia 3 (buffer fosfato de potasio 50 mM, NaCl 0.4 M, Imidazol 400 mM)

o 2.338 g NaCl
o 2.723 g imidazol

Mezclar 5 mL de bufter fosfato de potasio 1 M con 85 mL de agua Milli-Q estéril y disolver los polvos.

Ajustar el pH utilizando HCI concentrado si el pH es mayor a 8, 0 NaOH 5 N si el pH es menor a 8.
Completar el volumen hasta 100 mL y almacenar a 4 °C.
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