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Resumen

El virus de la diarrea epidérmica porcina (vDEP) es un virus reemergente que se encuentra en México y en
distintos paises, ocasiona vémito y diarrea acuosa en cerdos y tiene una alta tasa de mortalidad en
lechones. La proteina de membrana M del vDEP es el componente mas abundante de la envoltura viral.
La proteina M juega un papel central en la morfogénesis y ensamblaje del virus a través de interacciones
proteicas de tipo M-M, M-Spiga (S) y M-nucleocapside (N). Se sabe que la proteina M induce anticuerpos
protectores en cerdos y participa en la respuesta antagénica del sistema antiviral celular coordinado por
la via del interferdn tipo | y tipo lll. Por sus caracteristicas de la proteina M en este trabajo se decidié clonar
la proteina M en el vector de expresion pPICZa-B para su posterior expresion en el sistema de levadura de
P. pastoris. La estructura 3D de la proteina vDEP M auln se desconoce. El presente trabajo presenta un
modelo 3D predicho de la proteina M generada usando el protocolo de Robetta. El modelo de proteina M
estd organizado en una region transmembranal y una globular. El modelo 3D obtenido de la proteina vDEP
M se compard con modelos 3D de la proteina SARS-CoV-2 M creados con redes neuronales y con modelos
iniciales basados en aprendizaje automatico creados con trRosetta. El modelo 3D del presente estudio
predijo cuatro epitopos de células B lineales (los péptidos RSVYNASSGTG y KHGDYSAVSNPSALT son dignos
de mencidn), seis epitopos de células B discontinuos, cuarenta epitopos de células T de unién débil y
catorce de unidn fuerte en la proteina CV777 M. Se observd un alto grado de conservacion de los epitopos
predichos en la proteina M entre diferentes cepas de vDEP aisladas en distintos paises. La energia de union
in silico entre los epitopos predichos de la proteina M de vDEP vy las moléculas de MHC-I porcina oscild
entre -7.8 y -5.5 kcal/mol. Los datos obtenidos sugieren que la proteina M podria ser una potencial
candidata para el desarrollo de nuevos tratamientos o estrategias que activen mecanismos celulares
protectores frente a enfermedades virales.
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Introduccion

Los coronavirus (CoV) infectan una gran cantidad de organismos causando enfermedades respiratorias e
intestinales tanto en humanos como en animales y tienen un alto impacto en la salud y en la economia en
cada emergencia y reemergencia ocurrida. Tal es el caso del virus de la diarrea epidémica porcina (DEP)
gue se encuentra en diferentes paises y de SARS-CoV-2 causante de la pandemia iniciada en 2019. En la
busqueda de la explicacion de la alta capacidad de los coronavirus para invadir a varias especies, la evidencia
filogenética ha demostrado que los murciélagos y los roedores sirven como fuente genética de la mayoria
de los alfa-CoV y beta-CoV, mientras que las aves son el principal reservorio de gamma-CoV y delta-CoV,
las cuales son especies que por sus caracteristicas fisicas, permiten la trasferencia viral a otras especies (1).
La mayor diversidad genética se encuentran en los coronavirus de murciélagos, con respecto a los de las
demas especies, por lo que puede considerarse que son los reservorios naturales de esta clase de virus (2).
La diversidad de coronavirus es el resultado de la poca fidelidad de la ARN polimerasa, |a alta frecuencia de
recombinacion de ARN homodlogo vy los genomas grandes de los coronavirus.(3). Con el nimero creciente
de coronavirus, se han observado, cada vez maés, coronavirus estrechamente relacionados de animales con
parientes mas lejanos, que fueron el resultado de saltos interespecie y pueden ser la causa de brotes
desastrosos de enfermedades zoondticas (4). En este sentido, se ha demostrado que los CoV de murciélagos
tienen un potencial zoondtico asi como un alto potencial de recombinacién lo que podria favorecer la
aparicion de nuevos CoV que sean mas transmisibles o mortales en los seres humanos, animales domésticos
o de crianza y que tengan un alto impacto en la economia (5). Actualmente el vDEP ha remergido en
diferentes paises, entre ellos México, y, aunque se han desarrollado biolégicos y medicamentos para su
control, estos tratamientos parecen ser cada vez menos eficientes en el tratamiento contra el vDEP (6), por
lo que actualmente la comunidad cientifica se encuentra en la investigacion y desarrollo de nuevos
procedimientos para el tratamiento de infecciones producidas por coronavirus. En este trabajo se investiga
de manera in silico el potencial inmunoldgico de la proteina M para su futura investigacion como biolégico
de una vacuna multivalente, ademas, de realizar un modelo 3D de la proteina para futuras investigaciones

I.I Importancia de la industria porcina en el planeta y en México

La carne de cerdo es la mds consumida en el mundo a pesar de algunas restricciones culturales y religiosas.
La produccion global de carne de cerdo se concentra en un 75% en solo 3 regiones, China, la Unidn Europea
y Estados Unidos. México representa solo el 1.1% de la produccion mundial de carne de cerdo y es el
segundo importador mas grande del mundo, ya que representa el 9% de las transacciones de cerdo en el
ambito internacional (7). La carne de cerdo ha mantenido su costo en los Ultimos afios, a pesar del
incremento que se ha realizado sobre los precios a lo largo del tiempo, su costo no ha aumentado en una
tasa tan alta como la carne de pollo y de res (OECD-FAQ, 2018 OECD-FAO Agricultural Outlook 2017-2026
and 2018-2027). En 2017 el consumo mundial de carne per capita se estimé en 34.3 kg, para el afio 2026
se estima que sea de 34.6 Kg, para México el consumo per capita es de 12 Kg. En México la produccion de
carne de cerdo representa una quinta parte de la produccién nacional de carne, con un aumento anual del
2.1%; sin embargo, el consumo de esta carne también ha aumentado, lo que ha generado un aumento en
la importacién de carne, lo que representa un 45% del total de consumo de carne, Estados Unidos es el
principal exportador de carne para México (COMECARNE, 2017 https://comecarne.org/compendio-

estadistico-2017/). La produccién nacional de carne de cerdo se concentra en solo 6 estados (Jalisco,
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Sonora, Puebla, Yucatan, Veracruz y Guanajuato), que representa el 76% de la demanda y el consumo de
carne se concentra en 5 estados (Estado de México, CDMX, Veracruz, Jaliscoy Puebla) y representa el 51.3%
del consumo total (7) (8). La produccion de cerdos incluye las etapas de gestacion, destete, pre-engorde y
engorda, algunas granjas llevan a cabo las diferentes etapas en diferentes tiempos y sitios claramente
diferenciados para garantizar una mejor eficiencia alimenticia y un mejor control de sanidad. Los
indicadores de productividad en las diferentes etapas son desfavorables para México. Las carnicerias
representan el 55% de las ventas de la produccién nacional de carne, los mercados el 21% y los
supermercados el 11% (9).

Il Principales infecciones que afectan la produccién porcina

Existen diferentes patégenos que afectan a los cerdos en diferentes etapas de vida, provocan diferentes
enfermedades y sintomas, con tasas de mortalidad variables y de ordenes diferentes, algunos de estos
patdgenos se han esparcido por casi todo el mundo (10). En la revisién bibliografica realizada por Kimberly
Vanderwaal y John Deen se reportaron hasta 40 patégenos de cerdo los cuales incluyen 16 virus, 15
bacterias, 8 parasitos y 1 protozoario (10). Entre los patdgenos mas importantes se encuentran el virus que
provoca el sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), una de las enfermedades porcinas mas
importantes desde el punto de vista econdmico, a la industria porcina de los Estados Unidos le cuesta al
menos $600 millones de ddlares anuales (11). El agente etiolégico de esta enfermedad es el virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es un virus de ARN de cadena positiva, que pertenece
al orden Nidovirales y a la familia Arteriviridae (12). Otra enfermedad de importancia es la ascariasis,
causada por Ascaris suum, un nematodo esparcido por todo el mundo es una de las enfermedades
parasitarias mas comunes de los cerdos transmitidas por el suelo. Esta enfermedad conduce a grandes
pérdidas econdmicas para la industria porcina como consecuencia de la reduccion de peso del cerdo y una
baja eficiencia de conversion alimenticia en los cerdos (13). La peste porcina africana (ASF) es una
enfermedad viral que afecta a los cerdos, conduce a una alta mortalidad en cerdos, causa importantes
pérdidas econémicas que son inevitables en ausencia de una vacuna efectiva y los métodos disponibles para
el control de enfermedades son la cuarentena del drea afectada y el sacrificio de los animales infectados, la
ASF es causada por el virus ASF, un virus de ADN de doble cadena, Unico miembro de |la familia Asfarviridae
y el Unico virus de ADN transmitido por artrépodos (14). Streptococcus suis es uno de los patégenos mas
importantes en la industria porcina que causa septicemia y meningitis en los cerdos infectados,
adicionalmente, es de relevancia este patégeno bacteriano debido a que es capaz de infectar a humanos,
distribuido actualmente en casi todo el mundo y con miles de casos reportados hasta la fecha de personas
infectadas por contacto con algun cerdo contagiado (15). Senecavirus A (SVA) es el Unico miembro del
género Senecavirus dentro de la familia Picornaviridae descubierto en el afio 2002. Este virus provoca
erosiones y vesiculas en la piel, la cavidad oral y el hocico. El virus posee un genoma de ARN de cadena
sencilla positiva de aproximadamente 7.3 kb. Se ha reportado la mayoria de casos de estos cerdos en
Estados Unidos y Brasil (16). Circovirus porcino tipo 2 (PVC2), Virus de la influenza de cerdo (SIV),
Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) y Mycoplasma hyopneumoniae (MHYO) son patdgenos que infectan
a cerdos ocasionando el complejo de enfermedad respiratoria porcina, una de las enfermedades
mayormente responsables de pérdidas econdmicas a la industria porcina alrededor del mundo. La
combinacién de estos patdgenos infectando simultdneamente al cerdo se ha visto que sufren el complejo
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de enfermedad respiratoria, que aumenta la mortalidad de los cerdos enfermos (17)(18)(19). El
deltacoronavirus porcino (PDCoV), el virus de la diarrea epidémica porcina (vDEP), el coronavirus
respiratorio porcino (PRCV) y el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV), son todos coronavirus que
infectan a cerdos, todos pertenecen a la familia de los Coronaviridae, el VDEP y el TGEV pertenecen al
género de los alfacoronavirus, mientras que el PDCoV al género deltacoronavirus, todos poseen un genoma
de ARN de cadena sencilla positiva. Estos virus se caracterizan por ser emergentes y reemergentes, afectan
principalmente a lechones neonatales, causando diarrea acuosa, vomito, deshidratacién y tienen una alta
mortalidad, los coronavirus han afectado a la industria porcina en diferentes paises y en diferentes épocas
debido a su reemergencia. El PDCoV se detectd por primera vez en 2012 en Hong Kong y posteriormente
en 2014 en Estados Unidos. El TGEV fue reportado por primera vez en 1964 en los Estados Unidos y
posteriormente en Europa y Asia. El PRCV fue detectado en Bélgica, se consideraba que proviene del TGEV
por su alto porcentaje de identidad nucleotidica, sin embargo, la eliminacién de una secuencia significativa
del gen de la proteina S entre el PRCV y el TGEV es lo que sirve para diferenciar entre estos dos virus (20)
(21). El vDEP generd en Estados Unidos una reduccion en la cantidad lechones entre los afios 2013 y 2014
(22). Elinventario anual de produccion porcina de Estados Unidos sufrié cambios en el afio del VDEP (2014),
la totalidad de sacrificios de cerdos comerciales en el afio 2014 tuvo un 4.64% (5201000 cerdos) de
decremento en comparacion con el afio 2013, ademads, hubo un decremento del 2.68% (13385500 libras)
en la cantidad de libras exportadas en el afio 2014 en comparacién del 2013 (22). En el afio del vDEP la
industria porcina de Estados Unidos perdid millones de délares debido a los cambios econdmicos en esta
industria generados por la aparicién del vDEP (23).

I.Ill Diarrea epidémica porcina

La diarrea epidémica porcina (DEP) es una enfermedad econdmicamente importante que afecta cerdos en
todas las edades, esta enfermedad estd caracterizada por presencia de diarrea, vomito y deshidratacion,
tiene una tasa mas alta de mortalidad en lechones neonatales que en cerdos adultos (24), el agente causal
de esta enfermedad es el virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP), el cual es un virus de genoma de
ARN de cadena sencilla positivo, perteneciente al género alfacoronavirus en la familia Coronaviridae del
orden Nidovirales. El primer reporte de este virus fue en Inglaterra, realizado por Wood en 1977, en el que
se describe un nuevo aparente sindrome de la diarrea epidémica porcina (25). En 1978 Pensaert & de Bouck,
ubicados en Bélgica, fueron los primeros cientificos que evidenciaron que el vDEP era un virus diferente de
los otros dos coronavirus conocidos en esa época, el TGEV y el virus de encefalomielitis hemaglutinante,
desde entonces se utilizé el nombre de diarrea epidémica porcina vDEP (26). Durante la década de los
ochenta, el virus aparecio en diferentes paises de Europa, en Paises Bajos (27), Hungria (28), nuevamente
en Inglaterra en 1999 (29), en Italia en 2005 (30). El primer reporte en Asia fue en 1982, el cual ha tenido
desde ese entonces un gran impacto econdmico debido a su ocurrencia, y ha involucrado paises como China
(31), Tailandia (32), Japdn (33) y Corea del sur (34). En 2013 el virus llegd a Estados Unidos, el cual se
esparcio rapidamente por todo el pais causando pérdidas econdémicas importantes, infectando a cerdos de
todas las edades, posteriormente el virus se esparcié por Canadd y México (35). En Mayo de 2014 el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) reconocié la presencia de vDEP en
México, confirmacién realizada mediante el aislamiento y deteccidon molecular del virus en cerdos con
sefiales de la enfermedad (36) (37). En México se han estudiado cepas de 15 estados del pais (CDMX,
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Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Sonora, Tlaxcala y Veracruz (llustracién 1), los cuales han reportado brotes entre 2013 y 2018 (38) (39).

=PUEBLA 14.7% (10)

= QUERETARO 5.9% (4)
JALISCO 5.9% (4)
EDO. DE MEXICO 4.4% (3)
SAN LUIS POTOSI 2.9% (2)

= VERACRUZ 1.5% (1)

= TLAXCALA 1.5% (1)

= SONORA 1.5% (1)

= MICHOACAN 1.5% (1)

= GUANAJUATO 1.5% (1)

llustracién 1. Mapa de la distribucion del vDEP en México (38).

I.IV Virus de la diarrea epidémica porcina

Ensayos sobre las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas del vDEP demostraron que es estable entre 4 y
50°C, el virus es completamente inactivado a pH menor a 4 y mayor a 9 (40). Pospischil y colaboradores
demostraron que diferentes desinfectantes son capaces de inactivar al vDEP, entre ellos se encuentran
Virkon S un agente oxidante, detergentes idnicos, cloroformo, entre otros (41). Para el aislamiento del virus
mediante cultivo celular se han utilizado dos lineas celulares de rifion de mono verde africano (células Vero
y células MARC-145), estas lineas celulares permiten el aislamiento y la propagacion serial del vDEP, los
medios son suplementados con la proteasa tripsina, la cual juega un papel importante en la entrada celular
y liberacién del virion del vDEP (42). Los efectos citopaticos derivados de la infeccién de VDEP consisten en
la vacuolacion y formacién de sincitios (40). El genoma del vDEP se completd en el 2001, consiste de 28 Kb
de largo, dos tercios del genoma codifican para proteinas no estructurales y un tercio para proteinas
estructurales (43). En aflos posteriores se completaron genomas de diferentes cepas vDEP aisladas en
distintos paises como China (44), (45) y Corea (46). Alineamientos de genomas de las diferentes cepas de
vDEP secuenciados hasta ese momento demostraron que estaban mayormente relacionados con el alfa-
coronavirus de murciélago, lo que sugiere una trasmision inter-especies entre el murciélago y el cerdo (47),
(37). La transmisién del vDEP se da mediante la ruta fecal-oral, ademads, las particulas virales contenidas en
el aire de un lugar con cerdos positivos a vDEP pueden infectar a otros cerdos sin llegar por la ruta fecal, lo
que posibilita aun mas la transmisidén de este virus (48). Excreciones diarreicas, vomito y otros fomites
contaminados como remolques de transporte (49) y comida (50) son medios de transmision del virus.
Estudios en los cuales han detectado el ARN del vDEP en muestras de leche contaminadas de cerdas madres
sugieren que podria ser otro medio por el cual puede transmitirse el virus (45). El vDEP tiene tropismo por
los enterocitos vellosos del intestino delgado del cerdo, este tejido se caracteriza por que expresan grandes
cantidades de aminopeptidasa N (APN), una proteina transmembranal glicosilada, la cual se ha identificado
como receptor celular para el vDEP (46). El vDEP es citolitico y causa necrosis aguda en los enterocitos
infectados, lo que lleva a una atrofia vellosa marcada en el intestino delgado, que provoca la diarrea acuosa
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caracteristica de los cerdos infectados (51). También se ha demostrado que el vDEP es capaz de infectar y
de replicarse en macroéfagos alveolares porcinos (52), esto proporciona nuevos conocimientos sobre la
patogénesis y abre la pauta para pensar si existen algun otro drgano donde el virus pueda infectar y
reproducirse. La membrana viral de los coronavirus contiene tres grandes proteinas estructuras, la
glicoproteina S o espicula, que forma los pepldmeros de 15 a 20 nm, encontrados en la envoltura viral, la
glicoproteina transmembranal M y la proteina de la nucleocdpside fosforilada interna N. Existe ademads una
pequefia proteina transmembranal E y una proteina de envoltura adicional con funciones de
hemaglutinacion y esterasa HE (53). Los coronavirus son pleomoérficos frecuentemente esféricos de 80 a
220 nm. El genoma de los coronavirus es de ARN de cadena sencilla positiva, con un cap en el extremo %,
mientras que el extremo 3’se encuentra poliadenilado. La expresion de genes individuales ocurre a través
de la produccion de conjuntos de ARNm anidados, todos comparten la misma secuencia del extremo 5°. El
genoma de los coronavirus posee entre 7 y 14 marcos de lectura abiertos. Desde el extremo 5/, el gen 1,
gue ocupa dos tercios del genoma completo del virus, cerca de 20 a 22 kb de largo, el cual se compone de
dos marcos de lectura traslapados, el 1ay el 1b que funcionan colectivamente para la expresion de la ARN
polimerasa viral, mientras que el resto del genoma codifica a las proteinas estructurales S, E, My N (54).
Los ORF 1ay 1b son traducidos en dos poliproteinas, idénticas en su extremo N terminal pero diferentes en
el extremo C terminal debido a la extensiéon generada por un cambio de marco, estas poliproteinas son
precursores de proteinas utilizadas en el proceso de transcripcién y replicacion. Todos los coronavirus
producen una proteasa similar a la quimotripsina llamada MP™ o 3CLP™ debido a su parecido con la proteasa
3C de picornavirus. Estas proteasas procesan la poliproteina para producir hasta 16 proteinas no
estructurales con diferentes funciones. El ORF 1b codifica la ARN polimerasa dependiente de ARN y una
helicasa (55). Existe otro marco de lectura abierto que codifica una proteina estructural. El ORF 3a codifica
una proteina O-glicosilada capaz de unirse a las proteinas N, My S, lo que sugiere un papel en la biogénesis
viral (56).

La primera interaccion de la particula viral con la célula hospedera es mediante la proteina S cuyo dominio
de unidn al receptor se encuentra en la mitad del extremo N-terminal, mientras que la mitad del extremo
C-terminal de esta proteina posee actividad fusogénica y estd anclada a la membrana celular, permite la
fusion de la envoltura viral con la membrana, posteriormente, la nucleocdpside viral se libera en el
citoplasma (57). El primer paso de la replicacién viral consiste en la traduccion de los dos marcos de lectura
abiertos largos, los ORFs 1ay 1b, a partir del genoma de ARN viral que sirve como ARNm, cada ORF codifica
unidades para la ARN polimerasa dependiente de ARN, una vez ensamblada la ARN polimerasa, esta genera
toda la cadena de ARN positiva en una cadena negativa de ARN. A partir de la cadena negativa ARN, la ARN
polimerasa viral transcribe toda la cadena sencilla positiva de ARN, ademas, transcribe un conjunto anidado
de ARNm subgendmicos superpuestos en el extremo 3'-coterminal (58). Cada ARNm difiere en longitud
pero comparte secuencias comunes en el extremo 3"y alrededor de 70 nucledtidos en la secuencia lider 5,
solo la regién que no comparten entre los grupos de ARNm es la region que se traducird en proteina viral
(43). Para el proceso de maduracién y ensamblaje del virus, la proteina S es insertada cotraduccionalmente
en el reticulo endopldasmico rugoso (RER) y glicosilado con N-glicanos, la proteina S forma trimeros antes de
ser exportada fuera del reticulo endoplasmatico y es entonces cuando interactla con las proteinas M y E
para migrar al sitio de ensamble viral (59).
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Una caracteristica de los coronavirus es el ensamblaje del virion y la gemacion en el lumen del reticulo
endopldsmico ER y el compartimento intermedio de Golgi (ERGIC), seguido de su liberacién por exocitosis
(60). Las proteinas M, Sy E deben de ser retenidas en el compartimiento ERGIC para un ensamblaje eficiente
del virién. La proteina M tiene un papel fundamental en la formacién de la envoltura viral, diferentes
coronavirus requieren solo la proteina M o combinaciones con las demas proteinas estructurales para la
formacioén de la particula viral, (61), (62). Es generalmente aceptado que la proteina S de los coronavirus es
la responsable de la unién e internalizacidon del virus a la célula. También se ha demostrado que es necesaria
la presencia de heparan sulfato en la superficie celular como un factor de unién (63), (64), (65), (66).
Recientemente, se ha descrito para el coronavirus humano NL63 que la proteina M es la responsable de la
interaccién con el receptor, no de la internalizacion, pero si una proteina clave para el proceso de infeccion
permitiendo una interaccion y union eficiente entre el virus y la célula (67). La proteina M (~230
aminoacidos, 22-25 kDa) es la proteina mas abundante de la envoltura viral de los coronavirus, consiste en
un ectodominio N-terminal corto glicosilado, tres dominios transmembranales (TM) desde el N-terminal y
un dominio largo de cola citoplasmatica (CT) C-terminal. La topologia de la proteina M consiste en un
ectodominio N-terminal y un endodominio C-terminal (N®°-C®"%) (68)(69) (70); sin embargo, existen
diferencias topoldgicas de la proteina M entre algunos coronavirus como es el caso del TGEV, en el cual
existe la topologfa N&°-Cende y N&°-C° | os tres dominios hidrofébicos de la proteina M pueden funcionar
como secuencia de sefial de anclaje, cada dominio permite individualmente la integracion estable dentro
de la membrana, aunque se modifica} o elimina los dominios hidrofdbicos dentro de la membrana se puede
alterar la orientacion de la proteina en la membrana (71). La proteina M sigue la ruta de sintesis del reticulo
endoplasmatico-Golgi-ERGIC (72). La proteina M es N-glicosilada y adquiere N-glicanos complejos que se
generan en el Golgi (72), este proceso ocurre en coronavirus como el TGEV, FIPV y CoV-229E; sin embargo,
en algunos coronavirus como el MHV y el CoV-OC43 la proteina M es O-glicosilada (73). La proteina M del
TGEV es responsable de lainduccién de IFN-a en leucocitos (59), ademas, se ha demostrado para la proteina
M del MHV que, el efecto inductivo de la proteina M, depende del estado de glicosilacion en el que se
encuentre, ya que la N- glicosilacién es mas interferogénico que la O-glicosilacién o la nula glicosilacién de
la proteina M.

.V Estrategias de control para el vDEP

Desde el brote de vDEP en Estados Unidos en 2013 la SAGARPA, a través del SENASICA, restringio la
importacion de cerdos vivos de Estados Unidos de América y extrema las acciones de vigilancia
epidemioldgica. Se extremaron las acciones de vigilancia epidemioldgica en zonas porcicolas, a fin de
identificar el incremento anormal en la mortalidad de cerdos (74). El SENASICA y las organizaciones de
porcicultores integraron un Grupo Técnico de Sanidad Porcina para dar seguimiento a las acciones de
prevencion y control de la Diarrea Epidémica Porcina en México (75). A fin de informar a los productores
puntualmente, la dependencia de la SAGARPA desarrollé material de difusion para mejorar las medidas de
bioseguridad y motivarlos a que apliquen en sus granjas las buenas practicas de produccién pecuaria. El
SENASICA informd a los productores que es preciso incrementar y reforzar las medidas de bioseguridad en
las granjas, entre las que se encuentran la delimitacién de las unidades de produccion por medio de bardas,
cercas o muros perimetrales; el control de accesos, asi como contar con arcos, vados y tapetes sanitarios.
Entre las medidas que es indispensable adoptar, se encuentran restringir la entrada de personas, material,
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equipo y enseres, asi como en las aéreas de embarcaderos y salida de cerdos. Utilizar ropa y calzado
exclusivo para el personal de la granja; lavar y desinfectar botas y calzado, asi como evitar la entrada de
camiones y vehiculos que transporten cerdos que no vengan limpios y desinfectados, entre otras (75).

Existen diferentes compuestos con actividad antiviral que han sido aplicados contra el vDEP como la
narasina (No. De patente W02016/077282 A1), compuestos como triclormetiazida, D-(+) biotona vy el
glutation han demostrado inhibir la replicacion viral del vDEP (76). Otros compuestos como el LiCl, la lectina
griffithsina de la alga roja y la quercetina 7-O-ramnosido han demostrado ser capaces de inhibir al vDEP in
vitro (77)(78)(79). Los productos de fermentacién de Bacillus licheniformis han logrado un efecto antiviral
contra el vDEP (80). En cuestion de vacunas se han creado una variedad de estas contra el vDEP a lo largo
de estos afios en diferentes paises debido a la variacion de cepas que se han presentado y la evolucién
genética a través del tiempo de estas mismas. La primera vacuna para el vDEP en Estados Unidos fue
desarrollada por Harrisvaccines™ iPED vaccine, basada en una version truncada de la proteina S del vDEP
(81). Se han creado otras vacunas con base en la proteina S del vDEP (82)(83). Otras vacunas se han
formulado con base en cepas de vDEP atenuadas e inactivadas (84) de una cepa vDEP atenuada mediante
propagacién serial en células Vero (85)(86)(87). También se han formulado vacunas recombinantes
utilizando probidticos como sistemas de liberacién (88), o vectores como baculovirus (89) y adenovirus
(90).

I.VI Proteina M

La proteina M se encuentra embebida en la membrana del virus, es la mas abundante de todas las proteinas
estructurales presentes. Es una proteina de membrana de triple hélice con una orientaciéon N&°-C-*"%. |3
proteina M esta relacionada con la inhibicién de la respuesta inmune innata a través del bloqueo de la via
de interferdn de tipo |y tipo lll en la célula (91). Se ha reportado que la proteina M induce la produccion de
anticuerpos en el cerdo (92)(93)(94), en diferentes cepas de vDEP y en cultivo celular se conoce que la
secuencia codificante de la proteina M del vDEP presenta menor variabilidad genética que la proteina S
(95). La proteina M cumple varias funciones en la replicacién viral, las cuales deben realizarse mediante
diferentes regiones de la proteina (96). Existen diferentes proteinas cristalizadas del vDEP reportadas en la
base de datos PDB, tal como la proteina S (97), la proteasa 3CLpro (98), NSP9 (99) y NSP1 . Hasta el momento
no se conoce la estructura tridimensional de la proteina M. Debido a la relevancia de la proteina M en el
ciclo de infeccion viral, y a la falta de la estructura cristalizada de la proteina M del vDEP en el PDB, en el
presente trabajo se generd un modelo 3D de la proteina M.

I.VIl Expresion heterdloga de proteinas en Pichia pastoris

La levadura Pichia pastoris también llamada Komagataella pastoris, es una especie de levadura metilotrofica
(capaz de crecer en metanol como Unica fuente de carbono), se utiliza con frecuencia como un sistema de
expresion para la produccion de proteinas (100). Tiene una alta tasa de crecimiento, también cuenta con la
capacidad de crecer en un medio simple y econémico, por ello se vuelve adecuada para la produccion a
pequefia y gran escala. Esta levadura es similar a la bien estudiada Saccharomyces cerevisiae con
condiciones de crecimiento y tolerancias similares (101). Es utilizada tanto para investigacion basica como
para fines industriales, debido a su facil manipulacién genética, a los altos niveles de produccion de la
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proteina de interés, la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales similares a las de los
organismos eucariontes superiores (glicosilacion, puentes disulfuro y procesamiento proteolitico) que
generan un plegamiento correcto de la proteina (102). Esta levadura como sistema de expresion cuenta con
una amplia gama de vectores con diferentes caracteristicas de producir proteinas de interés. Emplea
vectores de integracion al cromosoma de la levadura. En estos vectores se puede integrar un factor que
sefializa a las proteinas recombinantes para ser expulsadas al medio extracelular, lo que facilita su posterior
purificacion (103). La produccion de proteinas recombinantes en la levadura Pichia pastoris tiene grandes
ventajas sobre otros sistemas de expresién procariotas y eucariotas, tasa de crecimiento rapido, acoplado
a una facil fermentacion celular de alta densidad, por la generacion de biomasa, altos niveles de expresion
en un medio casi libre de proteinas, debido a la integracion de etiquetas como el a factor, eliminacién de la
contaminacién con endotoxinas y bacteriéfagos, facil manipulacién genética y disponibilidad para la
caracterizacion de vectores de expresion de levaduras, el desconocimiento de patogenicidad humana,
puede realizar diversas modificaciones postraduccionales que incluyen: plegamiento del polipéptido,
glicosilacion, metilacion, acilacion, regulacion proteolitica y orientacion a los espacios subcelulares,
capacidad de secretar proteinas que pueden ser purificadas en el medio de cultivo libre de células (104).
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Il. Planteamiento de problema, justificacion e hipétesis
Il Planteamiento del problema

El virus de la diarrea epidémica porcina es un coronavirus endémico, emergente y reemergente cuyas
estrategias de control dirigidas a la contencion del virus tienen fallas que permiten la contaminacién cruzada
entre cerdos incrementa asi el nimero de animales contagiados y hacen dificil la eliminacién del patégeno.
Las vacunas que actualmente se comercializan estan dirigidas a cepas que afectan al ganado al momento
de su produccién, pero debido a que existen cambios genéticos, varios paises han optado por montar lineas
de investigacion para caracterizar genética y estructuralmente las cepas del vDEP con el fin de desarrollar
vacunas especificas basadas en la proteina S del coronavirus que tiene una alta tasa de variacion genética.
México es un pais afectado por el vDEP, y al igual que en Estados Unidos, diferentes cepas de vDEP se han
encontrado y caracterizado para el desarrollo de nuevas vacunas contra el vDEP. El andlisis comparativo
entre proteinas virales ha mostrado que la proteina M es genéticamente mas estable que la proteina S, y la
proteina estructural con mayor presencia del vDEP, resultaria interesante considerar su uso en la
produccion de una vacuna alternativa, la cual generaria una mayor proteccién contra un mayor nimero de
cepas de VDEP. Se debe investigar el potencial de la proteina M como producto antigénico que brinde la
proteccidén inmunoldgica a los cerdos contra el vDEP y de la produccion de los epitopos necesarios para
conseguir la inmunizacién de los animales.

1111 Justificacion

Debido a las pérdidas econdmicas, en México la infeccion por el virus de la diarrea epidémica porcina es
controlada mediante el empleo de diversas vacunas con el antigeno S, no obstante, existe la necesidad de
generar nuevas herramientas para obtener opciones preventivas de bajo costo, seguras, y adaptables a las
variantes antigénicas del vDEP. Estudios recientes muestran que existe una prevalencia seroldgica
importante de vDEP en diferentes regiones del pais, en la que circulan cepas con diferentes variaciones
genéticas, lo que sugiere que el uso de una vacuna con un solo tipo de antigeno puede no ser eficaz para el
control de la enfermedad. Las proteinas recombinantes provenientes de sistemas de expresidon como las
levaduras pueden generar los mejores resultados gracias a su facil manipulacién y, teniendo en cuenta la
relevancia de la proteina M para la adhesién celular y la formacién del viridn, su produccién en sistemas de
expresion heterdlogos y caracterizacion podria dar origen al disefio de un posible nuevo recurso preventivo
de nueva generacion.

IL1II Hipdtesis

La proteina M del virus de la diarrea epidémica porcina expresada en la levadura P. pastoris mantiene sus
propiedades inmunogénicas con respecto a la prediccién realizada e induce anticuerpos protectores de la
infeccion viral en cerdos. El potencial inmunogénico de la proteina M puede valorarse a partir del modelo
3D de la proteina M.
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[1l. Objetivos

lll.I Objetivo general

Generar un vector de expresion de la proteina M para la levadura Pichia pastoris mediante la clonacién del
gen M del virus de la diarrea epidémica porcina, generar el modelo 3D y analizar in silico las caracteristicas
inmunogénicas de la proteina.

[1.Il Objetivos particulares

1. Construir los vectores recombinantes pPICZaB-M;.226 (proteina M transmembranal completa del vDEP) y
PPICZaB-Mi02-212 (dominio globular intraviral de la proteina M del vDEP).

2. Obtener cepas de Pichia pastoris X-33 transformadas con los vectores pPICZaB-M;.226 y pPICZaB-Mig;,-
212.

3. Generar el modelo 3D de la proteina M del vDEP.
4. Analizar in silico las propiedades inmunogénicas de la proteina M.
5. Realizar una revision bibliografica del vDEP contrastandola con informacién de SARS-CoV-2.
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IV. Materiales y métodos

IV.I Material biolégico

Se utilizé la cepa de E. coli transformada con el vector pETSumo-M que contiene el gen M codificante de
la proteina M del vDEP de la cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank: MH006957.1) aislada en
Michoacdn, México en 2013, donada por el Dr. José Francisco Rivera Benitez del INIFAP. La cepa X-33 de
la levadura Pichia pastoris (Invitrogen) se empleé para la transformacién con los vectores construidos en
el presente trabajo para la expresidn de la proteina M.

IV.Il Clonacién del gen M del vDEP en el vector pPICZaB de Pichia pastoris
IV.IL.I Amplificacidn de ADN del gen M mediante PCR

La amplificacion de ADN se realizd por PCR con el sistema comercial GoTaq G2 Green Master Mix de
Promega (Cat. Nos M7822). Se amplificaron dos productos de PCR, la secuencia completa de la proteina M*

226y |a region globular de la proteina M102-212

a partir del marco de lectura abierto del gen M clonado en el
plasmido pETSUMO. Los oligonucledtidos utilizados se disefiaron con un sitio de corte para la enzima de

restriccién EcoRl en el oligonucledtido sentido y con un sitio Xbal en el oligonucledtido antisentido. Los

oligonucledtidos especificos disefiados son MFecolarga: 5'-
CCTGCGCGAATTCTATCTAACGGTTTTATTCCCGTTG-3’ y MRxbalarga: 5'-
GCCGACGTCTAGAAGGACTAAATGAAGCACTTTCTCAC-3’, y MFecorta: 5'-
CGTCTTATGAATTCGGTTGTGGCGCAGGACAC-3’ y MRxbacorta 5

GCACTGCATCTAGAGCATTACTCACAGCTGAGTAGTCGC-3". El tamafio de los productos de PCR para la
secuencia completa y la regién globular fue de 707 pb y 358 pb, respectivamente.

IV.ILIl Gel de agarosa y electroforesis

Para el corrimiento electroforético de los productos de PCR, la purificacion de plasmidos y las digestiones
enzimdticas se utilizaron geles a una concentracién del 0.7% de agarosa. Las condiciones de corrimiento
fueron de 80 voltios por 1.5 horas para plasmidos y digestiones enzimaticas y de 80 voltios por 1 h para los
productos de PCR. Todas las electroforesis se realizaron utilizando el amortiguador TBE (Tris-borato-EDTA)
al 0.5%.

IV.ILII Purificacidn de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa

El ADN de los productos de PCR, plasmidos y digestiones enzimaticas se purificaron a partir del gel de
agarosa con el sistema comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega (Cat No. A9280) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

IV.ILIV Extraccién de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realizd con el sistema comercial de Genelet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific Cat. No. K0502). 1 ul de la solucidn de purificacion del pldasmido se utilizé para cuantificar
el plasmido purificado utilizando un equipo Nanodrop.
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IV.IL.V Transformacion de E. coli DH5a y seleccién de cepas transformadas

Las cepas de E. coli DH5a se transformaron mediante CaCl; y choque térmico. Las cepas transformadas se
cultivaron en medios LB con antibidtico, zeocina para el pldsmido pPICZaB y ampicilina para el plasmido
pJET. Las colonias formadas se recuperaron cultivandolas individualmente en los medios LB-zeocina y LB-
ampicilina.

IV.ILVI Digestiones enzimaticas

Los productos de PCR y el pldasmido pPICZaB se digirieron con las enzimas EcoRl y Xbal.

IV.ILVII Clonacidn de la secuencia codificante de M en el plasmido pJET

Para la clonacion de los fragmentos de la proteina M?2%¢ y |a regién globular de la proteina M¥92212\M se
utilizé el sistema comercial de ligacion CloneJET PCR Cloning Kit de ThermoFisher (Cat. Nos K1231). El
producto amplificado fue clonado en el plasmido pJET1.2/blunt Cloning Vector (CloneJET PCR Cloning Kit)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente el plasmido pJET1.2-M se introdujo en E.
coli DH5a y cultivd en medio LB-con ampicilina.

IV.ILVIII Subclonacidn de la secuencia codificante de M en el plasmido pPICZaB

Para la subclonacion en el plasmido pPICZaB se realizd la digestién de los fragmentos de la proteina M222¢
y la region globular de la proteina M*92212 3 partir del pldsmido pJET- M?2%6y pJET- M192212_ | 3 ligacidn con
el plasmido pPICZaB se realizé con la enzima T4 ligasa. El plasmido pPICZaB-M se introdujo en E. coli DH5a
y cultivd en medio LB-zeocina. El plasmido pPICZaB-M se secuencié mediante el método de Sanger en la
Unidad de secuenciacion del LANGEBIO-CINVESTAV. Se utilizaron los mismos oligonucleotidos en la
amplificacién por PCR para la secuenciacion.

IV.ILIX Orientacidn de los fragmentos clonados en pPICZoB

Para comprobar la orientacion de los fragmentos clonados en el pldsmido pPICZaB- M?22° y pPICZaB- M10%
212 se realizaron diferentes combinaciones de digestiones enziméticas con las enzimas EcoRl'y BamHI.

IV.IL.X Transformacién de los plasmidos en Pichia pastoris

Las células competentes de P. pastoris X33 se prepararon acorde a las instrucciones de la compafiia
Invitrogen. Las células se cultivaron en medio YPD como precultivo, se inocularon 50 ml de medio YPD y
se incubd a 30°C con agitacidén a 200 rpm, se recuperaron las células por centrifugacidon a 1500xg por 10
min a temperatura ambiente, el paquete celular se lavd con 25 ml de agua destilada, se centrifugd y las
células se resuspendieron en 1 ml de 100 mM de LiCl, finalmente las células se empaquetaron a velocidad
maxima por 15 segundos para remover el LiCl y volver a resuspender en 400 pl de LiCl 100 mM. Las células
se alicuotaron en tubos con 50 pl de células para cada transformacidn. Para la transformacién, se removid
el LiCl de cada alicuota por centrifugacion y las células se resuspendieron en 240 ul de PEG 50%, después
se afiadieron 36 pl de LiCl 1 M, 25 pl de ADN de esperma de salmén (2 mg/ml) y el vector pPICZaB-My-226
y PPICZaB-Mig;.112 linearizado (-10 pg). la mezcla se incubd a 30°C 30 min sin agitacidn y posteriormente
se realizd un choque térmico a 42°C 25 min. Las células se recuperaron por centrifugacion a 6000 rpm 5
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min y se resuspendieron en 1 ml de medio YPD, se incubaron a 30°C por 1 h con agitacién moderada. Las
transformantes fueron seleccionadas en placas de agar YPD con 200 pg/ml de Zeocina después de 3 dias
de incubacion a 30°C.

IV.III Prediccidn de la estructura 3D de la proteina M
IV.IIl.I Secuencias aminoacidicas de la proteina M

Se utilizd la secuencia de la proteina M del vDEP de la cepa prototipo CV777 con Uniprot ID: P59771 en la
busqueda de las plantillas necesarias para la realizacion del modelo 3D de la proteina y como secuencia a
modelar en los programas de prediccién de la estructura 3D y evaluacién de los modelos 3D. La secuencia
de la proteina M del SARS-CoV-2 de los modelos de AlphaFold y de Feiglab corresponden al Uniprot ID:
PODTCS. Diferentes secuencias de la proteina M se recuperaron de la pagina Taxonomy Browser de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi), las secuencias pertenecen a diferentes

cepas aisladas en Estados Unidos (37), Europa (105) y Asia (106). El alineamiento de secuencias se realizo
en Clustal Omega vy se utilizaron para generar en el mismo servidor un arbol filogenético.

IV.IILII Andlisis in silico de la proteina M

Para la prediccion de las regiones transmembranales se utilizaron los programas, TMpred
(https://bio.tools/tmpred), MEMSAT (http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-bin/memsat.py), HMMTOP
(http://www.enzim.hu/nmmtop/), TMHMM (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-
2.0), Philius (https://bio.tools/philius) y Phobius (https://phobius.sbc.su.se/).

IV.IILIII Programas para la busqueda de plantillas para la generacién de modelos 3D

Para la busqueda de plantillas se realizé un analisis en BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con

los algoritmos BLASTP y PSI-BLAST, PSI-BLAST, que permiten ampliar la busqueda de plantillas necesarias
para la construccion del modelo 3D (107). Adicionalmente, se utilizd el servidor web SWISS MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) para la blsqueda de plantillas y la generaciéon de un modelo 3D de la
proteina M del VDEP de la cepa CV777. SWISS MODEL funciona a través de la busqueda de estructuras
proteicas relacionadas evolutivamente que funcionan como plantillas para la generacién del modelo, para

cada plantilla un modelo 3D es generado automaticamente mediante la transferencia de las coordenadas
de los atomos conservados definido por el alineamiento con la plantilla, las coordenadas correspondientes
a inserciones o eliminaciones en el alineamiento son generados con el modelamiento de bucles, finalmente
a cada modelo se le asigna un valor de calidad mediante QMEAN (108).

IV.II.IV Programas para la generacién de modelos 3D de proteinas

Para la generacidon del modelo 3D de la proteina M del vDEP, se utilizaron los servidores en linea SWISS
MODEL, SPARKS X, RAPTOR X, intFOLDS5 y Robetta, todos formando parte del proyecto CAMEO, SWISS
MODEL construye un modelo de proteina atomista dada una estructura de plantilla y una alineaciéon de
secuencia objetivo-plantilla, las inserciones y eliminaciones, definido por el alineamiento, se resuelven
buscando fragmentos de candidatos viables en una base de datos estructurales, si no se pueden encontrar
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fragmentos adecuados, se realiza una busqueda de espacio conformacional utilizando un muestreo de
Monte Carlo y finalmente se realiza una minimizacién de energia para mejorar la calidad de la
estereoquimica del modelo (108). SPARKS X se basa en métodos de reconocimiento de un solo pliegue
(SPARKS, SP2, SP3, SP4 y SP5) dentro de estos pliegues se basa la prediccién de estructuras secundarias
predichas vs. secundarias reales, area superficial accesible al solvente predicha vs. real y dngulos diedros
predichos vs. reales, esta combinacion de perfiles genera un modelo 3D (109). Phyre 2 genera modelos de
proteinas a través de una combinacién de modelamiento de multiples plantillas y simulaciones de
plegamiento ab initio. La alineacién de secuencia multiple se realiza median HHblits, el alineamiento
multiple resultante se utiliza para predecir la estructura secundaria con PSIPRED (110) vy, tanto el
alineamiento como la prediccion de la estructura secundaria, se combinan en un modelo de Markov oculto
(HMM) (111) y posteriormente se compara contra una base de datos de HMM de proteinas de estructura
conocida. Los alineamientos con la puntuacién mas alta se utilizaron para construir modelos crudos
Unicamente de cadena principal, los indels (inserciones y deleciones) en estos modelos se corrigen mediante
el modelado de asas y finalmente se agregan las cadenas laterales de aminoacidos para generar el modelo
Phyre2 final. Las regiones no cubiertas por las plantillas se construyen por el método ab initio denominado
Poing (112). RAPTOR X toma en consideracién el nimero de homdlogos no redundantes disponibles para la
secuencia a modelar, utiliza campos neuronales condicionales (CNF), para integrar una variedad de
caracteristicas bioldgicas especificas en una funcion de puntuacién probabilistica, finalmente, implementa
un procedimiento de enhebrado de multiples plantillas (MTT) que permite modelar una Unica secuencia
utilizando la distribucion de probabilidad de orientacién y distancia entre residuos/atomos para reconstruir
modelos de proteinas en 3D (113). intFOLD5, este servidor web utiliza diferentes métodos de alineamiento
multiple en busqueda de plantillas para el modelamiento, corrige los errores globales y locales por residuo
mediante un modelamiento iterativo, los modelos se construyen mediante [-TASSER (114) y HHpred (115).
Por ultimo, el servidor Robetta, mediante el modelado comparativo de RosettaCM, se pueden obtener
modelos 3D, RosettaCM busca las plantillas mediante PSI-BLAST y Hhsearch, posteriormente la secuencia
de interés se enhebrada en cada una de las plantillas y los modelos parciales enhebrados resultantes son
alineados en un Unico alineamiento global. Posteriormente, el modelado de la cadena completa se genera
mediante una trayectoria larga de Monte Carlo empezando a partir de una plantilla seleccionada
aleatoriamente, la trayectoria implementa la insercién de fragmentos en regiones desalineadas, el
remplazamiento de segmentos elegidos aleatoriamente con estructuras de plantillas diferentes y una
minimizacion del espacio cartesiano usando una versiéon mas noble que la version de Rosetta, la funcion de
energia de centroide, finalmente, se realiza la optimizacion de todos los dtomos, complementado con
restricciones de distancia de las estructuras de la plantilla y una penalizacidn por separacién en el espacio
de residuos adyacentes en la secuencia (116).

IV.IIL.V Programas para la evaluaciéon de modelos 3D de proteinas

Se utilizaron los servidores en linea de QMEAN, QMEANDisCo, QMEANBrane, PROCHECK, ModFOLDS®,
ProSA-web y MolProbity para evaluar la calidad de los modelos generados con los servidores mencionados
anteriormente. QMEAN permite evaluar diferentes propiedades geométricas y proporciona un valor que
propone un nivel de calidad tanto global como local o por residuo sobre un modelo. El puntaje Zde QMEAN
es un valor que puede interpretarse como el "grado de natividad" de las caracteristicas estructurales
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presentes en el modelo, comparable con valores de estructuras experimentales de tamafio similar. Las
puntuaciones Z de QMEAN cercanas a cero indican una buena relacion entre la estructura del modelo y las
estructuras experimentales de tamafio similar, las puntuaciones de -4 a 0, o por debajo de -4, son una
indicacién de modelos con baja calidad. QMEANDisCo permite le mejoramiento en la precision de las
puntuaciones locales de QMEAN, evaluando la consistencia de las distancias interatémicas del modelo
evaluado con informacion de extraida de estructuras de proteinas determinadas experimentalmente que
son homologas a la secuencia de interés, los residuos o modelos que presentan una puntuacion inferior a
0.6 son de baja calidad. QMEANBrane, utiliza una combinacién de potenciales estadisticos enfocados en la
evaluacioén de la calidad local de los modelos de proteinas de membrana en su estado oligomérico natural,
se identifica la regién transmembranal utilizando un modelo de solvatacién y la similitud o diferencia entre
un modelo y una estructura de referencia se puede expresar en forma de medidas sin superposicién, como
la puntuacién de la prueba de diferencia de distancia local (IDDT) (117). PROCHECK, con este servidor se
puede obtener una estimacion de la calidad estereoquimica de las cadenas de proteinas en un modelo 3D,
el analisis proporciona las distribuciones observadas de los valores phi-psi, chil-chi2, chi-1, chi-3, chi-4 y
omega para cada uno de los 20 tipos de aminodcidos y se comparan con estructuras de proteinas obtenidas
experimentalmente (118). ModFOLD, programa que se encuentra dentro del proyecto CAMEO, utiliza
diferentes métodos para realizar la evaluacién de los modelos 3D de proteinas, entre ellos figuran la
evaluacién de los contactos entre residuos, la evaluacién de la prediccidén de estructuras secundarias y
residuos en regiones desordenadas y compara de cada modelo con un conjunto de referencia de 130
modelos construidos por IntFOLD, programa parte de su mismo servidor (119). Otro servidor web utilizado
para la evaluacién de la calidad de los modelos 3D de proteinas es ProSA-web, el cual se basa en el uso de
los potenciales basados en el conocimiento de la fuerza media para evaluar la precision del modelo, las
estructuras tridimensionales de proteinas contienen una enorme cantidad de informacién sobre las fuerzas
que estabilizan los pliegues nativos en solucidn, estas fuerzas se extraen de una base de datos de estructuras
conocidas en forma de potenciales de fuerza media y el campo de fuerza para una proteina particular de
estructura conocida o desconocida se obtiene mediante una recombinacion de estos potenciales en funcién
de la secuencia de aminodcidos, aplicando este enfoque al plegamiento de proteinas, utilizando el campo
de fuerza se puede distinguir los pliegues nativos de regiones mal plegadas (120), esta caracteristica permite
el reconocimiento de estructuras incorrectas, dejando a un lado las violaciones de los principios estéricos
basicos, ProSA web se enfoca en la disposicidn correcta de las cadenas de una proteina en tres dimensiones
(121). Finalmente, MolProbity realiza una evaluacion principalmente sobre la estereoquimica del modelo
3D de proteinas, analiza el nivel de choque o colisiones entre dtomos que se sobreponen por mas de 0.4 A
por cada mil &tomos, adicionalmente, realiza un analisis de los rotdmeros en el modelo y los compara con
una base de datos permitiendo definir areas validas o permitidas de rotdmeros similar a los cuadros de
Ramachandran, MolProbity también considera los angulos phiy psiy los coloca en una distribucién con los
criterios de Ramachandran comparandolos con una base de datos y calculando el porcentaje de dngulos en
zonas favorables y permitidas, esta combinacidn de criterios, colisién de dtomos, rotdmeros y criterios de
Ramachandran permiten generar un valor de calidad global para el modelo, MolProbity score (122).
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IV.I1.VI Modelos de la proteina M del SARS-CoV-2

Se utilizaron los modelos 3D de la proteina M del SARS-CoV-2 realizados por Feiglab y AlphaFold para
comparar las caracteristicas de estos modelos con el modelo de la proteina M del vDEP realizado con
Robetta. AlphaFold, es parte de un grupo mas grande de investigacién en inteligencia artificial llamado
DeepMind, enfocados en solucionar problemas utilizando esta nueva herramienta, y debido al interés sobre
el plegamiento de las proteinas en su estructura terciaria, se han enfocado a predecir estas estructuras,
debido a la pandemia global del SARS-CoV-2, realizaron mediante AlphaFold la prediccion de 5 estructuras
del virus, la proteina de membrana, Nsp2, Nsp4, Nsp6 y el dominio C terminal de la proteinasa similar a la
papaina, proteinas sin modelos o estructuras similares disponibles en bases de datos necesarias para
realizar el modelamiento (https://deepmind.com/research/open-source/computational-predictions-of-

protein-structures-associated-with-COVID-19). AlphaFold utiliza un alineamiento multiple de secuencia

para generar fragmentos del modelo mediante modelado basado en plantillas y lo combina con un
modelado libre de plantillas para las regiones sin alguna plantilla adecuada, mediante una red neuronal
profunda se predicen la distribucion de distancias y torsiones y finalmente se realiza un gradiente
descendente de potenciales (123). Feiglab, una plataforma web perteneciente a la Universidad de
Michigan, dirigido por Michael Feig, se dedica al estudio de la biologia desde escalas moleculares hasta
celulares con el objetivo de unir la biologia de estructuras y sistemas utilizando una variedad de métodos
computacionales https://feig.bch.msu.edu/ . Este grupo de investigacién realizé el modelamiento de 10

proteinas del SARS-CoV-2, incluyendo a la proteina de membrana. Las proteinas fueron modeladas
mediante el uso de machine-learning, utilizdndola en la prediccion de la distancia y orientaciones entre
residuos, y posteriormente realizaron un refinamiento basado en simulaciones de dinamica molecular
(124).

IV.IILVII Superposicién de modelos 3D de proteinas

Para la superposicién de modelos 3D se utilizd el programa USCF Chimera, el cual también se utilizé para
obtener el valor de RMSD.

IV. IV Identificacién de epitopos en la proteina M
IV.IV.I Identificacidn de epitopos continuos de células B

Para la identificacién de los epitopos continuos en la secuencia aminoacidica de la proteina M del vDEP se
utilizaron  diferentes  herramientas pertenecientes al dominio de Immune Data Base
(https://www.iedb.org/), se utilizd la herramienta Bepipred Linear Epitope Prediction 1.0 y 2.0

http://tools.iedb.org/beell/), Bepipred 2.0 predice epitopos de células B a partir de una secuencia de

aminoacidos, utilizan el algoritmo Random Forest entrenado en epitopos y aminodcidos no epitopos
determinados a partir de estructuras cristalinas (125), con una linea de corte de 0.5 (sensibilidad = 0.58564,
especificidad = 0.57158). La herramienta Bepipred-1.0 Linear Epitope Prediction predice la ubicacién de los
epitopos lineales de células B mediante una combinacién de un modelo de Markov oculto y un método de
escala de propension (126), con una linea de corte de 0.35 (sensibilidad = 0.49, especificidad = 0.75). Los
epitopos predichos se evalian mediante Chou & Fasman Beta-Turn Prediction, Emini Surface Accessibility
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Prediction, Kolaskar and Tongaonkar Antigenicity, y Parker Hydrophilicity Prediction, usando una linea de
corte de 1.0 adicionalmente. Para el analisis de conservacion se utilizé la herramienta Epitope Conservancy
Analysis de IEDB (http://tools.iedb.org/conservancy/).

IV.IV.II Identificacién de epitopos discontinuos de células B

Se utilizaron los servidores en linea DiscoTope y ElliPro pertenecientes al dominio de Immune Data Base.
ElliPro con un puntaje minimo de 0.5 y una distancia maxima de 6 A. Para DiscoTope se utilizd la versién 1.1
con una linea de corte de -7.7 (sensibilidad = 0.47, especificidad = 0.75).

IV.IV.III Identificacidn de epitopos de células T

Los epitopos de células T se identificaron con el servidor NetMHCpan 4.1, el cual realiza la prediccion de
péptidos que se unen a cualquier molécula de MHC mediante el uso de redes neuronales, utiliza mas de
850000 datos cuantitativos de afinidad de union de péptidos y datos de péptidos de ligandos eluidos (EL)
por espectrometria de masas (127). Se utilizaron los alelos leucocitarios porcinos SLA-1:0101; SLA-1:0401;
SLA-1:0801, los cuales estan ampliamente distribuidos entre la poblacién porcina (128). La busqueda de
péptidos se establecié en nondmeros para todos los epitopos, usando 0.5% como linea de corte para una
union fuerte y 2% para uniones débiles. Para el estudio de simulacidon de acoplamiento se utiliza la
estructura cristalizada de la molécula SLA-1:0401 (PDB ID 3QQ3) (129). El epitopo de la influenza, el cual
forma un complejo en el surco de union de SLA-1:0401, fue removido con AutoDock Tools. La simulacién
de acoplamiento se realizd mediante AutoDock Vina (130).
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V. Resultados
V.1 Clonacién del gen M del vDEP en el vector pJET1.2/blunt

Para cumplir con el primer objetivo del trabajo, se amplificaron los fragmentos M?226 y M192-212 3 partir del
plasmido pETSUMO-M de 1065 pb (678 pb del gen M (ilustracidn 2a). Los productos de PCR para los insertos
M?2226 y M1022125e nyrificaron e insertaron en el vector pJET1.2/blunt. Las construcciones pJET-M?226y pJET-
M1022125e transformaron en la cepa E. coli DH5a y se cultivaron en placas de LB-ampicilina (ilustracién 2b).
Las clonas positivas se identificaron por PCR en colonia (ilustracién 2c). A partir de dos clonas positivas se
purificaron los plasmidos y se confirmé la presencia de los fragmentos M?226 y M102212(jlystracién 2d y 2e)
mediante digestién con las enzimas EcoRl y Xbal. Los fragmentos esperados de 685 pb y 340 pb,
correspondientes a M?%26 y M92212 e purificaron para la subclonacion en el pldsmido pPICZoB entre los
sitios de restriccidn EcoRly Xbal.

M (2-226) 800pb 400 pb M (102-212)
707 pb 700pb 300 pb 358 pb
d
Placa pJET-M(2-226) Placa control de pGLO
en LB-ampicilina en LB-ampicilina
b
1000 pb
M(2-226) 707 pb
C
M pIET  pJET  pJET  pJET pJET  pJET  pJET
MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7
400 pb = iy M (102-212)
300 pb 358 pb
d
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pJET-M(2-226) 3681 pb
pJET 2874 pb

4000 pb
3000 pb

2000 pb

1000 pb

M(2-226) 707pb

e
M1 ;) 3 4
4000 pb RJET-M (102-212) 3332 pb
. pJET 2874 pb
2000 pb
1000 pb
500 pb
M(2-226) 358 pb
f

llustracién 2. Clonacién de los fragmentos M?%2¢ y M%212 an ¢| plasmido pJET1.2/blunt. a) Del lado
izquierdo, amplificacion mediante PCR del producto M222, carril 1: producto de PCR del fragmento M%2%
de un tamafio de 707 pb. Carril M: marcador de peso molecular de 100 pb. Del lado derecho, amplificacion
mediante PCR del producto M°%212 carril M, marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 1: producto de
PCR del fragmento M%212 de un tamafio de 358 pb. b) Del lado izquierdo, placa de las colonias
transformadas de E. coli DH5a con el plasmido pJET-M??%2¢ cultivadas en medio LB-ampicilina. Del lado
derecho, placa de las colonias transformadas de E. coli DH5a con el plasmido pGLO utilizado como control
positivo cultivadas en medio LB-ampicilina. c y d) En la parte superior, amplificacién mediante PCR en
colonia del producto M??%2¢ 3 partir de las cepas de E. coli DH5a transformadas con el pladsmido pJET-M?226,
carril M: marcador de peso molecular de 1 kb, carril 1 al 5, cepas pJET-ML1-5. En la parte inferior,
amplificacion mediante PCR en colonia del producto M!%2212 3 partir de las cepas de E. coli DH5a
transformadas con el pladsmido pJET-M2212 carril M: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 1 al 7,
cepas pJET-MC1-7. e) Digestiones del pldsmido pJET-M?2%. Carril M: marcador de peso molecular de 100
pb. Carril 1: pldsmido pJET-M?225, carril 2: plasmido pJET-M?2%¢ linealizado con EcoRI de un tamafio de 3681
pb, carril 3: plasmido digerido con EcoRl y Xbal da un producto de 2974 pb correspondiente al pladsmido
pJET1.2/blunt vacio més un producto de 685 pb correspondiente al fragmento M?22°, carril 4: producto de
PCR correspondiente al fragmento M?%2° de 707 pb. f) Digestiones del pldsmido pJET-M0%212_ Carril M1:
marcador de peso molecular de 1 kb, carril M2: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 1: pldsmido
PJET-M2212 de yn tamafio de 3332 pb, carril 2: pldsmido digerido con EcoRl y Xbal da un producto de 2974
pb correspondientes al pldsmido pJET vacio y un producto de 340 pb correspondientes al fragmento M%%
212 carril 3: producto de PCR correspondiente al fragmento M%%212de 358 pb.
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V.II Clonacién del gen M del vDEP en el vector pPICZaB de Pichia pastoris

Las construcciones pPICZaB-M??26y pPICZaB-M9*212 (ilustracidn 3) se transformaron en la cepa E. coli DH5a
y se cultivaron en placas de LB-zeocina (ilustracion 4ay 4b). Las clonas positivas a los insertos M?226 y M10%
212 fyeron identificadas por PCR en colonia (ilustracidn 4b). El ADN plasmidico de las colonias positivas
seleccionadas se purificd y digirié con las enzimas EcoRl, Xbal y BamHI para confirmar la presencia de los
fragmentos y su orientacion en el plasmido (ilustracion 4c y 4d). Con los datos expuestos se confirmd la
clonacidn exitosa de los fragmentos M?226 y M102212 narg expresar a las versiones completa y corta de las
proteinas M.

pPICZaB-M2-226 pPICZaB-M102-212

3880 bp
4219 bp

My©

b)
llustraciéon 3. Mapa de los plasmidos construidos a) Plasmido pPICZaB-M;.2:6y b) pPICZaB-M;g;-212.
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M pPICZ-aB pPICZ-aB pPICZ-aB pPICZ-aB pPICZ- aB pPICZ-aB

ML1 ML2 ML3 ML4 ML5 ML6
800/pb M(2-226) 707 PB
700 pb
M oPICZ-aB pPICZ-aB pPICZ-aB pPICZ-aB pPICZ- aB pPICZ-Ab pPICZ-aB
MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7
)
400pb M(102-212) 358 PB
300 pb (102-212)
b
3000 pb DPICZaB-M(2-226) 4219 pb
2000 pb pPICZaB-M 3534 pb
1000 pb 1000 pb
M(2-226) 707 pb
500 pb
400 pb
300 pb
c
5000 pb pPICZaB-M(2-226) 4219 pb
4000 pb pPICZaB-M 3128 pb
3000 pb
M(2-226) 1091 pb
1000 pb 1000 pb
M(2-226) 707 pb
500 pb
d
3000 pb pPICZaB-M(102-212) 3874 pb
2000 pb
1000 pb
1000 pb M(102-212) 746 pb
500 pb
M (102-212) 358 pb
200 pb
e
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llustracién 4. Clonacién de los fragmentos M%226 y M102212 en | pldsmido pPICZaB. a) Del lado izquierdo,
placa de las colonias transformadas de E. coli DH5a con el plasmido pPICZaB-M??%% cultivadas en medio LB-
zeocina. Del lado derecho, placa de las colonias transformadas de E. coli DH5a con el plasmido pGLO
utilizado como control positivo cultivadas en medio LB-ampicilina. b) En la parte superior, amplificacién
mediante PCR en colonia del producto M?%2° 3 partir de las cepas de E. coli DH5a transformadas con el
pldsmido pPICZaB-M?%2%, carril M: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 1 al 6, cepas pPICZaB-ML1-
6. En la parte inferior, amplificacién mediante PCR en colonia del producto M%%212 3 partir de las cepas de
E. coli DH5a transformadas con el plasmido pPICZaB-M¥%212 carril M: marcador de peso molecular de 100
pb, carril 1 al 7, cepas pPICZaB-MC1-7. c) Digestiones del plasmido pPICZaB-M?2%¢. Carril M: marcador de
peso molecular de 1 kb. Carril 1: pldsmido pPICZaB-M%*2%8, carril 2: pldsmido pPICZaB-M?22¢|inealizado con
EcoRI de un tamafio de 4219 pb, carril 3: plasmido digerido con EcoRl y Xbal da un producto de 3534 pb
correspondiente al pldsmido pPICZaB vacio mas un producto de 685 pb correspondiente al fragmento M*
226 carril 4: producto de PCR correspondiente al fragmento M?226 de 707 pb. d) Digestiones del plasmido
pPICZoB-M?2%%. Carril M1: marcador de peso molecular de 1 kb, carril 1: pldsmido pPICZaB-M?2%6 de un
tamafio de 4219 pb, carril 2: plasmido digerido con EcoRl y BamHIl da un producto de 3128 pb
correspondientes al pldsmido pPICZaB vacio y un producto de 1091 pb correspondientes al fragmento M%*
212 carril 3: producto de PCR correspondiente al fragmento M?22¢ de 707 pb, carril M2: marcador de peso
molecular de 100 pb. e) Digestiones del plasmido pPICZaB-M°%212_ Carril M1: marcador de peso molecular
de 1 kb, carril 1: pldsmido pPICZaB-M¥%?12de un tamafio de 3874 pb, carril 2: plasmido digerido con EcoRlI
y Xbal da un producto de 3534 pb correspondientes al pldsmido pPICZaB vacio y un producto de 340 pb
correspondientes al fragmento M°%212 carril 3: pldsmido digerido con EcoRl y BamHI da un producto de
3128 pb correspondientes al plasmido pPICZaB vacio y un producto de 746 pb correspondientes al
fragmento M92212 carril 4: producto de PCR correspondiente al fragmento M*%22de 358 pb, carril M2:
marcador de peso molecular de 100 pb.

V.Ill Secuenciacién de los pldsmidos pPICZaB-M?2% y pPICZaB-M*0%212

Se realizd un andlisis en Clustal Omega de los 4 resultados de secuenciacién para obtener la secuencia
consenso de los fragmentos M?226 y M192212 en |os pldsmidos pPICZaB-M?*2% y pPICZaB-M™2212 (jlustracidn
5).

fd i 1% 1138 ua 15 1 ikl 18 1 10 2 il 2] w0 15 12 ik 18
BRm B8] - - oo oieioio.iooo.o.o . TTOBGTTETBGCGCASEATACATTCT GG TEGT LT TTCAATCCTBARACAGAZGCGCTTCTCALTACTICIGTBATGEGCEEACARGTCTGEATTCCRETA0T TGBABCACCARITOATATARCGLTAATALTCOTTAGTEETACAT A
B/ A1B8 1A TETTATGE TG TG EATAATE TACT TTGTCAATAGCAT TEGE TTETE6CECASEATACATTETTEE 56T CT TTCARTELTGARACAGAZGEGETTETEAL G EGACAGGTCTGEATTECEGTEETTo6AGEALCARLTES TE TARCGETARCALTECTTAGTEGTALAT
ForvaWiA-1190 - CERRLE) s THTCTAGAGTA. - C- - TABTOOCHC- - - - TCTTTCAATCCTGAAACAGALG TCACTACTTCTOTOATGOGCEOACAGOTCTOCATTCCOGTOCTTH0AGEALL ARCOCTAACACTCCTTASTGRTACAT
TCALTACTTCTOTOATGOOCEAACAQOTCTOCATTECOITACTTAOABEALL ARCOCTAACACTCCTTAOTARTACAT
T 15 TSACGETAACACTOCTTASTOGTACAT w

MR8 TCACTETTATOOTGTORATAATITACTTTRTCAATABCATTERG TTRTOGLGCAIBAZA
Ferina/tE8l  ICACTOTTATGOTGTGEATANTETATITIGTCAATAGCAT TAGGTTBTOGCGCATHATA

A

Gonsensus|

TOACTETTATGO TG GEATALTETACT TTBTCANTAGCAT TEGG T TBTHGCECASGACACATTCTTGETSGT T ITCAATCETGARACAGACGCGET T CTCALTACTICTGTBATEEGC CGACAGGTCTGEATICCOGTE0N TGBAGEALCARLTGE TG TARCGE T ARCACTCOTTAG TEETALAT

Decupansy

llustracién 5. Analisis en clustal omega de los resultados de secuenciacién. Se hizo el alineamiento de las 4
secuencias obtenidas del proceso de secuenciacion. “ReversoMC” secuencia obtenida del plasmido
PPICZaB-M%212 con el oligonucledtido antisentido. “ForwardMC” secuencia obtenida del plasmido
PPICZaB-M%%212 con el oligonucledtido sentido. “Forward ML” secuencia obtenida del plasmido pPICZaB-
M?2226 con el oligonucledtido sentido. “ReversoML” secuencia obtenida del plasmido pPICZaB-M?22¢ con el
oligonucledtido antisentido.
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Utilizando el programa Jalview se obtuvo la

(ilustracién 6).

ReversolC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversolC
ForwardhC
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ReversolL

ReversolC
ForwardMC
forwardML
ReversollL
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ForwardMC
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ReversoML

ReversolC
ForwardhC
forwardML
ReversolL

ReversolC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversolC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversolC
ForwardiC
forwardML
ReversollL

ReversolC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

GGAA-

CCCAPAAGATGAGGTGATTGAACACCTTAGAAACTGG
GGAATTCTATCTAACGETTTTATTCCCGTTGATGAGGTGATTCAACACCTTAGAAACTGG

AATTTCACATGGAATATCATACTGACGATACTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGCCATTAC
AATTTCACATGGAATATCATACTGACGATACTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGCCATTAC

AAGTACTCTGCGTTCTTGTATGGTGTCAAGATGGCTATTCTATGGATACTTTGGCCTCTT
AAGTACTCTGCGTTCTTGTATGGTGTCAAGATGGCTATTCTATGGATACTTTGGCCTCTT

GTGTTAGCACTGTCACTTTTTGATGCATGGGCTAGCTTTCAGGTCAATTGGGTCTTTTIT
GTGTTAGCACTGTCACTTTTTGATGCATGGGCTAGCTTTCAGGTCAATTGGGTCTTTTIT

GCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACTCTTATGCTGTGGATAATGTACTTTGTCAAT
GCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACTCTTATGCTGTGGATAATGTACTTTGTCAAT

—---TTCGGETTGTGGLGCAGGACACATTCTTGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCG
AGTA--C--TAGTGCCGC--------- TTCTCGCGCTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCG
AGCATTCGETTGTGGCGCAGGACACATTCTTGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCG
AGCATTCGETTGTGGCGCAGGACACATTCTTGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCG

PP — Bk K K KRR SRR AR K

CTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGETCTGCATTCCGETGCTTGGAGCACCAACT
CTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGGTCTGCATTCCGGTGCTTGGAGCACCAACT
CTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGETCTGCATTCCGGTGCTTGGAGCACCAACT
CTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGGTCTGCATTCCGGTGCTTGGAGCACCAACT

T T

GGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACATTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACT
GGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACATTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACT
GGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACATTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACT
GGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACATTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACT

R EA AR R KA KRR SRR R ERRE R R AA AR KA A AAE KRR ERAR IN—————

GGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACAGTCECCAAGGLCACTACAACAATT
GGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACAGTCGCCAAGGLCACTACAACAATT
GGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACAGTCGCCAAGGCCACTACAACAATT
GGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACAGTCGCCAAGGCCACTACAACAATT

A A A KK K R N oA AR

secuencia consenso para los fragmentos M?226 y \M102-212

844

157
667

844
[

217
727

844
7

277
787

90@

337
847

1020
174
457
967

108@
234
517
1027

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversotiC
ForwardMC
ForwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
ForwardML
ReversoML

ReversoMC
ForwardMC
forwardML
ReversoML

GTCTACGGACGTGTTGETCGTTCAGTCAATGCTTCATCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTAT
GTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCATCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTAT
GTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCATCTGGCACTGGTTGEGCTTTCTAT
GTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCATCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTAT

O S R ———

T--CCGTCCAAACACAGCAAAACCCCCC--G----——-—-
GTCCGGTCCAAACACGGCGACTACTCAGCTGTGAGTAATGC -
GTCCGETCCARACACGGCGACTACTCAGCTGTGAGTAATCCGAGTTCGGTTCTCACAGAT
GTCCGGTCCAAACACGGCGACTACTCAGCTGTGAGTAATCCGAGTCGGT--CTCACAGAT

EORRRERRR RN L%

TCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTE
AGTGAGAAAGTGCTTCATTTAGTCCTTCTAGAACAARAAC TCATCTCAGAAGAGGATCTG
ACTAATCAAT ——— -~

AATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGT
AATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGT

TCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGG
TCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGG

ATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATITGT
ATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCA-GCTTCATTTTTGATACTTTTTTATITGT

AACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCT
AACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCT

GATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAG-GGGTTTGGGAAAATCATTCG
GATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAT-ATCTTGTGGTAGGGGGTTTGGGAAAATCATTCG

AGTTTGATGTTTT-TCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAG
AGTTTGATGTTTTTTCTTGGTATACACCTC- -C-TCTCAGAGTACAGAAGATA-AGTGAG

1140
294
277
1087

1167
335

1145

1167
429
757
1155

1167
489
817
1155

1167

936
1155

1167
668
995
1155

1167
727

1051
1155

llustracion 6. Andlisis de secuencia en Jalview. El analisis de la secuencia confirmé la presencia

fragmentos M#2%y

M 102-212

asi como su correcta orientacion.

de los

Un fragmento del electroferograma de los resultados de secuenciacion para el pldsmido pPICZaB-M?*%2¢se
muestra en la ilustracién 7a. El andlisis comparativo de la secuencia obtenida en la plataforma BLAST
demuestra un 98% de identidad con la secuencia nucleotidica de la proteina M de la cepa CV777 del vDEP
(ilustraciéon 7b) e interesantemente un 99% con una cepa de vDEP mexicana en Puebla (ilustracién 7c) y
otras cepas mexicanas (dato no mostrado).
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b) NC_003436,1:25682-26362 Porcine epid diarrhea virus, complete genome C) Porcine epidemic diarrhea virus strain PEDV/MEX/PUE/01/2016, complete genome

Sequence (D: Query_17293 Length: 681 Number of Matches: 1 Sequence 10: MH006963.1 Length: 27685 Number of Matches: 1

Range 1: 25 to 678 G@RNCS Range 1: 25541 to 26194 GenBank Graphics

Score Expect Tdentities Gaps Strand Score Bxpect Identities Gaps Strand

1142 bits(618) 0.0 642/654(98%) 0/654(0%) Plus/Plus 1197 bits(648) 0.0 652/654(99%) 0/654(0%) Plus/Plus

Query 8  GATGAGGTGATTGAACACCTTAGAAACTGGAATTTCACATGGAATATCATACTGACGATA 67 Query 8 GGAATTTCACATGGAATATCATACTGACGATA 67
IHiII!l\IlIIHIHIIII!IIIIHIIIIlIIIIIIIIIIIHII]IIHIIIHI IIHIIHIHI IHII]IIIIIIIIIIIIII||IHIIHHHIHIIIIHIHII

Sbjct 25  GATGAGGTGATTGAACACCTTAGAAACTGGAATTTCACATGGAATATCATACTGACGATA 84 Sbjct 25541 GATGAGGTGATTCAACAC CACATGGAATATCATACTGACGATA 25600

Query 68  CTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGCCATTACAAGTACTCTGCGTTCTIGTATGGTGTCAAG 127 Query 68  CTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGCCATTACAAGTACTCTGCGTTCTTGTATGGTGTCAAG 127
PUCECEEEREREEE LT L L DO LR ERLEE T LT CLLLLECEL R EEE LR LR LR L L EEEEETELEEELELLET

Sbjct 85  CTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGCCATTACAAGTACTCTGTGTTCTIGTATGGTGTCAAG 144 Sbjct 25601 CTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGCCATTACAAGTACTCTGCGTTCTTGTATGGTGTCAAG 25660

Query 128 ATGGCTATTCTATGGATACTTTGGCCTCTTGTGTTAGCACTGTCACTTTTTGATGCATGG 187 Query 128 ATGGCTATTCTATGGATACTTTGGCCTCTTGTGTTAGCACTGTCACTTTTTGATGCATGG 187
I R s A Ay LLCLELELLEEEEL LR PR LR EEEE LR EEELELELLLERERL L

Shjct 145 ATGGCTATTCTATGGATACTTTGGCCTCTTGTGTTGGCACTGTCACTTTTIGACGCATGG 204 Sbjct 25661 ATGGCTATTCTATGGATACTTTGGCCTCTTGTGTTAGCACTGTCACTTTTTGATGCATGG 25720

Query 188 GCTAGCTTTCAGGTCAATTGGGTCTTTTTTGCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACT 247 Query 188  GCTAGCTTTCAGGTCAATTGGGTCTTTTTTGCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACT 247
N s N Ay

Sbjct 205 GCTAGCTTCCAGGTCAACTGGGTCTTTTTCGCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACT 264 Sbjct 25721 GCTAGCTTTCAGGTCAATTGGGTCTTTTTTGCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACT 25780

Query 248 CTTATGCTGTGGATAATGTACTTTGTCAATAGCATTCGGTTGTGGCGCAGGACACATTCT 307 Query 248 CTTATGCTGTGGATAATGTACTTTGTCAATAGCATTCGGTTGTGGCGCAGGACACATTCT 307
LLECLEEEEELE LR TR L LR L LT LLLLELEELC LR L L L LR EE LR TR ELEEELLEe

Sbjct 265 CTTATGCTGTGGATAATGTATTTTGTCAATAGCATTCGGTTGTGGCGCAGGACACATTCT 324 Sbjct 25781 CTTATGCTGTGGATAATGTACTTTGTCAATAGCATTCGGTTGTGGCGCAGGACACATTCT 25840

Query 308 TGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAG 367 Query 308  TGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAG 367
PUCLLELEEEELEEEE PR FELEEELEEELE e ELEEELEELL L L] )l

Sbjct 325 TGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACTGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAG 384 Sbjct 25841 TGGTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAG 25900

Query 368 GTCTGCATTCCGGTGCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACA 427 Query 368  GTCTGCATTCCGGTGCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGC TAACACTCCTTAGTGGTACA 427
[ I!||IlIIIIIIIII!IIIIIIIII|||I|||IIi||l||1II|IHI LT HHII]IIIIIIIIIIIIIHIIHII ILELLELELEEELLEN

Sbjct 385 GTCTGCATTCCAGTGCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACA 444 Sbjct 25901 GTCTGCATTCCAGTGCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGCTARCACTCCTTAGTGGTACA 25960

Query 428 TTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACTGGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTC 487 Query 428  TTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACTGGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTC 487
||H|IIHIllIl|IIHI!IIIIIIHIIIIlIIIHIIIHIHIHIHIIIIII 111 IIHIIIHIHII]IlIIIIIIIlIIII[IIHIHIHHIIHIII!IIHII

Sbjct 445 TTGTAGAGGGC TATAAGGT TGCTACTGGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTC 504 Sbjct 25961 TTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACTGGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTIC 26620

Query 488 GﬂtﬂGTCG{CMﬁGCCMTA(MCMTTGT(TA(GGACGYGTTGGTWT(MT(MT 547 Query 488  GTCACAGTCGCCAAGGCCACTACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAAT 547
CULCLCLELEEEE LR LR L L LU L L EE L EL LU LT Ny

Sbjet 505 T (GKG((MGG((M ACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAAT 564 Sbjct 26021 GTCACAGTCGCCAAGGCCACTACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAAT 26080

Query 548 cc TCATCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTATGTCCGGTCCAMCACGGCGACTACTCAGCT 607 Query 548 GCTTCATCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTATGTCCGGTCCARACACGGCGACTACTCAGCT 607
LLLCLLEELEL LR L L LR EEEE LD ELELRLEL Lt LI I|H|H||||HIHIIIIIIIIIIIIIIIIllIIHIHIIHHI[IIIIIIII[II

Sbjct 565 G(T'I(AT(TG&(ACTGGTTGGG(HT(TATGTC(GGICMM(A(GGCGMTATT(M(T 624 Sbjct 26081 GCTTCATCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTATGTCCGGTCCAMACACGGCGACTACTCAGCT 26140

Query 608 ﬂ?ﬁ Iﬁ i ?m}'(lu?(l‘l\] |Iﬁ||i'ﬁ??ﬂ?‘|ﬂf‘?m?ﬂ‘| 661 Query 608  GTGAGTAATCCGAGTTCGGTTCTCACAGATAGTGAGAMAGTGCTTCATTTAGTC 661

CLLLECELCECEEEEEE R EEELLELRT LY
Sbjct 625 GTGAGTAATCCGAGTGCGGTTCTCACAGATAGTGAGAAAGTGCTTCATTTAGTC 678 Sbjct 26141 GTGAGTAATCCGAGTTCGGTTCTCACAGATAGTGAGAMGTGCTTCATTTAGTC 26194

llustracién 7. Resultados de secuenciacién del plasmido pPICZaB-M?2%, 3) Seccidn del electroferograma de
la secuencia del plasmido pPICZaB-M?%2°, b) Resultado del alineamiento de la secuenciacion del pldsmido
pPICZaB-M?*%2% con la secuencia nucleotidica de la proteina M de la cepa CV777 del vDEP. ¢) Resultado del
alineamiento de la secuenciacion del pldsmido pPICZaB-M%2%con la secuencia nucleotidica de la proteina
M de la cepa VDEP/MEX/PUE/01/2016.

En la ilustracién 8 se expone el resultado de la secuenciacién para el plasmido pPICZaB-M¥%212 Un
fragmento del electroferograma se muestra en la ilustracién 8a. El andlisis comparativo de la secuencia
obtenida en la plataforma BLAST demuestra un 98% de identidad con la secuencia nucleotidica de la
proteina M de la cepa CV777 del vDEP (ilustracion 8b) y un 99% de identidad con una cepa de vDEP
mexicana, en esta ocasion con una cepa de Sonora (ilustracién 8c) ademas de otras cepas mexicanas (dato
no mostrado).
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Iy) NC.003436.1:25662-26362 Porcine epidemic dirrhea virus, complete genome C) Porcine epidemic diarrhea virus strain PEDV/MEX/SON/01/2015, complete genome

Sequence I0: Query_53329 Length: 681 Number of Matches: 1 Sequence I0: MHO013462,1 Length: 27685 Number of Matches: 1

Range 1: 331 to 633 Graphis Range 1: 25847 to 26149 GenBlank  Graphis

Score Expect Identities Gaps Strand Score Bxpect [dentities Gaps Smng

538 bits(291) 6e-157  299/303(99%) 0/303(0%) Plus/Plus 555 bits(300) 2e157  302/303(99%) 0/303(0%) Plus/Plus

Query 31  TCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGGTCTGE 90 Query 31 TCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGGTCTGL 9@
LT IllIIIIIIIIHI!IIIHIIlIIIHIIIIIIIIIHHI 1III|HIllIHIIlHHIHIHIIIIIIIIIIHIIHIHIHIIHIIIIIIII

Sbjct 331 TCTTTCAATCCTGAAACTGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGAC 399 Sbjct 25847 TCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCGACAGG 25906

Soul it N1
LD LLEELEEEEEEEE L LR ER R LEE LR LR EELEETEELEL L

Sbjct 391 ATTCCAGTGCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACATTGCTT 450 Sbjct 25907 GCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGCTAACACTCCTTAGTGGTACATTGCTT - 25966

Query 151 GTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACTGGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACA 210 Query 151  GTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACTGGCGTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACA 210
IIIIIIIHII\II\||l|l||I||||l|H|[||||!||]||||I|||||||||J|H| 1I|I|HIIIIHI|1IIHH[Il1IIIIIIII|IHIIHIHIIHIHIIIIIIII

Sbjct 451 GTAGAGGGCTA GTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACA 510 Sbjct 25967 GTAGAGGGC GTACAGGTAAGTCAATTACCTAATTTCGTCACA 26026

Query 211 GTCGCCAAGGCCACTACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCA 270 Query 211 GTCGCCAAGGCCACTACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCA 279
A 1I|||l\Ill|lHIHIHIHIHIIIIIIIIIIHIIHHIIIHIIIIHIIIII

Sbjct 511 GTCGCCAAGGCCACTACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCA 570 Sbjct 26027 AAGGCCACTACAACAATTGTCTACGGACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCA 26086

Query 271 GOCACTGGTTGGGC TTTCTATGTCCGGTCCAAACACGGCGAC TACTCAGCTGTGAGT 330 Query 271 TCTGGCACTGETTGGGCTTTCTATGTCCGGTCCAACACGGCGACTACTCAGCTGTGAGT 330
II[IIIIIHIIIIH]II[IIIII[IHI(I T LT DLCCLCELEELEECEELEEEEECEREEEEEEL TR R R EEERERLEELERLEIT |

Sbjet 571 GGCACTGGTTGGGC TTTCTATGTCCGGTCAAAACACGGCGAC TATTCAGCTGTGAGT 630 Sbjct 26087 TCTGGCACTGGTTGGGCTTTCTATGTCCGOTCCAMCACGGCGACTACTCAGCTGTGAGT 26146

Query 331 AAT 333 Query 331 m 33

Sbjct 631 AAT 633 Sbjct 26147 AAT 26149

llustracién 8. Resultados de secuenciacién del plasmido pPICZaB-M0%212, 3) Seccién del electroferograma
de la secuencia del pldsmido pPICZaB-M>212 b) Resultado del alineamiento de la secuenciacién del
pladsmido pPICZaB-M%*2!2 con la secuencia nucleotidica de la proteina M de la cepa CV777 del vDEP. c)
Resultado del alineamiento de la secuenciacion del plasmido pPICZaB-M2212 con |a secuencia nucleotidica
de la proteina M de la cepa VDEP/MEX/SON/01/2015.

Las secuencias obtenidas analizadas y editadas se alinearon con la secuencia de la proteina M en el vector
PETSUMO-M, el analisis realizado con el programa EMBOSS Needle
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/, demuestra que existen diferencias también con

respecto a la plantilla de donde se obtuvo la secuencia. llustracion 9.
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https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
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SecuenciaM
PETSUMO-n
SecuenciaM
PETSUMO-M
SecuenciaM
PETSUMO-M
SecuenciaM
PETSUMO-0
SecuenciaM
PETSUMO-M
SecuenciaM
PETSUMO-M
SecuenciaM
PETSUMO-M
SecuenciaM
PETSUMO-M
SecuenciaM

PETSUMO-M

llustracién 9. Resultados del alineamiento de la secuencia consenso con la secuencia nucleotidica de la
proteina M del vector pETSUMO-M de INIFAP. “SecuenciaM” secuencia consenso.
secuencia del pldsmido pETSUMO-M.

Se realizé la traduccion in silico con el programa translate de ExPasy de la secuencia consenso M, de la
secuencia nucleotidica del plasmido pETSUMO-M del INIFAP y de la secuencia nucleotidica disponible en
NCBI de la cepa de VDEP VDEP/MEX/PUE/01/2016 (GenBank: MH006963.1) y se compararon con la
secuencia aminoacidica de la proteina M de la cepa CV777 mediante Clustal Omega (ilustracién 10). Se
observaron 5 mutaciones de la proteina M%2% con respecto a la proteina M de la cepa CV777, 4 mutaciones
con respecto a la proteina M del plasmido pETSUMO-M vy solo 2 mutaciones con respecto a la proteina M
de la cepa VDEP/MEX/PUE/01/2016.
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V777 MSNGSIPVDEVIEHLRNWNFTWNIILTILLVVLQYGHYKYSVFLYGVKMAILWILWPLVL 60

PEDV/MEX/MICH01/2013-V  MSNGF IPVDEVIEHLRNWNFTWNIILTILLVVLQYGHYKYSVFLYGVKMAILWILWPLVL 180
secuenciafinal -SNGFIPVDEVIEHLRNWNFTWNIILTILLVVLQYGHYKYSAFLYGVKMAILWILWPLVL 59
pPICZaB2-226 -SNGSIPVDEVIQHLRNWNFTWNIILTILLVVLQYGHYKYSAFLYGVKMATLWILWPLVL 59
V777 ALSLFDAWASFQVNWVFFAFSILMACITLMLWIMYFVNSIRLWRRTHSWWSFNPETDALL 120
PEDV/MEX/MICH01/2013-v  ALSLFDAWASFQVNWVFFAFSILMACITLMLWIMYFVNSIRLWRRTHSWWSFNPETDALL 240
secuenciafinal ALSLFDAWASFQVNWVFFAFSILMACITLMLWIMYFVNSIRLWRRTHSWWSFNPETDALL 119
pPICZaB2-226 ALSLFDAWASFQVNWVFFAFSILMACITLMLWIMYFVNSIRLWRRTHSWWSFNPETDALL 119
KKK K KKK KR R K I K KKK Koo K K K K K K O
V777 TTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLFVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATTTIVY 180
PEDV/MEX/MICH01/2013-V  TTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLFVEGYKVATGVQVSQLPDFVTVAKATTTIVY 300
secuenciafinal TTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATTTIVY 179
pPICZaB2-226 TTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATTTIVY 179
F A RKHRKRA A KKK FRFFRARKFFFFFEK o KHKFFFFFFRKIKFAK o KRR A KKK K
V777 GRVGRSVNASSGTGWAFYVRSKHGDYSAVSNPSAVLTDSEKVLHLY - - - === =====--- 226
PEDV/MEX/MICH01/2013-v  GRVGRSVNASSGTGWAFYVRSKHGDYSAVSNPSAVLTDSEKVLHLV - -~ ---=====--~ 346
secuenciafinal GRVGRSVNASSGTGWAFYVRSKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLVLLEQKLISEEDLNS 239
pPICZaB2-226 GRVGRSVNASSGTGWAFYVRSKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY-------------- 225

ok 3k oK 3 ok ok oK oK ok ok ok K ok ok 3k ok 3k K K oK oK KoK KoK oK K o 3Kk sk ok ok K ok K kK kK

llustracién 10. Anélisis de Clustal Omega de la secuencia aminoacidica de la proteina M?2%, |a secuencia
pETSUMO-M vy la proteina M de la cepa CV777. “secuenciafinal” corresponde a la secuencia traducida in
silico de la secuencia nucleotidica consenso de la proteina M. “CV777” corresponde a la secuencia
aminoacidica de la proteina M de la cepa CV777. “PEDV/MEX/MICH01/2013-V.” corresponde a la secuencia
traducida in silico de la secuencia nucleotidica del plasmido pETSUMO-M.

Se realizd la transformacién de los plasmidos de pPICZaB-M;.226 Y pPICZaB-Mioz-212 €n levaduras Pichia
pastoris. Los vectores pPICZaB-M;.226 y pPICZaB-M1o2-212 fueron linearizados con Pmel para integrarlo por
recombinacidon homdloga al genoma de P. pastoris en su promotor nativo de AOX1. El vector linearizado
se incorporé por transformacidn de la cepa X33 de P. pastoris, para ello se llevé a cabo por choque térmico
usando el método de cloruro de litio y después de transcurridos los dias necesarios, se observd el
crecimiento de colonias en medio AGAR YPD + Zeocina. Se seleccionaron 4 cepas para extraer ADN
cromosomico y realizar una PCR para amplificar el inserto correspondiente a Mj-26 Y M1o2-212 (llustracion
11), usando los iniciadores MFecolarga, MRxbalarga, MFecorta y MRxbacorta, para finalmente corroborar
la incorporacion del vector al cromosoma de la levadura, estas cepas fueron denominadas X33-pPICZaB-
Ma-226 Y X33-pPICZaB-M102-212.
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llustracion 11. Fragmentos de PCR amplificados a partir del genoma de las cepas de P. pastoris
transformadas con los plasmidos a) pPICZaB-M,.2;6 y b) pPICZaB-Mio2-212.

V.1V Analisis in silico de la proteina M

Para cumplir con el objetivo relacionado con el analisis in silico de la proteina M se realizé la traduccién in
silico de las secuencias nucleotidicas obtenidas inicialmente, se realizé un analisis de hidrofobicidad para
conocer las regiones transmembranales de la proteina, con los programas CCTOP, TMpred, MEMSAT,
HMMTOP, TMHMM, OCTOPUS, Philius y Phobius (ilustracién 12). Adicionalmente se usaron los programas
WOLFPSORT y PSORT Il, la construccién de la proteina M*°222en el plasmido pPICZaB es la proteina con
mayor probabilidad de encontrarse en el exterior.

Proteina M Phobius TMHMM Memsat HMMTOP Octupus Phillius CCTP

1 13 38 a3 6 76 97 226
[ I 1 I I T I | 1

TMpred

Factor a + Proteina M + poli H

NumTM Memsat Octupus Phillius
1 110 130 142 157 167 189 341
I | 1 I 1 1 I | —
TMpred
3 22 112 128 139 157 167 183 221 245 341
! I 1 I I I —1I 1 I I I
HMMTOP TMHMM
: TN S SN S FE— sa1
I
Proteina M (R102-N212 |\ ;vrvimm
} 1 29 51 111
!
i TMpred
1 1 29 51 111
Factor a + Proteina M (R102-N212)+ poli H i —
TMpred l l

3 2 121 143 26

I — T T 1

llustracion 12. Topologia y regiones transmembranales de la proteina M y sus variantes. Los rectangulos
representan las regiones transmembranales. La linea azul representa la fraccion de la proteina que se
encuentra en el exterior del virus mientras que la linea roja la region interna. Las ilustraciones se encuentran
alineadas con respecto a la secuencia nativa de la proteina M. La primera flecha limita el factor a y la
segunda la proteina M, por Ultimo, se encuentra la cola de histidina.
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V.V Prediccién de la estructura 3D de la proteina M

Para generar el modelo 3D de la estructura de la proteina VDEP M, se llevd a cabo una comparacién de
secuencias de aminodcidos. Los resultados mostraron una identidad del 97.35 al 99.56% entre las cepas de
México, Estados Unidos, Europa y Asia. Las secuencias de aminodcidos de la proteina M se agruparon en
tres grupos (llustracidn 13). Se observd un alto grado de conservacién entre 87 cepas de vDEP de diferentes
latitudes cuando se utilizé una secuencia de proteina M de la cepa prototipo CV777 como referencia. Sin
embargo, se observaron 9 diferencias de aminodcidos, 8 en la region transmembrana (llustracién 14). Por
tanto, el modelo 3D de la proteina M predicha se construyd basdndose en la secuencia de la proteina M de
la cepa vDEP CV777 (denominada proteina M CV777 en este trabajo, UniProt ID P59771).
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llustracién ~ 13.  Arbol
filogenético de las
secuencias utilizadas en el
alineamiento. La historia
evolutiva se infirio
mediante el método de
unién de vecinos (131). Se
muestra el arbol déptimo
con la suma de la longitud
de la rama = 0.04452215.
El porcentaje de arboles
replicados en los que los
taxones asociados  se
agruparon en la prueba de
arranque (1000 réplicas)
se muestra junto a las
ramas (132). Las distancias
evolutivas se calcularon
utilizando el método de
correccion de  Poisson
(133) y estdn en las
unidades del numero de
sustituciones de
aminoacidos por sitio. Este
andlisis  involucré 43
secuencias de
aminoacidos. Todas las
posiciones ambiguas se
eliminaron para cada par
de secuencias (opcién de
eliminacién por pares).
Hubo un total de 226
posiciones en el conjunto
de datos final. Los andlisis
evolutivos se realizaron en
MEGA X (134). Las flechas
sefialan la  secuencia
CV777, y
PEDV/MEX/MICH01/2013-

V.
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PEDV/MEX/JAL/19/2014 (MH004415.1)
PEDV/IMEX/JAL/02/2014 (MH006964.1)
PEDV/IMEX/JAL/01/2014 (MHO06961.1)
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COL/Cundinamarca/2014 COLOMBIA (KU569509)
OH851 USA (KJ399978)
USA/Ohio249/2014 USA (KR265840)
PEDV/IMEX/VER/02/2015 (MHO13464.1)
PEDV/IMEX/JAL/04/2017 (MH004419.1)
USA/lowa103/2013 (KJ645694.1)
GER/LO0719/2014 (LME45058.1)
CH-HNKF-16 (KY849107.1)
CHISCZG/2017T (MHO61337 1)
CAN/Quebec334/2014 CANADA (KR265831)
KNU-1406-1 SOUTH KOREA (KM403155)
USA/Indiana34/2013 USA (KJ645841)
MEX/Mexico329/2014 (KR265766.1)
PEDV/IMEX/QRO/01/2017 (MHO13465.1)
USA/OhioB9/2013 (KJB45665.1)
USA/Oklahoma38/2013 USA (KJ645644)
USA/Oklahoma35/2013 (KJB45642.1)
AH2012 CHINA (KG210145)

KMU-1305 SOUTH KOREA (KJ862670)
USA/Indianal/17846/2013 USA (KF452323)
MEX/104/2013 (KJE45708.1)
PEDV/MEX/MICH/02/2015 (MHO0G962.1)
PEDV/IMEX/VER/01/2015 (MHO13463.1)
Poltava01/2014 UKRAINE (KP403954)
USA/Texas128/2013 (KJB45697.1)
15V010/BEL/2015 BELGIUM (KR003452)
IA1 USA (KF468753)

USA/Colorade/2013 USA (KF272920)
MEX/124/2014 (KJ645700.1)
PEDV/MEX/SON/01/20156 (MHO13462.1)
PEDV/IMEX/QRO/02/2017 (MH013466.1)
PEDV/USA/Minnesotal24/2015 USA (KU982981)
USA/Minnesota58/2013 (KJB45655.1)
13-019349 USA (KF267450)

HUA-14PED96 VIETNAM (KT941120)
PEDV/MEX/GT(/01/2013 MEXICO (MH006959.1)
USATexas435/2014 USA (KR265834)
PEDV/IMEX/PUE/01/2016 (MHO06963.1)
PEDV/MEX/MICH/19/2013 (MHO06958.1)
USA/lowa23.57/2013 (KJ645649.1)

PEDV ROMANIA L01329-K25 15-01 2015 (LT898436.1)
PEDV/IMEX/MICH/01/2013-V

FR/001/2014 FRANCE (KR011758)

PEDV/AUSTRIA/L01062-M10 15-01/2015 AUSTRALIA (LT900502)

USA/OhioB0/2013 USA (KJG45657)

PEDV/MEX/MICH/02/2013 (MHO06965.1)

PEDV/IMEX/MICH/01/2013 (MHO0E957.1)

USA/Ohio126/2014 (KJB45702.1)

PEDV AUSTRIA L0O1062-M10 15-01 2015 (LT900502.1)
r— PEDVIMEX/GTO/02/2017 MEXICO (KY828994.1)

52 - PEDVIMEX/GTO/02/2016 (MHO04412 1)
PEDV/IMEX/JAL/02/2017 (MHO04417.1)

PEDV/IMEX/JAL/19/2017 (MH004414.1)

ITALY/T239/2009 ITALY (KR0G1458)
AJ1102 CHINA (JX188454)

LC CHINA (JX489155)
VN/KCHY-310113/2013/KhoaiChau/HungYen Vietnam (KJ960180)
ZJCZ4 CHINA (JX524137)

CH/S CHINA (JN547228)

CV777 BELGIUM (AF353511)

- PEDV/MEX/JAL/03/2017 (MH004418.1)
CHISCZJ/2018 (MH061342.1)
* 65 — PEDVIMEX/PUE/01/2015 (MH004421.1)
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o
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LZC CHINA (EF185992)
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23C24_CHINA_(IX524137)
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J52008_CHINA_(KC120141)
P59771-CVI77_VMEL_PEDV?
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Sequence_66

PEDV_attenuated_vaccine CHINA_(XC189944)
SD-M_CHINA_(3IX568761)
PEOV/MEX/PUE/@1/2015_(MH204221.1)
PEDV/MEX/JAL/01/2017_(MH284416.1)
PEOV/MEX/JAL/86/2017_MEXICO
PEDV/MEX/JAL/03/2016_(M#283413.1)
PEOV/MEX/IAL/19/2017_(MW08214.1)
PEDV/MEX/JAL/02/2017_(MH284417.1)
PEDV/MEX/IAL/83/20817_(M¥204218.1)
CH/SCZI/2018_(MMBE1342.1)
PEDV/MEX/MICH/@1/2013-V
CH-HNKF-16_(KY649107.1)
CH/SC2G/2017_(MHR61337.1)
USA/Oklahoma38/2013_USA_(K3645644)
Poltava@l/2014 UKRAINE_(KP403954)
PEOV/USA/Minnesotal2d /2215 USA_(Ku982581)
PEDV/MEX/IAL/OR/ 2814 MEXICO
PEOV/MEX/IAL/@1/2014 (MH2B6961.1)
PEOV/MEX/IAL/19/2014 (MH204415.1)
PEDV/MEX/IAL/02/2814 (MHORE964.1)
13-219348_USA_(KF267452)
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TR/@01/2014_FRANCE_(KR211756)
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Lea721/GER/ 2814

MYG-1/IPN/2014 JAPON_(LC@63838)
OHBS1_USA_(KI393978)
PEDV/AUSTRIA/L@1062-M10_15-01/2815_AUSTRALIA_(LT980502)
PEDV/MEX/GTO/@1/2813_MEXICO_(MH2@E959.1)
PEDV/MEX/MICH/OR/2013_MEXICO
USA/Colorado/2013_USA_(KF272928)
USA/Indiana/1784672813_USA_(KF452323)
USA/Indiana3s/2813_USA_(KI645641)
USA/MinnesotaS2/2813_USA_(K1645764)
USA/0h10245/2014 USA_(KR265840)
USA/Ohi0608/2013_USA_(KJE45657)
USA/Texasd15/2014_USA_(KR265834)
MEX/124/2014_(XJ6a5700.1)
MEX/104/2013_(KJ645708.1)
MEX/Mexicol29/2@14_(KR265766.1)
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PEDV/MEX/QRO/1/2817_(MHS13465.1)
PEOV/MEX/VER/81/2014_(MM2086962.1)
PEDV/MEX/IAL/04/2217 _(MH04419.1)
PEOV/MEX/MICH/@1/2013_(MHOR6357.1)
PEOV/MEX/MICH/19/2013_(MMOO6958.1)
PEOV/MEX/QRO/©2/2017_(MH213466.1)
PEDV/MEX/VER/01/2015_(MH213461.1)
USA/Ohic69/2013_(K1645665.1)
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USA/Ok1ahomal5/2013_(X1645642.1)
USA/Kansas125/2014_(K3645781.1)
GER/LO8719/2014_(LM645058.1)
PEOV_AUSTRIA_L1062-M1@_15-01_2015_(LT900582.1)
PEDV_ROMANTA_L@1329-K25_15-81_2015_(LT898436.1)
PEDV/MEX/GT0/02/2@17_MEXTCO_(KY828994.1)
PEDV/MEX/GT0/02/2816_(MH284412.1)
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MSNGSTPVDOV ~ - - - TQHL RNWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYXYSVF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FSFSTUMACTTLMLWIMYF UNSTRLNRATHSHIWSFNPET
MSNGSTPVDEVIMLVLENLRNWNT THNTTLTTLLVVLQYGHYXYSVT LYGVKMATLWILN PLVLALSLTDANASF QUNNVT FAF STLMACT TLMLWIMYT VNS TRLWARTHSNWST NPET

MSNGSTPVDEV--
MSNGSTPVDEV
MSNGSIPVDEV--

~TEHLRNWNT TWNT TLTILLVVLQYGHYKYSVF LYGVEMATLWILN PLVLALSLFDASPSF QUNWVT FAF STUNACTTLMLWIMYF VNS TRLNRRTHSWWSTNPET
~TEHLINWNT TWNT TLTILLAVLQYGHYXYSYF LYGVKMAT LWT LW PLVLALSLTDANASF QUNNVT FAT STLMACT TLMLWIMYT VNSTRLNARTHSNWST NPET
~TEHLRNWNT TWNI ILTILLVVLQYGHYXYSAF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STUMACT TLMLWTMYF VNS TRLWRATHSWWSFNPET
~TEHLRNWNT TWNIILTILLVVLQYGHYXYSAT LYGVKMATLWILK PLVLALSL FDANASF QUNWNVT FAF STLMACTTLMLWIMYT VNS TRLNARTHSWWSTNPET
~TEHLRANWNT TWNITLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILK PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAT STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSWWSTNPET
~TEHLRNWNT TWNI TLTILLVVLQYGHYXYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANASF QUNWNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS IRLNRRTHSNWSFNPET
~TEHLRANWNT TWNIILTILLVWLQYGHYKYSYF LYGVKMATLWILK PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSWWSFNPET
- TEHLRNWNT TWNI ILTILLVVLQYGHYXYSYF LYGVKMAT LWTLN PLVLALSL FDANASE QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSIRLNARRTHSNWSFNPET
~TEMLANWNT TWNI ILTILLAWLQYGHYKYSYF LYGVKMATLWILW PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTALNRATHSHWST NPET
~TEHLRNWNT TWNI TLTILLAWLQYGHYXYSYF LYGVKMATLWILK PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRATHSNWSFNPET
~TEMLANKWNT TWNI ILTILLVVLQYGHYKY SWF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSHWSFNPET
~TEMLRNWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYXYSYT LYGVKMATLWILW PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAFSTLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSNWSFNPET
~TEMLRNIWNT TWNI TLTTLLAVLQYGHYXYSYT LYGVEKMATLWILW PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLWRATHSNWSFNPET
~TQMLRNWNT TWNI TLTTLLVWLQYGHYKYSYVLYGYIMATLWI LN PLVLAL SLFDANASF QUNNVT FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRUNAATHSNWSTNPET
~TQUL RNIWNT TANI TLTTLLVVLQYGHYXY SVVLYGVEMAT LWILW PLVLALSLF DANASF QUNNVF FAF STLMACTTLMLWIMYF UNSTRALKRATHSNWSFNPET
= TQML RNIWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYXYSYF LYGVEKMATLWILW PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACTTLMLWIMYF UNSTRLNARTHSNWSTNPET
~TQHLRNWNF TWNI TLTTLLVWLQYGHYKYSWF LYGVEMATLWILW PLVLALSL FDANASF QUNWVT FAF STLMACT TLMLWIMYT VNSTRLNRRTHSWWSFNPET
- TQHL RNWNT TWNT TLTILLVVLQYGHYXYSVF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNWVI FAF STLRACTTLMLWIMYT UNSTALKAATHSNWSTNPET
~TQHLRNWNT TWNI TETTLLVWLQYGHYKYSVF LYGVKMATLWT LN PLVLALSLF DANASF QUNNVT FAF STLMACT TLMLWIMYT VNSIRUNRRTHSHWST NPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYXYSVF LYGVEMATLWTILN PLVLALSLTDANASF QUNNVT FAF STLMACTTLMLWIMYT UNSTALNRATHSHWSTNPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVWLQYGHYKYSVI LYGVEMATLWTLW PLVLALSLFDANASF QUNNVT FAF STLMACTTLMLWIMYT VNSTRUNRRTHSWWSTNPET
~TQHLANWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYXYSAT LYGVKMATLWILW PLVLALSLFDANASF QUNNVT FAT STLRACTTLMLWIMYF VNS TALNRRTHSHWSTNPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYKYSAF LYGVEMATLWILW PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACTTLMLWIMYT VNS TRLNRATHSWWSFNPET
~TQHLRNIWNF TWNI TLTTLLVVLQYGHYXYSAT LYGVEMAT LWTLN PLVLALSL FOANASF QUNNYT FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS IRLNRRTHSKWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILW PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACTTLMLWIMYF VNS IRLNRRTHSWWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGTKMATLWILK PLVLALSL 7 DAWASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS TRLNARTHSHWSFNPET
-~ TQHLRNWNT TWNI TLTELLVVLQYGHYKYSAT LYGVKMATLWILW PLVLALSL FOANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS IRLNRRTHSWWSFNPET
- TQHLRNWNT TWNI ILTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILW PLVLALSL FDAWASF QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNAATHSWWSFNPET
~TQMLNWNT TWNI ILTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILW PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSHWSFNPET
~ TQHLRNWNT TWNI ILTILLAWLQYGHYKY SAF LYGVKMAT LWILW PLYLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYT UNSTRLNARTHSWWST NPET
~TQMLINWNF TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LW PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSIRLNARTHSHWST NPET
~ TQHLRNWNF TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LM PLVLALSLFDANASE QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNAATHSKWSTNPET
~TQMLANWNF TWNI TLTILLAWVLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILW PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNRATHSHWST NPET
= TQHLRNWNT TWNI TLTTLLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LW PLYLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLWRRTHSHWSTNPET
~TQMLRNWNF TWNITLTTLLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNRATHSKWST NPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLAWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILK PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAT STLMACTTLMLWIMYF VNSTRLWNRRTHSNWST NPET
= TQHLRNWNT TWNI TLTTLLVVLQYGHYKYSAF LYGYKMATLWILN PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNRRTHSHWST NPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILK PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSWWSTNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANAST QVNNVF FAF STUMACT TLMLWIMYF VNSTRUNRRTHSNWSFNPET
~TQHLRNWNF TWNT TLTTLLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LI PLVLAL SLFDANASF QUNWVT FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS TRLWNRRTHSKWSFNPET
~TQHLRNWNF TWNT TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANASF QUNWVF TAF STUMACTTLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSWWSFNPET
~TQHLRNWNF TWNI TLTTLLVVLQYGHYKYSAF LYGVEMATLWILK PLVLALSL FDANASF QUNNVT FAF STLMACTTLMLWIMYF VNSTRUNRRTHSWWSFNPET
~TQHLRNWNF TWNI TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANASF QUNWVI FAFSTLMACT TLMLWIMYF VNSIRLNRRTHSNWSFNPET
~TQULRNWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILK PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRUNRRTHSWWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNI TL TILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANASF QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS IRLHRRTHSNWSFNPET
- TQHLANWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAT LYGVEMATLWILK PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRUNRRTHSHIWSFNPET
- TQHL RNWNF TN TE TILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWI LN PLVLAL SLFDANASF QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSIRLHARTHSNWSF NPET
- TQHL RMWNT TWNI TLTILLVVLQYGHYKYSAT LYGVKMATLWILN PLVLALSLFDANASF QUNNYF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSNWSFNPET
~TQHLANWNT TWNI ILTILLAWVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWIL N PLVLALSL FDANASF QUNAVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLMARTHSNWSF NPET
~TQMLRNWNF TWNI TLTILLVWLQYGHYXYSAF LYGVKMATLWI LN PLVLAL SLFDANASF QUNNVT FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS TRUNRATHSNWSF NPET
~TQHLRANWNS TWNI ILTILLAWLQYGHYXYSAF LYGVKMAT LWTLW PLVLALSL FDANASF QUNAVF FAF STLMACT TLMLWIMYT UNSTRLNRRATHSNWST NPET
~TQMLRNWNF TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LN PLVLALSLFDAWASF QUNNVT FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSHWST NPET
~TQHLANKNF TWNI TLTTLLVVEQYGHYXYSAF LYGYKMATLWI LW PLVLALSLFDANASF QUNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNRRTHSNWST NPET
~TQMLRANWNF TWNT TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANASE QUNNVT FAF STLMACTTLMLWIMYF VNSTRLNARTHSHWSTNPET
= TQHL IUNIWNF TWNT TLTTLLAVLQYGHYXYSAF LYGVEKMATLWILW PLVLALSLFDANAST QUNAVF FAF STLMACTTLMLWIMYT UNSTRLWRRTHSNWSTNPET
~TQMLRNWNT TWNT TLTTLLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LN PLVLALSL FDAWASF QVNNVT FAT STLMACT TLHLWIMYF VNSTRLNAATHSWWST NPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTILLVVLQYGHYXYSAF LYGVKMATLIWI LN PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAT STLMACT TLMLWIMYT UNSTRLWRRTHSHWSTNPET
~TQMLRNWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVT FAT STLMACTTLMLWIMYF VNSTRLNARTHSWWSFNPET
= TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVWLQYGHYXYSAF LYGVKMATLWILN PLVLALSLFDARAST QUNWVF FAF STLMACTTLMLWIMYF VNS TRUNRRTHSWWSTNPET
- TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYKYSAF LYGVEMAT LWTLW PLVLALSL FDANASF QVNWVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS TRLNARTHSWWSFNPET
~TQHLRNKNF TWNT ILTTLLVVLQYGHYKYSAT LYGVKMAT LWTLN PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYT VNS IRLWRRTHSHWSFNPET
- TQHLRNIWNT TWNT TLTILLVVLQYGHYKYSAT LYGVEMAT LWILN PLVLALSL FDANASFQUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNARTHSWWSFNPET
- TQHLINWNF TWNT ILTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWTLN PLVLALSL FDANASF QUNWVT FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS IRLWRRTHSHWSFNPET
~ TQMLRNWNT TWNI TLTTLLVWLQYGHYKYSAT LYGVEMATLWTLN PLYLALSLFDANASF QUNNVF FAT STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSWWSFNPET
~TQHLRANWNT TWNI TLTTLLVWLQYGHYXYSAF LYGVKMATLWTLN PLVLAL SLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSIRLNRRTHSNWSFNPET
- TQMLANKNT TWNI TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILW PLVLALSL FOANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYT VNSTRLNARTHSHWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWTLK PLVLALSLFDANASF QUNWVT FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNRRTHSNWSFNPET
- TQMLANKNT TWNI ILTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLIWILN PLVLALSLFDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSHWSE NPET
~ TQHLRNWNT TWNI ILTILLVWLQYGHVEYSAT LYGVKMAT LIWTLW PLVLALSLFDANASF QUNWVI FAF STLMACT TLMLWIMYF VNS TRLWARTHSHWSFNPET
~TQMLANKNT TNI TLTILLAWLQYGHYXYSAF LYGVKMATLWTLN PLVLALSL FDANASF QUNAVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRALNRATHSHWST NPET
~TQMLRNWNF TWNI ILTILLVWLQYGHYXYSAF LYGVKMATLIWI LW PLVLAL SLFDAWASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYT VNSTRLNARTHSNWSTNPET
= TQMLANKNT TWNI ILTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSLFDANASF QUNNVT FAF STLNACTTLMLWIMYT VNSTRLNRRTHSHIWSFNPET
~TQMLRNWNF TWNI ILTILLWWLQYGHYXYSAT LYGVKMAT LWI LW PLVLALSLT DAWASF QUNNVT FAT STLMACT TLMLWIMYT VNSTRLNARTHSWWST NPET
~TQMLRNWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWI LN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STUNACT TLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSWWSTNPET
~TQMLANKNT TWNI TLTILLVWLQYGHYXYSAT LYGVKMATLWILW PLVLALSL T DANASF QUNWVT FAF STLMACTTLMLWIMYF VNS TRLNARTHSNWSTNPET
~TQMLANWNT TWNI TLTTLLVWLQYGHYKYSAF LYGVEMATLWILW PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAT STLMACTTLMLWIMYF VNSTRLWRRATHSWWSFNPET
= TQHLRNKNT TWNI TLTTLLVVLQYGHYXYSAT LYGVKMAT LWI LW PLVLALSL FDANASF QUNNVT FAT STLMACTTLMLWIMYF VNS TRLNARTHSWWSTNPET
~TQMLRNWNT TWNITLTTLLVVLQYGHYKYSAT LYGVKMATLWIL W PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAT STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRRTHSWWSTNPET
~TQHLRNWNT TWNTTLTTLLVWLQYGHYXYSAT LYGVKMATLWIL W PLVLALSL T DANASE QUNNVF FAT STLMACTTLMLWIMYF VNSTRLNRATHSNWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLVVLQYGHYXYSAF LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TEMLWIMYF VNSTALNRRTHSWWSTNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTTLLVVLQYGHYXYSAT LYGVKMAT LWIL W PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACT TLMLWIMYF VNSTRLNRATHSNWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTILLVVLQYGHYKYSAF LYGVKMAT LWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAF STLMACTTLMLWIMYF UNSTRLNRATHSHWSFNPET
~TQMLANWNT TWNT ILTTLLVWLQYGHYXYSAT LYGVKMATLWILN PLVLALSL FDANASF QUNNVF FAFSTLMACT TLMLWIMYF VNSIRLNARTHSNWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNI TLTILLVWLQYGHYKYSAF LYGVKMATLWILK PLVLALSLFDANASF QUNWVF FSFSTLMACTTLMLWIMYF VNSTRLNRRATHSHWSFNPET
~TQHLRNWNT TWNT TLTTLLAVLQYGHYXYSAT LYGVKMAT LWIL K PLVLALSL FDANASF QUNNVF FSFSTLMACT TLMLWIMYF UNSTRLNARTHSNWSFNPET
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ITALY/7239/2003_TTALY_(KRO61458)
SMS8_SOUTH_KOREA_(GU937797)

L2C_CHINA_(EF185992)

CH/S_CHINA_(INS47228)

AJ1102_CHINA_(IX188454)

LC_CHINA_(IX289155)
VN/KCHY-11811372013/KhoalChau/MungYen_Vietnas_(K1962188)
23CZ4_CHINA_(3X524137)
attenuated_DR13_SOUTH_KOREA_(1Q823162)
152008_CHINA_(XC129121)

—PP5e771-CVITT_VMEL_PEDVT

CV777_BELGIUM_(AF153511)
Sequence_66

PEDV_attenuated vaccine CHINA_(KC189944)
SD-M_CHINA_(3X568761)
PEOV/MEX/PUE/01/2015_(MHB04421.1)
PEDV/MEX/JAL/01/2017_(MHB04416.1)
PEOV/MEX/JAL/@6/2017_MEXICO
PEDV/MEX/JAL/83/2016_(MH@84413.1)
PEOV/MEX/JAL/19/2017_(MH204414.1)
PEDV/MEX/JAL/02/2017_(MH284417.1)
PEOV/MEX/JAL/@3/2017_(MM204418.1)
CH/SC23/2018_(MM261342.1)

——P PEOV/MEX/MICH/ 81/ 2813-V

CH-HNKF-16_(KY649187.1)
CH/SC26/2017_(MHR61337.1)
USA/Ok1ahoma38/2813_USA_(KI645644)
Poltavadl /2014 _UKRAINE_(KP483954)
PEDV/USA/Minnesotal2s/2e15_USA_(KUSB2981)
PEOV/MEX/JAL/OR/2014_MEXICO
PEOV/MEX/JAL/01/2014_(MHB06961.1)
PEDV/MEX/IAL/19/2014_(MH204415.1)
PEDV/MEX/JAL/@2/2014_(MHOB6964.1)
13-819349_USA_(XF267458)
15Ve18/8EL/2015_BELGIUM_(KRO213452)
AM2812_CHINA_(KC210125)
CAN/Quebec33a/2214 CANADA_(KR265811)
CH/F122-972012_CHINA_(XC142122)
COL/Cundinamarca/2014_COLOMBIA_(KUS695€9)
FR/@01/2014_FRANCE_(KR@11756)
HUA-14PEDSE_VIETNAM_(KT941120)
TAL_USA_(XF468753)
KNU-1365_SOUTH_KOREA_(KJ66267@)
KNU-1486-1_SOUTH_KOREA_(KM493155)
Le8721/GER/ 2014

MYG-1/3PN/2014 JAPON_(LC@63838)
OHBS1_USA_(K3399978)
PEOV/AUSTRIA/L@1862-M18_15-81/2015_AUSTRALIA_(LT9eese2)
PEDV/MEX/GTO/@1/2013_MEXICO_(MMRB695S.1)
PEOV/MEX/MICH/OR/2613_MEXICO
USA/Colorado/2013_USA_(KF272928)
USA/Indiana/17846/2013_USA_(KF452323)
USA/Indianald/2@13_USA_(KJ645641)
USA/MinnesolaS2/2813_USA_(K1645784)
USA/0h30245/2014_USA_(KR26584@)
USA/0hio6@/2013_USA_(XJ645657)
USA/Texasd15/2014_USA_(KR265834)
MEX/124/2014_(X1&4a57@8.1)
MEX/184/2013_(KlEas57e8.1)
MEX/Mexic0329/2814 (KR265766.1)
PEOV/MEX/JAL/@5/2017_(MM204422.1)
PEDV/MEX/VER/@2/2015_(MH213464.1)
PEDV/MEX/MICH/@2/2013_(MHOB6965.1)
PEDV/MEX/PUE/@1/2016_(MH206963.1)
PEDV/MEX/SON/81/2015_(MHB13462.1)
PEDV/MEX/MICH/@2/2015_(MH086962.1)
PEDV/MEX/QRO/@1/2017_(MH213465.1)
PEDV/MEX/VER/01/2014_(MHB06960.1)
PEOV/MEX/JAL/04/2017_(MHR04419.1)
PEDV/MEX/MICH/@1/2013_(M40R6957.1)
PEOV/MEX/MICH/19/2013_(MHOR6358.1)
PEOV/MEX/QRO/02/2017_(MHB13466.1)
PEDV/MEX/VER/@1/2015_(MM213463.1)
USA/Ohic68/2013_(K1645665.1)
USA/MinnesotaBaf2913_(KJ16457e7.1)
USA/Towal®3/2013_(K16456%4.1)
USA/Ohiol126/2014_(K1645782.1)
USA/Towa23.57/2013_(KJ645649.1)
USA/MinnesotaSs/2813_(KJ1645655.1)
USA/Texas128/2013_(K1645697.1)
USA/Oklahomad5/2813_(K)645642.1)
USA/Kansas125/2814_(KJ6457@1.1)
GER/LR@719/2014_(LMG645258.1)
PEDV_AUSTRTA_L@1862-M18_15-01_2015_(LT908582.1)
PEDV_ROMANTA_L@1329-K25_15-01_2015_(LT898436.1)
PEDV/MEX/GTO/02/2017_MEXICO_(KY828994.1)
PEDV/MEX/GTO/02/2016_(MH204412.1)

DALLTTSYMGAQVCIPLLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGYQVSQLANTVTVAXATT TIVYVRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNSSAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYNGRQVRIPVLGAPTGVTLTLLSGTLFVEGYKVATGYQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YVASKHGDYSAVSNS SAVLTOSEKVLHLY
DALLTTSYMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGYQVSQLPNFVTVAXATT TIVYGRVGRSVPASSGTGNAT YVA SKHGDYSAVSNS SAVL TDSETVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YVA SKHGOYSAVSNS SSVLTOSEEVLMHLY
DALLTTSYMGRQVCTIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAXATT TIVYGRVGRSYNASSSTGHNAF YVA SKHGDYSAVSNS SAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTVAXATT TIVYGRVGASVNASSSTGHAR YWASKHGDYSAVSNO SAVL TOSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQUCIPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSSTGHAF YVA SKHGDYSAVEND SAVL TDSEKVLMLY
DALLTTSYNGAQUCIAVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSSTGHAT YVASKHGOYSAVSNO SAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQUCIPVLGAPTGVYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQUSQLPDF VTVAXATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSAVL TOSEXVLHLY
DALLTTSYMGIQVCIPVLGAPTGYTLTLLSGTLF VEGYKVATGVQVSQLA DF VTVAXATT TIVVGRVGRSVNASSGTGRAT YVRSKHGDYSAVSNPSAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQUCIPVLGAPTEYTLTLLSGTLFVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAT YVA SKHGDYSAVSNP SAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQUCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGYQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQUCIPVLGAP TGV TLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAT YVA SKHGDYSAVSNPSAVL TDSERVLHLY
DALLTTSYMGAQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPDFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVR SKHGDYSAVSNP SAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCTPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPDF VTVAKATT TIVYGRVGASYNASSGTGNAT YVA SKHGDYSAVSNPSAVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVRSKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YVA SKHGDYSAVSNOSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQVCTIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVDGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNOSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVDGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YVA SKHGDYSAVSNSSSVLTDSEKVLMLY
DALLTTSVNGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVDGYKVATGVQVSQLPNFVTVARATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNSSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGIVGASYNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNSSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQUCIPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVARATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVASKHGOYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLONFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YV SKHGDYSAVSNSSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYMGAQICIPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSERVLHLY
DALLTTSYMGRQICIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAT YV SKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQUPNFVTVARATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTOSERKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNI VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGWAT YVASKHGDYSAVSNPSSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSVMGAMVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNPSSYL TOSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQVCTIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNIVTVAKATT TIVYGIVGRSVNASSGTGHAF YVR SKHGDYSAVSNPSSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSYMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YV SKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLMLY
DALLTTSVNGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAXATT TIVVGRVGASVNASSGTGNAF YVASKHGDYSAVSNPSSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANT VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNOSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGRQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRYGRSVNASSGTGNAF YVASKHGDYSAVSNO SSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNMGAQVCIOVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAT YVASKHGDYSAVSNS SSVL TOSEKVLMLY
DALLTTSYMGAQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNS SSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYMGAQUCIAVLGAPTEVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAT YV SKHGDYSAVSNP SSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNESSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYMGRQVCIPVLGAPTOVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAXATTTIV ASVNASSGTGRAT YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNIVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNPSSVL TOSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCTIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNI VTVAKATT TIVYGRY TGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTDSERVLMLY
DALLTTSYMGAQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNI VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGNAT YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTIVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGNAT YVR SKNGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLMLY
DALLTTSYMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNI VTVAXATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YVA SKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVACATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YVR SKHGDYSAVSNP SSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVALATT TIVYGRYGRSVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNOSSYLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLENF VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGNAF YVR SKHGDYSAVSNSSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQUCIAVLGAP TGV TLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVASKHGDYSAVSNOSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVACATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVARSKHGDYSAVSENSSSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVASKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQVCIPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGYQVSQLANFVTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAT YVA SKHGDYSAVSNASSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANIVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVR SKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQVCTIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAT YVA SKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAXATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAF YV SKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYNGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVL TOSEKVLHLY
DALLTTSVYMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGNAT YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIPVLGAPTGVYTLTLLSGTLLVEGYKVATGYQUSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNSSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGIQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGNAT YVASKHGDYSAVSNP SSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVASKHGDYSAVSNOSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQUCIPVLGAPTEVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLENI VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YVASKHGOYSAVSNPSSVLTOSEKVLMLY
DALLTTSVMGAQUCTAVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQUSQLANF VTVARATT TIVYGRVGRSYNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSSYL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNF VTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGHAT YWASKHGDYSAVSNS SSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQUCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGASYNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVENSSSVL TDSEKVLMLY
DALLTTSYNGRQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNF VTVAKATT TIVVGRVGRSVNASSGTGHAT YVASKHGOYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNESSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYNGRQVCTIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQUPNFVTVANATTTIV /NASSGTGNAF YWRSKHGDY! LTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCTAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAT YVR SKHGDYSAVSNPSSVLTDSEXVLHLY
DALLTTSYNGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGRAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYMGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGWAT YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTDSERVLHLY
DALLTTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVR SKHGDYSAVSNPSSVL TOSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLONFVTVAKATT TIVYGRVGASYNASSGTGNAT YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSERVLHLY
DALLTTSVNGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVALATT TIVYGRYVGRASVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQUSQLENFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGRAT YVA SKHGDYSAVSNOSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQVCIPVLGAPTGYTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGAVGASVNASSGTGHAT YVA SKHGDYSAVENSSSVLTDSEKVLMHLY
DALLTTSVMNGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGASVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YV SKHGDYSAVENSSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYNGAQVCTPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVASKHGOYSAVSNPSSVL TDSEKVLHLY
DALLTTSYMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNFVTVAXATT TIVVGRVGRSVNASSGTGHAF YV SKHGDYSAVSNSSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGRQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLP NI VTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVMGAQVCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLPNF VTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSVNGRQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANI VTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAT YVR SKHGDYSAVSNPS SVLTDSEKVLHLY
DALLTTSVNGAQVCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLENM VTVAXATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTOSEKVLHLY
DALLTTSYNGRQUCIPVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLANFVTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGHAF YVASKHGDYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
DALLTTSYMGAQUCIAVLGAPTGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLONF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVA SKHGDYSAVSNPSSVLTOSERVLHLY
DALLTTSYMGAQVCIPVLGAP TGVTLTLLSGTLLVEGYKVATGVQVSQLONF VTVAKATT TIVYGRVGRSVNASSGTGNAF YVASKHGOYSAVSNPSSVLTDSEKVLHLY
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llustraciéon 14. Alineamiento muiltiple de las secuencias de la proteina vDEP M de cepas mexicanas,
europeas, asiaticas y estadounidenses. Se incluyeron 87 secuencias. Los primeros 120 aminoacidos
incluyen la regiéon transmembrana completa (1 a 98) y la region globular corresponde al resto de
aminoacidos en la alineacion (99-226). El alineamiento se realizd en Clustal Omega. Los cambios de
aminoacidos se indican mediante flechas.
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V.V.I Prediccién del modelo 3D de la proteina M

Se realizd una busqueda de proteinas homdlogas de estructura proteica 3D conocida. BLASTP identifico la
proteina cadherin 1 de Mus musculus, que mostré una identidad del 46.43%, pero solo una cobertura del
12% (28 aminodcidos) de la secuencia de la proteina M de longitud completa. PSI-BLAST identifico la
secuencia mencionada anteriormente y 12 secuencias adicionales con porcentajes de identidad inferiores
al 40% y una cobertura del 18-39% de la regidn carboxilo terminal de la proteina M. SWISS-MODEL generd
tres modelos de la proteina CV777 M; los modelos se generaron a partir de NAD quinasa 1, NSP10 de SARS-
CoV-2 / SARS-CoV y una proteina miembro de la superfamilia 9 del ligando del factor de necrosis tumoral,
con porcentajes de identidad del 15, 27 y 24% respectivamente. La cobertura fue inferior al 34%, y el mejor
valor QMEAN de todos los modelos fue -3.70 (QMEAN o Analisis energético del modelo cualitativo, es una
funcién de puntuaciéon compuesta que estima la calidad del modelo local y global al describir los principales
aspectos geométricos de las estructuras de las proteinas) (135). Por lo tanto, en el presente trabajo la
construccién del modelo 3D predicho de la proteina VDEP M se realizd utilizando el proyecto CAMEO
(Continuous Automated Model EvaluatiOn). Inicialmente, se utilizaron los siguientes programas: IntFOLD5,
SPARKS X, Phyre 2 y Raptor X. Sin embargo, algunos de los modelos construidos no presentaban estructura
secundaria definida o estructura alguna en las regiones transmembranal y globular de la proteina M de los
coronavirus, y los valores de QMEAN oscilaron entre — 14.60 a -5.91. En consecuencia, esos modelos 3D no
se consideraron (llustracién S1,A-D).

Los siguientes modelos se construyeron utilizando el servidor Robetta (parte del proyecto CAMEQ), con
modelado comparativo RosettaCM. Se obtuvieron cinco modelos diferentes de la proteina CV777 M, con
valores de QMEAN entre -0.86 y -3.41 (llustracion S2.pdf). El mejor valor de QMEAN correspondioé al modelo
ndmero 1. Este modelo se compard con los modelos creados con los programas mencionados
anteriormente (Tabla 1). También se creé un modelo 3D predicho de la proteina M de
PEDV/MEX/MICH/01/2013 (llamado 2013MMV en este trabajo). Se trata de una cepa mexicana aislada en
2013 en Michoacdn, México; tiene 6 diferencias de aminoacidos en comparacion con la proteina CV777 M.
De los 5 modelos generados a partir de ambas proteinas M, el modelo 1 se selecciond en funcion de su
valor QMEAN vy su arquitectura proteica predicha, incluida la de los dominios transmembranal y globular
(llustracién S3). Las ilustraciones 15A y B muestran los modelos 3D predichos de la proteina CV777 My la
proteina 2013MMV M, respectivamente. Los modelos tienen 3 hélices a que atravesarian la membrana,
con regiones de bucle dentro y fuera de la envoltura viral, y un dominio globular formado principalmente
por cadenas B antiparalelas. Los modelos 3D generados en Robetta se construyeron a partir de varias
plantillas, la mas importante de las cuales fue la proteina ORF3 del SARS-CoV-2 (6xdc) dato obtenido por el
servidor Dali (Tabla S1y llustracién S4).
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Tabla 1. Comparacién de los mejores valores de QMEAN de los diferentes modelos de la proteina M
realizados con diferentes programas.

SWISS SPARKS X | Phyre | Raptor | Robetta | IntFOLD
Model 2 X
-3.51 -5.91 -14.60 -8.22 -0.86 -6.62

V.VII Validacién del modelo 3D predicho de la proteina M

Los modelos 3D predichos de la proteina M de CV777 vy la proteina M de 2013MMYV se evaluaron con
QMEANDIsCo y QMEANBrane, que arrojaron valores de QMEANDisCo de 0.59 y 0.57 respectivamente
(Modelo 1 en ambas proteinas) (llustracion S2, S3). El modelo 3D de la proteina M de CV777 y el modelo
3D de la proteina M de 2013MMV se superpusieron usando el programa UCSF Chimera, mostrando que el
valor de RMSD era 12.195 A y que habia diferencias en la topologia de la proteina correspondiente a la
regién transmembranal (1-99 aminoacidos). Las principales diferencias estaban en la regién globular, que
involucra a los Ultimos 26 aminodcidos de la proteina M de 2013MMYV, que se plegaron con una orientaciéon
diferente (llustracién 15C).

llustracidn 15. Modelos 3D predichos de las proteinas CV777 My 2013MMV M, generados con Robetta. A)
Modelo 1 de la proteina M de CV777 B) Modelo 1 de la proteina M de 2013MMV. La regién transmembrana
se muestra en rojo. Las regiones fuera de la membrana viral se muestran en amarillo. La region globular se
muestra en verde. Las flechas azules apuntan al extremo N-terminal y las flechas blancas apuntan al extremo
C-terminal. C) Superposicién de los modelos 3D de las proteinas M de CV777 y M de 2013MMV. Las areas
rojas corresponden al valor RMSD mas alto, mientras que las areas verdes corresponden al valor RMSD mas
bajo. Las flechas blancas indican los sitios con el RMSD més alto, correspondientes a las zonas sin estructura
definida y a los extremos N- y C-terminales.
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La estereoquimica de ambos modelos se evalué mediante el programa PROCHECK (Tabla 2). Un buen
modelo predicho deberia incluir mas del 90% de los dngulos phiy psi en las regiones mas favorecidas. El
modelo de proteina M de CV777 mostrd un valor de 89.2%, mientras que el modelo de proteina M de
2013MMV mostroé un valor de 88.1%.

Tabla 2. Estadisticas de la grafica de Ramachandran de los modelos M de CV777 y M de 2013MMV.

Grafico estadistico de Ramachandran Modelo 1 M CV777 Modelo 2013MMV
No. de % No. de %
residuos Residuos

Regiones mas favorables 181 89.2* 178 88.1*

Regiones adicionales permitidas 20 9.9 22 10.9

(a, b, 1, p)

Regiones generosamente permitidas 1 0.5 0 0.0

(~a,~b, ~1, ~p)

Regiones no permitidas (XX) 1 0.5* 2 1*

Residuos no glicina y no prolina 203 100 202 100

residuos finales (excl.. Gly and Pro) 2 2

Residuos de glicina 14 14

Residuos de prolina 7 7

Nimero total de residuos 226 225

G-Factors

Parametros Score Promedio Score Promedio

Score Score

Angulos dihedros -0.07 -0.08

Phi-psi distribucién 0.33 0.27

Chil-chi2 distribucién 0.25 0.17

Chil dnico 0.52 0.71

Chi3 y chi4 0.05 0.07

Omega 0.11 0.11

Fuerzas covalentes de la cadena

Longitudes de enlace de la cadena 0.48 0.51

Angulos de enlace de la cadena 0.09 -0.18

0.25 0.11

MEDIA GENERAL 0.18 0.13

Los factores G proporcionan una medida de cudn inusual o fuera de lo comun es una propiedad.

Valores por debajo de -0.5* - inusuales

Valores por debajo de -1.0** - muy inusuales

La media general es el promedio de los factores G analizados para determinar si una estructura es inusual o
muy inusual.
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Se utilizd el servidor web ModFOLD6 para estimar la calidad de los modelos 3D. El modelo de proteina M
de CV777 tuvo una confiabilidad media, una probabilidad de 1/20 de ser un modelo incorrecto y una
puntuacién de calidad del modelo de 0.3855 (ilustracién 16) El modelo de proteina M 2013MMV tuvo una
confiabilidad media y un puntaje de calidad del modelo de 0.3931 (ilustracidn 16). Los puntajes de calidad
del modelo global oscilan entre 0 y 1. En general, los puntajes inferiores a 0.2 indican que puede haber

dominios modelados incorrectamente y los puntajes superiores a 0.4 generalmente indican modelos mas

completos y confiables (119).

A
Modelo Confianza y P-value | Puntuacion de calidad del modelo global
Modelo 1 M CV777 | Medio  1.161E-2 0.3855
Modelo 12013MMV | Alto 8.473 E-3 0.3931
B { &
g
g 10
T .
i 1

[} 50 100 150 200
Residue number

o

Predicted residue error (Angstroms)

” HH “ il Hu il

llustracién 16. Evaluacién del modelo 3D de proteina M CV777 y proteina M 2013MMYV utilizando el
programa ModFOLD. A) Resumen general de los resultados de ModFOLD, confiabilidad del modelo, valor p
y valor global de la calidad del modelo. B) Tabla del error en A por residuo predicho con respecto a los
residuos del modelo de proteina M de CV777. C) Imagen del modelo 3D de proteina M de CV777 con vistas
a la precisién por residuo. La alta precision se resalta en azul y la baja precisién en rojo. D) Tabla de error
en A por residuo predicho con respecto a los residuos del modelo 3D de proteina M DE 2013MMV. E)
Imagen del modelo 3D de proteina M de 2013MMYV con vistas a la precision por residuo. Alta precision en
azuly poca precisién en rojo.
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La evaluacién de los modelos 3D de la proteina M de CV777 y la proteina M de 2013MMYV en MolProbity
(Tabla 3) arrojo puntuaciones de 1.34 y 1.37 respectivamente, lo que indica una estereoquimica aceptable
(aceptable < 2.0, no aceptable > 2.0). Los valores obtenidos de choques estéricos o colisiones fueron 2.21y
3.05, respectivamente, y ambos modelos tuvieron 0% de rotameros malos. El modelo de proteina M de
CV777 tenia 95.09% de sus enlaces en las dreas favorecidas en el grafico de Ramachandran, mientras que
el modelo de proteina M de 2013MMYV tenia 95.96%. Sin embargo, el valor ideal es del 98%.

Tabla 3. Evaluacién usando el servidor MolProbity de las estructuras proteicas M de CV777 y M de
MVM2013 generados en Robetta.

Modelo de la proteina M Parametros especificos Valores obtenidos | Valores esperados
cv777
Contactos de todos los puntuacion de choque 2.21
atomos
Geometria de proteinas rotdmeros pobres 0 0.00% Ideal: <0.3%
rotameros favoritos 194 98.48% Ideal: >98%
Valores atipicos de Ramachandran 1 0.45% Ideal: <0.05%
Valores favorecidos de 213 95.09% Ideal: >98%
Ramachandran
Distribucion Rama Z-score 0.63 +/-0.55 Ideal: abs(Z score)
<2
Valor MolProbity 1.34
CB desviaciones >0.25A 0 0.00% Ideal: 0
Enlaces malos 4/1853 0.22% Ideal: 0%
Angulos malos 7/2539 | 0.28% Ideal: <0.1%
Modelo M 2013MMV Parametros especificos Valores obtenidos | Valores esperados
Contactos de todos los puntuacién de choque 3.05
atomos
puntuacién de choque Rotdmeros pobres 0 0.00% Ideal: <0.3%
Rotdmeros favorecidos 195 99.49 Ideal: >98%
Valores atipicos de Ramachandran 1 0.45% Ideal: <0.05%
Valores favorecidos de 214 95.96% Ideal: >98%
Ramachandran
Distribuciéon Rama Z-score -0.24 +/- 0.56 Ideal: abs(Z score)
<2
Valor MolProbity 1.37
CB desviaciones >0.25A 0 0.00% Ideal: 0
Enlaces malos 1/1846 | 0.05% Ideal: 0%
Angulos malos 11/2530 | 0.43% Ideal: <0.1%

Tanto el modelo de proteina M de CV777 como el modelo de proteina M 2013MMV se evaluaron en ProSA
web para obtener una puntuacion de calidad general. Los valores Z fueron -5,26 y -5,88, respectivamente
(ilustracién 17A, 17C). Estos valores estan dentro del rango esperado para proteinas de 225-226
aminoacidos. El grafico de energia muestra que en ambos modelos los primeros 100 aminodcidos en la
regién transmembranal tenian el nivel de energia mas alto. Sin embargo, ninguno de los residuos tiene
valores positivos elevados, lo que se ve penalizado por el programa (llustraciéon 16B, 16D), lo que sugiere
que es tiene una calidad de modelado aceptable.
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llustracién 17. Evaluacién en web ProSA del modelo 3D de la proteina M de CV777 y M 2013MMV. Los
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modelos se generaron con Robetta. A) Tabla de los valores Z del modelo 3D de la proteina M de CV777. B)
Tabla de energia del modelo 3D de proteina M CV777. C) Tabla de los valores Z del modelo 3D de la proteina
MMV M de 2013. D) Tabla de energia del modelo 3D de proteina M de 2013MMV.
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V.VII.I Comparacién de modelos 3D de proteina M predichos de modelos de proteina M vDEP y SARS-CoV-
2

Como resultado de la pandemia de SARS-CoV-2, DeepMind (AlphaFold) y el laboratorio de Michael Feig
(Feig lab) generaron modelos 3D de la proteina M del virus SARS-CoV-2 (ilustracion 18).

A) B)

llustracién 18. Modelos de la proteina M del SARS-CoV-2. A) Modelo construido con AlphaFold. B) Modelo
de la proteina M construido por Feiglab (136)(124).

AlphaFold utiliza una red neuronal para predecir las distancias entre pares de residuos en una proteina. Esta
informacién permite construir un potencial de fuerza media que puede describir la forma de una proteina.
El potencial resultante se optimiza mediante un algoritmo de descenso de gradiente simple para determinar
las estructuras de las proteinas sin procedimientos de muestreo complejos [15]. El laboratorio de Feig Lab
ha generado modelos iniciales basados en aprendizaje automatico utilizando trRosetta. A continuacion, los
modelos se sometieron a un protocolo de refinamiento basado en simulacién de dindmica molecular para
maximizar la precisién del modelo [16]. En comparacion, los modelos SARS-CoV-2 y los modelos vDEP
mostraron patrones de plegado global similares (llustracién 19).

llustracién 19. Modelos de la superposicion de la proteina M de SARS-CoV-2. Superposicion de los modelos
de proteinas 3D M. A) Modelo de proteina M de CV777 y M de SARS-CoV-2 M obtenido por AlphaFold. B)
Modelo de proteina M de CV777 y M de SARS-CoV-2 M obtenido por Feiglab. C) Modelo de proteina M
mexicana 2013MMV y M de SARS-CoV-2 obtenida por AlphaFold. D) Modelo de proteina M mexicana de
2013MMV y M de SARS-CoV-2 obtenido por Feiglab. E) Modelos de la proteina M de SARS-CoV-2 obtenidos
por AlphaFold y Feiglab respectivamente.
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La proteina M de SARS-CoV-2 tiene un 33% de identidad con la proteina CV777 M y un porcentaje de
cobertura del 94% segln BLAST. Los modelos de proteina M de SARS-CoV-2 se evaluaron con los programas
web QMEAN, QMEANDisCo, MolProbity, ModFold, PROCHECK y ProSA. Los resultados se compararon con
los de los modelos 3D de las proteinas M de CV777 y M de 2013MMV generados por Robetta (Tabla 4). El
analisis mostré que los pardmetros de calidad de los modelos de proteina vDEP M eran comparables a los
parametros de calidad de los modelos validados de la proteina M de SARS-CoV-2. Se observaron diferencias
estructurales y topoldgicas entre los modelos de proteina M del vDEP generados por Robetta y los modelos
de proteina M de SARS-CoV-2 del laboratorio AlphaFold y Feig cuando se superpusieron los modelos. Las
imdgenes superpuestas se pueden ver en la ilustracion 17. Los valores de RMSD del modelo 3D de la
proteina M de CV777 y los modelos de laboratorio AlphaFold y Feig fueron 6.0 y 14.1 A respectivamente.
Por el contrario, la superposicion del modelo 3D de proteina M de 2013MMYV con el modelo de proteina M
de SARS-CoV-2 de AlphaFold y el modelo de proteina M de SARS-CoV-2 del laboratorio Feig mostré valores
de RMSD de 8.120 y 15.716 A respectivamente. La superposicion del modelo AlphaFold con el modelo de
laboratorio de Feig mostré un RMSD de 12.6 A. La principal diferencia entre todos los modelos se observéd
en las hélices a del dominio transmembranal. Aungue el patrén de plegamiento se conservé en la region
globular, se observaron diferencias en la orientacién. Los datos obtenidos demostraron que los modelos 3D
de las proteinas M de CV777 y M de 2013MMV generados por Robetta son de buena calidad general. Los
modelos de proteina M de VDEP generados por Robetta parecen ser de calidad confiable en comparacion
con los valores obtenidos en la evaluacion de los modelos de proteina M de SARS-CoV-2 del laboratorio
AlphaFoldy Feig. Ademas, la plataforma Robetta proporciona una forma facil y gratuita de generar modelos,
sin la necesidad de instalar programas.

Tabla 4. Resumen de los valores de los programas utilizados para evaluar la calidad de los modelos 3D.
Comparacién entre los modelos 3D de proteina M de CV777 y proteina M de 2013MMV generada en
Robetta, proteina M SARS-CoV-2 de AlphaFold y Feiglab.

CV777 Robetta 2013MMV Robetta | SARS-CoV-2 AlphaFold | SARS-CoV-2 FeiglLab
QMEAN -1.58 -1.76 -0.86 -2.89
QMEANDIsCo 0.59 0.57 0.49 0.45
PROCHEK 89.2 88.1 94.8 88.6
ModFOLD Medio Alto Alto Medio
1.161E-2 9.549E-3 7.113E-3 4.804E-2
(0.3855) (0.3899) (0.3998) (0.3510)
ProSA web -5.26 -5.88 -3.5 -3.87
MolProbity 1.34 1.37 1.32 0.74
(2.21,0.00, 95.09) | (3.05,0.00, 95.96) (1.57, 2.45,97.38) (0.28,0.53, 96.36)
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V.Vl Identificacion de epitopos en la proteina M del vDEP

V.VILI Identificacién de epitopos de células B lineales en el modelo de proteina vDEP M

Los epitopos estructurales en el modelo 3D predicho de la proteina M de vDEP se analizaron y compararon
con epitopos de células B lineales. Los epitopos de células B de la proteina M CV777 y M 2013MMYV se
predijeron utilizando la prediccion del epitopo lineal Bepipred 1.0 y el predictor secuencial del epitopo de
células b Bepipred 2.0. Ambos programas encontraron cuatro péptidos en el modelo de la proteina M de
CV777; los péptidos RSVNASSGTG y KHGDYSAVSNPSAVLT fueron predichos por ambos programas (Tabla 5).
En el modelo de proteina M de 2013MMYV, los programas predijeron 3 y 4 péptidos respectivamente. Una
evaluacién adicional con otros programas mostré tres péptidos por encima del umbral de 1 para los
modelos de proteinas M de CV777 y M de 2013MMYV. Se realizé un analisis de conservacién de epitopos
(%) con 31 secuencias de proteinas M de diferentes cepas de vDEP aisladas en México, Estados Unidos y
otros paises. Entre las secuencias analizadas se observd un alto nivel de conservacién de los epitopos
identificados en las proteinas M de 2013MMV y CV777. Sin embargo, las secuencias de algunos epitopos
de la proteina M de 2013MMYV estaban mas altamente conservadas que las de la proteina M de CV777
(Tabla 5).

Tabla 5. Epitopos continuos de células B de la proteina M de CV777.

Epitopos Posicién Largo Chou Emini Karplus Kolaskar Parker Conservacién Identidad %

continuos B-cell % Minimo-

maximo
Modelo CV777

Bepipred 1.0

MSNGSIPV 1-8 8 1.217 1.000 1.065 0.999 2.264 90.80 37.50-
100.00

SFNPETDAL 111-119 9 1.108 1.000 1.051 0.951 3.781 100.00 100.00-
100.00

RSVNASSGTG 185-194 10 1.207 1.000 1.038 0.993 4.561 94.25 90.00-
100.00

KHGDYSAVSNPS | 202-217 16 1.133 1.000 1.004 1.057 2.986 16.09 93.75-

AVLT 100.00

Bepipred 2.0

SIPVDEVIEHLRN 5-20 16 0.863 1.00 0.973 1.046 0.497 12.64 56.25-

WNF 100.00

YKVATGVQVSQL | 154-165 12 0.910 1.000 0.989 1.106 1.960 100.00 100.00-
100.00

GRVGRSVNASSG | 181-194 14 1.142 1.000 1.026 1.011 3.807 93.10 92.86-

TG 100.00

KHGDYSAVSNPS | 202-222 21 1.078 1.000 1.006 1.055 2.883 14.94 90.48-

AVLTDSEKV 100.00

Modelo 2013MMV

Bepipred 1.0

SFNPETDAL 110-112 9 1.108 1.000 1.051 0.951 3.781 100.00 100.00-
100.00

RSVNASSGTG 184-193 10 1.207 1.000 1.038 0.993 4.561 94.25 90.00-
100.00
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KHGDYSAVSNPS | 201-217 17 1.172 1.000 | 1.019 1.056 3.169 83.91 94.12-
SVLTD 100.00
Bepipred 2.0
VDEVIQHLRNW | 7-19 13 0.891 1.00 0.952 1.042 0.086 78.16 61.54-
NF 100.00
YKVATGvVQVSQL | 153-164 12 0.910 1.000 | 0.989 1.106 1.960 100.00 100.00-
100.00
RVGRSVNASSGT | 181-193 13 1.153 1.000 | 1.026 1.007 3.965 94.25 92.31-
G 100.00
KHGDYSAVSNPS | 201-221 21 1.129 1.000 | 1.023 1.052 3.176 82.76 90.48-
SVLTDSEKV 100.00

Los epitopos sombreados son exclusivos de la proteina M 2013MMV

Chou, Promedio: 0.440 Minimo: 0.228 Maximo: 0.637 Linea limite: 0.5000
Emini, Promedio: 1.000 Minimo: 0.083 Maximo: 4.505 Linea limite: 1.00
Karplus, Promedio: 0.967 Minimo: 0.846 Maximo: 1.090 Linea limite: 0.967
Kolaskar, Promedio: 1.063 Minimo: 0.873 Maximo: 1.242 Linea limite: 1.063
Parker: Promedio: -0.429 Minimo: -7.643 Maximo: 5.529, Linea limite: -0.429
Identidad % Linea limite: 100%

V.VILII Prediccidn de epitopos discontinuos de células B del modelo de proteina M de vDEP

La prediccién de epitopos discontinuos a partir de modelos 3D de proteina M se realizd utilizando los
programas ElliPro y DiscoTope. Se hizo la misma prediccion con los modelos de proteina M de SARS-CoV-2
del laboratorio AlphaFold y Feig. ElliPro predijo 6 epitopos en el modelo de proteina M de CV777, 4 en el
modelo de proteina M de 2013MMYV, 4 en el modelo de proteina M de SARS-CoV2 de Alpha fold y 5 en el
modelo de proteina M de SARS-CoV2 de Feig lab (Tabla 6) (llustracién 20). Los epitopos predichos se
ubicaron en areas con estructura similar. En la llustracién 18, las regiones coloreadas corresponden a
epitopos discontinuos, ordenados desde la puntuacion mas alta (rojo) hasta la puntuacién mas baja
(naranja). El programa DiscoTope predijo 15 residuos en el modelo CV777 y 14 residuos en el modelo de
proteina M de 2013MMV con tendencia a formar parte de un epitopo, mientras que 14 y 24 residuos se
predijeron en el modelo de proteina M de SARS-CoV-2 de AlphaFold y el Modelo de proteina M de SARS-
CoV-2 del laboratorio Feig, respectivamente (Tabla 7). Las ilustraciones 20 y 21 muestran los residuos en
los modelos. Las flechas de colores indican residuos que se encuentran en regiones estructurales similares.
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llustracién 20. Epitopos discontinuos predichos en ElliPro a partir de modelos de proteina CV777, 2013MMV
y SARS-CoV-2 M. Los modelos se generaron con AlphaFold y Feiglab. Los resultados de ElliPro muestran
patrones de proteinas con epitopos discontinuos resaltados con diferentes colores. Las flechas con el mismo
color indican epitopos discontinuos que pertenecen a la misma regién marco en los modelos. A) Proteina
M de CV777. B) Proteina M de 2013MMV. C) Proteina M de SARS-CoV-2 de AlphaFold. D) proteina M de
SARS-CoV-2 de Feiglab. Los residuos coloreados para cada epitopo se indican en la tabla 6. Los colores solo
diferencian entre epitopos

Tabla 6. Prediccidn de epitopos discontinuos con ElliPro a partir del modelo 3D de proteina M de CV777,
modelo 3D de proteina M de 2013MMV y modelos de proteina M de SARS-CoV-2 de AlphaFold y FeiglLab.
INDICAR AL FINAL DE LA TABLA EL INTERVALO DE VALORES SIGNIFICATIVOS, ¢Cudl es el valor significativo?

Modelo 3D de la proteina M CV777

No. Residuos Ndmero de Valor
residuos
1 M1, S2,N3,G4,S5, 16, P7,V8, D9, E10, V11,112, E13, H14, L15, R16, W18, N19, F20, 45 0.741

T21, W22, N23, 124, L64, F65, D66, A67, W68, A69, S70, F71, Q72, V73, N74, W75,
V76, F77,F78, A79, F80, S81, 182, L83, M84

2 A136, P137, T138, R200, S201, K202, H203, G204, D205, Y206, S207, A208, V209, 30 0.719
$210, N211. P212, S213, A214, V215, L216, T217, D218, S219, E220, K221, V222,
1223, H224,1225,V226

3 127,128, L29 3 0.698
4 V31,V32,Q29 3 0.684
5 S123,V124, M125, G126, R127, L144, L145, S146, G147, T148, A157, T158, G159, 27 0.674
V160, Q161, V162, S163, Q164, L165, 5186, V187, N188, A189, S190, S191, G192,
T193
6 Y35, G36, H37, Y38, K39, Y40, S41, V42, F43, L44 10 0.645
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Proteina M 2013MMV

No. Residuos Numero de Valor
residuos

1 127,128, V31 3 0.803

2 S1, N2,G3, F4,15,P6, V7, D8, E9S,V10, 111, Q12, H13, L14, R15, W17, N18, F19, 37 0.747
T20,F64, D65, A66, W67, A68, S69,F70, Q71, V72, N73, W74, V75, F76, F77, A78,
F79, L82, M83

3 H106, S122, V123, M124, G125, R126, Q127, G134, A136, P136,T137, G138, T142, 60 0.699
L143, L144, S145, G146,T147, A156, T157, G158, V159, Q160, V161, S162, Q163,
L164, P165, N166, F167, 1177, V178, G180, R181, V182, G183, R184, S185, V186,
N187, A188, S189, S190, G191, T192, G193,W194, A195, F196, V198, S200, K201,
H202, G203, D 204, Y205, S206, A207, V208, S209

4 L32, G35, Y37, K38, Y39, S40, A41, F42, L43. 9 0.548

Proteina M SARS-CoV-2 M de AlphaFold
No. | Residuos Ndmero de | Valor
residuos

1 V143, 1144, G147, H148, L149, H155, G157, R158, C159, D160, 1161, K162, D163, | 22 0.699
L164, R186, V187, A188, G189, D190, S191, G192, F193

2 E12, L13, K14, K15, L16,L17, E18, Q19, W20, N21, L22, V23, 124, G25, F26, L27, T30, | 28 0.676
A63, C64, F65, L67, A68. A69, V70, Y71, R72, 173, N74, W75, T77, G78, G79, 180,
A81, 182, A83, M84, C86

3 R101, A104, R105, E135, S136, E137, L138, V139, E167, S173, R174, T175, L176, | 29 0.676
S177, Y178, K180, L181, G182, A183, S184, Q185, A195, S197, R198, Y199, R200,
1201, G202, N203

4 A40, N41, N43, R44, F45, L46, 149 7 0.573

Proteina M SARS-CoV-2 de Feiglab
No. Residuos Namero de Valor
residuos

1 S173, R174, K205, L206, N207, T208, D209, H210, S211, S212, S213, S214, D215, 20 0.747
N216, 1217, A218, 1219, L220, V221, Q222

2 M1, A2, D3, S4, N5, G6,T7, 18, T9, V10, E11, E12, L13, K14, K15, L16. L17, E18. Q19, 41 0.739
W20, V66, L67, A68, A69, V70, Y71, R72, 173, N74, W75, 176, T77, G78, G79, 180,
A81, 182, A83, C86, L87, LSO

3 1144, L145, R146, G147, H148, G157, R158, C159, D160, 1161, K162, D163, L164, 31 0.703
P165, K166, E167, K180, L181, G182, A183, S184, Q185, R186, V187, A188, D190,
S$191, G192, F193, A194

4 R107, L124, H125, G126, T127 5 0.686

5 Q36, F37, Y39, A40, N41, N43 6 0.665

Puntaje minimo 0.5
Distancia maxima (Angstrom) 6
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llustracidn 21. Epitopos discontinuos predichos con DiscoTope de los modelos de proteina M CV777 y
2013MMV vy proteina M del SARS-CoV-2. Los ultimos modelos son del laboratorio AlphaFold y Feig. Los
patrones de proteinas con epitopos discontinuos, resaltados con diferentes colores, corresponden a los
residuos en los resultados de DiscoTope para cada patrén. Los residuos resaltados con diferentes colores
corresponden a los epitopos discontinuos en los resultados de ElliPro para cada modelo. Las flechas con el
mismo color indican epitopos discontinuos que pertenecen a la misma region marco en los modelos. Los
colores adicionales muestran residuos que no pertenecen a algun epitopo discontinuo en los resultados de
ElliPro. A) Proteina M de CV777. B) Proteina M 2013MMV. C) Proteina M de SARS-CoV-2 de AlphaFold. D)
Proteina M de SARS-CoV-2 del laboratorio Feig. Los residuos coloreados para cada epitopo se indican en la
tabla 7.

Tabla 7. Prediccién de epitopos discontinuos con DiscoTope de proteina M CV777 y proteina M en modelos
de proteina 2013MMV, SARS-CoV-2 M de AlphaFold y FeiglLab.

Modelo CV777 Modelo 2013MMV
Residuo Nombre Numero de Puntaje de Discotope Residuo Nombre Numero de Puntaje de Discotope
ID de residuo contacto propensién Score ID de residuo contacto propension Score
5 SER 11 -0.488 -5.988 12 GLN 13 -0.452 -5.988
7 PRO 11 -0.269 -5.769 15 ARG 13 -0.242 -5.769
9 ASP 9 -0.726 -5.226 16 ASN 9 1.494 -5.226
10 GLU 11 -0.492 -5.992 17 TRP 12 -0.702 -5.992
13 GLU 12 -0.083 -6.083 18 ASN 12 -1.154 -6.083
20 PHE 12 -1.389 -7.389 39 TYR 10 -1.852 -7.389
37 HIS 10 -1.703 -6.703 103 ARG 12 141 -6.703
38 TYR 9 -1.208 -5.708 162 SER 9 -2.048 -5.708
104 ARG 13 0.851 -5.649 163 GLN 10 -2.42 -5.649
189 ALA 9 -2.024 -6.524 189 SER 8 -1.891 -6.524
190 SER 7 -1.6 -5.1 190 SER 8 -2.125 -5.1
191 SER 9 -2.805 -7.305 202 HIS 10 -0.463 -7.305
202 LYS 9 -0.019 -4.519 203 GLY 7 0.388 -4.519
203 HIS 9 0.273 -4.227 204 ASP 7 0.211 -4.227
205 ASP 14 -0.578 -7.578
Modelo AlphaFold Modelo Feiglab
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Residuo Nombre Ndmero de Puntaje de Discotope Residuo Nombre Numero de Puntaje de Discotope
ID de residuo contacto propensién Score ID de residuo contacto propensién Score
11 GLU 6 -0.824 -3.824 1 MET 12 -1.188 -7.188
12 GLU 8 -1.146 -5.146 3 ASP 9 -0.396 -4.896
13 LEU 9 -1.484 -5.984 4 SER 9 -0.396 -4.896
41 ASN 10 -0.801 -5.801 5 ASN 8 -0.133 -4.133
42 ARG 10 -0.801 -5.801 6 GLY 9 -0.396 -4.896
43 ASN 9 -0.694 -5.194 7 THR 12 -1.491 -7.491
45 PHE 10 -2.508 -7.508 42 ARG 10 -0.801 -5.801
126 GLY 8 -2.206 -6.206 43 ASB 11 -1.314 -6.814
162 LYS 11 -1.441 -6.941 115 GLU 14 1.057 -5.943
163 ASP 11 -1.052 -6.552 125 HIS 8 -2.206 -6.206
200 ARG 13 -0.069 -6.569 126 GLY 7 -1.762 -5.262
201 ILE 14 -0.161 -7.161 157 GLY 10 -2.308 -7.308
202 GLY 10 0.468 -4.532 163 ASP 8 -0.444 -4.444
203 ASN 8 0.669 -3.331 200 ARG 14 -0.345 -7.345

201 ILE 15 0.429 -7.071
202 GLY 13 1.418 -5.082
203 ASN 13 1.329 -5.171
204 TYR 12 0.106 -5.894
205 LYS 13 -0.664 -7.164
209 ASP 11 0.823 -4.677
210 HIS 10 0.938 -4.062
211 SER 10 0.938 -4.062
212 SER 11 0.301 -5.199
213 SER 10 -0.201 -6.201

Numero de contacto: El nimero de contacto del residuo es el nimero de atomos de Ca en el antigeno dentro de una
distancia de 10 A del 4&tomo de Ca del residuo. Un niimero de contacto bajo se correlaciona con la localizacién del
residuo cerca de la superficie o en regiones sobresalientes de las estructuras del antigeno.

Puntaje de propension: este puntaje le informa sobre la probabilidad o tendencia de ser parte de un epitopo para ese
residuo en particular. La propension se refleja en los indices de posibilidades logaritmicas de los epitopos de
aminoacidos, que se calcularon sobre un conjunto de 75 antigenos. La puntuacién de propension se calcula
promediando secuencialmente los indices de probabilidades de epitopos dentro de una ventana de 9 residuos. Luego,
las puntuaciones se suman en funcién de la proximidad en la estructura 3D del antigeno. Para cualquier residuo dado,
las puntuaciones de probabilidades logaritmicas promediadas secuencialmente de todos los residuos dentro de 10 A
se suman para dar la puntuacién de propension.

Puntaje de Discotope: este puntaje se calcula combinando los nimeros de contacto con el puntaje de propension. La
puntuacion de DiscoTope por encima del valor de umbral indica predicciones positivas y por debajo del valor de umbra
indica predicciones negativas. Valor umbral -7.7

V.VILIII Predicciéon de epitopos de células T para la proteina M de vDEP.

Se realizé un acoplamiento de epitopos de células T con el alelo del complejo MHC SLA-1:0401 para
complementar el perfil inmunogénico tedrico de la proteina M del vDEP. La prediccién de los epitopos
de células T se realizé utilizando el servidor NetMHCpan 4.1 (DTU Bioinformatics). Se utilizaron tres alelos
para la prediccién, SLA-1: 0101, SLA-1: 0401 y SLA-1: 0801. Con respecto a la proteina M de CV777, se
identificaron 40 péptidos de unién débil y 14 de unién fuerte (Tabla 8). Con respecto a la proteina M de
2013MMYV, se obtuvieron 36 péptidos de union débil y 16 de unidn fuerte. La inmunogenicidad de los
péptidos de union fuerte se predijo utilizando el servidor de inmunogenicidad IEDB clase 1, que identifico
10 epitopos, 2 de ellos repetidos en diferentes alelos. Los 8 péptidos se utilizaron para una simulacién de
acoplamiento con el alelo SLA-1: 0401 (PDB ID 3QQ3) para un perfil inmunoldgico. Los umbrales para
aglutinantes fuertes y débiles se expresan en términos de %Rank, que es el percentil de la afinidad de unién
predicha en comparacion con la distribucién de afinidades calculada en un conjunto de péptidos naturales
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aleatorios. El péptido se identificara como un aglutinante fuerte si se encuentra entre los mejores x% de los
péptidos predichos, donde x% es el umbral especificado para aglutinantes fuertes (por defecto, 0.5%). El
péptido se identificarda como un aglutinante débil si el % de rango estd por encima del umbral de los
aglutinantes fuertes pero por debajo del umbral especificado para los aglutinantes débiles (por defecto 2%).

Tabla 8. Epitopos continuos de células T de la proteina M de CV777. Indicar al final de la tabla que significan

%Rank EL %Rank BA Afinidad Nm  Inmunogenicidad clase 1, indicar el intervalo de valores de
importancia.
Alelo SLA-1:0101
Péptidos de unidén %Rank %Rank Afinidad Péptidos de unién %Rank %Rank Afinidad Inmunogenicidad
débil EL BA Nm fuerte EL BA Nm clase 1
GSIPVDEVI 1.379 1.825 7527.49 PVDEVIEHL 0.135 1.608 7076.59 0.37683
ILWPLVLAL** 1.278 1.294 6391.21 LGAPTGVTL** 0.165 0.384 3530.72 0.12876
SLFDAWASF** 0.795 0.464 3876.20 APTGVTLTL** 0.360 1.183 6126.86 0.13676
SFNPETDAL** 0.938 2.037 7930.56 SQLPNFVTV** 0.055 0.048 1310.84 0.14666
TDALLTTSV** 1.285 1.210 6194.39 PVDEVIQHL* 0.105 1.758 7386.78 0.19457
QVSQLPNFV** 1.499 2.900 9428.25 AVSNPSAVL 0.218 0.411 3653.72 -0.1696
TVAKATTTI** 0.505 0.761 4916.88 SAVSNPSSV* 0.476 0.682 4683.27 -0.40609
ASSGTGWAF** 0.787 0.490 3991.62 AVSNPSSVL* 0.245 0.746 4875.56 -0.34224
YSAVSNPSA 1.404 0.869 5261.96
SAVSNPSAV 0.621 0.580 4323.47
AVLTDSEKV 1.561 2.739 9167.12
VLTDSEKVL 1.988 8.192 15472.46
TDSEKVLHL** 0.946 8.053 15354.38
DSEKVLHLV** 1.600 5.414 12759.76
SAFLYGVKM* 1.695 2.275 8362.81
SVLTDSEKV* 1.383 2.249 8314.10
VLTDSEKVL* 1.988 8.192 15472.46
Alelo SLA-1:0401
Péptidos de unidn %Rank %Rank Afinidad Péptidos de unidén %Rank %Rank Afinidad Inmunogenicidad
débil EL BA Nm fuerte EL BA Nm clase 1
PVDEVIEHL 1.470 4.053 4846.79 VLQYGHYKY** 0.211 0.270 238.88 -0.10699
EVIEHLRNW 1.011 1.352 1420.59 SLFDAWASF** 0.189 0.164 148.60 0.2429
TILLVVLQY** 0.972 2.606 3009.49 ASSGTGWAF** 0.226 0.126 110.35 0.2599
SVFLYGVKM 1.859 2.498 2882.55 AVSNPSSVL* 0.481 0.763 751.51 -0.34224
ASFQVNWVF** 1.431 1.567 1700.35
QVNWVFFAF** 1.889 0.978 987.97
RLWRRTHSW** 0.689 0.582 55291
LTLLSGTLF 0.953 0.933 936.80
TVAKATTTI** 1.186 1.485 1599.22
SSGTGWAFY** 0.863 0.382 339.85
AVSNPSAVL 0.553 0.692 679.83
LTDSEKVLH** 0.794 1.551 1682.18
VQVSQLPNF* 1.454 2.016 2249.84
PVDEVIQHL* 0.726 2.470 2842.62
EVIQHLRNW* 1.597 2.071 2314.73
Alelo SLA-1:0801
Péptidos de unidn %Rank %Rank Afinidad Péptidos de unién %Rank %Rank Afinidad Inmunogenicidad
débil EL BA Nm fuerte EL BA Nm clase 1
EVIEHLRNW 0.837 1.907 6253.17 TILLVVLQY** 0.409 1.346 4685.44 -0.1274
HLRNWNFTW** 1.228 0.856 3057.97 VLQYGHYKY** 0.126 0.214 850.54 -0.10699
LVVLQYGHY** 1.508 0.767 2751.72 SLFDAWASF** 0.039 0.011 117.99 0.24329
SVFLYGVKM 0.944 1.175 4166.01 RLWRRTHSW** 0.451 0.445 1647.27 0.14156
ILWPLVLAL** 1.053 0.874 3124.42 VQVSQLPNF** 0.441 0.678 2445 .83 -0.28945
ASFQVNWVF** 0.827 0.776 2780.60 ASSGTGWAF** 0.322 0.188 762.6 0.2599
QVNWVFFAF** 1.312 0.513 1889.30
TLMLWIMYF** 1.126 0.569 2071.38
LTLLSGTLF 0.969 0.649 2342.52
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SQLPNFVTV** 0.864 1.650 5612.88
AKATTTIVY** 0.599 1.520 5225.76
SSGTGWAFY** 1.186 0.635 2296.34
YVRSKHGDY** 1.263 1.539 5282.61

AVSNPSAVL 0.702 1.251 4399.64
SAFLYGVKM* 1.087 1.256 4413.65
AVSNPSSVL* 0.645 1.440 4974.67
EVIQHLRNW* 1.293 2.977 8876.16
IQHLRNWNF* 1.807 2.405 7434.73

Péptidos de afinidad de unién (BA) y ligandos eluidos por espectrometria de masas (EL), afinidad Nm, la afinidad
nanomolar predicha se toma como la media geométrica de los resultados del modelo individual. Inmunogenicidad de
clase 1, esta herramienta utiliza las propiedades de los aminoacidos, asi como su posicion dentro del péptido, para
predecir la inmunogenicidad de un complejo peptidico MHC (pMHC). Un valor de puntaje predictivo superior a 0,5 se
considera inmunogenicidad (positivo-alto), un puntaje entre 0.4 y 0.5 se considera positivo-bajo y un puntaje inferior
a 0.4 se considera negativo-alto.

Se calculd la energia de unién entre los epitopos y el alelo SLA-01: 0401 para cada péptido (Tabla 9). se
puede observar los epitopos de color verde dentro del alelo color blanco (llustracién 22), los epitopos se
observan en diferentes posiciones dentro del surco del alelo, lo que indica diferentes interacciones con
respecto a cada epitopo, lo que resulta en diferentes valores de energia de interaccién, siendo el epitopo
SLFDAWASF el epitopo con la menor energia (-7.8 kcal / mol), lo que representaria la interacciéon mas fuerte
entre todos los epitopos y el alelo SLA-01: 0401, lo que significa que existe la posibilidad de que los epitopes
de la proteina M del vDEP sean reconocidos por los alelos de células T.

Tabla 9. Energia de unién de los epitopos predichos para el alelo SLA-01: 0401 usando AutoDock. Indicar al

final de la tabla qué significan o (kcal/mol) Conservacion % |dentidad %, asi como el intervalo de

valores de importancia. Para que pueda interpretarse.

Secuencia de péptidos | Energia de unién o] Conservacion % | Identidad %
(kcal/mol) (kcal/mol)
PVDEVIEHL -7.5 0.410 14.94 66.67-100.00
LGAPTGVTL -5.5 0.161 100.00 100.00-100.00
APTGVTLTL -7.0 0.150 100.00 100.00-100.00
SQLPNFVTV -7.0 0.181 95.40 88.89-100.00
PVDEVIQHL -6.4 0.206 78.16 66.67-100.00
SLFDAWASF -7.8 0.300 98.85 77.78-100.00
ASSGTGWAF -6.3 0.259 95.40 88.89-100.00
RLWRRTHSW -6.9 0.238 100.00 100.00-100.00

Desviacién estandar o (kcal/mol) es la desviacidn de las energias resultantes en el programa.
El porcentaje de conservacion se refiere a la conservacion que tiene la secuencia peptidica analizada con
respecto al total de secuencias de la proteina M de diferentes cepas analizadas.
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El porcentaje de identidad representa los valores de identidad (minimo y maximo) que existe entre el
péptido analizado y todas las secuencias de la proteina M de diferentes cepas analizadas.
A B
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llustracién 22. Patrones de unidn de los epitopos de la proteina M con SLA-01: 0401. Los epitopos predichos
se muestran como lineas coloreadas. El alelo SLA-01: 0401 se muestra en blanco. Los epitopos de la proteina
M son A) PVDEVIEHL, B) LGAPTGVTL, C) APTGVTLTL, D) SQLPNFVTV, E) PVDEVIQHL, es el Unico epitopo de
la secuencia 2013MMYV, en color rosa, F) SLFDAWASF, G) ASSGTGWAF y H) RLWRRTHSW.

La llustracidn 23 muestray resume el perfil inmunoldgico de la proteina M del VDEP. Los epitopos de células
B lineales vy los epitopos discontinuos predichos en ElliPro y Discotope, asi como los epitopos de células T,
gue se predijeron en este estudio, se muestran alineados y representados, en la secuencia de la proteina
M, con diferentes colores, los cuales corresponden a los programas utilizados y a cada epitope predicho,
se pueden observar dreas con mayor potencial inmunoldgico, es decir, con mayor presencia de sitios
inmunogénicos con base en los anélisis realizados en este trabajo, entre los primeros 35 aminoacidos de la
proteinay los Ultimos 70 (156-226) donde se observa mayor presencia de secuencias coloreadas. El estudio
proporciona datos sobre la viabilidad de la proteina M para formar parte de una vacuna multivalente sobre
la viabilidad de la proteina M para formar una vacuna candidata multivalente.
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llustracién 23. Resumen de epitopos en la proteina M de CV777 y M de 2013MMV en un formato de
alineacién miltiple. Los epitopos de ElliPro y DiscoTope se tifien siguiendo el formato usado en la ilustracidn
10 y 11. Los epitopos de células B predichos en Bepipred 1.0 y 2.0, asi como los epitopos de células T
predichos con NetMHCpan 4.1 estadn coloreados de rojo. En el recuadro rojo se indica el Unico epitopo
identificado experimentalmente (6).

Debido a la pandemia de SARS-CoV-2 no fue posible continuar con el desarrollo experimental de la tesis,
por lo cual se optd por realizar una revisidn bibliografica que comparara las similitudes y diferencias entre
el vDEP y el SARS-CoV-2, ambos coronavirus de actual interés e indagar sobre posibles panoramas de
investigacion para ambos virus.

V.VIII Revisidn bibliografica del VDEP y del SARS-CoV-2 para demostrar las similitudes y
diferencias de ambos coronavirus

El virus de la diarrea epidémica porcina o vDEP, un alfa-coronavirus de importancia econémica debido a las
pérdidas millonarias en la industria porcina, presenta muchas similitudes con el actual virus que azota a la
humanidad, causante de la enfermedad COVID-19, el beta-coronavirus SARS-CoV-2. En este trabajo se
presenta en forma resumida las similitudes que comparten estos dos virus, ademas, de posibles escenarios
futuros para el SARS-CoV-2 con base en la bibliografia recopilada del vDEP y herramientas o estrategias
desarrolladas en la actualidad para el SARS-CoV-2 que serian de utilidad para la investigacion del vDEP. Una
revision rapida de los datos arrojados en la plataforma Scopus revela que existen 1,150 documentos
relacionados con la palabra clave “vDEP” hasta la actualidad (19/05/2021) mientras que, utilizando la
palabra clave “SARS-CoV-2” existen 54,509 documentos relacionados, una diferencia astrondmica que
refleja el trabajo colectivo de la comunidad cientifica para un mismo fin, ademas, una diferencia ain mas
significativa si consideramos que el primer articulo publicado relacionado con la palabra clave “vDEP”
aparece desde el afio 1981, lo que significaria casi 40 afios de estudio del vDEP, a diferencia del SARS-CoV-
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2, el cual aparece a finales del afio 2019 y tiene un poco menos de dos afios de estudio; sin embargo, la
facilidad y rapidez con la que la comunidad cientifica respondid a este nuevo virus es gracias también a los
afios de estudio de otros coronavirus humanos como el SARS y el MERS. Con base en lo anterior, se puede
inferir que el comportamiento que tiene y tendra el SARS-CoV-2 vy, probablemente, nuevos coronavirus
infecciosos emergentes, pueden ser previsto por los datos e investigaciones ya realizados en otros
coronavirus.

V.VIIL.I VDEP y SARS-CoV-2

Dos enfermedades, en principio diferentes, ocasionadas por estos dos coronavirus son la enfermedad de la
diarrea epidémica porcina causada por el virus vDEP, el cual causa vomito, deshidratacion, diarrea acuosa
y pérdida de peso, con tasas de mortalidad hasta del 100% en lechones (137), y la enfermedad COVID-19
causada por el virus SARS-CoV-2, el cual tiene un espectro de manifestaciones clinicas respiratorias que van
desde fiebre, tos seca y disnea hasta neumonia, edema pulmonar, sindrome de dificultad respiratoria aguda
y fallas orgénicas multiples que conducen a la muerte en casos graves (138). En esta revision se observara
gue comparten caracteristicas tanto en la ruta de transmisién como en los sintomas generados. Sobre la
ruta de transmision, se considera que la ruta fecal-oral es la principal via de transmision del VDEP, esto
debido a las caracteristicas clinicas que presenta la enfermedad, sin embargo, existe la posibilidad de que
las particulas virales de VDEP se dispersen a través de corrientes de aire (139), la importancia de este
fendmeno radica en que se ha encontrado hasta 3.5x10® copias de ARN/m? del virus vDEP (140) a una
distancia de hasta 10 millas a partir de una granja infectada por VDEP naturalmente (48). Algunos estudios
han demostrado la presencia del material genético de VDEP en la cavidad nasal de cerdos que no tuvieron
contacto directo o indirecto con cerdos negativos a vDEP (141), también se ha encontrado que las células
subepiteliales T CD3* median la invasion de vDEP a través de la cavidad nasal en lechones recién nacidos
para poder llegar al intestino mediante circulacién en sangre (142), estos datos apoyan la idea de la
transmision del vDEP mediante el aire, sumando una ruta alternativa a la ruta fecal-oral por la cual
normalmente se transmite el vDEP. En comparacién con el virus SARS-CoV-2, la primera hipdtesis sobre la
transmision y diseminacién del virus, debido a sus caracteristicas clinicas, es la de transmitirse mediante
contacto de persona a persona, incluyendo la transmision directa como tos, estornudo, transmisién por
inhalacion de gotas, contacto con las membranas mucosas oral, nasal y ocular y aerosoles (143)(144). Se
ha demostrado que el virus puede permanecer viable en aerosoles hasta por 3h (tiempo de duracion del
experimento) (145), basandonos en la evidencia sobre la probable capacidad del vDEP de transmitirse por
aire, era evidente que el virus SARS-CoV-2 tuviera la misma capacidad de diseminacién en el ambiente, por
lo que, la implementacidn del uso de cubrebocas desde etapas tempranas de la pandemia por SARS-CoV-2
podria haber ayudado a la disminucion en la curva de contagios. Al mismo tiempo, estudios recientes han
detectado la presencia de SARS-CoV-2 en muestras orales y anales, lo cual indica que posiblemente la
transmision del virus, si bien es mediante la via respiratoria, pudiese transmitirse también mediante la ruta
fecal-oral (146)(147)(148)(149), de la misma forma que lo haria el vDEP, por lo que incrementar las medidas
de higiene con esta informacién ayudaria también a la disminucion del nimero de contagios.
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Otra caracteristica importante en el estudio del SARS-CoV-2 se ha observado en la presencia de virus en
muestras anales, la cual es mas persistente en estadios tardios de la infeccidon que en muestras orales, lo
gue implica que probablemente un paciente con resultados negativos a las pruebas para detectar al virus a
partir de muestras orales sea un falso negativo (150)(151)(146). Aunado a esto, la presencia del SARS-CoV-
2 en muestras fecales se ha relacionado con pacientes que presentan sintomas caracteristicos de
enfermedades gastrointestinales como diarrea, anorexia y nauseas (152)(153)(154)(155). Estudios clinicos
han demostrado una incidencia de diarrea en un rango del 2 al 50% de los casos de COVID-19 (156). Se ha
detectado, por lo menos en un paciente grave de COVID-19, ARN de SARS-CoV-2 en muestras de esofago,
estomago y el recto (152). Adicionalmente, algunos experimentos han comprobado que el virus SARS-CoV-
2 tiene la capacidad de infectar y replicarse en células epiteliales intestinales humanas (157)(158); sin
embargo, el virus pudiese ser inactivado por los fluidos coldnicos humanos, limitando el nimero de
particulas virales infecciosas presentes en las heces (159). Comparando esta informacion con la conocida
en el vDEP, este virus, durante las primeras horas de la infeccion viral en cerdos, la region media del yeyuno
e ileon son las primeras regiones del tracto entérico en ser infectadas, seguidamente del yeyuno proximal
y distal y del duodeno (160). Los enterocitos de las vellosidades del intestino son infectadas
frecuentemente, generando la necrosis aguda y exfoliacion de la ldmina propia, ocasionando el vomito y
diarrea acuosa caracteristica de la infeccién por vDEP (161). Es necesario realizar mayores investigaciones
para conocer el mecanismo por el cual el SARS-CoV-2 ocasiona las enfermedades gastrointestinales en
pacientes infectados y como llega a los tejidos gastrointestinales. Interesantemente, el vDEP también se ha
detectado en el tejido pulmonar, principalmente en las células epiteliales y en macréfagos alveolares; a
pesar de su deteccién, no se observaron cambios patoldgicos significativos (162). Ademas, se ha
comprobado la capacidad del vDEP de infectar también a células dendriticas derivadas de monocitos
porcinos; sin embargo, no son el sitio de replicacion de este (163), aparentemente el vDEP utiliza las células
dendriticas para atravesar la barrera epitelial de la cavidad nasal (164), un fendmeno que se ha identificado
en varios virus que aprovechan las células dendriticas para superar la barrera epitelial, similar a un "Caballo
de Troya" para evadir las respuestas inmunes antivirales y diseminarse hacia la capa submucosa (165) , tal
fendmeno se comprobd que utiliza el vDEP para diseminarse a partir del sitio de entrada, en el epitelio
nasal, a la mucosa intestinal (164). Por otra parte, la deteccién del material genético de vDEP en semen de
cerdos infectados con el virus abre la posibilidad de cuestionarse acerca de otro métodos de diseminacion
de la enfermedad (166). Son necesarias mayores investigaciones para conocer si el SARS-CoV-2 es capaz de
utilizar el mismo método que el vDEP para llegar a los tejidos intestinales o si utiliza algin mecanismo
diferente y poder generar nuevas estrategias que ayuden a disminuir los sintomas y la severidad la
enfermedad COVID-19.

V.VIILII Tropismo celular y receptores

La proteina S es la que limita el tropismo de los virus vDEP y el SARS-CoV-2 a cierto tipo celular o tejido
debido a su interaccion con algln receptor. La proteina S es una glicoproteina de membrana tipo 1, que en
la envoltura viral forma las proyecciones con una apariencia similar a una corona en las micrografias
electrénicas (167)(168). La proteina S del vDEP y del SARS-Cov-2 contienen un péptido sefial en el extremo
N-terminal, una region larga extracelular, un dominio transmembranal Unico y una pequefia regién
citoplasmatica. El ectodominio de la proteina S consiste en una subunidad de unién a receptor, S1, y de una
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subunidad de fusién de membrana, S2. La subunidad S1 contiene dos dominios, el dominio N-terminal (S1-
NTD) y el dominio C-terminal (S1-CTD), ambos potencialmente funcionales como dominios de unién a
receptor (RBD). La proteina aminopeptidasa N (APN) es, presuntamente, el receptor del virus vDEP (169),
proteina altamente expresada en tejidos gastrointestinales (170), que explican el tropismo del vDEP por
este tejido y su patologia. En el caso del virus SARS-CoV-2, la enzima convertidora de angiotensina (ACE2)
es el receptor utilizado para la infeccién viral (171) (172), la cual es altamente expresada en diferentes
tejidos, como el intestino delgado, testiculos, rifiones, corazon, tiroides, tejido adiposo, enterocitos, vesicula
biliar, cardiomiocitos, células reproductoras masculinas, trofoblastos placentarios, células ductales y de
ojos y pulmones (173)(174), lo que podria relacionarse con el dafio multiorganico presente en los pacientes
infectados por el virus (175)(176)(177)(178). Entre los tejidos con menores niveles de expresiéon se
encuentran el bazo, médula dsea, cerebro, vasos sanguineos y musculos e, interesantemente, muestra
niveles medios de expresién se encuentran el colon, higado, vejiga, glandula suprarrenal (173)(174). En otro
estudio se ha observado una expresion baja o nula de ACE2 en el sistema respiratorio (174); sin embargo,
se ha encontrado una alta expresién en células secretoras transitorias bronquiales (179), en epitelio nasal
y bronquial (180)(181) y en células epiteliales alveolares tipo Il (182)(183)(184). Ambas proteinas, APN y
ACE2 tienen la caracteristica de ser peptidasas, particularidad distintiva de los receptores de diferentes
coronavirus (185). El dominio S1-CTD de la proteina S del vDEP es el responsable de la interaccién con APN
(186); sin embargo, se ha demostrado la capacidad del vDEP de entrar en células y tejidos APN-knockout
(187)(188), lo que demuestra que APN no es esencial para la entrada del VDEP a la célula, a pesar de esto,
la actividad proteasa de APN promueve la replicacion del vDEP (189). En relacién a esto, cerdos APN-
knockout han sido susceptibles a la infeccién por vDEP (190)(191), lo que demuestra nuevamente que APN
no es necesaria para la infeccién por VDEP, manteniendo la interrogante del receptor para vDEP (192).
Acrecentando la duda sobre el receptor, se ha demostrado que células de humano, mono y murciélago son
susceptibles a la infeccion por vDEP (193) lo que podria indicar que existe algun otro receptor utilizado por
vDEP, ademas, de una potencial transmisién zoondtica. En el caso del SARS-CoV-2, el mismo dominio es
responsable de la interaccion con ACE2 (97)(172). A diferencia del vDEP, no hay duda en la identidad del
receptor, pero requiere de la participacion de proteasas como la serin proteasa TMPRSS2, necesaria para
la entrada del SARS-CoV-2 a la células (159). Ademas, la presencia del SARS-CoV-2 en el tejido intestinal y
las caracteristicas clinicas de una enfermedad gastrointestinal presentes en los pacientes infectados de
SARS-CoV-2 se puede explicar por la presencia de ACE2 en estos tejidos y células, analisis del tipo single-
cell RNAseq han demostrado que ACE2 es altamente expresado en células alveolares de tipo Il de pulmény
también en enterocitos absorbentes del ileon, colon y estdmago (182)(194)(184). También se ha
observado a través de tinciones la presencia del virus SARS-CoV-2 en el citoplasma de las células epiteliales
glandulares gdstricas, duodenales y del recto (148), lo que demuestra que la presencia de ACE2 en
diferentes tejidos y células permite la infeccidon por SARS-CoV-2. Esta flexibilidad de la proteina Sy de los
virus para infectar diferentes lineas celulares y de diferentes organismos demuestra que aun faltan
investigaciones que permitan entender el origen de esta capacidad infectiva para poder generar mejores
farmacos o tratamientos para evitar la enfermedad. Una caracteristica importante en ambas proteinas, la S
de vDEP y S de SARS-CoV-2, es la de tener un sitio de escision por proteasas diferentes a TMPRSS2 como la
proteasa furina (195)(196)(197), caracteristica que estd relacionada con el procesamiento proteolitico de la
proteina S, el cual es necesario para la infeccidn viral, se ha demostrado que la proteina S del vDEP requiere
un procesamiento proteolitico para comenzar con su funcion de fusion, este suceso ocurre Unicamente en
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el estado de union a receptor (57). Para la propagacién de vDEP en cultivos celulares es necesario
suplementar el medio con tripsina (57). Este requisito puede ser complementado in vivo por las proteasas
del intestino. Las proteasas gastricas y pancreaticas, ademds de las proteasas expresadas localmente por
las células epiteliales intestinales, pueden realizar este proceso proteolitico para la infeccion por vDEP, esta
caracteristica limitaria el tropismo del virus al tracto entérico. En el caso del SARS-CoV-2 la proteasa
TMPRSS2 realiza el procesamiento proteolitico en la proteina S (159), y se ha comprobado que a través del
inhibidores de estas proteasas privan la entrada del virus (198), interesantemente esta proteasa de
TMPRSS2 también se encuentra altamente expresada en tejidos intestinales. Investigaciones sobre el
receptor de vDEP han demostrado que la proteina S, en especifico, el dominio S1-NTD, posee actividad de
union a azucares como al acido sialico acido 5'-N-acetil 9-0-acetil neuraminico o Neu5,9Ac2, acido 5-N-
glicolil neuraminico o Neu5Gc y acido 5-N-acetil neuraminico o Neu5Ac proteinas mucinas (186) teniendo
la mas alta afinidad por el acido N-acetil neuraminico (193), tales carbohidratos funcionan como
correceptores. El colesterol también se ha descubierto como una molécula necesaria para la infeccion viral
del vDEP, el secuestro farmacolégico de esta molécula bloquea eficazmente tanto la unién como la
internalizacién del virus (199). Adicionalmente la proteina de unidn estrecha ocludina y la integrina avp3
mejoran la entrada y replicacion de vDEP (200)(201). La alta expresion de la proteina receptor 1 de
transferrina (TfR1) en el tejido apical de las vellosidades intestinales promueven la entrada del VDEP a la
célula, mediante la interaccién entre la proteina S1 con la regidon extracelular de TfR1 (202). Proteinas
similares a estas presentes en humanos podrian interactuar de la misma manera con la proteina S del SARS-
CoV-2, y podria ser una razén del por qué la severidad de la enfermedad es mayor en un grupo especifico
de personas.

V.VIILIII Clasificacién y variantes de virus

Existen diferentes genogrupos-del vDEP, G1y G2 (cepa cldsica y cepas variantes, los cuales se pueden dividir
en Gla, Glb, G2ay G2b. En el genogrupo-Gla incluyen cepas cldsicas como la cepa prototipo CV777 y otras
cepas antiguas de vDEP. El G1b contiene cepas aisladas en Asia que presentan eliminaciones en diferentes
proteinas, principalmente en la proteina nsp3 y ORF3, que poseen una similitud alta a una cepa atenuada
gue se usd como vacuna (cepa DR13) y otras cepas clasicas de China y South Korea (37). El genogrupo G2
se diferencia del G1 principalmente por los cambios aminoacidicos en el dominio NTD de la proteina S.
Dentro del genogrupo G2a se encuentran cepas circulantes asidticas reportadas como casos reemergentes
de VDEP y en el genogrupo G2b se encuentran cepas circulantes relacionadas con el brote en Estados
Unidos y otras partes del mundo (203). Si bien la proteina S es la proteina que determina el tropismo celular
y la interaccidn con el receptor celular, se ha reportado una alta tasa de mutaciones en la proteina S
(204)(39)(205)(206), debido a esto, existen una variante de cepa conocida como vDEP S-INDEL, inicialmente
llamada variante estadounidense “US variant”, que se caracteriza por presentar insercionesy eliminaciones
(INDEL) nucleotidicas y aminoacidicas en la proteina S, principalmente en el dominio S1, similares a la cepa
clasica de vDEP CV777, con una virulencia reducida en comparacion con otras cepas sin deleciones, como
la cepa prototipo US VDEP, la cual tiene un origen relacionado con una cepa vDEP AH2012 circulante en
China durante los afios 2011-2012 y que se encuentra circulando alrededor del mundo (207)(208)(209).
Actualmente las cepas VDEP S-INDEL y non-S-INDEL se encuentran circulando en varias partes del mundo
(210). Adicionalmente se ha analizado el genoma completo de varias cepas de vDEP observando mutaciones
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gue ocurren con frecuencia en ciertas regiones, denominandolas regiones hipervariables, dentro de estas
se encuentran algunas regiones del ORF1 como la proteina nsp2, 3, el dominio S1 y S2 de la proteina S,
ORF3 vy la proteina N (210)(211). En contraste, también se ha propuesto realizar las reconstrucciones
filogenéticas del vDEP utilizando la proteina N y ORF3. Los andlisis con estas proteinas agrupan a las cepas
en dos grandes grupos, Gly G2, a su vez G2 estd compuesta por tres subgrupos G2-1,G2-2 y G2-3
(212)(213). En comparacion con el SARS-CoV-2, un anélisis de 12,343 genomas de cepas de SARS-CoV-2
aislados de pacientes y depositados en el Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID) se
encontraron mas de 1000 mutaciones de las cuales 131 tienen una frecuencia mayor al 10%. Dentro de las
mas relevantes se encuentran la mutacién D614G en la proteina Sy la P4715L en la proteina Nsp12 (214),

la cual es importante para la replicacién del ARN viral. La mutacion D614G se ha encontrado ampliamente

distribuida en Europa (215) y se ha hipotetizado, se relaciona con una mayor virulencia y mortalidad
(216)(217). La mutacion P4715L se ha demostrado estar relacionada con una mayor mortalidad, aunque el
significado funcional de la mutacién no esta esclarecido. Varios analisis filogenéticos se han realizado con
genomas de diferentes cepas de SARS-CoV-2 aisladas de diferentes pacientes alrededor del mundo y en
diferentes momentos de tiempo; sin embargo, por la magnitud de la pandemia, no es posible clasificar con
tanta facilidad a las diferentes cepas circulantes (218)(219). A pesar de esto, diferentes estudios han tratado
de clasificarlos como en el realizado por Foster y colaboradores en el cual ha clasificado a las secuencias del
virus en tres variantes principales; A, By C. En el grupo A se encuentran los virus ancestrales las cuales estan
relacionados con coronavirus de murciélagos de los cuales probablemente emergieron, encontrando este
grupo, junto con el C, ampliamente distribuido por Europa y América. El grupo B, el mds comun circulante
en el este de Asia, el cual muté a la variante B a partir de las cepas ancestrales sin salir de Asia (220). Se ha
desarrollado también un sistema de clasificacién filogenética basado en “linajes” del virus que depende de
varios factores y que permitiria identificar a las variantes que mds contribuyen a la propagacion activa (221).
Nextstrain o proyecto de seguimiento en tiempo real de la evolucidon de patdgenos a partir de datos del
genoma de patégenos, también ha realizado la relacién filogénetica de clados entre las cepas de SARS-CoV-
2, organizandolos en tres grandes grupos, 19A y 19B, emergentes en Wuhan vy las primeras relacionadas
con el brote, 20A, las cuales emergen a partir de 19A y dominantes en el brote de Europa en marzo y
esparcida globalmente, y en el dltimo, 20B y 20C un grupo de grandes subclados genéticamente distintos
20A (222). Gracias a toda la comunidad cientifica que esta compartiendo los datos de secuenciacion de
genomas de SARS-CoV-2, en GISAID (https://www.gisaid.org/), se pueden encontrar mas de 1 millén de

secuencias del virus, ademas, es posible observar un arbol filogenético de hasta 3000 mil genomas del SARS-
CoV-2 reportados entre diciembre del 2019 a mayo del 2021, se puede clasificar por regiones, fechas y el
andlisis puede realizarse a partir del genoma entero o por gen. GISAID utiliza un sistema de nomenclatura
para los principales clados, desarrollado por Sebastian Maurer-Stroh y colaboradores basado en mutaciones
de marcador dentro de 6 agrupaciones filogenéticas de alto nivel de la divisién tempranade Sy L, a la
posterior evolucién de Len Vy Gy mas tarde de G en GH y GR (223)(224)(225). Este ultimo sistema podria
ser utilizado para la clasificacidn filogenética del vDEP y otros coronavirus lo que facilitaria el monitoreo casi
en tiempo real de las variantes genéticas del virus.
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V.VIII.IV Recombinacion

Existen diferentes estudios donde se ha observado la existencia de eventos de recombinacién entre cepas
de VvDEP (226)(227)(228)(229)(230), estos sucesos de recombinacién han hecho que la clasificacion
filogenética se extienda a un grupo adicional, el G2c (231)(232), el cual esta integrado por cepas con
regiones del genoma resultantes de los eventos de recombinacién entre cepas de los demds genogrupo,
mas interesante aun vy, potencialmente peligroso, se ha comprobado la existencia de cepas de vDEP
resultado de la recombinacidén entre una cepa de vDEP y una del virus de la gastroenteritis transmisible o
TGEV, tanto en Rusia como en ltalia (233) (234). También se ha reportado la presencia de una cepa
recombinante de vDEP entre una cepa altamente virulenta y una atenuada, generando una cepa nueva e
igualmente virulenta llamada CN/Liaoning25/2018 (235). La gran variabilidad del genoma del vDEP puede
adjudicarse a la posibilidad de eventos de recombinacién en el dominio S1 del vDEP, lo que originaria las
diferencias entre las cepas circulantes y la mutabilidad en la proteina S (236)(210). Eventos de
recombinacion que tendrian alguna posibilidad de ocurrir entre cepas de SARS-CoV-2 o en algiin momento,
con otros coronavirus humanos, asi como cambios en la proteina S del vDEP por mutaciones o eventos de
recombinacién han generado dificultades para el control de la enfermedad, asi como cepas reemergentes
y la baja efectividad de las estrategias de control, entre ellas la vacunacion. Por lo que, si bien se estan
desarrollando vacunas para el SARS-CoV-2, con diferentes tecnologias y plataformas, la efectividad de estas
podria verse comprometida si estos eventos de recombinacién o mutaciones llegaran a suceder, la idea de
generar vacunas anual o bianualmente, similar a lo que ocurre con el virus de la gripe, es una posibilidad
gue no deberia descartarse.

V.VIII.V Vacunas

Actualmente se formulan diferentes vacunas basadas en la tecnologia de ARNm, ADN, vectores virales,
proteinas recombinantes, asi como de cepas atenuadas e inactivadas. Entre las mas utilizadas alrededor del
mundo para el control de la infeccidon por SARS-CoV-2 estan las formulaciones de Pfizer y BioNTech, las
cuales se basan en una vacuna de ARNm llamada BNT162b1, en esta una nanoparticula contiene el ARNm
que codifica para el RBD de la proteina S (237). La compafiia, Moderna, produce una vacuna para SARS-CoV-
2 llamada ARNm-1273, que se compone de un ARNm que codifica a la proteina S estabilizada en un estado
de prefusién, el ARNm se encuentra encapsulado en una nanoparticula lipidica (238). La empresa Inovio
Pharmaceuticals generd una vacuna de ADN, INO-4800, una secuencia dentro del vector pGX9501 que
codifica para la proteina S (239). La empresa CanSino Biological Inc. ha desarrollado una vacuna empleando
un virus incompleto como vector, la vacuna llamada Ad5-nCoV que utiliza el vector Ad5 de adenovirus, el
cual contiene el gen codificante de la proteina S (240). La misma tecnologia es usada por Janssen Vaccines
& Prevention, la cual desarrolld la vacuna Ad26 basada en adenovirus que incluye el marco d electura (241).
Otra de las vacunas que utilizan esta tecnologia es la vacuna ChAdOx1-nCoV-19 6 AZD-1222, de la
Universidad de Oxford y AstraZeneca, que emplea un adenovirus incompleto de chimpancé (ChAd)-que
incorpora—al gen S con codones optimizados (242). La vacuna Sputnik-V, desarrollada por Gamaleya
Research Institute of Russia, combina a los vectores de adenovirus Ad26 y Ad5 que codifican a la proteina S
(243). Entre las vacunas basadas en proteinas recombinantes se encuentra la vacuna NVX-CoV2373 de la
empresa Novavax, que utiliza la proteina S completa recombinante en forma trimérica expresada y
purificada en células de insecto (244). Como vacunas inactivadas para el SARS-CoV-2, existen las
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desarrolladas por el Wuhan Institute of Biological Products (245) y por el Beijing Institute of Biological
Products (246). Lavacuna de un virus inactivado de PiCoVacc, es una vacuna multivalente desarrollada por
Sinovac, que ha demostrado generar anticuerpos con actividad neutralizante para 9 aislados diferentes de
SARS-CoV-2 representativos de las cepas circulantes mundialmente (247).

En relacién con el desarrollo de vacunas de virus atenuados, se han detectado o desarrollado cepas con una
menor virulencia y que mantienen una capacidad replicativa; entre estas investigaciones se encuentran las
desarrolladas por el Chungnam National University (248), y la Duke-NUS Medical School of Singaporem que
han empleado la cepa A382. En lo que respecta al control de la infeccidn por el vDEP, existen vacunas de
virus inactivados desarrolladas en la década de los 90’s en Asia (249); sin embargo, estas vacunas utilizan
cepas que ahora son clasificadas como las cepas clasicas o ancestrales, y que no tienen efectividad con las
cepas circulantes en la actualidad (250). A partir del brote de 2010 en China, se crearon vacunas de virus
atenuados basados en las cepas Zj08 la 83P-5 (95), y DR-13 (85). A partir del brote del 2013 en Estados
Unidos se inicié el desarrollo de vacunas para el VDEP. Harrisvaccines fue una de las empresas pioneras que
produjo la vacuna iPED, basada en la version truncada del gen que codifica a la proteina S del VDEP
producida en la plataforma de tecnologia de particulas de ARN SirraVax®™ (81). Posteriormente, la misma
empresa cred la segunda generacién de este tipo de vacunas a través de la llamada iPED plus, que genera
un fragmento mas largo de la proteina S con codones optimizados. Otras vacunas fueron las creadas por
Zoetis (251), basada en un virus completo inactivado y la desarrollada por Vaccine and Infectious Disease
Organization-InterVac en Canada, basada en la produccién recombinante del dominio S1 de la proteina S
en células humanas (82).

Una vacuna alternativa se generd en el modelo de Lactobacillus que expresa a las proteinas Ny S del vDEP,
para estimular la produccion de inmunoglobulina A (IgA) e 1gG especificas de la proteina en la mucosa
intestinal porcina (252)(253). También se han desarrollado vacunas basadas en ADN, en los que se ha
utilizado un plasmido eucariota recombinante que expresa el gen S de vDEP, que ha demostrado niveles
altos de anticuerpos anti-vDEP e inmunidad celular en los animales vacunados (254). Otro estudio desarrollo
la vacuna de ADN SL7207 que expresa a la proteina S del vDEP y del TGEV; su inoculacion en cerdos
demostrd una respuesta inmune celular y humoral alta, y particularmente, la generacién de anticuerpos
neutralizantes (255). Se ha investigado también el potencial de desarrollar una vacuna basada en virus
como vector, con el sistema de vector adenoviral Ad5Max y la proteina S de la cepa de vDEP CH/HBXT/2018
se obtuvo al adenovirus recombinante rAD-vDEP-S, el cual indujo una alta respuesta inmune humoral en
cerdos inoculados y una proteccién parcial en cerdos al ser infectados con vDEP (90).

Si bien el surgimiento del SARS-CoV-2 ha originado la llegada de la tecnologia de ARNm como nueva
plataforma para el desarrollo de vacunas, aun falta camino para la consolidacién de las vacunas con
tecnologia similar en desarrollo para el vDEP. Por otra parte, la aparicién de cepas virulentas de vDEP con
material genético proveniente de cepas atenuadas que fungieron como vacunas (235), sugiere la necesidad
de reevaluar la viabilidad de las vacunas atenuadas que se estan desarrollando para el SARS-CoV-2 y evitar
sucesos inesperados.

pag. 64




V.VIIL.VI Anticuerpos

Se han analizado y comprobado la efectividad de anticuerpos generados a partir del método de despliegue
de fago usando bibliotecas de genes de anticuerpos de personas que no han tenido contacto con agentes
infecciosos como los virus de la hepatitis C, de la influenza y el VIH entre otros (256). A partir de esta
metodologia se ha conseguido obtener anticuerpos anti-SARS-CoV-2 a partir de una biblioteca generada
en pre-pandemia proveniente de un donador sano, estos anticuerpos son capaces de unirse a la regién S1,
RBD y poseen actividad neutralizante, lo que demuestra que las bibliotecas universales de donantes
humanos sanos ofrecen una gran alternativa para generar anticuerpos terapéuticos de forma rapida e,
independiente de la disponibilidad de material biolégico de pacientes y puede ser una solucién rapida en
un caso de pandemia o de la aparicion de una nueva clase de microorganismo que represente un riesgo
sanitario para la poblacién (257). La posibilidad de contar con una libreria de anticuerpos de cerdo
empleando la misma metodologia o similar ofreceria una herramienta para enfrentar nuevas variantes del
VDEP o nuevos virus que afecten a los cerdos o humanos.

V.VIIL.VII Conclusiones de la revision bibliografica

El vDEP y el SARS-CoV-2 comparten muchas de sus caracteristicas en la infeccién viral, asi como en la
respuesta celular inducida. Gracias al trabajo previo realizado en las investigaciones con el vDEP y otros
coronavirus se ha logrado avanzar significativamente en el entendimiento del SARS-CoV-2. Si bien, algunos
descubrimientos del SARS-CoV-2 ya habian sido descritos previamente en otros coronavirus, la magnitud
de la pandemia ocasionada por este virus ha permitido que mas y diferentes dreas cientificas se involucren
en el estudio de éste, abriendo nuevas posibilidades de analisis o conocimiento para otros coronavirus
incluyendo al vDEP.

La propuesta de la formacion en el pais de una “red nacional de investigadores de coronavirus” podria
impulsar el fortalecimiento cientifico y econdmico del pais, ya que el vDEP afecta a la industria porcina de
manera importante y el SARS-CoV-2 ha afectado a diferentes areas productivas en todo el pais, esta red
ayudaria a afrontar nuevos retos que provengan de estos virus, ya sea por cepas mutadas que originen una
reemergencia del virus, o incluso por eventos de recombinacién que originen virus alternativos y nuevos.
SARS-CoV-2, es una muestra del riesgo constante de zoonosis que existe en el planeta y representa un
futuro reto para el pais en caso de existir un nuevo coronavirus que infecte a humanos, u otro coronavirus
que infecte al ganado e impacte econémicamente al pais.

VI. Discusion

La industria porcina se ve afectada cada afio por la pérdida de cerdos por infecciones virales, la diarrea
epidémica porcina una de las enfermedades mds preocupantes para los productores. La enfermedad, que
es muy contagiosa, es causada por vDEP. El vDEP es un agente etioldgico asociado con brotes de infeccion
en todo el mundo, incluido México. Si bien esta enfermedad se aborda mediante programas de
bioseguridad, practicas de manejo zootécnico adecuado y vacunas, la ocurrencia de mutaciones en el
genoma viral motiva la busqueda continua de nuevas estrategias de control. Esto requiere conocimiento
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molecular de los posibles desencadenantes virales en la respuesta inmune del hospedero. La proteina M
cumple varias funciones virales importantes en diferentes regiones de la estructura de la particula viral. El
conocimiento de estas funciones podria ayudar a desarrollar nuevas estrategias para controlar la
enfermedad. Sin embargo, se desconocia la estructura 3D de la proteina M de vDEP. Por lo tanto, el presente
trabajo generd un modelo 3D de la proteina M y lo compard con modelos validados de SARS-CoV-2. Las
regiones inductoras potenciales de la respuesta inmune se evaluaron en el modelo 3D; Se encontraron 4
sitios prometedores que deberian ser objeto de mas estudios. El modelo 3D se construyd a partir de la
secuencia de aminodacidos de la proteina M de CV777 y de una cepa mexicana aislada en Michoacan,
México, que muestra cambios de aminoacidos en comparacién con el prototipo. Esto podria ayudar a
determinar si la estructura 3D de la proteina se ve afectada significativamente cuando ocurren cambios en
la secuencia de aminoacidos, especialmente en la region globular de la proteina donde se encuentran los
residuos asociados con las funciones de la proteina. Para determinar si las secuencias propuestas en la
generacion del modelo 3D arrojarian informacion Util sobre las proteinas M de otras cepas y virus de
diferentes partes del mundo, se realizd una comparaciéon. A pesar de la presencia de 8 cambios de
aminodcidos, la secuencia de proteinas de 2013MMV tiene 97.35-99.56% de identidad entre cepas de
México, Estados Unidos, Europa y Asia. Esto muestra un alto grado de conservacién de la secuencia de la
proteina M, lo que permite generar un modelo Util para el estudio profundo de la proteina M a partir de la
secuencia de la cepa CV777 y la secuencia mexicana.

El presente trabajo propone por primera vez un modelo 3D predicho de la proteina M de vDEP. El modelo
fue generado por Robetta mediante un modelo comparativo y con la proteina ORF3 de SARS-CoV-2 como
una de las principales plantillas de modelado. La estructura de ORF3 se resolvid este afio mediante Cryo-
EMy tiene la misma topologia en el endodominio globular M que la proteina vDEP M [17]. El modelo 3D de
la proteina M que se muestra en la llustracién 2 muestra una topologia consistente con la arquitectura
informada para la proteina M del coronavirus. Esta organizado en dos dominios, uno transmembranal y otro
globular, con 3 hélices a que atravesarian la membrana, con regiones de bucle dentro y fuera de la envoltura
viral y un dominio globular formado principalmente por cadenas B antiparalelas. Curiosamente, el modelo
3D conserva la topologia reportada en Uniprot para la proteina CV777 M: superficie del virién (posiciones
1-11), transmembranal (12-32, 21 residuos de longitud), intravirion (33-41, 9 residuos), transmembranal
(42-62, 21 residuos), superficie del virién (63-75, 13 residuos), transmembranal (76-96, 21 residuos),
intravirion (97-226, 130 residuos) (https://www.uniprot.org/uniprot/P59771). La proteina M es la proteina
estructural mas abundante en la envoltura viral del VDEP y otros coronavirus. Se sabe que juega un papel
central en el ensamblaje del virus. Se ha informado de la homodimerizaciéon de la proteina M a través de la
regidn transmembrana [18]. En el virus de la hepatitis del ratén (MHV), la interaccién de la proteina M con
la proteina E es el requisito minimo para el ensamblaje de la particula viral [18]. Kuo y Masters informaron
de unainteraccion entre las proteinas My N del MHV a través del extremo C-terminal de la proteina M [19].
Curiosamente, se demostrd que, en ausencia de la proteina N, la proteina M del MHV puede interactuar
con los ARN sintéticos que contienen una seflal de empaquetamiento viral que favorece el
empaguetamiento especifico de los ARN en particulas similares al coronavirus [20]. Un estudio reciente
mostrd que la proteina vDEP M interactUa con las proteinas virales Sy E, con ORF3 y con 218 proteinas del
hospedero [3]. Algunos de ellos estdn asociados con 131 vias de sefializacién y 10 procesos biolégicos. La
proteina M interactta con el factor de iniciacién de la traduccién 3 (elF3L) cuya regulacién a la baja aumenta
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significativamente la produccién viral. El factor de iniciacién de la traduccién 3 podria actuar como un
regulador negativo de la replicacién del vDEP [3]. Se ha demostrado que la proteina M de tres coronavirus,
SARS-Cov, MHV y el coronavirus felino (FCoV), adopta 2 conformaciones, llamadas largas y compactas, que
influyen en la curvatura de la envoltura viral. La conformaciéon larga (M-long) proporciona rigidez y
uniformidad a la envoltura viral [21]. También se ha demostrado que la proteina M forma homodimeros
por contacto con la region correspondiente al endodominio, y que la conformacién M-long interactla
principalmente con las proteinas Ny S en una estequiometria del tipo 8M2: 4N: 1S3. La multimerizacién de
la proteina M es un proceso conservado entre los coronavirus [21].

Recientemente, Lim Heo y Michael Feig generaron modelos de homodimeros de la proteina M, incluidos 4
homodimeros de la proteina M que interactUan con un trimero en la region transmembranal de la proteina
S del SARS-CoV-2. Los modelos estan depositados en GitHub (https://github.com/Feiglab/sars-cov-2-
proteins) [16]. Conocer las interacciones de la proteina M, asi como conocer su estructura 3D, o incluso
tener un buen modelo 3D de la misma, permitiria hacer un analisis profundo de los procesos intracelulares
que lleva a cabo esta proteina, lo que a su vez permitiria disefiar farmacos. y otras alternativas que podrian
impedir que la proteina M realice sus funciones como método para controlar infecciones causadas por vDEP
y otros coronavirus. La falta de estrategias de control eficientes para reducir la propagacion del VDEP y, por
tanto, la muerte de los lechones, mantiene vivo el interés por el desarrollo de nuevos métodos de control.
Sin embargo, el genoma viral en constante cambio dificulta la consecucion de este objetivo. Diferentes
estudios han informado de la existencia de diferentes eventos de recombinacidon entre cepas de vDEP [22-
25]. En Rusia e Italia se informd de un evento de recombinacién entre una cepa de vDEP y uno del virus de
la gastroenteritis transmisible (TGEV) [26-27]. También se ha informado de un evento de recombinacién
entre una cepa de vDEP muy virulenta y una cepa de vDEP atenuada; este evento generd una nueva cepa
virulenta [28]. El desarrollo de una estrategia de control eficaz se ha visto obstaculizado por la aparicion de
mutaciones y recombinaciones entre cepas de vDEP en la region codificante de la proteina S. Por tanto, es
importante estudiar el potencial inmunoldgico y funcional de otras proteinas estructurales del virus. La
proteina M es un buen candidato debido a su baja variabilidad genética, su estructura y las funciones que
podria realizar. Es particularmente interesante analizar el potencial de la proteina M para inducir la
activacién del sistema inmunoldégico. Se ha demostrado que, en otros coronavirus, como el MHV, el sistema
inmunoldgico produce anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteina M; estos anticuerpos protegen a
los ratones de la infeccién viral [29]. La inmunizacion de 8 cachorros gato con la proteina M recombinante
del virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) permitié que 3 de ellos sobrevivieran a la infeccién viral
[30]. Un estudio experimental identificd un epitopo de células B en la proteina M de vDEP que corresponde
al motivo 195WAFYVR200 [6]. También se han encontrado epitopos de células B, como en la proteina M
del SARS-CoV y el virus de la bronquitis infecciosa aviar [31] [32]. Se ha demostrado experimentalmente que
algunos péptidos de la proteina M del SARS-CoV son altamente reactivos con sueros de la fase convaleciente
de pacientes con SARS. También se obtuvieron titulos altos de anticuerpos contra la proteina M en ratones
y conejos inmunizados, lo que sugiere que la proteina M es un componente altamente inmunogénico en las
preparaciones de vacunas inactivadas contra el SARS-CoV [33]. El epitopo encontrado por Zhang [6] no
coincide exactamente con los epitopos predichos para las células B obtenidos en el presente estudio, como
se muestra en la Ultima ilustracidn del articulo. Algunos epitopos de la region globular de la proteina M se
localizaron antes o después de la secuencia WAFYVRS [6]. La investigacién adicional del potencial
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inmunogénico de la proteina M podria implicar la expresién de la proteina M de los coronavirus en sistemas
eucariotas y procariotas con el fin de analizar posibles cambios en la conformacién de la proteina. También
seria necesario analizar las regiones de contacto de la proteina M con los anticuerpos producidos por los
cerdos inmunizados con la proteina vDEP M [6].

Los resultados del presente estudio confirman que la proteina M es un candidato potencial para la
activacién de la respuesta inmune celular. El andlisis de acoplamiento confirmé que los epitopos
encontrados pueden interactuar con el alelo SLA-1: 0401, lo que significa que la respuesta inmune celular
podria complementarse con la respuesta humoral. Sin embargo, existen limitaciones en los programas para
la prediccion de epitopos T, al arrojar péptidos con tamafios variables, ocasionando multiples
especificidades hacia las mismas regiones de epitopo al permitir estas variantes de longitudes, la poca
caracterizacion de motivos de HLA de clase | poco estudiados (146). También se demostré un alto grado de
conservacion de cada uno de los epitopos de células By T pronosticados en este estudio, en comparacion
con diferentes cepas de vDEP que circulan en México y otras partes del mundo.

VII. Conclusion

Se realizé la construccion exitosa de los vectores pPICZaB-M2-226 y pPICZaB-M102-212 y se generaron las
cepas productoras de Pichia pastoris incorporando los vectores linearizados al cromosoma en el gen AOX.
Se obtuvieron modelos 3D predichos de las proteinas CV777 My 2013MMV M. Se identificaron epitopos
de células B continuos y discontinuos y epitopos de células T en la proteina M. La comparacién entre los
modelos 3D de proteinas VDEP M obtenidos en este estudio y los modelos de proteina M del SARS-CoV-2
obtenidos por el grupo AlphaFold y el laboratorio Feig mostré una alta conservacién de la estructura 3D
en ambos virus, asi como la presencia de epitopos discontinuos en las mismas regiones en ambas
proteinas. El modelo 3D de la proteina M de vDEP generado en el presente estudio demostrd que seria
una herramienta Util para realizar mas investigaciones sobre el desarrollo de vacunas o farmacos para
controlar la PED.

VIII. Perspectivas del Trabajo

Como perspectiva inmediata, debido a los acontecimientos de la pandemia por SARS-CoV-2, diferentes
experimentos no se pudieron llevar a cabo como consecuencia de las medidas de aislamiento social.
Dentro de los experimentos no realizados se encuentran; la caracterizacidon del fenotipo de las células
productoras de Pichia pastoris, la induccion de la expresidn de la proteina M en Pichia pastoris, su posterior
purificacién mediante columnas de afinidad y su evaluacidn en contra de sueros de cerdos infectados por
el VDEP para confirmar el potencial antigénico de la proteina M.
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Abstract

The membrane protein M of the Porcine Epidemic Diarrhea Virus (PEDV) is the most abun-
dant component of the viral envelope. The M protein plays a central role in the morphogene-
sis and assembly of the virus through protein interactions of the M-M, M-Spike (S) and M-
nucleocapsid (N) type. The M protein is known to induce protective antibodies in pigs and to
participate in the antagonistic response of the cellular antiviral system coordinated by the
type | and type Ill interferon pathways. The 3D structure of the PEDV M protein is still
unknown. The present work exposes a predicted 3D model of the M protein generated using
the Robetta protocol. The M protein model is organized into a transmembrane and a globu-
lar region. The obtained 3D model of the PEDV M protein was compared with 3D models of
the SARS-CoV-2 M protein created using neural networks and with initial machine leaming-
based models created using trRosetta. The 3D model of the present study predicted four lin-
ear B-cell epitopes (RSVNASSGTG and KHGDYSAVSNPSALT peptides are noteworthy),
six discontinuous B-cell epitopes, forty weak binding and fourteen strong binding T-cell epi-
topes in the CV777 M protein. A high degree of conservation of the epitopes predicted in the
PEDV M protein was observed among different PEDV strains isolated in different countries.
The data suggest that the M protein could be a potential candidate for the development of
new treatments or strategies that activate protective cellular mechanisms against viral
diseases.
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Introduction

The Porcine Epidemic Diarrhea Virus (PEDV) is the causative agent of porcine epidemic diar-
rhea, a highly contagious disease that affects farm animals. The disease is diagnosed by clinical
symptomatology such as vomiting, diarrhea, dehydration, and anorexia. The infection affects
pigs of all ages, with piglets less than one week old being the most affected (100% morbidity and
mortality). Although the virus does not affect human health, it causes significant economic
losses to the pig breeding industry [1]. Current treatment is primarily aimed at diarrhea control-
ling. Control strategies have been oriented to the establishment in farms of rigorous biosecurity
programs, adequate zootechnical management and vaccination [2]. Although these strategies
have been effective in controlling disease, specific treatments are needed, which would require
molecular knowledge of each stage of the viral replication cycle, as well as information on the
biochemical characteristics of all the viral proteins. PEDV belongs to the order Nidovirales,
family Coronaviridae, subfamily Coronavirinae, genus Alphacoronavirus. Its genome is a single-
stranded, positive-sense RNA molecule that encodes 16 non-structural proteins (nsp 1-16) and
5 structural proteins, S, M, N, E and ORF3 [2]. Coronavirus M proteins share the same struc-
tural characteristics: three TM domains with N-exo-C-endo orientation flanked by a short gly-
cosylated NH-terminal domain on the virion surface and a long carboxy-terminal globular
domain within the virion [3. 4]. The 3D structure of the PEDV M protein is still unknown. The
functions described for the PEDV M protein include assembly and budding of virions, inhibi-
tion of innate immune response by blocking type I and 11l interferon pathways in infected cells
and induction of protective antibodies in pigs [5-9]. The M protein performs its functions by
interacting with other viral proteins. It is known that M proteins interact with each other and
with spike and nucleocapsid proteins during virus assembly. Interestingly, M-M interactions
form the overall scaffold for the viral envelope [3]. The indispensable role played by the M pro-
tein in the viral replication cycle can be explained in partby the lower genetic variability of the
M gene compared to the S gene [10]. Therefore, the PEDV M protein could be a good candidate
for developing specific antiviral drugs and as a target for vaccine design. The three-dimensional
structure of the PEDV M protein has not been reported yet. The structure of some crystallized
proteins of PEDV can be found in the PDB database, including the S protein [11], 3CLpro pro-
tease [12], NSP9 [13], papain-like protease (PDB: 6NOZ) and NSP1 (PDB 5XBC). Due to the
importance of the M protein in the viral infection cycle, the present work proposes a 3D model
of the M protein generated using the Robetta protocol. An immunoinformatics analysis was
also carried out to determine the potential antigenic regions of the M protein.

Material and methods
Sequences

For the generation of the 3D model of the M protein, the sequence of the M protein of the
PEDV CV777 virulent strain (Uniprot ID: P59771) (226 residues) and the M protein from
strain PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank number: MH006957.1) isolated in Michoacin,
Mexico, called 2013MMV were used. Different sequences of the M protein were retrieved
from the NCBI Taxonomy Browser page (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/
wwwtax.cgi). The sequence of the SARS-CoV-2 M protein of the AlphaFold and Feig lab mod-
els corresponds to Uniprot ID: PODTCS.

Cloning sequence of the M gen and phylogenetic analyses

The nucleotide sequence of the 2013MMYV was subcloned in the vector pPICZuB from the vec-
tor pETSumo and it was called 2013MMV. The recombinant DNA was sequenced, 225 amino
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