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Blue-eye disease (BED) of swine is a viral disease endemic in Mexico. The etiological agent is a
paramyxovirus classified as Porcine rubulavirus (PoRV-LPMV), which exhibits in its envelope the
hemagglutinin-neuraminidase (HN) glycoprotein, the most immunogenic and a major target for vac-
cine development. We report in this study the obtaining of ectodomain of PoRV HN (eHN) through the
Pichia pastoris expression system. The expression vector (pPICZaB-HN) was integrated by displacement
into the yeast chromosome and resulted in a Mut® phenotype. Expressed eHN in the P. pastoris X33 strain
was recovered from cell-free medium, featuring up to 67 nmol/min/mg after 6 days of expression. eHN
was recognized by the serum of infected pigs with strains currently circulating in the Mexican Bajio
region. eHN induces antibodies in mice after 28 days of immunization with specific recognition in ELISA
test. These antibodies were able to inhibit >80% replication by viral neutralization assays in cell culture.
These studies show the obtaining of a protein with similar characteristics to the native HN and which

may be a candidate to propose a vaccine or to use the antigen in a serologic diagnostic test.

© 2016 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Blue eye disease (BED) of swine was detected in farms from
La Piedad, Michoacan, Mexico in 1980 and spread to other Mex-
ican states such as Guanajuato and Jalisco (Stephano et al., 1988;
Stephano, 2000). The etiological agent is a paramyxovirus initially
called La Piedad Michoacan Virus (LPMV) and subsequently classi-
fied as Porcine rubulavirus (PoRV)(Lamb et al., 2005), which causes a
neurological, respiratory and reproductive syndrome accompanied
by corneal opacity in 1-10% of cases (Moreno-Lopez et al., 1986;
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de Quimica del Instituto de Ciencias (ICUAP), Edificio 103F, Giudad Universitaria,
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Puebla, Puebla, Mexico.
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0168-1656/© 2016 Published by Elsevier B.V.

Stephano et al., 1988). BED generates economic losses caused by
the high grade of neonatal mortality and infertility in adults.

Ramirez-Mendoza et al. (1997) conducted the virus isolation
from several outbreaks with different pathological and clinical data.
These isolates were referred to as Produccion Animal Cerdos 1
(PAC1),PAC2, PAC3,PAC4 and PAC5 (Ramirez-Mendozaetal., 1997;
Reyes-Leyva et al., 2002). Recent studies indicate that, in the mid-
western region of Mexico, one of the most important in the swine
industry with a serological prevalence of PoRV between 9 and
23.7%, current circulating strains are antigenically different, sug-
gesting that use of a vaccine with only one antigenic source may
not be sufficient for disease control (Escobar-Lopez et al., 2011).
The presence of the virus in convalescent pigs that survived a natu-
ral infection was recently corroborated, which induces a durable
humoral immune response. Transmission is possible to healthy
pigs, demonstrating the importance of disease control and preven-
tion (Cuevas-Romero et al., 2014).
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Abstract

The blue eye disease (BED) of swine is a viral disease endemic in MExi@s observed

by thefirst time at La Piedad, Michoacéan,1i@880 and was spread fasterothers states of
Mexican Bajio. BED was characterized by neurological, respiratory signs, repveduc
failure, mortality in piglets andhe development of blue opacity in the cornealaw
percentage of infected g8. The etiological agent is @aramyxovirusinitially called La
Piedad, Michoacawirus (LPMV) and then, classified aBorcine rubulavirus(PoPV-
LPMV). This virus exhibits in its envelope the hemagglutineuraminidase (HN)
glycoprotein that is involved in cell receptor recognition and attachment, as well as possess
neuraminidase activity (sialidase) that contributes to virus relddbke.is the most
immunogenic and a major target for vaccine development. Several studeserttiat the

HN ectodomain (eHN) has thost importanepitopes, the glycosylation sites and active
domain Therefore, we report in this studyettobtaining of ectodomain of PArPHN
(eHN) through thePichia pastorisexpression systenibue to the capagitof the yeast to
grow in simple mediums, produce proteins with posttranslational modifications, the
security due to the absence of toxins and oncogdimeseHN open reading frame (ORF)
was amplified from the PACL1 strain bf PCR, then, was subcloneddnt p P | -&4Rl U B
expression vector and was corroborated by restriction patrons and sequencing.

After that, the vector was integrated into the AOX1 promoter by displacement in the yeast
chromosome and phenotype Mutas obtained in the transformants. The plgm® was
confirmed by PCR and growing the transformants in the MMH differential mediiiim
methanal The strain was named X&3HNs2576 and was carried to expression using
methanol as unique carbon source and inducing in high cell densities, with 8fdays o
feeding with methanol. The eHN expressed iRtgastorisX33 was recovered from cell

free medium, featuring up to 67 nmol/rfimg after 6 days of expression. With the
LineweaverBurk representation, were obtained the kinetic pararsedf the eHN, was
obtained 227.3ymol/min/mg of Vmax an@.86mg/ml of Km The eHN was recognized by
the serum of infected pigs with strains currently circulating in the Mexican Bajio region by
western blot and ELISA test. The protein was purified by one step of affinity
chramatography with 92% vyield and recovered 1.2 afigourified protein by each of
culture. The eHN induces antibodies in mice strainXCRfter immunizationduring 28

days with specific recognition in ELISA test. These antibodies were able to inhibit
replication more than 80% by viral neutralization assays in cell culfimese studies show

the obtaining of a protein (eHN) with similar characteristics to the native HN and which
may be a good candidate to propose a vaccine or to use the antigen in acsgrologi
diagnostic test

Key words: Porcine rubulavirus, hemagglutimeuramindase, eHN, Pichia pastoris,
PorPV, Blue eye disease.
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Resumen

La enfermedad del ojo azul (EOAE los cerdases una enfermedad viral endémica en
México, se detect@n La Pedad, Michoacan hacia el afio 1980, propagandose rapidamente
hacia otros estados del Bajio MexicaSe caracteriza pgsroducir signos neurolégicos,
respiratorios, falla reproductiva, mortalidad en lechones y por el desarrollo de una opacidad
azul en la ctnea en un bajo porcentaje de animales infectdelomgente etioldgico es un
paramixovirus llamado inicialmente virus de La Piedad Michoacan clgsificado
posteriormenteomoRubulavirus porcingPorP\ALPMV), el cualmuestraen su envoltura

la glicoproteha hemaglutininaneuraminidasa (HN)presenta actividad hemaglutinante y
neuraminidasaademas de sda mas inmunogénica y un objetivo importante para el
desarrollo de vacunaBiversos estudios sefialan al ectodominio de la proteina (eHN) como
la regidbnque poseeodos los eftopcs inmunogenicqdos sitios de glicosilacion y el sitio
activo. Por ello, e este estudio se descriper primera vezla obtencion del eotlominio

de la HN del PorP\a través del sistema de expresionRiehia pastoris debido ala
capacidad de la levadura de llevar a cabo modificaciones postraduccionales en las
proteinas, la seguridad que ofrece por su ausencia de toxinas, oncogenes y la simplicidad de
los cultivos Se amplific6 por PCR el marco de lectura del gen del eHN depa de

PAC1, posteriormente fue subclonado énevect or de e>hN),elcual n ( pPI
fue corroborado por patrones de restriccion y secuenciacion, posteriosaentegréa la

region promotora de AOX1 patesplazamiento en el cromosoma de la levadura, dando
como resultado un fenotipo Mutel awal se determiné mediante PCR y crecimiento en
medio diferenciaton metanol MMH). La cepa resultante fue denominada X38\s2.576,

la cual fue llevada a expresion utilizando como fuente de carbono metanol e induciendo la
expresion a altas densidades tz@ks con 8 dias de alimentacion con metaBbleHN
expresado en la cepa &e pastorisX33 se recuper@n forma solublex partir de medio

libre de célulaspbservandose hasta 67 nmol/min/mg de actividad neuraminidasa después
de 6 dias de expresiofon k representacion de LineweavBurk se determinaron los
parametros cinéticos del eHNe obtuvo o valor de Vméx de 27.3nmol/mining y una

Km de 2.86mg/ml. El eHN fue reconocimlen western blot y ELISAor el suero de cerdos
infectados con PorPV perteneiente a cepas que circulan actualmente gmanjas
persistentemente infectadas larregién del Bajio Mexicand.a proteina recombinante se
purific6 en un solo paso mediante cromatografia de afinidad de iones metéalicos
inmovilizados con un rendimientdel 92%, recuperandose 1.2 ndg proteina pura por

cada Ide cultivo.El eHN inducéa produccion denticuerpos en ratonee la cepa CEL
despuégle inmunizar por 28 diason reconocimiento especifico en la prueba de ELISA.
Estos anticuerpos fueron capacesiahibir la replicacién del virus en mas del 80% en
ensayos de sefreutralizacion viral en cultivo celular.

Estos estudios demuestran la obtencion de una prdediN con caracteristicas similares

a la HN nativa y que puede ser bmencandidato pargroponer una vacuna o utilizar el
antigeno en una prueba de diagndstico seroldgico.

Palabras clave: Rubulavirus porcino, hemaglutinimauraminidasa, eHN, Pichia pastoris,
PorPV, enfermedad del ojo azul.
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ABREVIATURAS
EOA: Enfermedad del ojo azul

VLPM: Virus de La Piedad, Michoacan

PorPV Rubulavirus porcino

PAC: Produccion AnimaCerdos

HN: Hemaglutinina neuraminidasa

eHN: Ectodominio de la hemaglutininia neuraminidasa
PI: Post infeccion

SNC: Sistema nervioso central

INF: Interferén

PK-15: Linea celulaproveniente de rifion de cerdo
M: Proteina de matriz

P: Fosfoproteina

N: Nucleoproteina

F: Proteina de fusion

L: Proteina de alto peso molecular

ORF: Marco de lectura abierto

D.O.: Densidad 6ptica



iNDICE | 2016

INDICE
L. INTRODUGCCION ittt mmts ettt e e et eeaene e e e e eaa e e e et e e e esammnnneeeees 1
2.1.La enfermedad del 0jo azul de los cerdos (EQA)..........uuuuuiiiiiiicemniiniiiiiaaeennn 4
2.2.Seroprevalencia de la enfermedad del 0jo @zZUl...............eviiiiiccceiiiiiiiicieee e, 4
2.3.Posible origen delPOrPV ........... e eeee e 7
pZ A O N = o {0 TN o [ o O TPPPPP 7
2.5 RESPUESTA INMUNE. .......iiiiiiiiiiii ittt e e e e e e e e e nnee s 11
2.6. Snergismo dePorPVcon patOgen®.........ccceeeiiieeeeeiiiiiieeei e e 14
2.7. Avances en el diagnostide la enfermedad.............cccoovieiiiiiiccciiiiiiiiiie e, 15
2.8. Desarrollo de VACUNAS.........ocoeeiiiiiiiiieeeeeee ettt 15
R N o 1T o | (= =] (o] (o T o n TE RO 16
2.10. RECEPLON CRIUIAL.......ccoiiiiiieee e e e e e e e e ameena s 17
2.11. Distribucion del virus y fecto citopaticeen infecciones experimentales........... 18
2.12 Ciclo replicativo dePOIPV ...ttt 19
2.13. Proteinas dePorPVasodadas a la envoltura.............cccceeeeeiiiieeniiiiecee e 21
2.14. La hemaglutinina neuraminidasa HN..................iiiccciieeeeee e 23
2.15 Expresion de la proteina HN debrPVen sistemas heterdlogas..................... 26
2.16. Pichia pastori€omo sistema de eXPreSiOn...... ..o eveieieeeccee e 27
3. JUSTIFICACION ..ottt iemeee ettt ienne sttt ee e ssmnn e 31
A HIPOTESIS ..ottt semte ettt snane et s e s s s e e e mmne e s s eeenens 31
5.OBJETIVO GENERAL DEL TRABA JO ....uiiiiiiiiiiiiiiiiee e semeeestaeee e aniaee e 32
6. OBJETIVOS PARTICULARES ....oooiiiiiiiiitiiiee e eseeeee sttt smmme e 32
7.MATERIALES Y METODOS ...t eeee e eeee e, 33
7.1.Prediccion dekectodominio de la HN y de steggiones antigénicas..................... 33
7.2. Amplificacion por PCR dedegmento codificante @HN.................coooevvvviieeee. 33
7.3.Clonacion demarco de lectura dedHN en el vectode resguardo pJET1.2/Blund3
7.4.Preparacion de células competentes de E. coli y transformacion................... 34
7.5.Extraccion de ADN plasmidiCO BRIPIEPS)........uuuvururrimriieiiiiieeeiieeeeiieeeeeeeeeaeeeens 35

76.Subcl onaci -n en el ve.ct.orl..de..ex.p.r.e3i

7.7.Preparacién de células competentes y transformacion de P. pastoris. X33....36

iv

p Pl



iNDICE | 2016

7.8.Analisis de las transformantes de P. pastoris X33.........cccceeviiiiiieccciiniiienneenn. 37
7.9.Caracterizacion del crecimiento celular de X8dNs1.s76en YPDy BMGY .......... 38
7.10.Expresion de la proteina eHN en X8BINS1-576 ... .ceeeeeeernemrrrririrrrienmsennrennnnnnnn 38
0 5 O I 1 SO EERP P 39
7.12.Electroforesis desnaturalizante € inmunOdeteCCiON...........coeveviiiiiccceeeeeeeennns 40
7.13.ENSAY0S ENZIMALICOS.....ccuuueiiiiiiiiieiiieeeaseeerereeerereeeeeeeeesemamreeeaaeaaaaeaaesesssansnnn 41
7.14.EStUAIOS CINELICOS......cceeiieeeiieiiieeee e e e ettt eaeens st ee e eeeeeeeaeeeeeeemmees 42
7.15.Purificacion del @HN..........ooooiiiiiiiiiiiee e A2
7.16.INMUNIZACION A€ FAIDES .....evviiiiiieeeeee e icmee e e e e 43
7. 17 ELISAINGITECTO. ....ceeeeeiiiiiiiiie ettt s e e e e e e e e e e e anena s s e e e e e e e e eeeeeeeeenesennnneeeees 43
7.18.0btenciéndel indculode trabajo dePorPVcepa PACL.........ooooiiiiiiiiiiiieee 44
7. L9 TIUIACIONVITA ...ttt re e 44
7.20.Ensayos de SefueutraliZacCiOn..........ccccceiiiii i e e e cceeecce e eereenn e 45
8. RESULTADOS Y DISCUSION ......ocoiieieee e eeeeete et eaeen e see e 46
8.1.Prediccion del ectodominio de la HN d&rPV..........ooooeeiiiiiiiiiiiiceee e 46
8.2. Amplificacion y clonacion del @HN..............uvveiiiiiii i 50
8.3.Construccion de un sistema de expresion para el eHN..............oooeevieeeeiiennn. 53
8.4.0btencién de cepas de P. pastoris productoras del eHN.................ccceeernnd 57
8.5.Determinacion del fenotipo MUL............ooouiiiiiie i 59
8.6.Caracterizacion del crecimiento celular ®83-€HN52.576....cevnvvveeeieeiieriieieeieeeennn. 64
8.7.EXPresion del €HN.......cooii oo 68
8.8.Actividad enzimatica del €HN.............coooiiiiiiieee e 73
8.9. EStUAIOS CINELICOS........coe i ettt eeee st eennese e e e e e e e e e e aaeeeeemmeeees 75
8.10. La proteina eHN es reconocida por sueros de cerdos infectaadorPV.......... 78
8.11. Purificacion del €HN...........uuiiiiiiiiiiiii e 82
8.12. Produccion de anticuerpos anti €HN.............uuuiiiiiiiiieeeiiiiiiiiiieeee e 86
8.13. Creacion de umnoculode trabajo dePorPVcepa PACL........cooooeieeiiiiiiiiiieenn. 87
8.14. Ensayos de sefpeutralizaCion..............ceeeiiiiiiiiieeee e 89
9. CONCLUSIONES ...ttt treet et e e eensa e e e e s s ara e e e e e e e s rmnnssnnees 93
10.REFERENCIAS ...ttt ettt e eens e e e e e e e bt e e e e e s e mnennrees 95
11. TRABAJOS PRESENTADOS EN LA TESIS....ooiiiiiiiiiiiieee e cceeeeieee e 113



iNDICE | 2016

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1.Estados con seroprevalencia BerPVparael afio 2011..............ccccevvvivviiieenes 6
([0 = Q2@ o - Tox [0 F= To [ oXo 1 1< 7= W 7
Figura 3. Alteraciones testiculares RIOTPV...........cccoiiiiiiiii e eeeeeee 8
Figura 4.Lesiones en la cola el epididimo fROIPV..........ccoooiiiiiiiiiiie e 9
Figura 5.Desarrollo de fetos momificadQs...........coooviiiiiiiiiiccc e 9
Figura 6. Concentracion espermatireeyaculados de cerdos infadbs....................... 10
Figura 7. Titulos de anticuerpos en cerdos infectadas.............coceeveeeeeciiiiie e, 12
Figura 8.InmunotinCion delPOrPV............ccooiiiiiiiiiiieeee e 17
Figura 9.Microscopia electronica dElOrPV............ccooiiiiiiiiiiie e 18
Figura 10. FOrmacion de SINCICIAS ......cccoeeeeeeiiiieiiieeei e ee e eeme e eeeeaaaanaes 19
Figura 11.Ciclo replicativo de lo®aramiXoVirUuS............c.ooevvvviiiiiiimmmeeeeeeeeinniiieeens 20
Figura 12. Repesentacion esquematica dRIIPV............c..uvviieiiiiiiieeniieeeee e 21
Figura 13. Estructura del disacarido isidl, Bjalactosa..............c.coveveeveveemeeeveereeeneanes 24
Figura 14. Prediccion estructural de la hemaglutinina neuraminidasa.................... 25
Figura 15. Reconocimiento de las proteinadPdePV...............cccooviiviiiieee e, 26
Figura 16. LeVAdUIB. PASTONIS......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e rmme e e e e e e e e e e 28
Figura 17 Predic@dn de la region transmembranal............ccoocuviiieeeinieen e 46
Figura 18 Sitios potenciales de NlicoSIlacCiON..........cccooeeeeiiiiiiiiiieee e a7
Figura 19 Analisis bioinformatico de la proteina HN d&brPVde PAC1..................... 48
Figura 20.0btencion del ORF del @HN.........ooiiiiiiiiieiiee e 50
Figura 21 Vector PIETEHNg . ....ccovieiieeeeeeiii e erena e e e e e e e e e eaes 51
Figura 22. Btrones de restricCion PIEHNs, ...........oovviiiiiiiiiiiieee e 52
Figura 23. Amplificacion del eN a partir de los vectores de expresion..................... 53
Figura24Vect or de e x peH&ksse...n..... p..F?..I...C.Z.D.B ................... 55
Figura 25. Andlisis del vector de exprespiP | C-2HNB576.......ocoeeveererereerrsieneenes 56

Figura 26. Secuenci-eHdpsren.....d.el...v.ect.or. .. p/Pl CZ UB
Figura 27. Transformacion dke pastorisc o n e | vV e c—ed—megsm.p..l;?..l...C.Z.ElaB

Figura 28. Amplifcacion de eHN en las cepas X8 3Ng2.576. ... uuuvrrrrrrrmereeeeeeiinaarennnne 59

Figura 29.Integracion del vector recombinante al genomB.dgastoris.................e..... 60

Vi



INDICE | 2016
Figura 30. Determinacion del fenotipo MUL...........coooeiiiiiiiieeee e 61
Figura 31. Crecimiento en medio MMH ... 63
Figura 32. PeS0 SECO B PASLONIS.......ceiiiiiiiiiiii i eeee e e 65
Figura 33. Creimiento deP. pastorisen medio BMGY..........ooovviiiiiiiiiiiirririi 66
Figura 34. Produccion intracelular de eHN en XB8\s2:576......cccevvvveveevvvvniiiimmeeeeennns 68
Figura 35. Produccion extracelular de eHN..............ooiiiiiiiimiiii e 70
Figura 36. Biomasa producida por X8BINg2-576. ... eeeeeeerirereeerrrirrimmmeeeeeeeeeenerennnnnnns 72
Figura 37 Cantidad de proteina extracelular...................iiiccoveeeiiiiiiiiiee e 73
Figura 38 Actividad neuraminidasa en el medio libre de células..................cooveeee. 74
Figura 39.Curvas de velocidad enziMAtiCa...........cccuveeieeeiicce i 76
Figura 40. Curva de saturacion de la proteina eHN por el sustrato.................cceev... 77
Figura 41. Rpresentacion de LiNeweavBUIK...........cccceeeeeeiiiiiiiieeeii e 77
Figura 42. Antigenicidad de la prat@eHN..............ooovmiiiiiiiicceee e 79
Figura 43. Recarcimiento de eHN por sueros de cerdos infectados.................c...ce 81
Figura 44. Perfil de elucion del proceso de purificacian..........cccccoovvieemiiieeeeeennnnee, 83
Figura 45. Proteinas del proceso de purificacion del.eHN..............cccoveeeee 84
Figura 46. Produccion de anticuerpos-@tiN por ELISA.............oooiriiiiiiieeen e 86
Figura 47. Propagacion debrPVcepa PAC1 en la linea celular AS.......................... a8
Figura 48. Titulacion ddPorPVPAC1 en la linea celular RK5.............cceeiiiiieiiieenne. 89
Figura 49. Ensayo de Sen@utralizacCion..................uuuuiiiiiiiccceiiiiiiiiee e e e eeeeeee 90
Figura 50. Disminuén del porcentaje de infecci@n..................viccreeeieeeiviiiceennn, a1l
Tabla 1 Relaciénantigénica déas cepas de PorPaisladas de 1993 al 2003............... 5
Tabla 2. Ecuaciones del modelo de crecimi@nto...............ooooeiiiemmreeeeeecccciiiiveieeeeea 38
Tabla3. Rendimiento del proceso de purificacion..............ccccoovvvieeeeii e, 85

vii



INTRODUCCION || 2016

1. INTRODUCCION

La enfermedad del ojo azul (EOA) dies cerdosse detectéen granjas @ La Piedad,
Michoacan, México en 1980 y se extendio a otros estados mexicanos como Guanajuato y
Jalisco (Stephano et al., 1988; 2000). El agente etioldgico es un paramixovirus inicialmente
llamado virus de La PiedadMichoacan (VLPM) y posteriormente cld&ado como
Rubulavirus porcino(PorP\) (Lamb et al., 2005)provoca problem& neurolégicos,
respiratoriossindrome reproductivademas se ha observaglalesarrollo de una opacidad

de la cornea en 1 a 10 % de los casos (Melemez et al., 1986; Stepha, et al., 1988).

La EOAgenera pérdidas econdmicas causadas por el alto grado de mortalidad neonatal y la

infertilidad en los adultos.

RamirezMendoza et al.en1997, llevaron a cabo el aislamiendie cepas deirus a
partir de varios brotes odiferentes datos patolégicos e historiatdimicos. Estos aislados
fueron nombrados Produdéai Animal Cerdos 1 (PAC1), PAC2, PAC3, PAC4 y PAC5
(RamirezMendoza et al., 1997; Reyésyva et al., 2002 Estudios recientes if@hn que
en la regionoeste de Méxicoimportante en la industria porcinexiste una prevalencia
serolégica de PorPV entre 9 y 23,7%,las cepas que circulan actualmergen
antigénicamente diferergelo que sugiere que el uso de una vacuna corsalpaantigeno
puede no ser suficiente nagel control de la enfermeda&gcobaildpez et al., 2011 La
presencia danticuerpos provenientes dafus en cerdos convalecientes que sobrevivieron
auna infeccién naturdlie confirmada por Wiman et al., 1998 quesugiere que siduce
unarespuest inmune humoral durader@i se tiene en cuenta guettansmision es posible
a cerdos sanosse resaltda importancia del conttoy prevencion deestaenfermedad
(CuevasRomero et al., 2014)

El PorPVes un virus pleomorficde la familiaParamyxoviriche, el cualposee dos
glicoproteinas insertadaen su envolturala hemaglutininaneuraminidasa (HN) ya
proteina de fusion (F), responsables de la unidon a la déhdpederay de la fusidn
membranalMorenoLépez et al, 1986 La proteinaHN tiene un ppel importante en el

ciclo replicativo. La particula viral se adsorbe a la membrana celular a través de la proteina
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HN, que reconoce un receptor especifico, un glicocacjogcon acido sialico terminal
(ReyesLeyva et al.,, 1997 Un cambio conformacionaledHN activa la proteina F, que
expone un dominio altamente hidrofébiéntonces, lasnembranas vilas y celularese

fusionany el contenido del virid entraen la célulal(amb y Kolakofsky, 1996

La HN es la proteina mas inmunogénicaRigPV. Mediant @ uso de ensayos de
Western blot,se observél reconocimiento de HN en el 85% de los sueros de cerdos
infectados experimentalmente durante la segunda semana después de la infeccion (Pl) y el
100%de reconocimiento en la tercera semanaHerifandez eal., 1998. La HN es una
proteina de membrana de tipo Hn su ectodominio §HN) se encuentrael sitio de
reconocimiento, catalitico, glicosilacién lgs sitios antigénicosLa HN se asocia en
tetrameros constituidos por dimeros formados por enlacesvabentes en la envoltura
viral y presenta actividad hemaglutinanteg/neuraminidasala actividad neuraminidasa
consisteen la eliminacion de los residuos de acido sialicdodeglicoconjugados en la
célulahospederaque permite la liberacién de laogenie viral yevitala agregacion, lo que
facilita la dseminacionviral (Lamb y Kolakofsky, 200l En otros studiosbasados en
herramientadioinformatica, predijeron 18 péptidos en el Ectodominio deHld como
antigenos potenciales, lo que demuestramportancia de esteegion en la respuesta
inmune Zenteno Cuevas et al., 2007

La levaduraPichia pastorises un sistema de expresiéon comun que se utiliza en la
produccid de proteinas recombinantkEs cuales suelen plegarserrectamente yson
funcionalesen parte debido au capacidad de glicosilacion, siarila los organismos
superioresCregg et al., 1989 Es un sistema seguro debido a la ausencia de oncogenes y
toxinas, ademas de su facil manipulacién, crecimiento rapioor ya simplicidad delos
mediosde cultiva P. pastorisseha utilizadoen la expresion de glicosidasasetaiomo el
ectodominio de la neuraminidasa del virusIdtuenzaA / H3N2, generand®0% de
proteccion contra la infecciénen los ratones infectados inmunizadoon la poteina
recombinante Nlartinet et al., 1998 También se ha utilizadoen la expresion del
ectodominio de la neuraminidasa delus delnfluenzaaviar A / H5N1, la cualpresent6

actividad enzimaticaY(ongkiettrakul et al., 2009 enla expresion de la heaglutinina del
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virus influenza A / H1N, la cualindujo produccion denticuerpos en ratones, que a su
vez, fueron capacede reducir el nimero de placas litichsrante la infeccionn vitro
(Athmaram et al., 20)1

Desde que la EOA aparecio en Méxicol&80, se han reportado pocos estudios
sobre la prevencion destaenfermedad. Fuentes et,abn 1994 reportaron 71.4% de
proteccion en la evaluacion de una vacuna experimental contra la enfermedad en cerdos
mediante pruebas de inmunogenicidad, seguridadtencia e inmunidad pasiva.
Actualmente, hay dos vacunas en el mercado que ofrecen una proteccion preventiva contra
PorPVy estan indicadas para animales de reemplazo cuya produccion puede llegar a tener
altos costos

Las proteinas recombinantes proponan un recurso para el desarrollo de vacunas
y herramientas de diagndstjqmor este motivo,a posibilidad de expresar la proteina HN
del PorPVfue atractivo para el desarrollo de este trabdgbidoa quees la proteina mas
expuesta e inmunogénica BorPVy es un excelente candidato para desarrollar una nueva
herramienta para el diagnostico ypl@vencion de la EOAEn el presentgabajose obtuvo
una forma enziméaticamente activa e inmunogénitactedominio déa HN del PorPVen

la levaduraP. pastoris
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2. ANTECEDENTES

2.1.La enfermedad del ojo azul de los cerdos

Una enfermedademergentecaracterizada por el desarrollo de desérdenes respiratorios,
reproductivos y del sistema nervioso cersmablescubrién los afio®chentaen la zoa del
Bajio. El agente etiologico es un virus perteneciente a la fafdi@myxoviridae,del
géneroRubulavirus Después de ser aislado flleamado inicialmente iwus de la Piedad
Michoacan YLPM) (MorencLopez et al.,, 198) o virus del sindrome del ojozal
(Stephano et al., 1988)clasificado taxondmicament®moRubulavirus porcinglLamb et

al., 2005)

2.2.Seroprevalencia de la enfermedad del ojo azul
Hasta la fecha han sido pocos los reportes acerca de la situacién actual de la enfermedad,
sin embago todos los estudios indican que la enfermedad se mantiene endémica en la

region del Bajio Mgicano.

En estudios realizados paeguizameRamirezen 2000, determind anticuerpos
contraPorPV en animales de abasto procedentes del Bajio por medio de icatéen
inhibicién de la hemaglutinacipmeport6é paral afio 1997 una seropositividad del 8.6%,
este porcentajaumentd drasticamente hasta el 45% para el afio. E9O8ste estudio se
incluyeronlos estados de Jalisco, Guanajuato y Michoabérhos resukidosindican un
gran aumento de keroprevalencide la enfermedad en tan sélo un @@ootros estudios,
Martinez et al., 2001, reportaram brote epizodticpara dos granjas del municipio de
Uriangato, Michoacrfue posible identificala enfermedad ge aisl6 el virushabiendaun

71% de mortalidad en lechonlastantes.

SanchezBetancourt et alen2008, reportaron un brote atipico ocurrido en el estado
de Jalisco en el afio 2000 al 2003, afectando principalmente a la hembras gestantes. Del 10
al 20 de los animales pertenecientes a una granja presentaron signos neurolégicos y
respiratorios, el 60% de los animales de 3 a 4 meses presentaron neureb@@sy

encefalitis. La mortalidad se incrementd hasta el 30%. En este brote saikigrdas
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cepa denominada$ AC6-PACY ademas lograron observar mutaciones en el gen HN de
los aislamientoslos cuales generaron camb@sel potencial electrostatiem la superficie

de la proteing estos cambiofieronasociados con el incremento de la virulencia.

En brotes que se presentad®i1993 al 2000los animales adultosélo presentaron
signosrespiratoriosy problemas reproductivos, mientras que en lechones se observaron
signos neurologicos levegSanchemBetancourt et al., 2012)La tabla 1 muestra las

caracteristicas de distintas cepasRitaPV.

Tabla 1 Relacién antigénica de las cepade PorPV aisladasde 1993 al 20@; tomado de Sé&nchez
Betancourt et al., 2012

Cepa Viral PAC2/ | PAC3/ |PAC4/ |PAC6/ |PAC7/ |PAC8/ |PACY
1990 1992 1993 2001 2002 2002 2003

PAC2/1990 |1 0.7 0.7 0.5 0.5 0.5 0.5
PAC3/1992 1 0.7 0.5 0.5 0.3 0.3
PAC4/1993 1 0.7 0.7 0.5 0.5
PAC6/2001 1 1 1 1
PAC7/2002 1 1 1
PAC8/2002 1 0.7
PAC9/2003 1

En la tabla 1, se puede obsergae dos cepas estan relacionadasgémicamente
cuando su valode antigenicidad es mayor(a5y son antigénicamente similares si este
valor es igual a.lEn este estudio se observé que todas las cepas tienen relacion antigénica,
con excepcién de la cepa PACS, la coalposee relacion oolas cepas PAC8 y PAC9
Basados en estos resultados y en dnodlisis de la secuencia de aminoacides sus
proteinas HN, pudieron concluir que algunas variaciones en la secuencia de la proteina y
caracteristicas antigénicas preservan a lo largo detmpo, ademasomenzabam surgir
cepas antigénicamente distintas, las cuaesulan en una misma region (Sanchez
Betancourt et al., 2012).

Un estudio realizado en los estados de Michoacan, Estado de México y Guanajuato,

por medio de inhibicion de la haglutinacion, mostré6 que en un mismo estado estan

5
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circulando cepas antigénicamente diferentes, sugiriendo que el uso de una vacuna con un
solo antigeno puede ser insuficiente para el control de la enfermedad. Al mismo tiempo se
encontré que el Estado de kiéo presentd mayor diversidaantigénica respecto a

Michoacan y Guanajuai®iafioCruz, 2011).

En otros reportes de Quezada ef eh 2008, haciendo uso de la técnica de la
inhibicion de la hemaglutinacion y dos aislados virales R@lPV, encontraronuna
seroprevalencia superior al 59% al analizar 144 muestras de cerdos de campo procedentes

del Bajio.

En el estudio llevado a cabo por Escehapez et al.,, en 2011, en el que se
analizaron 1013 sueros de cerdos no vacunados provenientes delsaedtb pais, se
identificd a cepas muy relacionadas con PAC4 como las mas frecuentes en Guanajuato,
PAC6 en Jalisco, PAC9 en Michoacan y el Estado de México presentaron una baja
seroprevalencia. La prevalencia serolégica del RVP en los cuatro estados estiudiate!

9 al 23.7%. Las variaciones antigénicas halladas implqan el uso de una vacuna
monovalente no proveera una completa proteccion contra los diversos subtipos del RVP y
los resultados confirman que el RVP sigue presente en la region-ocestrale México

(figura 1)

Figura 1 Estados con seroprevalencia dd¢torPV para el afio 2011 Estadogle Michoacén, Guanajuato y

Jaliscomostrados en azuomado de CuevaRomero et al., 2015.
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2.3. Posible origen ddétorPV
SalasRojas et aJ en 2004 al estudiar la prevalencia del virus de la rabia en murciélagos no
hematofagos de las costas de Colima, México, encontraron una muestra positiva para

PorPVen una macho de la espeBirogeessa parvula major.

En 1995 se publicé el trabajo de Hendersbrale donde describen @studio
molecular delVirus de Mapuera (MPRV), un virus aislado en 1979 de las glandulas
salivales del murciélag8turnira lilium.En este estudio se identificaron la presencia de las
proteinas HN, L, N, F, P, M y la proteina estructural V, sugiriendo que el virus
pertenece a la familiRaramyxoviridaey al géneroRubulavirus.De manera sobresaliente,
Wang et al., 2007, al comparar la secuencia y la organizacién del genoma viral sefialan que
el PorPVy el virus MPRV estan maglacionados entre si que otros miembros del género
Rubulavirus,sugiriendo que dPorPVse pudo originar en los murciélagos y propagarse a
los cerdos directamente o mediante algin hospedero intermediando origen a los
brotes surgidos en México en la8os ochenta

2.4. Cuadro clinico

Durante la infeccion corRubulavirus porcinp es caracteristicel desarrollo de una
opacidad corneal (coloracién azul) uni o bilateeal un bajo pentaje de animales
infectadosEste hecho fue facilmente recondeipor veterinarios y productores, por lo que
se acufice | nombr e enofleorgmeidaald ddiguré2)qGuevasRomerd i (
al., 2015).

=
Figura2. Opacidad corneal en un animal infectado cdrPorPV durante una infeccion naturabmado de

CuevasRomero et al., 2015
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MartinezBautistaen 2010, encontro alteraciones testiculares durante la infeccion
experimental corPorPV a partir del dia 14.5 + 2.4 de infeccion, dichas alteraciones
consistieron en cambio de la longitud y didametro testicular urdlatebilateral. En algunos
casos hubo disminucién notable en el diametro y longitud de ambos testiculos a partir de la

quinta semana post infeccion (Pl) y permanecio redtamino del estudidifura 3.

Figura 3. Alteraciones testiculares porPorPV. (A) Antes de la inoculacion caRubulavirus porcinp(B)

alteraciones testiculares en la quinta semana de infe¢oibado de MartineBautista, 2010

En el analisis histolégico del tracto reproductor de los cerdos infectados se confirmo
que los animias cursaron por un proceso inflamatorio con degeneracion epitelial y zonas
con reparacion del tejido afectado, en testiculo, cabeza y cola de epididimo. A nivel de la
cola del epididimo se observo desprendimiento epitelial, degeneraciéon tubular elinfiltra
mononuclear, vesiculas de citoplasma en luz tubular, ausencia de espermatozoides,

espermatozoides intravasculares, necrosis focal de células inters(fojgles4).
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-
Figura 4. Lesiones en la cola el epididimo poPorPV. (A) Epididimo normal,(B) desprendimiento
epitelial,(C) degeneracioén tubular e infiltrado mononucléamado de MartineBautista, 2010

El PorPVes capaz de replicarse en tejidos de cerdas gestantes, atravesar la placenta
y causar la muerte fetal y momificacion, esto fue ddrado poHernandezlaureguet al.,
2004, al infectar experimentalmente cerdas gestantes con la cepa PAC3 a la semana 6 o 10
de gestacionEn la placenta y el endometrio se observé etadollo de lesiones
macroscopicas yambién de hemorragiaSe obse/6 desarrollo de equimosis cutanea,
tamafio menor al normal, deshidratacién y momificacién en los fetos, ademas, el virus pudo

ser aislado de pulménidado y cerebrdfigura 5.

Figura5. Desarrollo de fetos momificadosdurante la infeccion experimehteon PorPV cepa PAC3 en

hembras gestante®mado deHernandezlauregukt al., 2004
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Por otro lado, animales de 3 dias de edad infectados experimentalmente con el virus
VLPM presentaron severos signos neurolégactss6 dias post infeccion (Pl), fadiendo
a los 8 dias PI. Solamente el 30% de los animales de 17 dias de nacidos infectados
experimentalmente preserda signos neurologicos, sin observar signos en animales de 30
dias de nacido$e encontro replicacion del virus 1 dia Pl en el tractoinaspio y en las
amigdalas, sugiriendo a estos tejidos como el primer sitio de replicacion. En cerdos mas
grandes la invasion hacia el sistema nervioso central (SNC) es muy parecida a lo
observado en virus de mas baja virulencia como la pseimi@. Lareplicacion inicial del
virus puede ocurrir en la mucosa nasal y propagarse al SNC via los nervios olfatorios y
trigémino, todo combinando con viremia. Las excreciones del tracto respiratorio y de la
orina son las vias principales de propagacioén de lameafiad, mientras que las heces

presentan muy bajas concentraciones del virus (Allan et al., 1996).

En estudios realizados por Estréd@rronen 2008,sedetermind que dPorPVesta
asociado a leucospermia, disminuyendo la concentracion espermaticarasos/eta
concentracion espermatica en eyaculados de cerdos infectados presenta una caida del 66%

manteniéndose baja a lo largo @&es2manas pogtfeccion (PI) (fgura6)
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Semanas post-infecciéon

Figura 6. Concentracién esperméticaen los eyaculados de cerdos infectadomodificado de Estrada
Barrén, 2008

También se describié un aumento de las formas anOmalas en los espermatozoides,

como lo son la gota proximal y la coém latigo con incrementos de hasta el 5%, se

10
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encontraron leucocitos en el semen cuyas mayores concenda@enobservan en la
semana 7 a 11 PI; sin embargo la enfermedad no afecta el volumen seminal. Estos datos
sugieren un efecto negativo en la calidad del semen de cerdos infectados, dando como
resultado la incapacidad de fecundar de los machos. Solis eh @007, describieron
estudios similaresgonde también se observo un incremento en anormalidades de los
espermatozoides, muerte y reduccion de la motilidad, ademas elseirdstectéen el

semen de los animales y por tasepropone laia venérea comina formade transmision

del virus. Mas recientemente, RiveBenitezet al.,2013, al infectar experimentalmente
verracos adultos con la cepa PAC3, observé un aumento del tamafio testicular en un 66%
de los animales infectados, epididimitis, disminucidn l@ concentracion y motilidad
espermética. Se logré aislar el virus a partir de las muestras seminaieohservo
persistencia del ARNroveniente del virus en las muestras seminales, por tanto el uso de
semen proveniente de animales infectados BorP/ son un factor de riesgo para

diseminar la enfermedad durante la inseminacion artificial.

2.5. Respuesta inmune

CuevasRomeroen 2000, al analizar animales convaleciergasina granja del municipio

de ZumpangoEstado de México que presenid brote de la enfermedadencontré que

cerdos convalecientes con 5 semanas de edad permanecieron clinicamente sanos en los
subsecuentes 5 a 13 meses {uufsiccion. Los cerdos permaneciera&mn signos clinicas

sin poder identificar el antigeno viral en tejidosersuy secreciones nasales. Sin embargo
presentaron niveles elevados de anticuerpos circulantes. Este result@ddeparse a
cambios en la expresion de los receptores celulares a las 8 semanas de edad que ocasiona
menor sisceptibilidad a la enfermedaambién, en otros estudiddveraBenitez et al.en

2013, reportaron signos clinicos persistentes en animales de 12 meses de edad infectados
experimentalmente coRorPV, encontrando un aumento de los anticuerpos a partir de la
segunda semana PI, los cuaesnantienen altos durante las 20 semanas que se analizaron
los animales, esto mediante larti®a de la inhibicion de la hemaglutinacién y por sero

neutralizaciorviral (figura?7).
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Durante la infeccion poiPorPV existe una fase de viremia que permse
disemnacion del sitio de inoculacion hacia otros 6rganos. El virus se identificé asociado a
eritrocitos del dia 4 al 12 pestoculacion (Pl) y asociado a leucocitos del dia 12 al 20 PI,
lo que sugiere que utiliza estas células como medio de diseminacionicgistéia
produccion de anticuerpos se identificé desde la primera semana PI, pero los titulos mas
elevados se encontraron el dia 16 PI, lo que coincidié con la eliminacion del virus libre en
sangre. Ninguno de los animales infectados mostr6 anormalidatiebiemetria hematica
durante la fase de viremia (Reylesyva et al., 2004).

Por medio de ensayos de suaputralizacion se demostré que los anticuerpos
provenientes de cerdos infectados con la cepa de PAC4 protegen contra el virus de la
misma cepa eda un 100% de proteccidomientras que al confrontar los sueros con otras
cepas se encontré 75% de proteccion contra PAC2, PAC6, PAC8 y PACY9; mientras que

hubo un 83% de proteccién contra PAC3. Por otro lado sueros inmunes provenientes de la
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cepa PAC9 priegen 82% contra la cepa PAC2 y PACS3, 91% contra PAC4 y 100% contra
las cepas PAC6 y PAC&EI virus PAC4 es la primer variante la cepa.PM (primer
aislado); los virus PAC2 y PAC 3 son variantes similares al virus LPM y PACA4, sin
embargo el resto de la@slamientos virales se observan filogenéticamente mas distantes
gue los anteriores. Se observa que el virus mas digatiggnicamentes PAC9 aislado

en el afio 2003 (Sanch&etancourt et al., 2008.

El sistema inmune del cerdexpresacélulas dobls positivas CD8+ CD4+, las
cuales se han asociado a la respuesta antiviral. Después de 5 dias de estimulacion con el
antigeno viral se estudiaron la presencia del fenotipo de las células T. Se encontré un
incremento del 185% de las células CD4+ respectorrol y una presencia del 21% de
células dobles positivas CD8+ CD4+, las cuales estan casi ausentes en el control, se sugiere
que estas células participan en la regulacion de la respuesta inmune fieatB\aken
cerdog(Hernandez et al., 1998purant la infeccion experimental con la cepa VLBMha
observado un incremenem los niveles de las células T CD8+, CD4+ and CD2+ después
de 10 dias PI. Particularmente la poblacion T CD8+ que se mantiene alta durante toda la
infeccion hasta el estado de pstencia (Cuevas et al., 2009). Por otro lado, se ha logrado
observar que | os genes del | F NBY5Yenfedtadddb s o n
con el RVP; y que la expresion de los genes involucrados en la induccion del estado
antiviral STAT1, STAT2 y B8 es estimulada a bajas dosis de infeccién pero inhibida a
altas concentraciones del virus. Esto sugiere que el virus podria tener algiin mecanismo
para inhibir la expresion de estos gelfEmresOcelot et al., 2011)En el trabajo de
Pisanelli et al., ® 2016, proponen que la pradiea V del PorR evade la respuesta al
interferén tipo | pero no la del tipo IBe encontr6 una reduccién en los niveles de los
transcritos de los genes ISG15 y MXA en células que expresan la proteina V del PorPV y
estimuladason el interferén tipo tomparadas con las células control. La proteina V no
afecta los niveles de las proteif@BAT1y STATZ2, pero inhibe su translocacién al nicleo.
Ademas, la proteina V se une a la proteina STAT2 en células humanas y de cerdw, por ell

la proteina sirve como un antagonista de la respuesta a interferon tipo .
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2.6. Sinergismo dePorPV con otrospatdogenos

Se han llevado a cabo estudios para demostrar sinergismo eRtP¥ly otros virus de
importancia clinica en cerdos. 2008 & trat6 de demostrar esta asociacion entre el
Herpesvirus suisipo 1 y elPorPV, se encontré que animales infectados con ambos virus
expresaron signologia clinica inespecifica cuyo patréon clinico consistié en cabeza baja,
lagafa, dificultad respiratorig@epresion, anorexia, postracion gmmolencia. Ademas se
encontrémayor numero de lesiones en tejidos y 6rganos; sin embargo comparado con los
grupos infectados con un sélo tipo de virus no fue posible demostrar un aumento
significativo en los ignhos del aadro clinico. Por tanto no ha sido posible demostrar el
sinergismo entre ambos virus, a pesar de los casos posibles que se han observado en campo
(PérezPonce, 2008).

También se determiné si puede existir un sinergismo entre la infecci®opevy
Actinobacillus pleuropneumoniéJna enfermedad viral que causa inmunodepresioén y una
bacteria granmegativa que se ha descrito en cerdos persistentemente infectados con virus.
Se usaron cerdos convencionales libres de enfermedades, inoculando por nebulizacién
primero conPorPVy posteriormenteon A. pleuropneumonidurante 30 min. Se lograron
aislar ambos agentes infecciosos, con lesiones macroscépicas esperadas para ambos; sin
embargo los resultados no muestran evidencias de sinergismo entre ambos ya que los

signos y lesiones fueron similares en los grupesgo(TorresPérez, 2005).

En elestudiopresentado por RivefBenitez et al., en 2016, se evaluo los efectos al
infectar con el virus de influenza porcina H1IN4wH1N1) cerdos en crecimiento
persisteremente infectados con PorP¥n este trabajo fue posible demostrar la co
infeccidbn de ambos virus mediante inmunohistoquimica del epitelio bron§eiabservé
un incremento de la temperatura rectal en 3 de 6 animales, un aumento en los signos
respiratoros respecto al grupo infectado solo con PodoP3WwH1N1 y un incremento en los

niveles del swH1N1 en el segundo dia después deitdexzion.
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2.7. Avances en el diagnadstico de la enfermedad

En el 2013 se demostro la posibilidad de detectar la didiecpersistente poPorPV
medianteRT-PCRen tiempo realA partir de leucocitosle sangre periférica se amplifico

una region del gen,Rnalizando dos granjas confirmadas &orPVen Zumpangdestado

de México y Pénjam&@uanajuato, ademas fue posibledkteccion de la enfermedad en

una granja de Toluca sin antecedentes de infeccidn, en cerdos que serolégicamente fueron
negativos e incluso sin antecedentessigmosclinicosa ojo azu. La aplicacionde este
métodomostré una alta sensibilidad, pudiencetectar desde 100 a 0.1 nig/de ARN

viral. Fue posible diferemar entre concentraciones de ARNal en las diferentes granjas y

entre animales, indicando diferentes niveles de circulacion del virus, por ello puede ser una
herramienta importante para t¢aiar y erradicar la enfermedad incluso dentro de un
mismo recinto mediante el manejo de los animale$ uso conjuntale ELISAy el RT-

PCR en tiempo real podria ayudar a la deteccion temprana de la enfermedad. Los resultados
sugieren una relacion enteégrado de infeccién de las granjas y la seroprevalencia actual

de la enfermedad del ojo azul en la Republica Mexicana-fRanaero, 2013). Resultados
similareshan sidoreportados por Cuevd®omero et al.en 2013, utilizando la misma
metodologiapudieon detectar hasta 10 copias del gen por reaccion, determinando que la
técnica es 1000 vecesassensible que el RPCRen punto finaly es posible detectar
cualquier variante del virukEn 2013 RiveraBenitez et al.utilizaronla misma técnicpara
amplificar el gen NP, pudiendo detectar 20 copias por reaccién con una sensibilidad de

hasta el 87%n animales clinicamente enfern{BsveraBenitez et al., 2018).

2.8. Desarrollo de vacunas

Varios han sido los reportes acerca del desarrollo de vacunapreeeair y controlar la
enfermedad del ojo azul de los cerdos. Fuentes eerall994 reportaron 71.4% de
proteccion en la evaluacion de una vacuna experimental contra la enfermedad en cerdos
mediante pruebas de inmunogenicidad, seguridad, potenciadigande la inmunidad
pasiva. Eros trabajos presentados por Correa etesl2001, evaluaron la antigenicidde

una vacuna inactivaddesarrollada por el INIFAP contra la EOA, por medio de la técnica

de la inhibicion de la hemaglutinacién. Se vacundechones de 28 diake una granja de

Uriangato, Guanajuatagque presentd un brote epizootico, observandose produccion de
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anticuerpos a partir de 37 dias post vacuna@@manera mas sobresaliente ektrabajo

de Martinez et algn2001, para dogranps del mismo municipio donde fue diagnosticada

la enfermedadreportd el control de los brotes 8 dias posteriores a la vacunacion con la
vacuna del INIFAP y después de casi 12 meses de seguimiento no se volvierotaa repor
nuevos brotes en ambas demn En trabajos posteriores, Cuevas et ain 2011,
encontraron anticuerpos anti HN en sueros de 36 lechones procedentes de 3 madres que
fueron inmunizadas con el antigeno recombinante HN del WittBM, demostrando la
transferenia de inmunoglobulinas antVLPM por medio del calostrodurante la

inmunizacién usando una proteina recombinante.

Actualmente, hay dos vacuna®mercialesen el mercado que ofrecen una
proteccion preventiva contrBorPV y estan indicadas para animales de reemplaao
produccionde estas vacungmiede llegar a tener altos costBslaboratorio Avimex, S. A.
de C. V., ofrece una vacuna obtenida mediante infeccion de cultivo celular que consiste en
una emulsion en aceite mineral, la cual contiene vinectivados adyuvantes e
inmunoestimulantes. Esta indicada para lechpoesdos entapa de desarrollo y pie de
cria. Por otro lado Lapis®. A. de C. V., provee otra vacuna que contiene la \¢&pa-

Cl y Clll, la cual contiene 1XTOUFP, inactivadas quimicamente y emulsionadosren u
adyuvante oleoso. Esta indicada para animales de reemplazo, lechones, pie de cria,

sementales y hembras.

2.9. Agente etiolégico

El PorPVes un virus pleomarfico, mediante microscopia electrénica se observan particulas
con una morfologia tipica de unanamxovirus, usualmente son esféricos pero
ocasionalmente pbmorficos con un diametro de 2560 nm, en su superficie se observan
espiculas de glicoproteinas similar a lo reportado para otros ipakams (Hernandez
Jaureguet al., 2001) (fura8).
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Figura8. Microscopia electrénica delPorPV. Tincidn negativa delirus mostrando una membrana irregular

con proyecciones como espiculas (X 850@@nhado deHernandezlauregui et al., 2001

2.10. Receptor celular

Por medio de ensayos de competenciadsamna lectina dia planta Maackia amurens)s
espec?2fica para el oligosac8rido NeuAcU2, 3Ga
del virus con este oligosacarido, fue posihkgbir la infeccién, mientras qua incubacién

con el oligosacarido NewAU 2 , 6 Gagid inlibir la infecciondd virus, por tanto el
reconocimiento deN e u A ¢ U 2es 3nGydrhportante ya que es determinante en la

infeccion ypatogénesis délorPV(ReyesLeyva et al., 1997).

En estudios realizados por Mendddagafa et al.en 2001, mediante western blot
seanalizaron las proteinas provenientes de diferentes cortes del cerebro de cerdos adultos y
crias de 60 dias de edad, se pudo observar g@®rBlV reconoce a una proteina de
aproximadamente 116 kDa en todas las muestrdgadtes, tanto en animales adultos
como en las crias. BorPVes capaz de infectar neuronas y células gliales obtenidas de
corteza cerebral, hipocampo y cerebelo y es posible qRareVse una especificamente al
acido sialico unidos a residuos de laatos-8 &n una parte de la glicoproteina neuronal de
116 kDa MendozaMagaria et al., 2007).
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En otros trabajos realizados para conocer la expresion de acido sialico durante la
madugrcion de los cerdos, se encontradiferencias entre distintos grupos de cedas
cuales se deben en parte a |l a expresi- -n dife
se encuentra una mayor proporcion de este oligosacarido en el sistema nervioso central de
cerdos neonatos y en el sistema reproductor de cerdos adultos gtresetejidos. Las
diferencias en la expresion tisular de &cidos sidlicos parecen guardar una relacion con
cambios hormonales durante el proceso de maduracién de los animales (&aléjo
2000; Reyed eyvaet al, 2002).

2.11. Distribucion del virusy eecto citopéatican infecciones experimentales

Mediante inmuno tincién con oro y usando un anticuerpo contra la proteina HN, durante la
infeccidn experimental coRorPV en lineas celulares, se observan las particulas virales
alrededor de la superficieeda membrana celularlos5 min P, después de transcurrido el
tiempo se puede observar el virus a través del citoplasma a 60 (MarRandezlauregui

et al., 2001)que es aparentemente el tiempo que le llevaras iegar a la céluldigura

9).
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Figura 9. Inmuno tincion del PorPV. Tincion oro usando anticuerpos contra la proteina HN durante la
infeccion conPorPVen la linea celular PK5. (A) Tincion 5 min PI, (B Tincion 60 min P

tomado deHernandezlauregui et al., 2001

Durante la infed®dn en cultivo celular utilizando la linea celular RE, elPorPV

forma gran cantidad de células gigantes multinucleadas, concotassingios, 48 hPlI,
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gue van acompafados deiva efectossobre la células, entre las que se pueden observar
necrosis, degeneracion celular y mdultiples cuerpos de inclusion citoplasmaticos. Los
sinciciosgeneralmente contienen mas de 50 nucleesnandezlauregui et al., 2001¢sto

debido a las proteinas de la superficie del virus, la HN y la proteina de Fusién que se

encargan de gnerar este efecto citopaticay(fra 10).

TES e

Figural0. Formacién desincicios Sinciciosdurantela infeccion corPorPV48 hPI en la linea celular RK

15; tomado deHernandezlauregui et al., 2001

2.12. Ciclo replicativo dePorPV

El ciclo biolégico del Rubulavirus porcinocse puede observar en la figura 11, el cual
incluye diferentes fases. En la primera fase de reconocimiento la proteina HN reconoce el
receptor celulare | ol i gosac §r) (igara N epash d)pdster®dr@ente la
proteina sufre un cambio conformaciomale activa la proteina. Bose et al.en 2012,
proponen un modelo sencillo para la activacion de la proteina F en los paramixovirus, en el
cual kb proteina HN alberga en su tallo la region de activacion, una vez que se une al
receptor celular, esta regiébn queda expugspermite a la proteina F interactuar con la
region de activacion de la proteina HN. Mediante esta interaccion la proteina e expon
dominio altamente hidrofobico lo cual promueve la fusion de la membrana viral y celular
(figura 11, paso 2)La fusion del virus a la membrana celular provoca la liberacion del
genoma al citoplasm@igura 11, paso 3ReyesLeyva et al., en 20Q2lesriben el proceso

en los rubulavirus una vez liberado el genoma, ya que poseen su propia polimerasa se
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sintetiza una copiaompletadel genoma en sentido positigqoe sirve de molde para los
nuevos genomasfigura 11, paso 4)por otro lado, se sintetizalos mensajeros que
codifican para las proteinas viral@igura 11, paso 5 y 6a)a proteina M se acumula en la

parte interna de la membrana celular y las proteinas NP, P y L se acoplan al gerd@ma reci
sintetizadqfigura 11 paso 7)Santos.6pez et al.en su revision del 2004, describen que la
proteinas HN y F son sintetizadas en el reticulo endoplasmico, modificadas en el aparato de
Golgi y finalmente expresadas en la membrana citoplasmatica, en contacto con la proteina
M (figura 11, paso 6b y 8).a dinidad que tienen las proteinas del genoma con la proteina

M y esta con las proteinas HN ypFomuevela formacion de la particula virdl cual se

libera por exocitosis (figura 11, pasa @racias a la presencia de las proteinas HN y F en

la membranaeular, la fusion de membranas sin la participacion de toda la particula viral
es posibley de esta manera la infeccion también se puede propagar a células (fiegireas

11, paso 10)La fusion de membranas durante la infeccion experimentaPooRV en

lineas celulares se puede observar facilmente mediante el microscopio de contraste de

fases, como lo demuestran Bor/agUello et al., en 2008.

Adsorcién 1

Receptor
celular

Transcripcion \
Antigenoma (+) § (‘pll(‘aCIén

ARN (Inl!k
cadena ,/ -.',.‘
/
Genoma (-) y
Genomas
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Fusion de
membranas
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célula-célula

—

10

Exporte de glicoproteinas
de membrana

Figura 11 Ciclo replicativo de losparamixovirus tomado de Santelsdpez et al., 2004.
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2.13. Proteinas dePorPVasociadas a la envoltura

En el trabajo descrito por Sundqvist et al., 1990, se lograron identificar las proteinas del
virus VLPM. Al menos seis proteinas estructuratesobservaon en los geles de SDS
PAGE, con pesos moleculares de 268, 66, 59, 52 y 40 kD&Se identificarondos
proteinas glicosiladas (la hemaglutinimeuraminidasa de 66 y la proteina de fusion de 59
kDa). Se logro identificar la fosfoproteina (prrespondiente al peso de 52 kpda
nucleoproteina NP de 68 kD@na proteinade 40 kDa se asoci¥bn la proteina de Matriz

(M) y una proteinale 200 kDacomo parte catalitica de la polimerdk Las proteinas las

mas abundantes fueron la proteina M y la NP. Al comparar los corrimientos electroforéticos
con los de otroparanixovirus se encontrd similitud con eliMis de Sendai,Virus de la
enfermedad de Newcastle y elrt¥s de la Parainfluenzbovina tipo 3. En la figura 12se
presenta un esquema debrPV donde se puede observar las diferentes proteinas que
conformanla particula viral Las glicoproteinas HN y F se encuentran expuestas en la
superficie de la membrana interaccionando con la proteina M. En la nucleocapside, las

proteinas NP, L y P se asocian al genoma del virus.

HN

Q@

Figura 2. Representacion esquematicaal PorPV. Modificadode Cuevadkomero et al., 2015
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La membrana ddPorPV presenta tres tipos de proteinas: las glicoproteinas HN y F
son transmembrales, con dominios activos en el exterior del virién y la proteina M

asociada a la parte interna de lembrana.

El PorPV posee una proteina de matriz M, con 369 residuos de aminoacidos y un
peso molecular de 41657 Da, en general es hidrofgimeae uaidentidad del 46% con la
proteina de matridel virus de paperas humano (Berg et al., 198fh)el virits Sendai,d
proteina de matriz M tiene funciones importantes durante la infeccion, se cree que media
las interacciones entre las glicoproteinas de la membrana plasmatica, el complejo
ribonucleoproteina y el citoesqueleto de la célula hospedera duramesainble y
gemacion de los virus, ademas, se ha visto que esté relacionada con la transcripcion viral
(Marx et al., 1974).En infecciones persistentes como el sarampion, el gen M se ha
encontrado altamente mutaddichas mutaciones afectan la estructunzidda de la
proteina, haciendo imposible que interactie laamucleocapsid€Hirano et al., 1992)Sin
embargo, enlecaso dePorPV, quetambiéncausa persistencia, se han logrado identificar
en aislamientos de zonas enzbéoticas provenientes del Etaeéxico por medio de
RFLP, bajos porcentajes de mutaciones en este gen, indicando que existen cambios
importantes en la proteina de matriz una vez que la infeccion se establece {Arreola
Ledesma, 2005).

La glicoproteina F es muy conservada entre losminies de la familia
Paramyxoviridaey otras familias de viruson genoma dARN de cadena negativa. Esta
proteina tiene un dominio altamente hidrofébico que participa en la fusion de la membrana
celular y la envoltura viral, lo que permitjue el virus setroduzca en etitoplasma y que
se difunda de célula a célula sin exponerse al medio extracéllproteina de fusion F es
una proteina de 541 residuos de aminoacidos, posee tres regidra&®bitas que
corresponden giéptido sefalgl péptido de d@ision yel dominio de anclaje a la membrana.

El gen de esta proteina es relativamente estable, ya que s6lo se han encontrado pocos
cambios en los nucleétidos entre los aislados de 1984 a 1988. Posee un sitio de

procesamiento que consiste en una serie deca@tidos basicos (HRKKR), lo que la hace
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susceptible a la protedlisis y posee cinco sitios potencialesgliedsilacion (Berg et al.,
1997). En contraste, re el trabajo de Cueva®omero et al., en 2016, un aislado
proveniente de ARNle la proteina léd PorPV obtenido dgpuimoéndel Estado de Jalis¢co
mostro sustituciones en el sitio de procesamiéRBRKR en lugar de HRKKR) y estos
cambios pueden estar relacionados con el tropismo y patogenicidad del virus.

Al parecer, durante la interaccion con leeptores celulares la HN sufre un
cambio de conformacion que permite contactar un dominio de la proteina F, que a su vez
expone el péptido hidrofobico involucrado directamente en el ataque a la membrana
celular, para iniciar de esta forma la introducaola célula hospedera. Esta interaccién F
HN es especifica de especie viral, ya que se ha observado quexgresion en cultivos
celulares de proteinas de distintos paramixovimgnoducen fusion celular (Dengcol.,

1995).

2.14. La hemaglutinina euraminidasa HN

La HN es la principal estructura relacioname las primeras etapas de la infeccion pbr
PorPV, es decir duranteel reconocimiento de la célula hospedera, la unién, la fusion y la
penetraciénlamb y Kolakofsky, 1995). La proteina pucdda por intercambio i6nico esta
constituida principalmente por aminoacidos hidrofébicos y no polares con un peso
molecular aproximado de 66 kDa calculado en geles deFSREE, de los cuales un 4%

del peso de la proteina corresponde a los carbohidrainde dse han podido identificar
residuos de manosa, galactosaadetylglucosamina, Nacetylgalactosamina y acido-N
acetytneuraminico en una proporcion molar de 3:3:4:1:1. Es capaz de aglutinar los
eritrocitos de humano, cerdo, caballo, conejo, ratGnratpollo. Por medio de ensayos de
inhibici-n de | a hemaglutinaci -n se observ:
incubacién a 65 °C por 30 min son inhibidores de la actividad hemaglutinante (Reyes
Leyva et al., 1999).

La proteina posee actividate neuraminidasa, en una estructura del disacéarido

sialilU2,3gal actosa, | a enzi ma e s-aceatila p a z de

neuraminico unido en enlace glicosidico alfa al carbono 3 de la galéfitnsa 13). Los
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estudios indican que esta moléceisa componente del receptor celular Belbulavirus

porcino(ReyesLeyva et al., 2002).

HO
=0
— _ - J
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Acido N-acetil-neuraminico Galactosa
Figura13. Est ruct ur a del di s ac $e imubsira a isitiol de Icdité de3lg @rzima t o s a

neuraminidasaomado de Reyekeyva et al., 2002.

Mediante puificacion por isoelectroenfoque se determiné que el punto isoeléctrico
de la proteina es de 4.4, tuvo la mayor actividad a un pH de 3 a 3.5erotiguadode
acetatos 0.1 M, con una temperatura 6ptima de 37 °C, anmaputéenemas del 80% de su
actividad en un rango de 30 a 55 °C (Sarfitopezet al., 2004). Posee 576 residuos de
aminoacidos con un peso molecular de la secuencia aminoacidica de 63.3 kDa, ademas de 4
sitios potenciales de glicosilacién. Posee una regién hidrofébica cercandeahiNal
sugiriendo el dominio de anclaje a la membrana. Al comparar la secuencia aminoacidica
con otrogparanixovirusse encontré un 43% de identidad con el virus de simio 5 y un 41%

con el virus de las paperaé&undqvist et al., 1992).

En estudios de predicciéde la estructura de la proteina HN indican que su
pl egamiento se organiza en cadenas b antiopar
aungue es poco comun para un dominio transmembranal y tiene una alta tendencia a formar
trimeros o tetramergs$igura ¥). Posee varias regiones altamente conservadas que poseen
funciones estructurales y enzimaticas, uno de ellos se encuentra en los residuos de
aminoacidos 23239, cuya secuencia es NRKSCSI/V/L, el cual posiblemente este
asociado a variaciones antiggas, alteraciones conformacionales, formacion de sincicios y

una drastica disminucidon de la actividad neuraminidasa. Otro de ellos es la secuencia
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GA/SEGRI/VIL presente en los residuos de aminoacidos-4898 probablemente
implicado en el procesamientaotiacelular y en el plegamiento adecuado de la proteina
(ZenteneCuevas et al., 1998).

Figura 4. Prediccion estructural de la hemaglutinina neuraminidasatomado de Sancheé&etancourt et
al., 2008.

Esta proteina forma dimeros y tetrameros que expeomeos sitios de union al
receptor celular sobre la membrana viral (Markwell y Fox, 1B&§esLeyvaet al, 2002)

Mediante western blputilizando sueros de cerdos infectados experimentalmente,
se observo su capacidad de reconocimiento hacia ¢asimas dePorPV a lo largo del
tiempo. Se pudo observar respuesta hacia las proteinas HN, NP y M, habiendo una
predominancia antigénica hacia la proteina HN, ya que seis de los siete animales analizado
fueron capaces de reconodarproteina desde la géenda semana Pl y a las 3 semanas
todos los animales responden contra la proteina. Respuesta contra la proteina M se observo
hasta la cuarta semana Pl en solo tres animales y respuesta hacia la proteina NP fue
observada a partir de la cuarta semana Pluatr@ animales, llegando a responder seis

animales hasta la sema7 (Hernandez et al., 1998p(fra 15).
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Figural5. Reconocimiento de las proteinas détorPV. Reconocimientgor sueros de animes infectados

experimentalmenteptado de Hernandez dt,d998.

2.15. Expresion déa proteina HNdel PorPVen sistemas heterdlogos
Hansido pocos los ejemplos de exgi@n de proteinas recombinantes®@etPV. La HN ha
sido en la mayoria de los casos la proteina de mayor interés para producirla debido a lo

descrito por todos los investigadores acerca de su importancia para establecer la infeccién y
la respuesta inmune observada en los animales. El Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados(CINVESTAYV) del Instituto Politécnico Nacional en el Departameneo d
Genética y Biologia Moleculase presenta dos ejemplos. En el trabajo de Aguilar
Martinez,en 2001, secloné el gen de la HN de las cepas ClI, Cll y Clll en un vector de
expresion, posteriormente se realizé la expresiorvitro utilizando un sistema de
transcripciortraduccion acopladda expresion mediante el sistema baculovirus infectando
células de insecto & sin embargo al realizar el reconocimiento dglateina utilizando
un anticuerpo monoclonal contra la HN del virus, no se logré6 obsezeanocimiento
hacia las proteinas heterdlogas. En el trabajpateagueBuelnas,en 2011, se expreso la
proteina HN de la cepa @i vitro utilizando nuevamentaun sistema deranscripcion

traduccion acoplado con la adicion wesiculas microsomalekgrando observar proteina
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glicosilada cuyo peso molecular aumento pero no se logré observar reconocimiento por
parte de los anticuerpos dirigidos contra la HN. Con estos trabajos se logr6 demostrar que
la proteina posee cambios postraduccionales espegifi@xesarios para generar respuesta

inmune, que son dificiles de obtener en sistemas heterdlogos.

Paralelamente a nuestro trabajo de tesis, participamos en dos trabajos de expresion:
en el trabajo relizado por FloresGonzale, en2015, se cloné el gestel ectodominio de la
HN de la cepa de PACl en un vector de expresion para la levadura de
Schizosaccharomyces pompa,que es un sistema de expresion heterélogo capaz de llevar
a cabo glicosilaciones similares a las de organismos superiores. La protdinzda en la
levadura pudo ser reconocida por sueros de cerdos infectadoBPotBN y con el
anticuerpo antc-myg etiqueta colocada en ekt€rminal de la proteina para facilitar su
reconocimiento en western bldisi también Lara Romero, en 20kxpreso la proteina
HN en forma de cuerpos de inclusion Eencoli, la cual se purificd por cromatografia de
afinidad en forma soluble, obteniendo una proteina que pudo ser identificatiante
western blot, sin actividad de neuraminidasa y que fue deteptadaueos de cerdos
infectados con PorPVabriendo la posibilidad de evaluar la proteina como inmundgeno
potencial para incorporarlo en sistemas de deteccién de la enfermedad o como componente

de una vacuna

2.16. Pichia pastorisomo sistema de exprés

La levadura metilotréfic®ichia pastorisse ha convertido en un organismo para expresion

de proteinas de gran importancia por sus altos niveles de produccién. Puede crecer en altas
densidades celulares, posee un eficiente sistema secretorio y existieas herramientas

para su manipulacién en laboratorio. Ademas, se ha convertido en una interesante e
importante alternativa respecto a los sistemas de expresion bacteriano&.cootipen

especial, cuando se requiere la produccion de proteinas canmam requieren
modificaciones postraduccionales tipicas de los organismos eucariontes o la formacion de

puentes disulfuroGereghino et al., 2002Z)igura 16).
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Figura 16. Levadura P. pastoris Corte delgadode una célula d®. pastorisobservado por mroscopia
electrénica. (G) aparato de Golgi, (ER) reticulo endoplasmatico, (N) nucleo, (M) mitocondria,

(V) vacuolg tomado de Rossanese et al., 1999.

La capacidad de la levadura para utilizar el metanol como Unica fuente de carbono
es un aspecto crutian su metabolismd.a enzima alcohol oxidasa (AOX, EC. 1.1.3.13)
cataliza el primer paso en la ruta de utilizacion del metafaitiger y Glieder, 2006). El
genoma dé. pastoriscontiene dos genes, AOX1 y AOX2, que codifican para dos enzimas
con activichd de alcohol oxidas&éreghino y Cregg, 2000). AOX1 comprende arriba del
30% del total de la proteina soluble en los extractos de la levadura cuando se crece con
metanol como Unica fuente de carbo@oiderc y Baratti, 1980), razén por la cual se
utiliza el promotor de AOX1 como estrategia en la expresion de proteinas foraneas. Por
otro lado la segunda alcohol oxidasa AOX2 es controlada por un promotor mucho mas
débil, aportando solamente el 15% del total de la actividad alcohol oxidasa en la célula
(Cregget al., 1989).

Se han observado tres fenotipos en la levadura en cuanto a la utilizacion del
metanol, las cuales se encuentran disponibles de manera comercialicMhatices de
degradar el metanol) donde ambos genes AOX estan intactos e inactivés(bajat
degradacion del metanol) donde el gen de AOX1 se encuentra interrumpidfmMuma
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degradacion del metanplp cual es incapaz de sobrevivir en presencia del metanol por

interrupcién de ambos genes de AQ@ereghino y Cregg, 2000).

En las cepas Miity Mut® la transcripcion de los genes de A@X reprime cuando
se cultiva a la levadura en concentraciones altas de glicerol o glucosa como fuente de
carbono y la expresion da proteina alcanza niveles altos cuando se cambia la fuente por
metanol debido a la falta de estas fusrde carbono (Cregg et al., 198Ra represion a
bajas concentraciones de glucosa o glicerol puede ser usada para una fuerte induccién si se

usan diérentes variantes del promotor de AOX1 (Hartner et al., 2008).

Los vectores de expresion patapastoriscontienen un origen de replicacion para
su mantenimiento y propagaciénEncoliy marcadores de seleccion funcionales en ambos
organismos. Muchode estos vectores contienen un ¢asge expresidon compuesto por un
fragmento de 0.9 kb del promotor de AOX1,
una pequeia secuencia deriva de un fragmento derivado de AOX1 necesario para terminar
la transcripadn (Koutz et al., 1989Entre el promotor y el terminador se encuentra el sitio
de clonacién multiple para la insercidbn del gen foraneo. Generalmente, los mejores
resultados de expresion del gen foraneo se logra cuando el ATG de este se coloca lo mas
cera posible del ATG de la alcohol oxidasa. Ademas, para la secrecién de las proteinas
existen vectores donde el marco de lectura de la proteina se encuentra en fase con el de la
sefal de secrecion ¢k pastorisde la 4cido fosfatasa (PHO1) o la sefial deltfao r -a |l f a

MF) deS. cerevisia¢Cereghino y Cregg, 2000).

P. pastorises capaz deealizar tanto © como Nglicosilacién en las proteinas
secretadas (Goochee et al., 199%gunas proteinas foraneas secretada$ epastoris
parecen estar hiperglidtedas de formasimilar a lo observado €. cerevisiael.a alicion
de N-oligosacaridos ricos en manosas a las proteipas el sisema secretorio de la
levadurapueck llegar a ser un grave problema para su uso farmacéutico. Usando diversas
técnicas parelucidar el perfil de losligosaaridosadicionados en las proteinas secretadas
por la levadura, se ha observado que las cadenas tipicamente contieg&icNkacy o

MangGIcNAC, (Montesino et al., 1998)tra caracteristica es la presencia de las manosas
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c on e n-6reporadabl jara varias proteinas secretadas por la levadura (Trimble et al.,
1991; Miele et al., 1997Finalmente parece ser gles oligosacéaridos d& levadura no
presentae | e n 43 andas catlehas de manosas (Trimble et al., 1991)

Debido a estas ventajala expresion del eHN ddPorPV en P. pastoriscon
caracteristicas similares a la proteina nativa podria gepetamcialesherramientas en la
prevencion de la enfermedadcon b produccion de la proteina eHN en sisds de
expresion heterologos, existe la probabilidad de generar una posible vacuna de nueva
generacion que ofrece multiples ventajas respecto a las vacunas de virus inactivados, como

lo son los costos menores, la disponibilidad, seguridad, entre otros.
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3.JUSTIFICACION

Debido a las pérdidas econémicas ocasionadas por la enfermedad del ojo azul de los cerdos
en la industria pecuaria en México, existe la necesidad de generar nuevas herramientas que
permitan obtener opciongseventivas de bajoosto,seguasy adaptables a las variantes
antigénicas dePorPV. Estudios recientesiuestran quéa region centrapeste de México

posee una prevalencia seroldgica importante PPV, en la que circulan cepas
antigénicamente diferentes, lo que sugigue el uso de una vacuna con un solo tipo de
antigeno puede no ser eficaz para el control de la enfermesfadroteinas recombinantes
provenientes de sistemas de expresion como las levaduras pueden generar los mejores
resultados gracias a su facil mangmidn para producir diversas variantes de las proteinas

y siendo la HN la proteina mas inmunogénica del viribn, su produccion en sistemas de
expresion heterdlogos y caracterizacion antigénica podria dar origen al disefio de un posible

recurso preventivo deueva generacion.

4. HIPOTESIS

El ectodominio de la proteina HN delubulavirus porcinexpresado en el sistema de la
levaduraP. pastorises una proteina enziméaticamente activa e inmunogénica, capaz de

inducir anticuerpos con propiedades inhibidorasladeeplicacion del virus en cultivo

celular.
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5.0BJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

Producir el ectodominide la proteina HN (eHNJel Rubulavirus porcinen el sistema de
expresionP. pastorisy evaluar su capacidad para inducir anticuerposbicires de la

replicacion del virus en infecciones en cultivo celular.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

/¥ Obtener cepas dP. pastorisproductoras de la proteina eHN dRubulavirus
porcina

/¥ Evaluar la actividad enzimatica de la proteina eHN proveniente deatiule.

/¥ Evaluar la antigenicidad de la proteina eHN recombinante.

/¥ Producir anticuerpos policlonales aatiN en un modelo murino.

/¥ Evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpoHiticontrala replicacion

del Rubulavirus porcino
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7.MATERIALES Y METODOS

7.1. Prediccion del ectodominio de la HN y de sus regiones antigénicas

La secuencia nucleotidica de la HN de la cepa de PAC1 se tom6 de GenBank (numero de
acceso:KP229773, el marco de lectura (ORF) se encontr6 mediante el pragra
PROTEAN (DNASTAR), ubicando la porcion hidrofébica mediante el algoritmo de Kyte y
Doolittle (1982). Las regiones antigénicas se predijeron mediante el algoritmo de Jameson
Wolf (1988), los sitios de glicosilacion con el programa en liNetNGlyc 1.0 ®rver

(Gupta et al., 2004) y las regiones transmembranales con el programa en linea TMHMM
Server v. 2.0Krogh et al., 2001)

7.2. Amplificacion por PCR del segmento codificante de eHN

La secuencia del eHN se amplificé por PCR usando como plantillatel ya&TFHN, que
contiene todo el marco de lectura de la-AbIPV de PAC1(SantosLopez et al., en
prensa)Para la PCR se usoé el iniciador delantélRppS(5-CAC CGA ATT CTT GGT

AAC CTG CAG AGT ACA3’) y el iniciador reversbiNRppA (5-CGC GIC TAG ATA

GCG TGA TTG AAT CT3’), que contienen los sitos de restricciBnoRIl y Xba
(subrayados en la secuencia) respectivamente e hibridan en la pd§i2i@ 1728 del
ORF del gen de HNLa PCR se llevo a cabo en una mezcla de reaccion de 50 pl, con 25 pl
de PCRMaster Mix 2X (Fermentas), 1 UM de cada iniciador y 1 pug de ADN plasmidico
como molde. El programa de amplificacion se establecié como 95 °C por 2 min-de pre
desnaturalizacion, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 s de desnaturalizacién, 60 °C por
30 s dealineamiento, 72 °C por 1.5 min de extensién y 72 °C por 6 min de extension final.

El producto de PCR se analizo por electroforesis en geles de agarosa al 0.7% (w/v).

7.3. Clonacion del marco de lectura del eHN en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt

El fragmento amplificado (1567 pb con los sitios de restriccion incluidos) se extrajo y
purificd de gel usando el sistema comercial GeneJet Gel Extraction Kit (Fermentas) y a
continuacion se inserté en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt (Fermentas). Bteyeme

la concentracioneal producto de PCR se cuantified elgel de electroforesis, respecto a la

concentracion conocida en el marcador de peso molecular. El inserto se agregd en una

33



MATERIALES Y METODOS | 2016

relacion molar aproximada 1:3 (vector/inserto) a 10 ul del amortigudaoeaccion 2X, 1

pl de la enzimaluting DNAyY se completd con agua para un total de 18 pl de mezcla. Se
incub6é a 70 °C 5 min y se llevd a choque térmico en hielo. Se agreg6 el vector
pJET1.2/Blunt (50 ng/ul) en la relacion molar requerida y 1 pl dedigesa un volumen

final de mezcla de ligacion de 20 pl. Se incub6 a 22 °C 2 h y posteriormente 4 °C por 16 h.

Esta mezcla se utilizo para transformar células competentescdé.

7.4. Preparacion de células competentes de E. coli y transformacion

El producto de ligacion (vector + inserto) se utilizé para transformar células competentes de
E. coliOne Shot Top 10 (Invitrogen). Las células competentes prepararon acorde al método
de Cohen et al. (1972). Brevemente, 5 ml de un precultivo de medio LBuli@scd¢E.

coli One Shot Tp 10, crecido 37 °C por 16 ke us6 para inocular 50 ml de medio LB el
cual se incub6 hasta una densidad optica (D.O.) de 0.35 UA a 600 nm. El cultivo se pasoé a
un tubo de 50 ml y se colocé en hielo por 10 min. Las células cspamron por
centrifugacién a 4100 rpm 10 min 4 °C, posteriormente se elimind el sobrenadante y el
tubo se colocd en posicion invertida para eliminar trazas del medio. El paquete celular se
re-suspendié en 15 ml de una solucién fria de M@ZCL (80 mM MgCl,, 20 mM

CaCl). Las células se recuperaron por centrifugacion, se eliminaron las trazas dnsoluc
del paquete celular y sestespendieron en 1 ml de CaOl1 M frio. Las células se dejaron

en reposo a 4 °C por 12 h.

Posteriormente, 200 pl de cé&sl competentes se utilizaron para cada
transformacion. Se les adicionowectoren un volumen no mayor a 10 pl y menos de 50
ng de ADN de transformacién. La mezcla se colocé en hielo por 30 min y se llevé a choque
térmico a 42 °C por 90 segundos exactametespués se coloco en hielo de 1 a 2 min. Se
adicionaron 800 pl de medio LB y se incubo a 37 °C por 5 min con agitacion moderada. Se
transfirieron 200 ul de medio a cajas de agar LB + antibidtico y se crecieron a 37 °C por 16
h.

Las transformantgsositivas que aceptaronectorfueron seleccionadas picando 1
sola colonia que fue inoculada en 5 ml de medio LB con antibiético (100 pg/ml) e incubada

toda la noche a 37 °C.
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7.5. Extraccion de ADN plasmidico (maxipreps)

Se llevo a cabo la extraccioe ADN plasmidico por el método de lisis alcalina (Sambrook

et al., 1989). La cepa transformada se crecié en 5 ml de medio LB + antibidtico a 37 °C 16
h. Todo el pre cultivo se uso para inocular 50 ml de medio LB y se dejo en crecimiento
hasta turbidez contgta. Las células se recuperaron por centrifugacion a 3600 rpm 5 min 4
°C. El paquete celular se-seispendié en 5 ml de la solucién | (50 mM glucosa, 25 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA), 10 ml de la solucién 1l (0.2 N NaOH, 1 % SDS) y 7.5 ml

de la soluciénll (60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido acético, 28.5 ml de
agua). Se coloc6 en hielo por 10 min (se forma un precipitado blanco floculante que
corresponde al ADN cromosomal, tgtma, ARNde alto peso molecular, membrana, SDS

y potasio). Lasolucion se mezclé mediante vortex por varios segundos. Se centrifugé a
4000 rpm 15 min 4 °C. Se filtr6é con papel filtro estéril para eliminar la parte insoluble y 0.6
volimenes de isopropanol frio se mezclaron con la solucion. Se dejé en reposo a
temperatira ambiente por 10 min. EI ADN plasmidico se recuperé por centrifugacion a
5000 rpm 15 min. El sedimento se dejé secar 5 min a temperatura ambiente y se

resuspendio en 500 ul de agua.

El ADN plasmidico se traté con RNasa 15 min a 37 °C. Después, senadic
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcl6 mediante vortex, se
centrifugd a 12000 rpm 10 min. Se recuper6 la fase soluble y se adicioné 1 volumen de
cloroformo, se mezclo6 y se centrifugd a 12000 rpm 10 min. Se recudas®&lacuosa y se
adicionaron 2.5 volumenes de isopropanol para precipitar el ADRO&a’C por 1 h.
Finalmente se centrifugé a 12000 rpm por 15 min 4 °C, se elimind el sobrenadante y se
dejé secar 5 min a temperatura ambiente. EI ADN suispendié en aguase cuantifico

espectrofotométricamente.

7.6. Subclonaci-n en el vector de expresi
El ADN plasmidico puritado se digirid con la enziméba (Fermentas) 4 187 °C para
identificar la orientaciéon en la cual se cloné el producto de PCR, csstrategia
importante para asegurar que el inserto quede en fase una vez clonado en el vector de

expresion, debido a que el vector pJET1.2/Blunt presenta también el sitio dXluarte
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Una vez que se identifico la orientacion del inserto en el vect&DBl plasmidico se

sometié a una doble digestion, primero decoRI (Fermentas) 16 h 37 °C. Bector

linearizado se purifico a partir del gel de electroforesis, subsecuentemente se digiri6 con

Xba (Fermentas) 4 h 37 °C para liberar el fragmento de eHbeyamente se purifico a

partir del gel. El producto de digestion se ligd en el sitio de clonacion multiple del vector de
expresi-n pPlI CzZUB ( |EcoRIXba; vsgndmyna rdlacigremolad o ¢ o n
aproximada de 1:3 (vector/inserto) para formavestor p P | C-HN,Buedando en fase

un solo marco de lectura abierto desde el codén de inicio del vector, comenzando con la
secuencia de sefalizaci-n denominada factor
después de la etiquetie polihistidinas. Los vectes recombinantes se purificaron a partir

de las cepas transformadaskHlecoli One Shot Top 10, seleccionadas en presencia de 25

png/ml del antibidtico Zeocina (Invitrogen) y después del analisis de restriccibn se
confirmaron por secuenciacion. Los inseréws los vectores se secuenciaron usando los
iniciadores5” AOX y 3" AOX (Invitrogen) en la unidad de secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia (IBT, UNAM) de Cuernavaca mediante secuenciacion automatizada en un

equipo Applied Biosystems.

7.7. Prepara®n de células competentes y transformacion de P. pastoris X33

Las células competentes Be pastorisX33 se prepararon acorde a las instrucciones de la
compafia Invitrogen. Brevemente, las células se cultivaron en medio YPD como
precultivo. Después, sedaularon 50 ml de medio YPD y se incubd a 30 °C con agitacion

a 200 rpm, comenzando con una D.O. de 0.1 a hasta alcanzar urde D.&600 nm. Se
recuperaron las células por centrifugacién a 1@ 10 min a temperatura ambiente, el
paquete celular davo con 25 ml de agua destilada a temperatura ambiente, se centrifugé y
las células se resuspendieron en 1 ml de 100 mM de LIiCl. Finalmente, las células se
empagquetaron a velocidad maxima por 15 s para remover el LiCl y volvesugpender

en 400 pl deliCl 100 mM. Las células se alicuotaron en tubos con 50 ul de células para
cada transformacion. Para la transformacion, se removié el LiClI de cada alicuota por
certrifugacion y las células sesespendieron en 240 pl de PEG 50%, después se afiadieron
36 plde LiCl 1 M, 25 pl de ADN de esperma de salmén (2 mg/ml)weetorp P1 CZ UB

HN linearizado (~10 pg). La mezcla se incub6 a 30 °C 30 min sin agitacion y

36



MATERIALES Y METODOS | 2016

posteriormentae realizé un choque térmico a 42 °C 25 min. Las células se recuperaron por
centrifugadén a 6000 rpm 5 min y segespendieron en 1 ml de medio YPD, se incubaron
a 30 °C por 1 h con agitaciéon moderada. Las transformantes fueron seleccionadas en placas

de agar YPD con 200 pg/ml de Zeocina después de 3 dias de incubacién a 30 °C.

7.8. Andlsis de las transformantes de P. pastoris X33

Las colonias se confirmaron por PCR a partir de ADN gendmico purificado. EI ADN se
extrajo segun Hoffman, en 2011, con algunas modificaciones. Brevemente, 3 ml de un
cultivo de YPD+zeocina se incub6 a 30 °C [ h, las células se recuperaron por
centrifugacién a 8000 rpm por 2 min. El paquete celular se lavé con 500 pl de agua, se
centrifugd y posteriormente se-saspendiéo en 200 pl de una solucion de lisis (2% de
Triton X-100, 1% de SDS, 100 mM de NaCl, 10 ndd TrisHCI pH 8, 0.38 mM de

EDTA) y 200 pl de fenol:cloroformo:alcoholisoamilico (25:24:1), posteriormente se realizo

el rompimiento con perlas de vidrio y vortex. El lisado se centrifugé a 12000 rpm por 5
min, se recupero la fase acuosa y se incub@Ridesa (37 °C por 15 min). Posteriormente

se adiciond 1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 por cada 10 volumenes de mezcla y
2.5 voliumenes de etanol frio. La mezcla se dejé precipitar 20 &C, posteriormente se
centrifugé a 12000 rpm 15 min, el pigitado se lavé con 500 pl de etanol al 75%, se
centrifugd y se dejo secar a temperatura ambiente 5 min. Finalmente el ADN se
resuspendié en 50 pl de agua. La PCR se llevo a cabo usando los pares de iniciadores
utilizados para obtener la secuencia de gHddn las condiciones descritas anteriormente.

El fenotipo Mut de las colonias positivas se determiné por réplica de crecimiento en medio
minimo de metanol + histidina (MMH), medio minimo de dextrosa + histidina (MDH) y

por PCR usando los iniciadores ®X y 3’AOX que amplifican el promotor nativo de
AOX1 deP.pastorisy un fragment o -HMN(jue posee elsitio dpderteC Z U B
EcoR). Posteriormente los productos se digirieron con la enEowR (Fermentas) y se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.7 % (w/v). Finalmente las cepas se

denominaroX33-eHNs».576.
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7.9. Caracterizacion del crecimiento celular de X33N\s,.s76en YPD y BMGY

El crecimiento celular se monitore6 a lo largo del tiempo en medio YPD y medio complejo
de glicerol tamponado (BMGY: 1% de extracto de levadura, 2% de pep@hanNl de

fosfato de potasio pH 6, 1.34% de base nitrogenada de levadura, 0.00004 % de biotina y

1% de glicerol) comenzando a una D.O. de 0.2 a 600 nm.

Para calcular el peso seco de la levadura a lo largo del ca#ivealiz6 un gréfico
de peso seco vB.0O. a 600 nmLa cepa X33%HNs,576 Se cultivo bajo el modelo de
crecimiento expresado en la ecuaciérEllmodelo se integré a su modelo logistico para
obtener | a ecuaci- -n 2. Medi ante el uso de
valores gperimentales partiendo de un minimo. Para calculdaerapo de duplicacion se
integro la ecuacion 3 de crecimien8e sustituyd la igualdad=2xyy se despejo la variable
tiempo,finalmente el tiempo se obtuvo de la ecuaciéon 4. De esta forma se alrlgger

parametros cinéticos de la curva de crecimiento de la levédbta 2)

Tabla 2.Ecuaciones del modelo de crecimiento

1 3 dx _
p=pmax*(1-X/Xmax) dt
SRS S G N F:
1+i(emnax3t _ 1) m

Xinax

7.10.Expresion de la proteina eHN 33-eHNs2.576

La induccion dda expresion de la proteina se llevo a cabo segun Cregg y Higgins (1995),
con algunas modificaciones. Un precultivo de 5 ml de YPD crecido a 30 °C por 24 h con la
cepa X33eHNes,.576 se utilizo para inocular 100 ml de medio complejo de glicerol
tamponado (BIGY: 1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de
potasio pH 6, 1.34% de base nitrogenada de levadura, 0.00004 % de biotina y 1% de
glicerol), en matraces de 250 ml a 30 °C y 250 rpm, hasta llegar a una D.O. de 8 a 600 nm.
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Las células & recupesron por centrifugacion y seswespendieron en 100 ml de
medio complejo de metanol tamponado (BMMY: 1% de extracto de levadura, 2% de
peptona, 100 mM de fosfato de potasio pH 6, 1.34% de base nitrogenada de levadura,
0.00004 % de biotina y 0.5% deetanol), en matraces de 500 ml y se incubaron a 30 °C
con agitacion a 250 rpm para inducir la expresion. Se dejé en crecimiento alimentando con

metanol a una concentracion final de 0.5% cada 24 hrs durante 8 dias.

7.11.RT-PCR

Para la extraccion d&RN se tomd 1 ml de células X33Ne,.576 llevadas a expresion, se
recuperaron por centrifugacion a 8000 rpm 5 min 4 °C. El paquete celular se lavo dos veces
con 1 ml de agua con DEPC (dietilpirocarbonato) 0.1 %. Las células se resuspendieron en
30 ul de amarguador de zimoliasa (50 mM acido citrico pH 5.6, 50 mMHNRO, pH 5.6,

40 mM EDTA pH 8, 1.2 M sorbitol) con 0.1 mg de enzima (Zimoliasa 20T, Immuno). Se
incub6 a 37 °C por 30 min. Las células se recuperaron por centrifugacién y se
resuspendieron en 1 rdel reactivo TRIzol (Invitrogen), se mezcl6é con vortex durante 10
min y se incubd a 30 °C 5 min. Se adicionaron 200 pl de cloroformo y posteriormente se
volvié a mezclar con vortex. Se centrifugé a 12000 rpm 15 min 4 °C. Se recupero la fase
acuosa y se meld con 2.5volumenes de isopropanol. El AR precipité a20 °C por 16

h y se recuperd por centrifugacion a 12000 rpm 15 min 4 °C. El sedimento se secO a
temperatura ambiente 5 min, sestespendio en 30 ul de agua DEPC 0.1 % y se incubd a
60 °C 10 min.Finalmente la concentracion se calcul6 en espectrofotométricamente y por
electroforesis en geles de agarosa.@l % (w/v). Después, 1 ug de AR$E traté con
DNasa 15 min a 37 °C. La reaccion de-RCR se llevé a cabo usando el sistema
comercial SuperSgt OneStep RFPCR with PlatimunTaq (Invitrogen), en una mezcla

de reaccion de 50 pl, con 25 pl de Mix Reaction 2X, 1 uM de cada iniciador, 1 ul de
RT/PlatinumTagMix y 1 pg de ARN como molde. El programa de retro transcripcion se
llevo a cabo por 1 ciola 55 °C por 30 min. El programa de amplificacion se establecié
como 95 °C por 2 min de paesnaturalizacion, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 15 s de
desnaturalizacién, 60 °C por 30 s de alineamiento, 72 °C por 1.5 min de extension y 72 °C
por 6 min deextension final. El producto de PCR se analiz6 por electroforesis en geles de

agarosa al 0.7% (w/v).
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7.12.Electroforesis desnaturalizante e inmunodeteccion

Se tomaron 10 ml de cultivo por cada dia de expresion de la cepldN¥33:6 y €l medio

de cultivo se separd por centrifugacidie las células. Las proteinas del medio libre de
células se concentraron 10 veces precipitando con sulfato de amonio al 80% y se tomaron
20 pl de muestra para separarse en geles dePREE al 12% de acuerdo al método de
Laenmli en1970. Las bandas se visualizaron con una solucién de tefido (0.05 % Azul de
Coomassie €50, 10% &cido acético, 50% metanol) y el exceso de colorante se elimind
con la solucion de destefiido (10% acido acético, 50% metanol). Para analizar la fraccion
intracelular, el paquete de células se rompi6é acorde a las indicaciones del material técnico
provisto por la compafiia Invitrogen. Brevemente; el paquete celulassaspendié en 100

pl de tampdn de rompimiento (50 mM de fosfato de sodio pH 7.4, 1 mRMEF, 1 mM

de EDTA y 5% de glicerol), se agreg6 1 volumen de perlas de vidrio (0.5 mm) y se sometio

a 8 ciclos de 30 segundos de agitacion en vortex seguido de 30 segundos de incubacion en
hielo. Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm por 10 min adl $08prenadante se usé

para la determinacion de proteina total usando el ensayo de Sedmak y Grexs&i9&r(

con al b¥mina s®rica bovina como ests8ndar; fi
geles de PAGESDS. Para la inmunodeteccion se siguio el proceso de Burnette (1981) con
algunas modificaciones. Las proteinas separadas se transfirieron a una meebrana
fluoruro de polivinilideno (PVDF) en transferencia semi seca a 24 V por 50 min, usando un
tampodn de transferencia (1.515 g de -base, 7.2 g de glicina, 100 ml de metanol, 0.5 g de
SDS para 500 ml) y se bloqued con 5% de leche descremada en un tEnTESTween

(20 mM TrisHCI pH 8, 0.15 M de NaCl, 0.05% de¢en 20) a 4 °C durante 16cbn
agitacion moderada. Subsecuentemente, la membrana se lavo tres veces-toredB$

se incubd con diversos anticuerpos para la deteccion de la proteina resumbel
anticuerpo antmycacoplado a peroxidasa de rdbano (HRP, Invitrogen) con una dilucién
1:5000, anticuerpos provenientes de sueros de cerdos infectadesrBad(1:2000) como

primer anticuerpo e IgG de cerdo acoplado a fosfatasa alcalina comulsemnticuerpo
(1:4000). Después de los lavados, las bandas de proteinas se revelaron con su sustrato
correspondiente; para HRP se uso el sustrato quimio luminiscente Inmobilon (Millipore) y

el sustrato Hromo4-cloro-3-indolil-fosfato y azul de nitroteazolio (BCIRNBT)

(Promega) para fosfatasa alcalina.
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7.13.Ensayos enzimaticos

Para determinar la actividad enzimética las proteinas del medio libre de células se
concentraron 10 veces precipitandolas con sulfato de amonio al 80%, posteriormente se
dializaron contra agua y para determinar actividad enzimatica, las proteinas concentradas se
analizaron por el método modificado del acido tiobarbiturico (ATBaetosLopez et al.,

2004 que se basa en la formacion de un cromoforo que se lee a 550 nnspeatrodJV

vis y es obtenido por la reaccion entre un producto de la oxidacion del acido siélico y el
acido tiobarbiturico. La mezcla de reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 200 pl,
colocando 50 pl de un amortiguador de acetatos 0.4 M pH 4| 80 fetuha (10 mg/ml)

como sustrato, 50 ul de proteina concentrada y 50 pl de agua. Se incubd a 37 °C por 30
min, posteriormente se llevo a ebullicibn en bafio maria por 2 min y se adicionaron 50 pl de
acido peryédico (5.7 mg/ml de acido peryodico digueh HCI 125 mM, preparado al
momento de usarse), la mezcla se incub6 a 37 °C por 30 min. Después se agregaron 40 pl
de arsenito de sodio (al 2% disuelto en HCI 0.5 M) y 200 pl de acido tiobarbitarico 0.1 M
pH 9 y se llevé a ebullicion 10 min en bafio ragsara observar la aparicion de un color
rosa intenso. La reaccion se detuvo en hielo por 2 min, posteriormente se incub6 a 37 °C
por 2 min, posterior a esto, se mezclé con 500 ul de alcoHmitémol disuelto en HCI 0.5

M) y la fase alcohodlica se sepacéntrifugando a 1000 g por 5 min. Finalmente, se
extrajeron 250 pl para leer su D.O. a 550 nm. El blanco de la reaccion consistié en
reacciones sin enzima. Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado y se leyeron
en microplacas de 96 pozos. Lancentracion de acido sidlico liberado se calcul6 al
correlacionarlo con una curva estandar de acidé¢dsetitneuraminico purgNeu5Ac,
SigmaAldrich).

En algunos ensayos se u-4imethymbelldery}Us ust r at c
D-N-acetylneuraminic acidfMUNANA). Para la reaccion, la mezcla se realizé en un
volumen final de 100 ul, conteniendo 15 pl de agua, 50 pl de la proteina eHN, 25 ul de un
amortiguador de acetatos (0,4 M pH 4) y 10 ul de Munana (1 g/l). Se colocé en una
microplaca de fondo de oscuro y se incubé 37 °C durante 20 min. Posteriormente se llevo a
la excitacién a 375 nm. Por ultimo, la fluorescencia transmitida se ley6 a 405 nm. Todas las

reacciones se llevaron a cabo por triplicado.
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7.14.Estudios cinéticos

Par determinar los pardmetros cinéticos se siguio lo descrito por Berg y col. (2006). La
cantidad de eHN usada en la determinacion de la constante de Midherten (Km) y la
velocidad maxima (Vmax) fue de 2.2ig. Para obtener los valores, los ensaydkesaron

a cabo a una temperatura constante de 37 °C. La concentracion del saesteatéo desde

1-5 mg/ml defetuinaa partir de una solucién madre de 10 mg/ml y los tiempos de reaccién
de 5 a40 min. La cantidad de acido neuraminico liberado (nmolraeuld como se
describe arriba. & cantidad de productidberado por cada concentracion de sustrato se
graficaron respecto al tiempo y de cada curvavdmlcidad se obtuvo la pendiente
(nmol/min). Las pendientesvelocidadey se usaron para obtenerdarva de saturacion y
estos datos se usaron para obtdaaepresentacion de LineweasMgurk por medio del
inverso dela velocidady de la concentracion de sustrato. Los datos de Km y Vmax se
obtuvieron de este grafico mediardecdculo de la pendiente yalordenada al origen,

respectivamente. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

7.15.Purificacion del eHN

Las proteinas del medio libre células de 88 se concentraron 10 veces por
precipitacion con sulfato de amonio al 80%, posteriormaentesuspendieron en el tampén

de union (tampon de fosfatd® mM pH 8, NaCl 0.4 My se dializaron por 24 h contra el
tampdn de unién para eliminar sales remanentes. Para la purificacion se uso la matriz de
agarosaNiTA (Amersham)equilibrada con 5 volUenes de columna del tampdn de union,
posteriormente dos volimenes de columna de la muestra concentrada y dializada se cargd
en la columna de purificacion. La columna se lavé con 5 volimenes de columna del tampén
de lavado (tampdn de fosfatb@ mM pH 8, N&I 0.4 M, 10 mM de imidazol). Finalmente

la proteina se eluyé con 3 volimenes de columnataieponde elucion fampdén de
fosfatos50 mM pH 8, NaCl 0.4 M, 400 mM de imidazol). La presencia de la proteina se
verificO mediante SD®AGE, Western blot y actigad. La concentracion de la proteina
purificada se cuantifico por el método 8edmak y Grossbergl977)con BSA cristalina

como estandar.
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7.16.Inmunizacion de ratones

Para la inmunizacion de ratones se uso el adyuvante AbI®O@sconova AB, Uppsa)
Sweden). El adjuvante AbISGDDO es una formulacion de saponinas @eillaja
saponariacon colesterol y fosfolipidos como ISCOMs (Complejos inmestimulantes),
actualmente llamadilatrix-Q™ (Isconova AB, Uppsala, Sweden). Para la produccién de
los articuerpos antHN, se inmunizaron ratones macho de la cepalGi2 2128 dias de
nacidos, en el bioterio del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) de la Ciudad de México. La dosis de inmunizacion (ID) paraasdas |
pruebas con prote2na recombinante fue de 5 ¢
ratones con PBS y como control de referencia se inocularon ratones Unicamente con la
proteina recombinante. Brevemente, la inmunizacion y el proceso de sangradaifié
siguiente forma: todos los grupos fueron inoculados via intradérmica en un volumen final
de 200 ¢l .teosegurdiadosisdue admmistrada 14 dias después de iniciado el
experimento. Durante el experimento los ratones se sangraronale éalos dias 0, 7, 14y

28 para recuperar el suero y evaluar la produccion de IgG. Al final del dia 28 los ratones se
sacrificaron por inhalacion con GQCada procedimiento se siguié de acuerdo con la "Guia
del Ciudadano para el Cuidado y Uso de Anenale Laboratorio de México" y aprobado

por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animalesla Benemérita
Universidad Autbnoma de PueblBodos los procedimientos se hicieron de acuerdo con la
legislacion mexicana (NOM-062-Z00-
1999,laSAGARPA tip://www.sagarpa.gob.mx/normateca/Normateca/SENASICA%20NO
RM%20143.pdf), basado en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
NRC.

7.17.ELISAindirecto

Para la prueba de ELISA, se adsorbieron 25 ng de proteina recombinante por pozo de una
microplaca de 96 pozos en un amortiguador de carbonatos (Q.08 B16) a 4°C durante

16 h Posteriormente, se lavd con un tampon de-PB8en 0.05%y se incubdcon los

sueros de raton en una dilucién 1:150 en tampdn de PBS durante 1 hora a 37°C.4a placa
lavd nuevamente con tampon de PB&een 0.05% y se colocé el anticuerpo secundario

(IgG de raton acoplado a HRP) en una dilucion 1:2000 en tampon de PBS durante 1 hora a
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37°C. Después, la placa se lavo con tampon de RiBn 0.05%, se reveld con ebgato
tetrametilbencidina (TMB) y finalmente la reaccion se detuvo usando una solucién de &cido
sulfarico 2 M. La microplaca se ley6é a 450 nm en un lector de ELISA.

7.18.0btencion del indculo de trabagel PorPVcepa PAC1

La linea celular de rifidn deedo (Pk15) se obtuvo por donacion del Dr. José Tapia
Ramirez del CINVESTAV. Se cultiv en botellas de 25 basta obtener una confluencia

del 90%. EIPorPV cepa PACL1 se conserva en el Laboratorio de Virologia del CIBIOR a
partir de la donacién del Dr.umberto Ramirez Mendoza de la UNAM. Una botella de 25

cn’ de PK15 a una confluencia aproximada del 86&6usé para infeat con 3 ml de la
alicuota dePorPVde PAC1 a 37°C por una 1 h. La infeccién se dejé por 72 hrs con medio
minimo esencial de Dulbecd®@MEM) suplementado con 2.5% de SFB hasta observar
efecto citopatico (formacion de sinms) y con un porcentaje de viabilidad celular mayor

al 40%, esto se considero el primer pase del aigjue se desconocia el nimero de pases
anteriores Posteriomente, el sobrenadante se recuperé y se centrifugé a 3000 rpm 5 min a
4 °C para eliminar los desechos celulares. El sobrenadante del primer pase se diluy6 1:10
en DMEM sin SFB y se us6 para infectar una caja dd®K una confluencia aproximada

del 80% co 3 ml de la dilucién del primer pase a 37°C 1 hr. La infeccion se dejo por 72
hrs con DMEM y 2.5% de SFB hasta observar el efecto citopatico y la viabilidad celular
esperada, esto se consider6é el segundo pase del virus. Después de recuperar el
sobrenadae y centrifugarlo, se usé para infectar una caja de 75 katiendo una
dilucién 1:100 en DMEM sin SFB. Después de 48 hrs y observar el efecto citopético y la
viabilidad celular esperada, se recuperé el sobrenadante y se realizaron alicuotas de 100 pl
gue se congelaron-&0 °C. Esto se considerdiabculode trabajo para todos los ensayos

posteriores.

7.19.Titulacionviral

El in6culo de trabajo se tituld en cajas de cultivo de 12 pozos mediante ensayo de placas
liticas sobre células RK5 con 100% deonfluencia. Brevemente, se realizaron diluciones
seriadas de Ibhasta 18 del inéculo en DMEM sin SFB. Cada pozo se infecté con 400 pl

a 37 °C por 1 h. Como control negativo de infeccion se usé DMEM sin SFB. Después de la
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infeccidn, se retir0 el sokmadante y se coloc6 1 ml de medio solido DMEM (con 2.5 %
SFB y 0.35% agarosa). La infeccion se dejo por 6 dias, las células se fijaron con &cido
tricloroacético al 10%, se retir0 la agarosa y se tifié con cristal violeta (solucion al 0.1% en
etanol al 20%)Finalmente, se contaron las placas liticas en cada dilucién del virus y se
eligio la dilucion donde se contaron de 50 a 100 placas liticas para realizar los ensayos de

sereneutralizacion.

7.20.Ensayos de sefpeutralizacion

Para los ensayos de sareuralizacion se utilizaron placas de 12 pozos con célulag K

a una confluencia del 100%. Se realiz6 una mezcla de virus con suero de ratén en medio
DMEM sin SFB. Se utilizé la dilucion del virus con placas liticas contables y el suero de
raton se diluyd.:8, 1:24, 1:32 y 1:64 (suero/medio). La mezcla swatss se incub6 1 h a

4°C, posteriormente se usaron 400 pl para infectar cada pozo de la placa a 37 °C 1 h. Como
control negativo se utiliz6 medio DMEM sin SFB y como control positivo de infeccion se
utilizé la dilucién del virus con placas liticas contables. Se retiré el sobrenadante y se
coloc6é DMEM sodlido. La infeccion se dejo por 6 dias, las células se fijaron con acido
tricloroacético al 10%, se retird el medio solido y se tifié con cristal vidlgtalmente se
contaron las placas liticas y se compararon los titulos virales de los experimentos con las

diluciones de suero con respecto a la infeccion en ausencia de suero.
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8.RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.Prediccion del ectodominio de la HN d&brPV

La secuencia de la proteina HNldecepaPAC1 de PorPVde 63.3 kDa (peso estimaddlo

para la secuencia aminoacidicpjesentauna alta probabilidad de tener umagion
trangnembraal en el Nterminal correspondiente a loaminoacids 25 al 47, donde se
encuentran aminoacidtsdrofébicosen su mayoria (alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
valina), lo que corresponda la region de la proteina por medio de la cual se ancla a la
membrana del virudDe manera sobresaliente para este estudio, loduossidel 48 al 576
corresponden a la regidn que se encuentra expuesta al medio exterior, conocida como el
ectodominio (eHN), donde la proteina posee todas los sitios importantes para el plegamiento,
actividad, etcLos residuos de aminoacidos del 1 al 8desponden a la region de la proteina

que hace contao con el interior del viruffigura 17).

1.2
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Figura 17. Prediccion de la region transmembranal Regién transmembranale la proteina HN de PAC1

usando el predictor TMHMM v. 2.((mml) porcion intermenbranal, @) porcion transmembranaisg

) porcion expuesta.

Como se puede observar en la figura 17 existe una probabilidad muy alta de que la
region formada por los aminoacidos al 47 corresponda a la regién de anclaje a la

membrana del viru€l predictorTMHMM v. 2.0 seha reportado por diferentes autores como
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Forestan et gl.en 2012, para predecir las regiones transmembranales de varias proteinas
transportadoras del maiz con hasta 500 residuos de aminoéacidos, las cuales poseen varias
porcionesintramembranales para poder realizar la funcion de transportadarebién Bera

et al.,, en 2013 utilizaron esta herramienta para determinar la region intramenolerame
neuraminidasa del virus de influenza equina (H3\Bjesentan probabilidaslesimilares a la

encontrada ela HN para dichas regiones.

Por otro lado, se encontraron tres sitios potenciales de glicosilacion ubicadss en la
posicionesl49, 277 y 338predicho mediante el servidbletNGlyc 1.0 (figura 18) Estos
sitios poseen un valor pencial de Nglicosilacion mayor a 0.5 (valor minimo que debe
alcanzarel sitio para considerarlaomo glicosiladg, por otro lado el residuo de aminoacido
325 presenta un sitio de glicosilacion, sin embargo no sobrepasa el limite permitido por el

programapara presentar la modificacidépor lo que es poco probable gse presenten la

naturaleza
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Figural8. Sitios potenciales de Nglicosilaciéon Prediccidnusando el servidor NetNGlyc 1.(Gmm) posicion del

sitio potencial de Nylicosilacién, @) limite necesario a sobrepasar para presentar el sitio.

Sundgvistet al., en 1991, predijeron la presencia de cuatro sitios potenciales de

glicosilaciéon para la HN de la cepa VLPM a partir del andlisis del ADN complementario del

47



RESULTADOS Y DISCUSION | 2016

gen.Cabe destacar que losigs potenciales de Jglicosilacion se encuentran presentes en la
region del eHN, por lo que seguramente es la regibn mas importante y necesaria para que la
proteina presente su conformaci@mcional, debido a que estos cambios postraduccionales

estan inplicados en el plegamiento

El andlisis del indice antigénico de Jame¥dolf seha usado para encontrar epitepo
en elreceptor para la hormona foliculo estimulante hum@taeng et al., 2004y se han
predicho dominios transmembranakss el trabajo ngortado por Palomarekerez et al.en
2012, al analizala proteina NS4B del virus de la hepatitis C mediante el algoritmo deyKyte
Dolittle, en 1982 Con lo anterior, se ubicda region hidrofébica en el &rminal de la
proteina HN dé?AC1 y la regiérantigénica erl C-terminal (figura 19).

Region hidrofobica Region antigénica

44 Hydrophilicidad de Kyte-Doolittle

indice antigénico de Jameson-Wolf

D0 60 & 100 120 u0 tR fe0 200 20 M0 X0 B0 W W M0 RO 0 40 4N WO 40 40 MO0 4 %0

Posicién de los aminoacidos

Figura B. Andlisis bioinformatico de la proteina HN delPorPV de PACL1.EIl analisis de hidrofilicidad de
Kyte-Doolittle muest® una regién transmembrareth el Nterminal (residuos de aminoacidos -25
47), el indiceantigénico de Jameséolf predice los epitogs antigénicos en el ectodominio de la
proteina(residuos 4&76). La regién intermembranabrresponde a los residuos de aminoacidos 1
24,

Como sgouede observar en la figutf, existe ungrobableregion trasmembranal en
el N-terminal de la proteina, que se muestra como un pico sobresabant® valor alto por

debajo de cero (residuos de aminoacided 25 ya que en la escala de hidrofilicidad de Kyte
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Doolittle, aquellos valores por debajo del cero haederencia a las regiones hidrofobicas y

por ende, son las que presentan mayor probabilidad de colocarse de manera transmembranal,
al igual que elpredictor TMHMM v. 2.0, el algoritmo deKyte-Doolittle predice la misma

region transmembranal en la proi@HN. Por otro ladcel indice atigénico de Jameseawolf

predice posibles determinantes antigénicos mediante la combinacion de otros meétodos
existentes para la prediccion de proteinas estructuqakesvolucraria determinacion de los

valores de hidrali cidad, probabilidad de sugaie, flexibilidad de la cadena aminoacidica,
estructura secundaria e hidropatid. algoritmo asigna valores mayores a caraquellas
regiones potencialmente antigénicas y aquellas que alcanzan el valor maximo de la escala se
les considerarcomo las masmpmetedorastEn el caso de la proteina HN se puede observar la
presencia de hasta 18 epitopos potencialmente inmunogénicos, todos presentes en la region del
ectodominio y podemos observar que estas regiones comienzan araparecienadamente

desde el residuo 110 hasta el 576, quedando las regiones ingaatraimembranal sin sitios

potencialmenténmunogénicos

En otros estudios Zenteituevas et al.en 2007, utilizandoel paquete ANTEPROT
suite of programs version 2.predijo la presencia dB epitopos inmunogénicos en la region
del ectodominio de la proteina HN del RPV cepa LPM, tres de los cuales fueron sintetizados y
probados por ELISA, donde se pudo comprobar que anticuerpos provenientes de cerdos
infectados recarcieron los péptidos sintéticos, ademas; generaron respuesta inmune al
inocularlos en ratones y los anticuerpos provenientes de éstos inhibieron la actividad
hemaglutinante del virus, demostrando la importancia de considerar estos epitopos en el

desarrollode una vacuna.

Finalmente, con estos resultados, se propuso la regiéon de la proteina HN del
aminoacido 62 al 576 como el mejor candidato para expresarse en la lévagdastoris,el
cual se denominé@ctodominio (eHN) éste no presenta regiones hidroféas que pudieran
ocasionar problemas en la recuperacioriadmismay presentdos sitios de glicosilacioy

ademas contiene los epit@pootencialmente antigénicos.
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8.2. Amplificacién y clonacion del eHN

Con el objetivode obtener el marco de lectuahierto para la proteina eHN, se llevé a cabo
una PCR usando lasiciadoresque permiten recuperar dicho amplicon y ademas introducen
los sitios de corté&caRl y Xba para su posterior clonacion en el vector de expresion de la

levadura.La amplificacionpor PCRdel éHN se llevd a cabo a partir del triplete codificante

para el residuo de aminoacid@ &l 576 tomando como plantilla el vector pJHN que
contiene el ORF de la HN de PACL1, esperando una lwettz67 pb (figura20).

M 1 2 3 4

5000 pb--

3000 pb--

—rsed L VO J L™} «—1567 pb
1500 pb--

1000 pb---
750 pb---

250 pb---

Figura 20. Obtencién dd ORF del eHN. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de ROR.
Marcador de peso moleculét) vector pJETHN, (2-4) amplificacion a partir de pJERN.

Enla figura20 se puede apreciar la amplificacion porRP@el fragmento esperado de
1567 pb (24) usando los iniciadorediseifiados para introducir los sitios de coftesl y
EcaRl, dicho producto esta ausente en el comeagativode amplificaciéon (pJETHN) por
tantq la banda observada corresponde al producto espgrdio del eHN)y pudoser usado
en la construccion del vector de exprestehproducto de amplificacion se purificd del gel de
electroforesis para ser clonado en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt. Este vector presenta
el sitio de clonacién mdultiple dentro del gen toxeml71Ry gracias a esto, se obtuvieron
sé6lo clonas dé&. colicon el producto de amplificacién, ya que es necesario interrumpir el gen

por medio de la insercion del producto de PCR.
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Por otro lado, debido a la presencia del sitio de céb@ en el sitio declonacion
multiple de pJET1.2/Blunt, fue posible seleccionar clonas que presentaron el inserto eHN con
la orientacion de 3’a 5" mediante la digestion del ADN plasmidic&Xbaly dicho vector fue
denominado pJEE€HNs; (figura 21).

pJET-eHN62

4540 bp

W\

X08 L\

gco
Figura2l.Vector pJET-eHNg. Cl onaci - n del inserto eHN en X@aemri ent ac

cada extremo.

Como se puede apreciar en la figura 21 el ORF de eHN puede entrar en la posicién 3'a
5%en el sitio de clonacion multiple del vector pJET1.2/Blun espresenta una ventaja ya
que se pueden seleccionar clonas que con el inserto mediante la digestién con IXleazima

en los cuaksse espera observar la liberacion del fragmento clo(fegloa 22).
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5000 pb---
3000 pb---

1500 pb--

Figura 22. Andlisis de pJET-eHNs, Patrones de résccion de ADN plasmidico(M) Marcador de peso
molecular (A) pJET-HN digerido conXbal, (1-4) vectorespJET-eHNg, de diferentes cepas digerido
conXbdl.

En la figura 18, (#4) se aprecia el resultado de la digestiéon ¥twal del ADN
plasmidico de 4 ohas seleccionadas, anteriormente a diclexdoresse les realizé una
digestion corEcaoRI para corroborar la presencia del sitio de corte en cada una de ellas. La
digestion corXbd liberd el fragmento clonado de 1567 pb en las clonas 1, 3 y 4, que Bupone
aguellosvectorescon la orientacion deseada de 3’a 5'en el producto ligado y desellas
selecciond finalmente la clona 3 para usarse en la subclonacion en el vector de expresion
pPl CzUB, en | a cual no se observaron product
control positivo de digestion se us6 el vector pdEN (figura 18, A) gqie también posee un
sitio Unico de cortXba. Por otro lado, es importante mencionar que conocer la orientacién en
la cual se ligd el inserto alectores necesario para evitar la pérdida de fase en el ORF al
subclonar en el vector de expresion. Para 88t la clona 3 que se selecciond se sometié a
una digestion primero con la enzirk@dRl para abrir el vector y posteriormente cébal
para liberar el fragmento, de esta forma se asegura que el inserto queda debidamente digerido.
Finalmente, el productde digestion fue purificado del gel de electroforesis y usado para

introducirlo en el vector de expresion@epastoris.
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8.3.Construccion de un sistema de expresion para el eHN

El ADN plasmidico de la clona 3 se digiri6 primeramente EodRl, purificacb del gel de
electroforesis y digerido posteriormente céba para liberar el inserto correspondiente al

e HN. E I fragmento se | ig- en el EocRdgXba)y de ex
con éste se transformaron células competentesEdecoli Top 10, seleccionadas por su
capacidad de crecer en medio commibidtico Zeocina (marcador de seleccion). Finalmente

se seleccionaron 4 transformantes, se les extrajo ADN plasmidico y se llevé a cabo una PCR

para amplificar el inserto de eHRNgura 23).

5000 pb--
3500 pb--

v U S G G PERTTI N

1500 pb--

1000 pb--
750 pb--

250 pb--

Figura23. Amplif icacion del eHN a partir de los vectoresle expresién (M) marcador de peso molecular, (A)
PCR de pJEFHN, (1-4) PCR de los vectores de expresion seleccionados.

En la figura23 se puede observar el resultado de la PCR que se llevo a cabo a 4
colonias seleccionadas capaces de crecer en presEianarcador de seleccion (zeocina) y
por estamplica queadquirieron el vector de expresidra reaccion se llevo a cabo usando los
oligos que permiten amplificar todo el ORIEl eHN HNRppS y HNRppA), como control
positivo de amplificacion se us6 ekator pJETHN (figura 23A) del cual se obtuvo el
fragmento eHN. Como se puede observar las 4 clonas seleccionadas amplificaron el fragmento

esperado de 1567 pb correspondiente al ORF de eHN (§urk4), corroborando de esta
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forma que todas las clonasleccionadas de. coliadquirieron el vector de expresion y dicho
vector posee el inserto del eHN. Con ello se logré obtener un vector de expresién que presenta
el ORF del eHN para el sistema de expresionPdepastoris.Una de las colonias fue
selecciomada para caracterizarvatctorpor patrones de restriccion y secuenciacion, finalmente

el vectorse denomin@ P | C 2HNg.s7s.

E I vector de eedistse (@§gura ) cpnReneCtddosBlos elementos
necesarios para producir la proteina eHN en la levaBosee umgen de resistencieazeocina
para poder seleccionar las clonas en medio con el aitthi@demas tiene accion tanto en la
levadura como en bacteria. Tiene el promotor AOX1 que permite la expresion de la proteina al
utilizar metanol como Unica fuente de carbono y un sitio de corte Bmebpara integrar el
vectoral cromosoma de la levadupor recombinacion homéloga en su promotor nativo de
AOXZ1. Elinicio delmarco de lectura de la eHN se fusiona en fase con el factor alfa, que es un
péptido sefal d&. cerevisiaeapaz de llevar la proteina al medio extracelular facilitando los
procesoge purificacién, obtener la proteina en forma soluble y ademas es funcioRal en
pastoris El final del ORF del eHN esta fusionado a dos etiquetas, la etiqueya permite
identificar la proteina en western blot utilizando anticuerpos contra la mismetigueta de
seis histidinas para purificarla por cromatografia de afinidad. Finalmente la proteina posee la
secuencia Glu-Lys-Arg-Glu-Ala-Glu-Ala del factor alfa, que contiene el sitio de
reconocimiento para que la enzima Kex2 pueda liberar el péptadal de eHN, paso

importante para liberar la proteina al medio extrace(fiaura 24).
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pPICZaB-HN
5086 bp

1y0023

*be/:

Kex2 sitio de corte

LFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAAGILGNLQSTITSWNPDVQAMLSISNQLIYTTSITLPLKISTTEMSILTAI
eHN

Alpha factor

LSKTQPAAYTTTTCFRDTDTGKIYCITIAELGKVLLGEFQIVPFLREIKIQSRYLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH.
eHN c-myc 6 His

e X p redNg,is7e Represéhtaddn EsBuematica dettory la proteina eHN

Figura24.Vect or de
vect or pl®regdi deRodificacion de elNof)sionadorcan i ns e

Se wutiliz: el
las etiquetas-myc, 6 His (1614 pb) y la sefal secretora del factor alfa (1893 pb), la proteina fusionada

contiene el sitio Kex2 una sefal para eliminar el factor difzeyarel eHNal medio extracelular

El vector de expresiop P | C-2HNg.576S€ sometio a restriccionpara coroborar la
fidelidad del sistemabtenido. Elvectorfue sometido a una digestion con la enzima de sitio

Unico de cortd®md y una doble digestion con las enzintaxRI y Xbal (figura25).
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«—5086 pb
d|<+—3534 pb

<+—1552 pb

Figura25. Andlisis del vector de expresiomp P | C ZeBlB,.s76 (M) Marcador de peso molecular, (ctor

sin digerir, (2) digestion coAmd, (3) doble digestion cokcaRl y Xbdl.

Como se puede apreciar en la fig@ael vector de expresiose linearizécon la
enzimaPmd mostrando etamafoesperado de 5086 pb (figuea, 2), demostrando que el
vector posee el sitio de corte necesario para integrarse al cromosoma de la levadura, por otro
lado, la doble digestion con las enzinta®oR|1 y Xba permitié corroborar que el vector posee
el inserto eHN con el tamafio esperado de 1552 pb yéugten los sitios usados durante la
subclonacién y se observa la liberacion de este fragmento en el gel. Finalmente como control
negativo de digestién se utié el vector sin digerir, con el objetivo de confirmar la presencia
de reaccion de digestion por parte de las enzimas y descartar falsos restltadosr se

secuenci@ara confirmar finalmente que se obtuvo el producto deseado.

El vectorp P | C2HNB.s76se secuencié con los iniciador@d AOX y 56 AOX
hibridan fuera del inserto eHN y permiten observar los sitios de ligaaén el
electroferogramagpara corroborar que el ORF de la proteina quedd en fase con el factor alfa
(figura 26).
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GITITGCCATTITCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTIGT TTATAAATACTACTALT

In silico | ACTGCTGTITTATTICGCAGCATCCTICCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACRACAGRR 1021
8L 00T R0 0 0.8 5 T N R A sl
Secuenciacion | ACTGCTGITTTATTICGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCARCACTACRACAGAY &0

In silico | GATGAARCGGCACARATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATITAGARAGEGEAT 1081
BRI 1 50 T 1 1 1L O 5 T 0 6 0 10 AL
Secuenciacion |GATGARRCGGCACRRAATTCCGGCTGARGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGRAAGEGGAT 120

In silico | TTCGATGTTIGCTGTITIGCCATITTCCAACAGCACRAARTARCGAETTATTGTITATARAT 1141

LS 6 0 0 0 v 0 (T A 0 o o
Secuenciacion |TTCGATGITGCTGITITGCCATITTICCARCAGCACARRTARCGEETTATTIGTTITATARAT 180

Figura26.Secuenci aci - n d eeHNgyg Ratteodel elpcfofe@ddiB obtenido al secuenciar el
vectory alineamiento realizado con lo predicimosilico y el electroferograma. Los nimeros indican

la posicién de los nucleétidos.

Al llevar a cabo la secueiaciénse obtuvo un electroferograma confiable, ya que se
observaron picos unicos y bien definidos por cada nucleétideed&r, por lo que los datos
recuperados del mismo se consideraron representativos de lo obtenido experimentalmente. Se
pudo corrobrar que se obtuvo un 100% de similitud con lo prediohsilico ya que no se
observaron cambios entre los nucleétidos observados en el electroferograma y lo que se tenia
de manera tedrica (figura6). De esta forma seomprobd la obtencion den vector @
expresion que posee todos los elementos necesarios para producir la proteina en la levadura
con todas las caracteristicas mencionadas anteriormente, el cual se debe integrar al cromosoma

de la levadura e inducirse al utilizar el metanol como fuenterderma

8.4.0btencién de cepas de P. pastoris productoras del eHN

El v e ct o reHNgfsIfuE ndaBizado corPmd para integrarlo por recombinacion
homologa al genoma d& pastorisen su promotor nativo de AOXEI vector linearizado se
incorporépor transformacién de la cepa X33 HEe pastoris, para ello se llev@ cabo por
choque térmico usando el método del cloruro de litio y después de transcurridos los dias

necesarios, sebservoéel crecimiento de colonias en medio Agar YPD + Zeocina (figdya
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Figura 27. Transformacion de P. pastoriscon el vector pPICZ) BeHNg.576 (a) crecimiento de colonias
transformadas en medio Agar YRIxeocina, (b) Resiembra de las colonias transformadas en medio
Agar YPD + zeocina, (X33) cepa sin transformar;q)L cepas transformadalsa flecha indica la

presencia de una col@ni

Como se muestra en la figuBya, se obtuvieron algunas colonias positivas para
crecimiento en presencia del marcador de seleccion (zeocina) lo que indica la capacidad de
degradar el antibiético debido a la incorporacion del vector de expresion; eabmnar que
bajo las condiciones experimentales anteriormente descritas, no fue posible obtener elevadas
cantidades de colonias transformadas y se pudo observar una baja tasa de transformacién
debidoprobablemente que el vectose tiene que integrar atomosomaPor otro lado, se
corroboré que las colonias obtenidas conservaran la capacidad de seguir creciendo en
presencia del antibiético al resembrarlas en medio YPD + zeffigoea 27b) debido a que a
lo largo del trabajo experimental se obtuviergarios falsos positivos, colonias que
aparecieron durante la transformacion posteriormente fueron incapaces de continuar creciendo
en presencia del antibiético, esto puede ser causa de la concentracion de zeocina, la cual es
recomendable mantener a 200mppara evitar este problema. Por ultinse seleccionaron 4
cepas para extraer ADN cromosomicyg realizar una PCR para amplificar el inserto
correspondiente al eHN, usando logiadoresHNRppS y HNRppA con estofinalmente
corroborar la incorpracion dé vector al cromosoma de la levadurastas cepas fueron
denominadas X38HNs,576 (figura 28).
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Figura 28. Amplificacion de eHN en las cepas X38HNg,576 (M) Marcador de peso molecular, (1) PCR a
partir del -eH\Ngst, ¢2) PCRR pa@izdd BDN cromosomal de la cepa X3&)(BCR
a partir de ADN cromosomal de la cepas »38Ns,.576.

En la figura28 se muestra el resultado de la amplificaci@h GRF del eHN en las
cepas transformadas e pastoris como control positivo se usé el vector de expresion, el
cual contiene el inserto a amplificar y arroj6 el tamafio esperado de 1567 pb correspondiente al
eHN, por otro lado el control negativo usade ADN cromosomal de la cepa X33, una cepa
sin transformargue no amplificé ningun fragmente asegurando que los oligos son especificos
para el inserto eHN y también que la cepa utilizada no presenta ningun falso positivo que nos
pueda llevar a errores expimentales. Las cuatro cepas seleccionadas amplificaron el
fragmento esperado perteneciente al gen eHN sin amplificaciones inespecificas, por tanto
podemos asegurar que las cepas han incorporado a su cromosoma el vector de expresion y son

posibles produciras de la proteina viral.

8.5.Determinacion del fenotipo Mut

La integracion de ADN foraneo al cromosoma de la levadura por recombinacién homoéloga en
su region promotora de AOX1 puede llevarse a cabo por desplazamiento o por interrupcion de
su promotomativo (figura 29). Este hecho puede tener efecto significativo sobre la expresiéon
de la proteina, por ello es necesario la caracterizacion de este éxaeirioorporacion del

vector de expresion se describe enrmahnual de Invitrogen, sin embargo el m@sade la

recombinacidén no se conoce con exactitud.
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El fenotipo Mut se refiere a la capacidad de la levadura de poder crecer o no utilizando
como fuente de carbono el metanol, aquellas cepas que han perdido el promotor nativo de la
alcohol oxidasa (AOX1¥e dominan Mty por tanto pierden casi en su totalidad la capacidad
de degradar el metanol, ya que la alcohol oxidasa es responsable en un 80% de la degradacion
del metanol. Por otra parte, las cepas que conservan su promotor nativo de AOX1 a pesar de la
incorporacion del vector al cromosoma, continlan degradando el metanol sin problemas, estas
cepas son denominadas MuEonocer estos eventos es de vital importancia debido a que el
metanol es el inductor para la produccion de la proteina viral y satd daeante todos los

ensayos de expresion.

Interrupcion

ﬂ i EE—ETEHEEE—  Mutt

Mut*

ﬂ -m- HN T Zoocin 5 AOX1oraox1:ARG 1T 3

Desplazamiento

5 AOX1 or aox1::ARG4 L1} 3’

Genoma de P. pastoris

Figura29. Integracién del vector recombinante al genoma de. pastoris.Fenotipo Mut (el vector se integra
al genoma interrumpiendo el promotor de AOX1), Mat vector se incorpora por desplazamiento sin

interrumpir el promotor de AOX1)nodificado del Manual de Invitrogen.

Como se observa en la figuBQ el vector de expresién se recombina en su region
promotora de AOX1 con la region promotora nativdPd@astoris.el vectortiene un sitio de
corte unicoPmd para poder abrirlo y la recombinacion ocurre en la region 5°del promotor
nativo de AOX1. La integracion deéctorpor desplazamiento no interrumpe el gen AOX1 y
la levadura continua degradando el metanol, mientras que el ADN foraneo se acomoda antes

del comienzo del promotor nativaJsando losiniciadores3 6 AOX y 506A0X es
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elucidar este evento de recombinacion, debido a que hibridan en la regién promotora de

AOX1 y por ende en el vector de expresion, generando amplicones de pesos moleculares

similares (~2000 pb) (figura0).

5’AOX1 EcoRl

) |
M TT | Zeocina P A0x 1 of X33
== =
l 3’AOX1 l 3'A0X1
PCR y digestion con EcoRlI IZI
—m P AOX 1 of X33
358 bp 1718 bp =2200 bp

Figura30. Determinacion del fenotipo Mut (a) Representacion esquematica de la determinacién del fenotipo
Mut® mediante PCR utilizandios cebalores de AOX1 (flechas negras) darposterior digestiode
los productos iilizando EcoR y (b) andlisis de las cepas transformadas en gel de agdfsa
control \ector pPICZB-HN, (2) cepa X33, (3) pPICZB vector sin insertg (4-6) cepas

transformadaX33-eHNs,.576, (M) marcador de peso molecular.

Como se aprecia en la figui@d0a cuando el vector de expresion se integra al
cromosoma de la levadura por desplazamiento,ingsadores3 6 AOX y 506A0X (¢
posicién se sefiala en flechas) hibridan tanto en el vector de expresién como en el promotor
nativo generando amplicones de pesos moleculares similares (~2000 pb), por ello para poder
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diferenciarlos con exactitud, se busc6 enaima que tuviera sitio de corte en el vector pero

no en el promotor nativo, de esta forma los fragmentos correspondientes al vector podrian ser
facilmente distinguibles por diferencias de pesos moleculares al comparar su perfil de
corrimiento en el gelLa enzima elegida fuEcoRl que parte el producto de PCGRI vector
integradoen dos fragmentos d&’18 y 358 pb, a diferencia del promotor nativo de AOX1 que

no tiene corte y se mantiene con su peso de aproximadamente 2200 pb (segun el manual de
Invitrogen). Enla electroforesis (figur@0b)e | v e ¢ t o-eHNg.sRYy ADK tr@nosomal

de la cepa X33 se usaroamo controles positivos de amplificacid®omo se demuestra en la

figura 30ben el carril 1 el vector de expresion generd los dos productos esperados, mientras
queen el carril 2 el ADNcromosOémico de X33 generélgs@n fragmento, corroborando lo
descrito anteriormente. Por todo esto, las cepas transformadas que presenten el fenotipo Mut
se espera presem estos tres fragmentos correspondientes al vector de expresion y el
promotor natro de AOX1. Este resultado se puede apreciar en la fBfivaarriles 4, 5, y 6

en dondeen las tres cepas seleccionadas se puede observar la presencia de los tres fragmentos
esperados, por tanto, estas cepas integraron el vector de expresion por gemombin
homéloga sin interrumpir su promotor nativo de AOXanfirmando el fenotipo Mty son

capaces de crecer en presencia de metanol gracias a su capacidad de continuar produciendo la
alcohol oxidasa.

La estrategia de caracterizar el fenotipo Mut pedio de PCR usando los cebadores
306 AO0OX vy yklovacXrecombinantdue también descrito por Zhou y col., 2006, al
obtener cepas productoras de la glicoproteina NS1 del déludengue. Mediante PCR los
autores logran identificar cepas Mdebidoa la presencia del fragmento correspondiente al

vector de expresion y al promotor de AOX1.
Posteriormente,ak cepas caracterizadas en su fenotipo mediante RGRiénse

probaronpor crecimiento en medio diferencial usando medio minimo con metanslidiria

(MMH), donde se espera crecimiento similar a la cepa X33 (fi¢f)ra
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Figura31. Crecimiento en medio MMH. (X33) P. pastorissin transformar, (:B) cepas<33-eHNg,.57¢

Como se aprecia en la figua, todas las cepas Xa3HNsy576caracteriadas mediante
PCR como Mdt fueron capaces de crecer en medio minimo utilizando como fuente de
carbono elmetanol, presentando un crecimiento similar a la cepa X33, la cual presenta un
fenotipo Mut. Esto confirma que las cepas X8HNs2.576 N0 solo incorpraron el vector de
expresion a su cromosoma por desplazamiento de su promotor dati&k®X1, sho que
ademas son capaces se continuar creciendo en presencia de metanol con un crecimiento
similar a la cepa no transformada de modo gjuproceso de transfmacion no tuvo efecto
significativo en la viabilidad celularPor ello la pruebade expresién se llevé a cabo

considerando el proceso de induccién para una cepa Mut

Pla et al..en 2006 compararon la produccién en biorreactor de la cepd MuMut®
durante la expresion extracelular del anticuerpo A33 gdirallarondiferencias significativas
en el crecimiento yel rendimiento, donde la cepa Mutivo rendimientos mayores que la
positiva. Daly y Hearngn 2005, describen el impacto que tiene la rutald alcohol oxidasa
en cuanto a la expresion de proteinas recombinantes, describiendo diferencias importantes en
las cepas Mitvs Mut®. Cereghino y Creggen 2000, describen el uso de cepas \Maimo la

cepa KM71 o la cepa MC1e® que presentan eliminaei del promotor nativo de AOX1
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teniendo ventajas durante la expresion debido a las cantidades menores de ynktsinol
tiempos requeridos pa lograr y mantener la induccion de la expresiambién Krainer et

al., en 2012, produjeron tanto la cepéut” y la cepaMut® para producir la peroxidasa del
rabano y mediante la alimentacion por pulsos de metanol encontraron una produccion tres
veces mayor de la enzima en la cepa®amparado con la produccién de la otra mutante,

por ello se demuestra que diverdastores pueden influir en la produccidon de proteinas
recombinantes en la levadura y uno de los mas importantes egrcehéenotipo Mut de la

cepa okenida.

Cuando se usalacepaX38y vector pPICZUB, que esS nue
mutantes deben presentar el fenotipo Mbabiendo una pequefia posibilidad de obtener la
otra cepaEn nuestro casmas del 90% de nuestras transformantes fuerori, Mat logro
observar una cepa Mfiy en la cual no se obtuvo crecimiento en los medios de expresion.
Finalmente una de las clona$33-eHNs2576 Mut™ se selecciondpara caracterizarsu

crecimiento celular en los diferentes medios de propagacion y expresion.

8.6.Caracterizacion del crecimanto celular deX33-eHNs;.576

Debido a que es la primera vez que se trabaja el sistema de exprefidopadtorisen el
laboratoriq se tuvieron que obtener todos los parametros Optimos de crecimiento. dé¢tular
punto importante en la expresion de latpma fue conocer las fases de la curva de
crecimiento celular en el medio de propagacion cuya fuente de carbono es el glicerol
(BMGY), en este medio la cepa genera la biomasa suficiente para dpepeé®-dirigir la
maquinaria celular hacia la prodife de la proteina eHN al cambiar la fuente de carbono por

el metanol.

A lo largo del trabajo experimental se buscaron las condiciones éptimas para lograr la
produccion de la proteina, tomando como referencia lo realizado por otros autores y un factor
clave para incrementar la produccién fue llevar la cepa a expresion a altas densidades celulares
en mediocon glicerol BMGY) pero tomando a las células en la fase de des aceleracion, fase
en la cual las células aun tienen un porcentaje de viabilidad laltenymetabolismo. Por ello,

el crecimiento de la cepd33-eHNs2576 S€ caracteriz&n medio BMGYcon el objetivo de
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conocer el comportamiento de la cepa a lo largo del tiedgierminanddos aumentos dia

biomasaen laque el cultivo abarca todas laessés de la curva de crecimienEn primera
instancia fue necesario conocer el peso seco de la levaduraeadifgrentesvalores de D.O.
y construir un grafico de peso seco¥®. Para esto, la cepge cultivoen medio liquido
(BMGY) hasta saturaciomomando muestras a diferentealores de D.OLas células se
recuperaron por centrifugacion, se eliminé el sobrenadante, el paquete se coiQel€ &

se liofilizo para finalmente cuantificar el peso seco que le corresponde a cada (figesra

32).
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Figura32. Peso seco d®. pastoris Peso seco en gdorrespondiente a diferentes unidades de absorbancia en
medio de cultivo BMGY la flecha en rojo sefala el peso seco para 1 unidad de absortpa@cia

corresponde a 1.12 g/l

Como se puede ver enflgura 32, los datos experimentales se ajustan a una linea recta
con un valor de Rde 0.99, adecuada para realizar los célculos. Al utilizar la ecuacién de la

recta se calcula que 1 unidad de D.O. a 600 nm corresponde con 1.12 g/l de peso seco.
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Conociend el peso seco de la levadura en el medio de cultivo BMGY, se obtuvieron
los datos experimentales para construir la curva de crecimiento celular a lo largo del tiempo.
Los datos experimentales se ajustaron al modelo de crecimiento celular, del cuatiseoobtu

los parametros cinéticos de la levadfiigura 33).
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X33 X33-eHN, o6

X max (g/L) 10.692 10.512
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T duplicacién (horas) 3.536 3.521

Figura33. Crecimiento deP. pastorisesn medio BMGY. (a) Qurva de crecimiento celular ajustado al modelo de
crecimiento celulade la cepa X33 (en azul) y la cepa X33Ns,.576(r0jo), l0s punbs representan los

datos experimentales, (b) parametros cinéticos de las cepas durante su crecimiento en el medio.

En la figura33ase puede observé curva de crecimiento celular de la cepa X338y
la cepa X33HNs,576a lo largo del tiempoNo existen diferencias significativas entre ambas
curvas al utilizar como fuente de carbono el glicefmhbas cepas tienen un comportamiento

tipico de crecimiento con sustrato limitado y experimentalmente se comportan como la
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relacion propuesta por Monod (ecigac de crecimiento celular)Ambas cepa tardan
aproximadamente 6 &én salir de la fase de latencia, a partir de lak [E3 cepas entran a la

fase exponencial y se matten en esta fase hasta 2ddspués de iniciar el crecimiento del
cultivo, la fase d desaceleracion corresporalaproximadamente a las 24 h hasta las @8l h
cultivo, por dltimo las cepas entran en la fase estacionaria a partir de las 30 h del cultivo,
donde ya no se observan incrementos significativos de biomasa, indicando queocehgatt

los nutrientesen la figura 33b se muestran los parametros cinéticos de crecimiento obtenidos
durante del ajuste al modelo de crecimiento celllas c@as llegan a tener como maximo
entre 1011 g/l de biomaséXmax) una vez que segataron losutrientes ycorresponde a la
mayor cantidad de biomasa que se obtendra de cualquier cultivo en BMGY. La velocidad
especifica de crecimiento maxinj@amax) para ambas cepas es de Q.tOque indica que
ambas cepas tienen constantes de consumo de ntrigntdes. Finalmente ambas cepas
tienen tiempos de duplicacién de 3.5 h, lo que indica que necesitan de este tiempo para
duplicarse cuando estan a su maximo metabolifistms parametrosdican queenla cepa
X33-eHNs,2.576 donde se encuentra incorporadb ORF del gen eHNno hubo cambios
significativos en sus parametros cinéticos, por tanto la viabilidad celular no se alteré y la

incorporacion de ADN foraneo no altera la capacidad de crecimiento de la levadura.

Tiempos de duplicacion prolongados, asmo valores altos de biomasa han sido
reportados poChanget al.,en 2006, al optimizar los pardmetros cinéticosPdgastorisen
medio rico utilizando como fuente de carbono la glucosa, donde reportan valores de biomasa
maximos de 14.3 g/l y tiempos daplicacion det.2 h por ello se puede decir que es tipico de
esta levadura alcanzar valores de biomasa muy altos y tiempos de duplicacion prolongados.
Por otro lado, podemos observar que la fase exponencial, donde podemos tomar las células a
su maximo m&bolismo para inducir la expresion, es una fase amplia destie labasta las
24 hde haber iniciado el cultivo. Por tanto se puede tomar el cultivo hasta antes de 8 g/l en
donde la mayoria de la biomasa todavia no entra a la fase de desaceleracion.
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8.7.Expresion del eHN

Una vez onocida la curva de crecimiento de la levadura en medio BMGY se eligi6 6 g/l de
peso seco como la mejor muestra para tomar el cultivo e inducirlo a expest®rgato
corresponde a 20 dhe crecimiento y 8 unidades BeO. a 600 nmEn este tiempo las células

se encuentran a su maximo metabolismo ya que estan enddsgexponencial y antes de la

fase de desaceleracion, ademas es una cantidad de biomasa significativamente alta para

inducir la expresion y aumentar laoguccion de proteina.

En primen instancia se monitoéela expresiénintracelular @l ORF del gereHN por
medio de RTPCR yla presencia de la proteina peesternblot, durante 4 dias de expresion
con metanol. Esto comgrimer indicativo de que bajo lasondiciones experimentales
recomendadas por elamual de Invitrogenfuesen las adecuadas para indlairanscripcion
En la figura 34a se observa el producto deAR del mensajero de la proteina eHiN
mensajero de la proteina esta presente desdifaelino de expresion con metanol y se
mantiene a lo largo de los cuatro dias de expresidon sin cambios significativos, este amplicdn
estdausente en el control negativo correspondiente a la cepa X33, por ello el fragmento

observado corresponde al mensapsr@HN.

Figura 3}. Produccion intracelular de eHN enX33-eHNg, 576 (2) RT-PCR amplificando el mensajero de eHN,
(b) western blot de la fraccion intracelular usando el anticuerpiycs (M) marcador de peso

molecular, (1) cepa X33, {&) uno a 4 diasedexpresion eX33-eHNsp.576.

Por otra parte, en el ¥gtern blot podemos visualizar la presencia dedefma eHN
intracelularmente {@ura34b). La proteina eHN se produce también desde el diselpuede

observar un incremento de produccion porrisigad en el dia,2 partir de ahi la produccién
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se mantiene, esto puede ser a consecuencia de la salida de la proteina al medio extracelular, ya
gue una parte de la misma se produce y otra llega al medio extracelular. En el control negativo
de la cepa X3%ho se observa sefial, lo que nos asegura que la presencia de la sefal es
especifica para la proteina eHN ya que posee la etigineya g los anticuerpos monoclonales

estan dirigidos haciesta etiqueta

Por medio de este ensayo se puede concluir qoepla X33eHNs,.576 €S capaz de
expresar el ORF del eHNproducir la proteinantracelularmente gu produccién comienza
desde el primer dia de haber inducido la expresidnmetanoy dicha expresion se mantiene
en los 4 dias que se sonded el experimepor otro lado, en el ¥étern blot se observa la
presencia no solo de una sefal, si no de varias sefiales juntas correspondiente a proteinas con
pesos moleculares cercanos, esto puede deberse a la presencia de proteina en diferentes
estadios de procesamien parte puede tener aun el factor alfa, otra parte puede tener
diferentes patrones o formas inmaduras de glicosilatddmas de proteina listas npallegar

al medio extracelular

La produccién intracelular que implica la pérdida del factor alfa preteso de
glicosilacién ha sido descrito pAiessioet al, en2010,durante la produccion de saporinas en
la levadura. Describiendo que una vez producida la proteina recombinante partadasl
lumen del reticulo endoplasmatico donde comienza ekpmde glicosilacion, posteriormente
es fuertemente procesada en el aparato de Golgi por la peptidasa KEX2 para perder la sefial
del factor alfa y quedar con sutBrminal nativo, finalmente puede ser secretada al medio

extracelular o al sistema vacuolara su degradacion.

Autores como Xia et al., €012 recuperaron el cultivo 24 teespués de crecerlo en
BMGY y aumentaron a 6 dias de alimentacion con metanol para incrementar la produccion de
la angiogenina humana €. pastoris asi como también cuidan los parametros mas
importantes del cultivo como la temperatura y la agita Por otro lado, Fan et al., 20812
incrementaron la produccién de una xilanasa proveniente del Ramgilomyces thermophile
en P. pastorisal inocular el medio de exprési con hasta 6 unidades de D.O. y alimentando

con metanol por 5 dias. De esta manera, aumentar la biomasa del cultivo antes de inducirlo y
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prolongar los dias de alimentacion con metanol tiene mayores rendimientos de produccion de

proteina que lo recomendagdor el manual de Invitrogen.

Para la produccién extraceluldel eHN la presencia de la proteina fue sondeada por
western blot tomando una muestancentradalel medio libre de células por cada uno de los
dias de expresion con el objetivo sdlo de corroborar la produccibmanteniendo con
metanol hasta por 8 diasino que ademapara podedeterminar el di@e mayor produccion
de eHNen el medio libre de céluladdfira35).

Dias de expresion de X33-eHNg,.576

M X33 1 2 3 4 6 8
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Figura35. Produccién extracelular de eHN.(a) PAGE-SDS de lagproteinas del medio libre de células durante
la expresién deX33-eHNs,.576, (D) western blot con anticuerpos antmgc de las proteinas del

medio libre de células, (M) marcador de peso molecular

Como se observa en la figuBga, X33-eHNs,.576 produce poteinas extracelulares

partir del primer dia de alimentacion con metanol, esta produccion aumenta conforme
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aumentan los dias de expresion, sobre todo a pesos moleculares mayores a 40 kDa. A la altura
del peso molecular esperado para la proteina eHN &) Ee observa una concentracion
mayor de proteinas sobre todo a los dias 6 y 8 de expr@gthmitado en corchete en la

figura), por lo que son los dias en los cuales la levadura secreta mas proteinas extracelulares.
En comparacién con el control negati(proteinas de la cepa X33) no se observa gran
cantidad de proteinas extracelulares, por lo que estas proteinas pueden ser diferentes formas
procesadas de la proteina eHN con diferentes patrones de glicosilacion, por sboesario

el western blot.

Mediante el Véstern blot fijgura 35b) seconfirmdla presencia de la proteina eHN en
el medio libre de células, donde se observa una sefial especifica ausente en el control negativo,
lo que indica que la proteina llega al medio extracelular gracias al ft con un peso
molecularesperado. Por otra parte, la protefgadetectéa partir del dia 4 hasta el dia 8,
siendo el dia @l demayor produccion. La falta de sefial en los dias anteriores puede deberse a
que la proteina requiere de varios dias paandonar la célula o también pude deberse a que
las cantidades que la levadura secreta en los primeros dias de expresion son indetectables bajo
las condiciones experimentales a las cuales se realizaron los experimentos. Sin embargo, se
puede concluir quia proteina eHN es detectable a partir de 4 dias de expresion y que son los
dias minimos necesarios para producir cantidades significativas detreelNmedio libre de

células

En los experimentos realizados pdongkiettrakul et al. en 2009 al exprear el
ectodominio de una neuraminidasa de influenza aviar A/HSNR. grastorisencontraron un
comportamiento similar en cuanto a la produccion de proteinas extracelulares, por lo que la
levadura secreta bajas cantidades de proteinas a su medio extaestiillambién esta citado

en el manual de Invitrogen.
Las cantidades de proteina produciglda biomasa totabajo etas condiciones

experimentales (comenzando aridades dd.0. y alimentando por 8 dias con metarss)

compararorcon las condicionesstandares propuestas por el manual de Invitrogen, las cuales
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son comenzandowmnaD.O. de 1el medio de expresion y alimentando con metanol por 4 dias
(figura36).
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Figura 36. Biomasa producida por X33-eHNg,.57¢. Peso seco recuperadaoirante expresion ialentando con

metanol porcuatroy ocho dias.

Cono se puede ver en la figudé, hubo un incremento significativo de la cantidad de
biomasa recuperada después de someter a expresion 4 dias y ocho dias la-eefd%33
después de 4 dias de expred@ievadura produjo alrededor de 6 g/l de peso seco, mientras
que con ocho dias se recuperaron mas de 10 g/l de peso seco, esto significé un aumento del
40.64% al comparar ambos procedimientos; por lo que se puede concluir que bajo las
condiciones experinmtales bajo las cuales finalmente se llevé a cabo la expresion del eHN
tuvo un mejor rendimiento en cuanto a la cantidad de células presentes en el medio de cultivo
y esto esta relacionado con la cantidad de proteinas extracelularepouehusen en ¢ medio
(figura 379.
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Figura 37. Cantidad de proteina extracelular Proteinarecuperadgor 100 ml de cultivo erX33-eHNe,.57¢

durante expresion alimentando con metanol por cuatro y ocho dias.

La cantidad de proteina extracelular recuperada al llevar &sépria cepa X33
eHNs1.576 por 4 y 8dias de expresion también aumesigificativamente, como se observa en
la figura37. Por 4dias de expresion se pudieron recuperar casi 3 mg por 166 aultivo
mientras que por 8ias de expresion se recuperaramsrde 13 mg por los 100 ml de cultivo,
esto significa un aumento del 78.34% al comparar ambos procedimigatmsede concluir
que llevar a expresiboon metanolpor 8 dias y comenzar la inducciéon a altas densidades
celulares(D.O=8) tiene aumentos sidigativos en cuanto a la produccién de proteina
extracelular y estoesta relacionado con el incremento de la cantidad de la proteina
recombinante recuperaqaHN), esto es importante ya que facilita el trabajo experimental,

como lo son la purificacion y learacterizacion de la enzima.

8.8.Actividad enzimética del eHN
La actividad enzimatica deH®& se analizécon la proteina sialiladdetuina como

sustrato.en el medio libre de células de X3&HNs, 576 durante los dias de la expresion. Fue
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posible déectar laactividad enzimatica de laroteina desde el primer dia con una actividad
especifica de 10 nmol/min/mg. El aumento de la actividad fue progresivo a lo largo del
tiempo, alcanzando un maximo de 67 nmih/mg después de 6 dias de expresion. Desde
este dia en adelante, letimidad fue constantelemostrando que no son necesarios mas dias

de expresion para recuperar mayores cantidades de proteina recon{fionaatas).
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Figura 38. Actividad neuraminidasa en el medio libre de célulasActividad de la cepaX33-eHNg,576 & 10

largo de los dias de expresion.

Como control negativo se utilizé ekteacto de proteina a partir de medio libre de
células de la cepa X3l cual no mostré actividad neuraminidasa, demostrando que la
actividad presentadeepenece al eHNUn sobrenadante de cultivo de virus se utiliz6 como

control positivoyy mostid una actividad especifica d&8.nmolfmin/mg.

La ectividad de la neuraminidasa tambigs probdusandoMUNANA como sustrato
gue es un sustrato que tiene re@ssibilidadPara este ensayo se utilizé&dio libre de células
concentrado obtenido de X&BHNs.s576 a partir de 6 dias de la expresi@t cualpresento

49,385 unidades de fluorescencia relativa (RFU) en comparacién con el egtoaeniente
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de la cep X33 (control negativh que mostrdl577 RFU, este valor se considexdmo el
fondo de la prueba de la neuraminidesa este sustrato

Mediante estos ensayes demostrgue la l&#adura es capaz de producir una proteina
enzimaticamente activa sobre dasstratos especificos para neuraminidasas y la cual tiene
todos los elementos necesarios para ser funcional enzimaticamente hablando, por tanto la
levadura es capaz de realizar ciertos cambios postraduccidenabeables para la proteina

eHN, dentro deds que se pueden encontrar el plegamiento y la glicosilacion.

La produccion de proteinas enzimaticamente activas provenientes de humanos, hongos
y plantas erP. pastorisha sido reportado por muchos autores en los ultimos afios. Wang et al.,
en 2014, repaaron la expresion de la proteina MAP30 d&omordica charantia
funcionalmente activa, la cual ha tenido interés significativo al poseer actividad antitumoral y
antiviral. Fazlalipour et glen2015, expresaron las proteinas E1 y E2 del virus de laitiepat
C funcionalmente activas dp. pastoris,consideradas buenas candidatas para una vacuna.
Kaewthai et al.,en 2010, expresaron varias hidrolasas provenientes de los genes XTH,
funcionales en la levadura proveniente de la cebada, demostrando su pahaagstudiar el
sistema proteolitico de la herbacea. Shi et el.2007, expresaron una catalasa humana
funcionalmente activa en la levadura, la cual tiene importancia en el desarrollo de algunas
enfermedades. Kang et alen 2012, también tuvieron éxit al expresar una quitina
desacetilasa proveniente @elletotrichum lindemuthianumg Salah et al.en 2009, también

lograron obtener una lipasa provenientdRtizopus oryzae

8.9. Estudios cinéticade la eHN

La proteina eHN procedente de los medioeflde células fue utilizada parealizar estudios
cinéticos, conocer si mantenia su actividad enzimatica datos importantes como sus
parametros cinéticos. Para este fin, una concentracion estandar de enzima cuantificada (2.27
ug) fue utilizadaen todos los ensayos. Se realizaron primero las cinéticas a diferentes
concentraciones del sustrato fetai(desde 1 hasta 5 mg/ml) provenientes de un solo stock

concentrado de 10 mg/ml y se variaron los tiempos de reacciée demgh hasta Gt min,
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punto en el cuase observo que las curvas tendieron a la asintota, finalmente los nmoles de

acido neuraminico liberados fueron graficadespecto al tiemp(figura ).
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Figura 3. Cinéticas de reaccion enziméticalLiberacion de los nmoles de &cido neuramiréoofundéon del
tiempo de reaccioa diferentes aacentraciones dedustrato fetuia variando el tiempo de reaccion a
una concentraén estandar de la proteina eHNos ensayos fueron realizados por duplicado y en dos

corridas completas diferentes.

Como se puedebservar en ldigura 39, la liberacién de acido neuraminico a lo largo
del tiempo generd curvas que mantienen penese prolongadas desde losnin hasta
aproximadament&5 min, a partir de los cuales las curvas tienden a la asihtstgpendientes
aunmentanconforme la concentracion del sustra®incrementaen las concentracion@sas
altas de 4 y 5 mg/ml, las pendientes tienden a transponerse, lo que indica que la reaccion
comienza a llegar al punto de saturaci®a.construyo la curva de saturacdla enzima por
el sustratacomandola velocidad de reacciéde cada una di&s diferentesinéticas(figura
40).
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Figura40. Curva de saturacionde la proteina eHNpor el sustratofetuina.

Como se puede observar en la figdBase obtiene la curva dmaturacion del eHIgara
la fetuha, teniendo que a 5 mg/ml de fatai la enzima se encuentra saturdglatipo de
grafico corresponde a una cinética tipica de Mich&ééaten

Los parametros cinéticos determinarorcon la re@resentacion de LineweavBurk
(figura4l).
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Figura4l. Represeracion de LineweaverBurk. Reciproco de los valores dicurva desaturaciordel eHN

por lafetuinacomo sustrato.
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Como se puede observar en la figdh los puntosse ajusta en una linea recta
calculando en kintersecciones de los ejesWaax con un valor d227.3nmol/min/mgy la
Km de 2.86mg/ml.

En un trabajo precedentele SantosLépez en 2000, purificé parcialmentepor
cromatografia de filtraciéen gel, la proteinaHN de la cepd@AC1ly al utilizar el sustato
fetuina, obtuvo una Vmax de581 nmol/min/mgy una Km del.4 mg/ml. Al comparatos
valores la proteina recombinante eHN posee una Vmax menor diié e PAC1 y una Km
parecida, siendo del mismo orden de magni&sio indica que la eHN posgeopiedades
cinéticas similares en cuanto a la afinidad por el sustrato (Km), teniendo una velocidad de
catalisis un poco menoiEsto Ultimo, puede deberse a las caracteristicas de la proteina
expresada en levaduyrga que no solo fue exprewaen un sistema hefdogo, sho que
ademas no es la proteina complgt,quese expresd Unicamente el ectodominio, aunado al

hecho de que la proteina tiene las etiquetaycy 6His.

Sera interesante posteriormente, realizar las cinéticas con el eHfitador y
utilizando tanto étuiha como otros sustratamas especificoc o mo Si al i | (U2, 3)
MUNANA (sustrato fluorescentg) comparar logparametros cinéticos obtenidos de la HN

nativa.

8.10. La proteinaeHN es reconocida por sueros de cerdos infectadodPorPV

Dado que el objetivo principal del trabajo fue producir el eHN con propiedades
inmunogénicas, en una primera instancia se avaluantigenicidad de la proteina eHiNn

una colecciéon de sueros de cerdos infectadosPooRYV proporcionados por la Dra. Sandra
Cuevas del INIFAP. Estos sueros pertenecen a animales de granjas del Bajio Mexicano, donde
actualmente circula el virug.a prueba se basa en un reconocimiento por western blot, donde

la proteina eHN de la levadus& incuba con los sueros. Los resultadizseste ensayo se

pueden observar en la figutd
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Figura42. Antigenicidad de la proteina eHN Reconocimientaon sueros de cerdos infectados EmmPVen
western ot. (a) Suero de cerdo infectado experimentalmente BorP\A\PAC3 (UNAM, México,
DF), (b) hembra infectaddel Estado de Méxicdg) Guanajuato(d) Pab Alto-INIFAP, México, DF,

(e) suero de cerdo libre de infeccion

En la figura anterior se puede observar qoa muestra de suero de cerdo infectado
expeimentalmentecon la cepa@AC3 reonocid el &IN recombinante a partir de 4 dias a 8
dias de expresiorfigura 42a), esta muestra corresponde a un cecdo altos titulos de
anticuerpos contrRorPVy consignos clinicos evidentes de infecci@atos proporcionados

por la Dra. Sandra JuletCuevas Romero)as muestras de suero de cerdos infectados con
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cepas que circulan actualmente en las granjas en elcamti® de México, la llamada regién
del Bajio (estados de Guanajuato, Querétaro, Aguascalientes y Jaéscuiljzaroncon el
misno objetivo. Todos los sueros probados reconde@roténa éHN, con diferente afinidad

y especificidad Una mustra de hembras de reemplazo convaleciedge una ganja
persistentemente infectada Zumpango (Estado de México) mostr6 baja deciéa parda
proteinaeHN (figura42b). Una muestra de una hembra de reemplazo inedeaGuanajuato
reconocidel eHNa los 6 y 8 dias de expresiomg(fra42c) y una muestra de una hembra de
reemplazo infectaexperimentalmente eel INIFAP reconocidla proteinaen el dia 8 de
expresion (Figura2d). Una muestra de cerdo sano se utiliz6 como control negativo (figura
42e), lo que indica que las proteinaativasde la levadura no tienen ninguna reactividad
contra los antiuerpos de los cerdgsel resultado es cofuyente para afirmar que los sueros

infectados cofPorPVson capaces de reconocer la proteina.eHN

Mediante estos ensayos se puede decir que la proteina eHN de la levadura tiene
elementos estructurales muy similares a la proteina HN nativéPa#lV ya que los
anticuerpos anti HN son capaces de reconocer la proteina de la levadura a pesar de provenir de
cepas diferentes a la de PAQdepa de la cual proviene el eHN)or ello la proteina
recombinante seria un buen antigeno para considerarlo en pruet&gmiEstico como el
ELISA. Por otro lado, tambiése probaron otros sueros positivoB@PVde la coleccién del
INIFAP, los cuales teah altos titulos de anticuerpasntra la proteinddN, medianteel
ensayo de ELISAndirectq el cual es un ensayo detdccion mas rapida y de preferencia a la

hora de analizar muchas muestras presuntigh&lo a su facil elaboracion y bajo costo
Como se observa en la figura 43, dos muestras de sueros de cerdos infectados tuvieron

una D.O. de mas del doble respectaaitrol negativo (suero de cerdo libre de infeccion) en

el ensayo de ELISA.
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Figura43. Reconocimiento de eHN por sueros de cerdos infectadd®econocimiento mediante ensayos de
ELISA indirecto, Suero {) libre de infeccidn, Suero 9670 pertenecienteeed@ infectado en la

UNAM, Suero OP3 pertenecienteiacerdoinfectado deGuanajuato

Este resultado es util para disefiar un método de diagndstico de la EOA por ELISA. No
obstante, sera necesario realizar un estudio con un mayor nimero de muestra®sle cer
infectados y no infectados para determinar la linea de corte para establecer la especificidad y

sensibilidad de la prueba

Mediante estos ensayos de antigenicidad se puede confirmar que el antigeno eHN
posee caracteristicas antigénicas muy similarés @roteina nativa del virus, ademas; las
muestras usadas en estos ensayos corresponden a animales del pie de cria, que son hembras
destinadas a la reproduccion y que tienen mayor valor para el granjero, dichas hembras son

animales jovenes con no mas dstpartos estando en la edad optima para la reproduccion.

Por todo esto, el poder detectar, mediante este antigeno, animales infectados con
PorPVa tiempo para evitar la propagacion de la enfermedad es de primordial importancia para
la industria porcica del Bajio y sobre todo en lo que se refiere a las hembras del pie de cria,
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en las crias y en los sementales, los cuales tienen mayor valor econémico, asi como en los

animales convalecientes de los cuales se desconoce su capacidad de ser infectivos.

La estrategia de determinar la antigenicidad de las proteinas recombinantes expresadas
en P. pastorismediante western blot usando sueros infectados ha sido usada en las proteinas
de tipo inmunoglobulina leptospiral y la lipoproteina inmunodominante (LippB&ducidas
por Hartwig et al., en 2010 y evaluadas con sueros de pacientes infectados con leptospirosis,
los cuales lograron observar un reconocimiento especifico para dichas proteinas en western
blot, demostrando la importancia de utilizar estos antggara la deteccion oportuna de la
enfermedad

8.11. Purificacion del eHN

La cromatografia de afinidad por iones metélicos inmovilizados se basa en la afinidad que
tienen las histidinas por el niquel, aprovechando esta caracteristica, la protein@ eHN s
purificd en un solo paso gracias a la presencia de la etiqueta de 6 histemnein@l. Por ello,

el eHN del medio libre de células concentrado por precipitacion con sulfato de amonio, se
purific6 mediante cromatografia de afinidad y la proteina sepezdé en un proceso de
purificacion de un solo paso desdste medio y se eluyé usandidazol, que tiene una
estructura muy similar a las histidinas. Todo el proceso de purificacion se siguié midiendo la
D.O. de todas las fracciones de elucién de laroolide cromatografia y construyendo un
cromatograma de D.O. vs volumen de elucién, lo cual ayuda a entender el proceso de
purificacion y arroja datos importantes acerca del proceso, como lo son la calidad del
empaguetamiento de la columna, perfil de elusié las proteinas, tiempo, gfiigura44).
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Figura44. Perfil de elucion del proceso de purificacion Purificacionpor cromatografia de afinidade dones
metalicos inmovilizadodel eHN Columna con 1.5 ml de resina y 3 ml de proteinas del mediadibre

células concentrado con el eHN.

En la figura44, se muestra el perfil de elucion de la cromatografia, en los primeros 3
ml que eluyen de la columna no hay proteinas, es el volumen muerto necesario para que la
muestra de proteina entre en contacto cma tla resina, posteriormente con el tampdn de
lavado eluye un gravolumen(4allml)est e pico corresponde a | a
que son todas las proteinas contaminantes que no han tenido afinidad por la columna, las
cuales llegaron hasta 0.450.a 280 nm Despu®s del pico del AN
regresa al equilibrio, llegando la absorbancia a cero, por tanto, se han logrado eliminar todas
las proteinas contaminantes mediante los lavados. Posteriormesiigysesl eHN con el
tampon de elcion que tienealtas concentraciones de imidazsk observan dos picos
continuos en el volumen de 16 a 22 moh presencia de dos picos juntos puede deberse a
proteinas con pequefias diferencias en cuanto a peso molecular o también pueden ser dimeros
de b misma proteina. Finalmente la columna regresa al equilibrio al regresar la absorbancia a

cero, por ello se logra eluir toda la proteina de interés que estaba pegada en la columna. Con
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esto, se puede decir que el proceso de purificacion siguié un comigortia tipico de una
purificacion por cromatografia de afinidad y qograrecuperauna fraccion de proteina que
tuvo afinidad por la columna durante la elucion, sin embargo; el analisis de las fracciones fue

necesario para corroborardeesencia de lmisma (fgura4bs).

100--
70=

50

e | -s0kpa

Figura45. Proteinas del proceso de purificaciéon del eHNSDSPAGE: (M) Marcador de peso molecular, (1)
muestra antes de purificacion, (2 y 3) fraccién del no pegado, (4 y 5) eluciones, (6) western blot de la

elucion.

Como se muestran la figura45, existen algunas proteinas contaminantes en la
muestra que entra a la columna de purificacidon, sobre todo de pesos moleculares mayores a 50
kDa, que corresponden a proteinas secretadas por la leveidura45, 1), estas proteinas
contaninantes se logran elimindurante los lavadosigura45, 2 y 3) estando presentes todas
las proteinas de pesos moleculares altos, finalmente en las eluciones se observa la presencia de
dos bandas con peso molecular muy similar y cercanas al peso rmradet@HNesperado de
60 kDa (figurad5, 4 y 5). Estas dos bandas analizarompor western blot pa confirmar que
se trataran del eHNigura 45, 6) dondese obtuvo la sefial esperada para la proteina eHN,
donde se aprecia sefal para ambas bandas, purelse puede decir que en el proceso de
purificaciébn se obtuvo la proteina de interés y estas dos bandas corresponden al eHN, que
pueden ser proteinas con patrones de glicosildigéramenteadiferentes o proteina procesada
de diferente forma en el sistande membranas, sin embargo el objetivo de eliminar las
proteinas contaminantes se logronservando la fraccion que tuvo afinidad por la columna y
gue corresponde a proteina con peso molecular similar al esperado, ademas de que da sefial en
western blot yposee actividad neuraminidasa, por tanto corresponde al eHN producido por la

levadura. El rendimiento de este proceso de purificacion para 100 ml de medio libre de células
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concentrado(correspondiente a 1000 ml de medio libre de células) fue de 92%.elo qu
represental.2 mg del eHN puftabla3). La actividad especifica se increment6 5.3 veces, lo

qgue indica que se eliminaron las proteinas contaminantes y se recuperé la mayor parte de la
actividad total. Con un factor de purificacion de 5, la cepa-&3R,.576 produce pocas
proteinas contaminantes en el medio libre de células, lo que facilita el proceso de purificacion.
Estas cantidades fueron suficientes para inmunizar a los ratones, para lo cual se usaron 5 pg de

proteina por cada animal.

Tabla3. Rendimiento del proceso de purificacion Purificaciondel eHN a partide un Idel malio libre de

células
Paso de Actividad SEbing Actmsi:ad Rendimiento  Factor de
purificacion fotal fotal pspecifica (%) purificacién
(nmol/min) (mg) (nmol/min/mg)
Medio libre de
celiids 298 .1 6.9 43.2 100 1
concentrado

(10X)

Elucion

(Ni-NTA 276 1.2 230 92.58 532
agarose)

Como se observa en la tallapara 1 Lde medio libre de células se recuperaron 1.2
mg de proteina de interés con un rendimiento del 92%. Esteseafmuede comparar con lo
obtenido por otros autores que han expresado proteirRspastoris,como Weiss et alen
1995, que recuperaron 1 mg/l del receptor de serotonina del raton al recuperarla del medio
libre de células de una cepa Muambién Brakamp et al.en 1995, recuperaron 10 mg del
medio libre de células de la proteina ghilanten de una cepa Mientras que Vozza et an
1996 recuperaron 21 mg de una enterocinasa secretada por una cép®dvillo, los
rendimientos de los procesos expresion en la levadura varian ampliamente dependiendo de
la proteina que se esté expresando, pero la cantidad de proteina recuperada del medio libre de

células siempre son cantidades bajas que rondan los mg/l.
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8.12. Produccién de anticuerpos anti &H

Después de confirmar la presencia de la proteina eHN por Western blot y la actividad
enzimatica en las eluciones del proceso de purificacion, estas muestras se dializaron contra
agua y se conservaron por liofilizacion. Posteriormente, 5 pg de la prgienaa se
resuspendié en un amortiguador de PBS con 5 pg del adyuvante ISCOM8yukzante
AbISCO-100 (Isconova AB, Uppsala, Sweden) es una formulacion de saponidas!idg
saponariacon colesterol y fosfolipidos como ISCOMs (Complejos inrrestemularnes),
actualmente llamaddatrix-Q (Isconova AB, Uppsala, Sweden) y ha tenido buenos resultados
para estimular el sistema inmune. Esta mezcldaiksd para inmunizar ratones de la cepa-CD

1 via subcutanea y se monitoreé la produccion de anticuerposifiesgecontra eHN
mediante ELISA indirecto tomando muestras por puncion de la cola y finalmente los animales
fueron sangrados via intracardiaca recuperando aproximadamente 1 ml de suero por animal
La produccion de los anticuerpss siguida lo largo deds 28 dias que duré la inmunizacién y

fue comparado con los animales que fueron inmunizados Unicamente con la proteina y

aquellos inmunizdos con PBS (control negativ@@gura 4).

1.00
eHN +ISCOM s

0.D. (450 nm)
[ =]
3

0.254

0.00 , ,
0 7 14 21 28

Dias post-inmunizacion
Figura46. Produccién de anticuerpos antieHN por ELISA . Los sueros déos ratones inoculados se valoraron

por ELISA indirecto.(eHN+ISCOMSs) ratones inmunizados con la mezcla adyuvante proteina eHN,

(eHN) ratones inmunizados sélo con la proteina eHN, (comatdnes inmunizados sélo coB®.
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Como se muestra en lé@gtdira 4, los anticuerpos obtenidos reconocen la proteina
durante los ths de inmunizacion y aumentan el tiempo en los ratones inmunizados lkeon
mezcla de proteinadyuvantela produccidén de anticuerpoataeHN fue significativamente
mayor queen los animale inmunizadoginicanentecon la proteina, 10 que sugiere que la
mezcla protein@adyuvante potencia la respuesta inmune para generar anticu&ipos.
embargo la proteina por si sola es capaz de generar respuesta inmune en los Estmales.
confirma que lgroteina recombinante producida en la levadura tiene los elementos necesarios
para generar una respuesta inmune en ratones, incluso sin adyuvante, en comparacion con los
ratones de control negativos (inoculados &BS). Las diferencias en la densidad dgdue
van desde 2 &8 vecesde aumentose obtuvieron en el grupproteinaadyuvante en
compaacion con controles negativos a lo lag tiempo.El suero de los animales control
inoculados con PBS no mostraron aumentos significatides D.O. durante todcel
experimento y estos niveles se consideran como el fondo de prueba. Con estos sueros se
llevaron a cabo los ensayos de seeotralizacion para determinar si puedahibir la

replicacién del PorP¥n cultivo celular.

Sjolander et al., en 1998, esbiid una revision acerca del uso de los ISCOMs como
adyuvante, dando varios ejemplos de la utilidad de este adyuvante. En el caso de la produccion
de anticuerpos anti influenza, la administracion subcutédnea en ratones de 0.01 pg de antigeno
con el adyuvantéSCOM indujo buena respuesta inmune y con las proteinas gp340 \LHSV
de las cuales se necesitdO dé lig para generar respuesta. Estos resultados fundamentan el
uso de ISCOMS en la produccion de anticuerpos y respaldan la estrategia seguida por nosotros
para generar anticuerpos anti eHN en ratones.

8.13. Creacion de umndculo de trabajalel PorPVcepa PAC1

Para propagar el virus PACL1 se utilizo la linea celularlBKcélulas de rifidn de cerdo). El
concentrado del virus se utilizé para infectar unacalde 25 cfcon un porcentaje de
confluencia del 90% ejando la infeccion por 72, hiempo durante el cual se monitoreé el
efecto citopatico para observar el progreso de la infeccién y detenerla cuando se tuviera un
porcentaje de células viables poco orapl 50%. El segundo pase del virus se realizo
tomando el sobrenadante del primer pase para infectar una segunda caja de céluas de PK
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al 90% de confluencia y se monitore6 el progreso de la infeccidén por efecto cit¢fgtica
47).

Figura 4. Propagacion delPorPV cepa PACL1 en la linea celular PKL5. (a) células PKL5 libres de infeccion
con un porcentaje de confluencia del 90%, (b) célulad Pk fectadas coRorPVcon presencia de
sincicios. Las flechas indican el lugar donde se observan vamim$eos provenientesedvarias

células en el sincio. Vista al microscopio 6ptico 40X.

Como & puede observar en la figurdadquelas célulasPK-15 crecen formando una
monocapa uniforme cuando llegan a confluencia, se puede observar el limite débfamaem
celular de cada célula con su nucleo bien delimitado. En el caso de la linea de rifién de cerdo
se observan nudcleos grandes y una gran cantidad de particulas sélidas en el citoplasma vy el
nacleo celular, asi como también en los sobrenadantes si tiensecuidado de cambiar
constantemente el medio, por otra parte, despuds iéeccion conPorPV (figura 47b) se
puede observar el efecto citopatico éerPV durante su replicacion en la linea celular,
gracias a la proteina de fusién F y a la HNyvirus puede fusionar membranas celulares
generando células gigantes multinucleadas conocimo® sincicios (sefialadas por medio de
flechas) lo que nos indica que el virus se encuentra replicandose activamente. Del segundo
pase se realiz6 una dilucién paréectar una caja de 75 émgenerar el inéculo con lo cual se
trabajaron los ensayos de seeutralizacion. El indculo de trabajo consistio en alicuotas de
100 pl del concentrado viral del tercer pase. Las alicuotas del virus se almacenaron en
congelaabn a-70°C y cada alicuotse utilizé Unicamente para un solo ensays virus en el

indculo de trabajo se titularon por placas liticas. Se requiere un numero de placas contables
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