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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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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 Mexico. It was observed
by the first time at La Piedad, Michoacan, in 1980 and was spread faster to others states of
Mexican Bajio. BED was characterized by neurological, respiratory signs, reproductive
failure, mortality in piglets and the development of blue opacity in the corneal in low
percentage of infected pigs. The etiological agent is a paramyxovirus initially called La
Piedad, Michoacan Virus (LPMV) and then, classified as Porcine rubulavirus (PorPV-
LPMV). This virus exhibits in its envelope the hemagglutinin-neuraminidase (HN)
glycoprotein that is involved in cell receptor recognition and attachment, as well as possess
neuraminidase activity (sialidase) that contributes to virus release. HN is the most
immunogenic and a major target for vaccine development. Several studies indicate that the
HN ectodomain (eHN) has the most important epitopes, the glycosylation sites and active
domain. Therefore, we report in this study the obtaining of ectodomain of PorPV HN
(eHN) through the Pichia pastoris expression system. Due to the capacity of the yeast to
grow in simple mediums, produce proteins with posttranslational modifications, the
security due to the absence of toxins and oncogenes. The eHN open reading frame (ORF)
was amplified from the PACL1 strain of by PCR, then, was subcloned into pPICZaB-eHN
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 Mut® was obtained in the transformants. The phenotype was
confirmed by PCR and growing the transformants in the MMH differential medium with
methanol. The strain was named X33-eHNsz576 and was carried to expression using
methanol as unique carbon source and inducing in high cell densities, with 8 days of
feeding with methanol. The eHN expressed into P. pastoris X33 was recovered from cell-
free medium, featuring up to 67 nmol/min/mg after 6 days of expression. With the
Lineweaver-Burk representation, were obtained the kinetic parameters of the eHN, was
obtained 227.3 nmol/min/mg of Vmax and 2.86 mg/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
chromatography with 92% yield and recovered 1.2 mg of purified protein by each | of
culture. The eHN induces antibodies in mice strain CD-1, after immunization during 28
days with specific recognition in ELISA test. These antibodies were able to inhibit
replication more than 80% by viral neutralization assays in cell culture. These 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 a serological
diagnostic test.

Key words: Porcine rubulavirus, hemagglutinin-neuraminidase, eHN, Pichia pastoris,
PorPV, Blue eye disease.
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Resumen

La enfermedad del ojo azul (EOA) de los cerdos, es una enfermedad viral endémica en
México, se detectd en La Piedad, Michoacan hacia el afio 1980, propagandose rapidamente
hacia otros estados del Bajio Mexicano. Se caracteriza por producir signos neuroldgicos,
respiratorios, falla reproductiva, mortalidad en lechones y por el desarrollo de una opacidad
azul en la cérnea en un bajo porcentaje de animales infectados. El agente etioldgico es un
paramixovirus llamado inicialmente virus de La Piedad Michoacan y clasificado
posteriormente como Rubulavirus porcino (PorPV-LPMYV), el cual muestra en su envoltura
la glicoproteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN), presenta actividad hemaglutinante y
neuraminidasa, ademas de ser la mas inmunogénica y un objetivo importante para el
desarrollo de vacunas. Diversos estudios sefialan al ectodominio de la proteina (eHN) como
la region que posee todos los epitopos inmunogenicos, los sitios de glicosilacion y el sitio
activo. Por ello, en este estudio se describe por primera vez, la obtencion del ectodominio
de la HN del PorPV a traves del sistema de expresion de Pichia pastoris, debido a la
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 amplifico por PCR el marco de lectura del gen del eHN de la cepa de
PACL, posteriormente fue subclonado en el vector de expresion (pPICZaB-eHN), el cual
fue corroborado por patrones de restriccion y secuenciacion, posteriormente se integro a la
region promotora de AOX1 por desplazamiento en el cromosoma de la levadura, dando
como resultado un fenotipo Mut”, el cual se determind mediante PCR y crecimiento en
medio diferencial con metanol (MMH). La cepa resultante fue denominada X33-eHNg:-57,
la cual fue llevada a expresion utilizando como fuente de carbono metanol e induciendo la
expresion a altas densidades celulares con 8 dias de alimentacion con metanol. ElI eHN
expresado en la cepa de P. pastoris X33 se recuperd en forma soluble a partir de medio
libre de células, observandose hasta 67 nmol/min/mg de actividad neuraminidasa después
de 6 dias de expresion. Con la representacion de Lineweaver-Burk se determinaron los
pardmetros cinéticos del eHN, se obtuvo un valor de Vméx de 227.3 nmol/min/mg y una
Km de 2.86 mg/ml. El eHN fue reconocido en western blot y ELISA por el suero de cerdos
infectados con PorPV perteneciente a cepas que circulan actualmente en granjas
persistentemente infectadas en la region del Bajio Mexicano. La proteina recombinante se
purific6 en un solo paso mediante cromatografia de afinidad de iones metalicos
inmovilizados con un rendimiento del 92%, recuperandose 1.2 mg de proteina pura por
cada | de cultivo. El eHN induce la produccion de anticuerpos en ratones de la cepa CD-1
después de inmunizar por 28 dias con reconocimiento especifico en la prueba de ELISA.
Estos anticuerpos fueron capaces de inhibir la replicacion del virus en méas del 80% en
ensayos de sero-neutralizacion viral en cultivo celular.

Estos estudios demuestran la obtencidn de una proteina (eHN) con caracteristicas similares
a la HN nativa y que puede ser un buen candidato para proponer una vacuna o utilizar el
antigeno en una prueba de diagndstico seroldgico.

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

VLPM: Virus de La Piedad, Michoacén

PorPV: Rubulavirus porcino

PAC: Produccion Animal Cerdos

HN: Hemaglutinina neuraminidasa

eHN: Ectodominio de la hemaglutininia neuraminidasa
PI: Post infeccion

SNC: Sistema nervioso central

INF: Interferon

PK-15: Linea celular proveniente 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 optica



iNDICE | 2016

INDICE
L INTRODUGCCION ...ttt s e e e e e e e s e e e nnr e e e nnaee e e 1
2. ANTECEDENTES ..ottt e e e e e e 4
2.1. La enfermedad del 0jo azul de 10s cerdos (EOQA) ......cccveiiiiniieniiieseese e 4
2.2. Seroprevalencia de la enfermedad del 0jo @zul ...........cccoeeviieiieii i 4
2.3. POSIbIE 0rigen del POIPV ........ooiiicceece ettt 7
2.4, CUAAIO CHNICO 1vvevveieie ettt e et e benreereene e 7
2.5. RESPUESTA INMUNE ...ttt bttt b e 11
2.6. Sinergismo del POrPV €on patOgenO0S. .......ccveiiviiiiieeie e sieesie e ste e se e 14
2.7. Avances en el diagndstico de la enfermedad ...........ccccooeiieiiiiciicce e 15
2.8. DESArrOll0 08 VACUNGS .....ccveieieiieie ettt ettt nnee e 15
2.9. AQENLE BLIOIOGICO ...ovvivieieiieieieeie ettt sa e 16
2.10. RECEPLON CEIUIAN ... 17
2.11. Distribucién del virus y efecto citopatico en infecciones experimentales ................ 18
2.12. Ciclo replicativo del POIrPV .........oooiiiiiiiiiieeeee s 19
2.13. Proteinas del PorPV asociadas a 1a envoltura ...........cccccoeiiiiiicnenecneneeeee, 21
2.14. La hemaglutinina neuraminidasa HN .............ccccooiieiiiii i 23
2.15. Expresiéon de la proteina HN del PorPV en sistemas heterdlogos ............cccceeveenen. 26
2.16. Pichia pastoris como sistema de eXPreSion ..........cocceieeerieirereine e 27
3. JUSTIFICACION . ...ttt 31
B HIPOTESIS ...t 31
5. OBJETIVO GENERAL DEL TRABAUJO .....ccoititiietie et 32
6. OBJETIVOS PARTICULARES.......cot ottt 32
7. MATERIALES Y METODOS ...ttt eeeeeee e s 33
7.1. Prediccion del ectodominio de la HN y de sus regiones antigénicas .............c.ccoe.... 33
7.2. Amplificacion por PCR del segmento codificante de eHN ...........cccooeviiieiiiieieennn, 33
7.3. Clonacién del marco de lectura del eHN en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt.. 33
7.4. Preparacion de células competentes de E. coli y transformacion ...............ccoccevvuenne. 34
7.5. Extraccion de ADN plasmidico (MaXipreps).....coveeeererenenenenieieee e 35
7.6. Subclonacion en el vector de expresion pPICZaB ...............ccccccveiiiiiiiieniiiiiienns 35
7.7. Preparacion de células competentes y transformacion de P. pastoris X33 ............... 36



iNDICE | 2016

7.8. Analisis de las transformantes de P. pastoris X33.........ccccoevviiiiieeresieseese e 37
7.9. Caracterizacion del crecimiento celular de X33-eHNg1.576 en YPD y BMGY ........... 38
7.10. Expresion de la proteina eHN en X33-BHNg1-576 «vevverververiieiieiieieiesese e 38
0 O = 1 OSSPSR 39
7.12. Electroforesis desnaturalizante € inmunodetecCion..........cccvvvvirieienene e 40
7.13. ENSAY0S BNZIMALICOS. ....c.eeuieiiitiieieiisie ettt 41
8 S (1o [ To S 1= oo LSS 42
7.15. Purificacion del €HN ..o s 42
7.16. INMUNIZACION A8 FATONES ....ocviivieiiiieiie et bbb 43
0 = I AN [ [ o (o PSPPSR 43
7.18. Obtencidn del indculo de trabajo del PorPV cepa PACL.........cccoocevevieiieneenee, 44
7.19. TIUIACION VITAL.....ciiiiiiieccee e e 44
7.20. Ensayos de Sero-NeutralizaCion .............ccccveiiiieieeie et 45
8. RESULTADOS Y DISCUSION .......cottotieieeeeeeteeeeeete s s snn e 46
8.1. Prediccion del ectodominio de la HN del POrPV ... 46
8.2. Amplificacion y clonacion del eHN ...........ccoooiiiiiiccce e 50
8.3. Construccion de un sistema de expresion para el eéHN ...........cccovveviiiiiicvecic s, 53
8.4. Obtencidn de cepas de P. pastoris productoras del eHN ..........ccccoveveveveieniieeene, 57
8.5. Determinacion del fenotipo MUL ..........ooiiiiiiieeree e 59
8.6. Caracterizacion del crecimiento celular de X33-6HNg2-576 «..coocvvvreerireieesiiiiieeseiiennn 64
8.7. EXPresion del €HN ........oovoiiiie e 68
8.8. Actividad enzimatica del EHN ..........cccooeiiiii i 73
8.9, EStUAIOS CINELICOS ... eviviieseeeieeieieie ettt sa e esaesaestenreeneens 75
8.10. La proteina eHN es reconocida por sueros de cerdos infectados con PorPV.......... 78
8.11. Purificacion del EHN.........ccooiiiiee s 82
8.12. Produccion de anticuerpos anti EHN ..........ccoviiiiiiiiie s 86
8.13. Creacion de un inoculo de trabajo del PorPV cepa PACL........cccocooeveiiienciienie 87
8.14. Ensayos de Sero-NeutralizaCion .............ccccveiieiiieeie et 89
0. CONCLUSIONES .....cooiiiiiieet ettt ettt ssane e 93
10. REFERENCIAS ...ttt sttt ettt naanesnens 95
11. TRABAJOS PRESENTADOS EN LA TESIS. ..ot 113



iNDICE | 2016

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Estados con seroprevalencia del PorPV para el afo 2011 .........cccccoevvieicicnnnnnnn 6
Figura 2. Opacidad COMMEAL...........ccccuiiiieiieii ettt 7
Figura 3. Alteraciones testiculares por POIPV .........cccoiiiiiiiiiicie e 8
Figura 4. Lesiones en la cola el epididimo por POIPV ... 9
Figura 5. Desarrollo de fetos MomifiCados ............ccocvriiieiiiiieici e 9
Figura 6. Concentracion espermatica en eyaculados de cerdos infectados ...............ccccue..e.. 10
Figura 7. Titulos de anticuerpos en cerdos infectados...........ccovvveriiieiieve e 12
Figura 8. Inmuno tinCion del POrPV .........cooiiiiiice e 17
Figura 9. Microscopia electronica del POIrPV ... 18
Figura 10. FOrmacion de SINCICIOS. .........ccuciieiieiieieeie ettt re e 19
Figura 11. Ciclo replicativo de 10S paramiXOVirUS ..........ccceeveeieieenesieeiee e eieseese e 20
Figura 12. Representacion esquematica del POrPV ... 21
Figura 13. Estructura del disacérido sialilo2,3galactosa ..........cccevvrererrirciiiecseseesee 24
Figura 14. Prediccion estructural de la hemaglutinina neuraminidasa.............cccccoevevveenenee. 25
Figura 15. Reconocimiento de las proteinas del POrPV ..o 26
Figura 16. Levadura P. PASTOFIS ........cccueirierieieiie ettt 28
Figura 17. Prediccion de la region transmembranal .............ccooooiiiiiiiiiiiiineceee, 46
Figura 18. Sitios potenciales de N-glicoSHacion .............cccccovviieiieii e 47
Figura 19. Analisis bioinformatico de la proteina HN del PorPV de PACL .........cc.ccecueee. 48
Figura 20. Obtencion del ORF del eHN ..o 50
Figura 21. Vector PIET-8HNg . .cueiieieiieiieie et eas 51
Figura 22. Patrones de restricCion PJET-EHNGg2 ...ccveveiieiieieciccece e 52
Figura 23. Amplificacion del eHN a partir de los vectores de exXpresion...........cccccveeveevenee. 53
Figura 24. Vector de expresion pPICZoB-€HNgE2-576. ... veivvereeeieiiieniiiesieseeeseeseesie e 55
Figura 25. Analisis del vector de expresion pPICZaB-eHNg2-576. .. vveveivereeieiiieneeiesieee 56
Figura 26. Secuenciacion del vector pPICZoB-8HNgE2-576+vcovveeveeiieiiiieiiieie e 57
Figura 27. Transformacion de P. pastoris con el vector pPICZaB-€HNg2-576....vccvecvvevennne. 58
Figura 28. Amplificacion de eHN en las cepas X33-6HNg2576+ . ververeerieereeriesieeneeriesennees 59
Figura 29. Integracion del vector recombinante al genoma de P. pastoris..........cc.ccovvuenne. 60

Vi



iNDICE | 2016

Figura 30. Determinacion del fenotipo MUL..........ccoccviieieeie e 61
Figura 31. Crecimiento en medio MMH ... 63
Figura 32. PeS0 SECO A P. PASIONIS ......eiiiiiiiiiiic ittt 65
Figura 33. Crecimiento de P. pastoris en medio BMGY .........ccccccevviiiiieineie e 66
Figura 34. Produccion intracelular de eHN en X33-8HNg2-576..cvverveeieiieieaieiieeneeriesieees 68
Figura 35. Produccion extracelular de eHN ... 70
Figura 36. Biomasa producida por X33-8HNg2-576 «««cveeeerreerieririienieniesiesieseeseeseesee e e 72
Figura 37. Cantidad de proteina extracelular ............ccccccooveviiiiiiieie e 73
Figura 38. Actividad neuraminidasa en el medio libre de células...........c.ccccoovvvveiiivernnnnn. 74
Figura 39. Curvas de velocidad eNZiMAtiCa..........ccoeirerieieiineieeees e 76
Figura 40. Curva de saturacion de la proteina eHN por el SUStrato............ccocevveerenieeriennen. 77
Figura 41. Representacion de Lineweaver-Burk...........cccccovviieiieii e 77
Figura 42. Antigenicidad de la proteina eHN...........ccoeoieiiiii i 79
Figura 43. Reconocimiento de eHN por sueros de cerdos infectados...........cccoevvervreninnne. 81
Figura 44. Perfil de elucion del proceso de purifiCacion ............ccococevereiiienineieneneesee, 83
Figura 45. Proteinas del proceso de purificacion del eHN ... 84
Figura 46. Produccion de anticuerpos anti-eHN por ELISA..........cccooe e 86
Figura 47. Propagacion del PorPV cepa PAC1 en la linea celular PK-15 .........c..ccccevnnneen. 88
Figura 48. Titulacion del PorPV PACL en la linea celular PK-15 ..o, 89
Figura 49. Ensayo de Sero-neutralizaCion ...........cccccceoveiieii i i 90
Figura 50. Disminucidn del porcentaje de infecCioN...........ccccvvevievi i 91
Tabla 1. Relacion antigénica de las cepas de PorPV aisladas de 1993 al 2003...................... 5
Tabla 2. Ecuaciones del modelo de CreCimiento ..........cocoveeereneiiiisiseeee e 38
Tabla 3. Rendimiento del proceso de purifiCacion ............ccccovveviiieiicce e 85

vii



INTRODUCCION || 2016

1. INTRODUCCION

La enfermedad del ojo azul (EOA) de los cerdos se detectd en granjas de La Piedad,
Michoacan, México en 1980 y se extendid a otros estados mexicanos como Guanajuato y
Jalisco (Stephano et al., 1988; 2000). El agente etiologico es un paramixovirus inicialmente
llamado virus de La Piedad Michoacdn (VLPM) y posteriormente clasificado como
Rubulavirus porcino (PorPV) (Lamb et al., 2005), provoca problemas neuroldgicos,
respiratorios, sindrome reproductivo; ademas se ha observado el desarrollo de una opacidad
de la cornea en 1 a 10 % de los casos (Moreno-Lopez et al., 1986; Stephano, et al., 1988).
La EOA genera pérdidas econdmicas causadas por el alto grado de mortalidad neonatal y la

infertilidad en los adultos.

Ramirez-Mendoza et al., en 1997, llevaron a cabo el aislamiento de cepas de virus a
partir de varios brotes con diferentes datos patoldgicos e historiales clinicos. Estos aislados
fueron nombrados Produccion Animal Cerdos 1 (PAC1), PAC2, PAC3, PAC4 y PAC5
(Ramirez-Mendoza et al., 1997; Reyes-Leyva et al., 2002). Estudios recientes indican que
en la regidn oeste de México, importante en la industria porcina, existe una prevalencia
seroldgica del PorPV entre 9 y 23,7%, las cepas que circulan actualmente son
antigénicamente diferentes, lo que sugiere que el uso de una vacuna con una solo antigeno
puede no ser suficiente para el control de la enfermedad (Escobar-Lopez et al., 2011). La
presencia de anticuerpos provenientes del virus en cerdos convalecientes que sobrevivieron
a una infeccién natural fue confirmada por Wiman et al., 1998, lo que sugiere que se induce
una respuesta inmune humoral duradera. Si se tiene en cuenta que la transmision es posible
a cerdos sanos, se resalta la importancia del control y prevencién de esta enfermedad

(Cuevas-Romero et al., 2014).

El PorPV es un virus pleomorfico de la familia Paramyxoviridae, el cual posee dos
glicoproteinas insertadas en su envoltura: la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la
proteina de fusion (F), responsables de la unién a la célula hospedera y de la fusion
membranal (Moreno-Lopez et al, 1986). La proteina HN tiene un papel 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 glicoconjugado con &cido sialico terminal
(Reyes-Leyva et al., 1997). Un cambio conformacional de HN activa la proteina F, que
expone un dominio altamente hidrofobico. Entonces, las membranas virales y celulares se

fusionan y el contenido del virion entra en la célula (Lamb y Kolakofsky, 1996).

La HN es la proteina mas inmunogeénica de PorPV. Mediante el uso de ensayos de
Western blot, se observo el reconocimiento de HN en el 85% de los sueros de cerdos
infectados experimentalmente durante la segunda semana después de la infeccion (P1) y el
100% de reconocimiento en la tercera semana Pl (Hernandez et al., 1998). La HN es una
proteina de membrana de tipo Il. En su ectodominio (eHN) se encuentran el sitio de
reconocimiento, catalitico, glicosilacion y los sitios antigénicos. La HN se asocia en
tetrameros constituidos por dimeros formados por enlaces no covalentes en la envoltura
viral y presenta actividad hemaglutinante y de neuraminidasa. La actividad neuraminidasa
consiste en la eliminacion de los residuos de &cido sidlico de los glicoconjugados en la
célula hospedera, que permite la liberacion de la progenie viral y evita la agregacion, lo que
facilita la diseminacién viral (Lamb y Kolakofsky, 2001). En otros estudios basados en
herramientas bioinformaticas, predijeron 18 péptidos en el Ectodominio de la HN como
antigenos potenciales, lo que demuestra la importancia de esta region en la respuesta
inmune (Zenteno Cuevas et al., 2007).

La levadura Pichia pastoris es un sistema de expresion comun que se utiliza en la
produccion de proteinas recombinantes las cuales suelen plegarse correctamente y son
funcionales en parte debido a su capacidad de glicosilacién, similar a los organismos
superiores (Cregg et al., 1989). Es un sistema seguro debido a la ausencia de oncogenes y
toxinas, ademas de su facil manipulacion, crecimiento rapido y por la simplicidad de los
medios de cultivo. P. pastoris se ha utilizado en la expresion de glicosidasas tales como el
ectodominio de la neuraminidasa del virus de Influenza A / H3N2, generando 50% de
proteccién contra la infeccion en los ratones infectados inmunizados con la proteina
recombinante (Martinet et al., 1998). También se ha utilizado en la expresion del
ectodominio de la neuraminidasa del virus de Influenza aviar A / H5N1, la cual presento

actividad enzimatica (Yongkiettrakul et al., 2009) y en la expresion de la hemaglutinina del
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virus influenza A / HIN1, la cual indujo produccion de anticuerpos en ratones, que a su
vez, fueron capaces de reducir el nimero de placas liticas durante la infeccion in vitro
(Athmaram et al., 2011).

Desde que la EOA aparecié en México en 1980, se han reportado pocos estudios
sobre la prevencion de esta enfermedad. Fuentes et al., en 1994, reportaron 71.4% de
proteccion en la evaluacion de una vacuna experimental contra la enfermedad en cerdos
mediante pruebas de inmunogenicidad, seguridad, potencia e inmunidad pasiva.
Actualmente, hay dos vacunas en el mercado que ofrecen una proteccion preventiva contra
PorPV vy estan indicadas para animales de reemplazo cuya produccion puede llegar a tener
altos costos.

Las proteinas recombinantes proporcionan un recurso para el desarrollo de vacunas
y herramientas de diagndstico, por este motivo, la posibilidad de expresar la proteina HN
del PorPV fue atractivo para el desarrollo de este trabajo, debido a que es la proteina mas
expuesta e inmunogénica de PorPV y es un excelente candidato para desarrollar una nueva
herramienta para el diagndstico y la prevencion de la EOA. En el presente trabajo se obtuvo
una forma enzimaticamente activa e inmunogénica del ectodominio de la HN del PorPV en

la levadura P. pastoris.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La enfermedad del ojo azul de los cerdos

Una enfermedad emergente caracterizada por el desarrollo de desdrdenes respiratorios,
reproductivos y del sistema nervioso central se descubrio6 en los afios ochenta en la zona del
Bajio. El agente etiologico es un virus perteneciente a la familia Paramyxoviridae, del
género Rubulavirus. Después de ser aislado fue Illamado inicialmente virus de la Piedad
Michoacan (VLPM) (Moreno-Lopez et al., 1986) o virus del sindrome del ojo azul
(Stephano et al., 1988) y clasificado taxonémicamente como Rubulavirus porcino (Lamb et
al., 2005).

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

region del Bajio Mexicano.

En estudios realizados por Leguizamo-Ramirez en 2000, determind anticuerpos
contra PorPV en animales de abasto procedentes del Bajio por medio de la técnica de
inhibicion de la hemaglutinacién, reportd para el afio 1997 una seropositividad del 8.6%,
este porcentaje aumento drasticamente hasta el 45% para el afio 1998. En este estudio se
incluyeron los estados de Jalisco, Guanajuato y Michoacan. Dichos resultados indican un
gran aumento de la seroprevalencia de la enfermedad en tan sélo un afio. En otros estudios,
Martinez et al., 2001, reportaron un brote epizodtico para dos granjas del municipio de
Uriangato, Michoacan, fue posible identificar la enfermedad y se aislo el virus, habiendo un

71% de mortalidad en lechones lactantes.

Sanchez-Betancourt et al., en 2008, 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 neumonia y el 20%

encefalitis. La mortalidad se incrementd hasta el 30%. En este brote se logro aislar las



ANTECEDENTES | 2016

cepas denominadas PAC6-PAC9; ademas lograron observar mutaciones en el gen HN de
los aislamientos, los cuales generaron cambios en el potencial electrostatico en la superficie

de la proteina y estos cambios fueron asociados con el incremento de la virulencia.

En brotes que se presentaron de 1993 al 2000, los animales adultos s6lo presentaron
signos respiratorios y problemas reproductivos, mientras que en lechones se observaron
signos neurolégicos leves (Sanchez-Betancourt et al., 2012). La tabla 1 muestra las

caracteristicas de distintas cepas del PorPV.

Tabla 1. Relacion antigénica de las cepas de PorPV aisladas de 1993 al 2003; tomado de Sanchez-
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 observar que dos cepas estan relacionadas antigénicamente
cuando su valor de antigenicidad es mayor a 0.5 y son antigénicamente similares si este
valor es igual a 1. En este estudio se observo que todas las cepas tienen relacion antigénica,
con excepcion de la cepa PAC3, la cual no posee relacion con las cepas PAC8 y PACY.
Basados en estos resultados y en los analisis de la secuencia de aminoacidos de sus
proteinas HN, pudieron concluir que algunas variaciones en la secuencia de la proteina y
caracteristicas antigénicas se preservan a lo largo del tiempo, ademéas comenzaban a surgir
cepas antigenicamente distintas, las cuales circulan 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 hemaglutinacion, mostré 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
encontr6 que el Estado de México presentd mayor diversidad antigénica respecto a
Michoacan y Guanajuato (Riafio-Cruz, 2011).

En otros reportes de Quezada et al., en 2008, haciendo uso de la técnica de la
inhibicion de la hemaglutinacion y dos aislados virales del PorPV, encontraron una
seroprevalencia superior al 59% al analizar 144 muestras de cerdos de campo procedentes

del Bajio.

En el estudio llevado a cabo por Escobar-Lopez et al., en 2011, en el que se
analizaron 1013 sueros de cerdos no vacunados provenientes del centro-sur del pais, se
identificé 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 estudiados fue del
9 al 23.7%. Las variaciones antigénicas halladas implican que el uso de una vacuna
monovalente no proveerd una completa proteccion contra los diversos subtipos del RVP y
los resultados confirman que el RVP sigue presente en la region centro-oeste de México
(figura 1).

Figura 1. Estados con seroprevalencia del PorPV para el afio 2011. Estados de Michoacan, Guanajuato y

Jalisco mostrados en azul; tomado de Cuevas-Romero et al., 2015.
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2.3. Posible origen del PorPV
Salas-Rojas et al., 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

PorPV en una macho de la especie Rhogeessa parvula major.

En 1995 se publicd el trabajo de Henderson et al., donde describen el estudio
molecular del Virus de Mapuera (MPRV), un virus aislado en 1979 de las glandulas
salivales del murciélago Sturnira lilium. En este estudio se identificaron la presencia de las
proteinas HN, L, N, F, P, M y la proteina no estructural V, sugiriendo que el virus
pertenece a la familia Paramyxoviridae y al género Rubulavirus. De manera sobresaliente,
Wang et al., 2007, al comparar la secuencia y la organizacion del genoma viral sefialan que
el PorPV y el virus MPRV estdn mas relacionados entre si que otros miembros del género
Rubulavirus, sugiriendo que el PorPV se pudo originar en los murciélagos y propagarse a
los cerdos directamente o mediante algin hospedero intermediario, dando origen a los
brotes surgidos en México en los afios ochenta.

2.4. Cuadro clinico

Durante la infeccién con Rubulavirus porcino, es caracteristico el desarrollo de una
opacidad corneal (coloraciéon azul) uni o bilateral en un bajo porcentaje de animales
infectados. Este hecho fue facilmente reconocible por veterinarios y productores, por lo que
se acufid el nombre coloquial de “enfermedad del ojo azul” (figura 2) (Cuevas-Romero et
al., 2015).

=
Figura 2. Opacidad corneal, en un animal infectado con PorPV durante una infeccidn natural; tomado de

Cuevas-Romero et al., 2015.
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Martinez-Bautista en 2010, encontr0 alteraciones testiculares durante la infeccion
experimental con PorPV a partir del dia 14.5 + 2.4 de infeccion, dichas alteraciones
consistieron en cambio de la longitud y didmetro testicular unilateral o bilateral. En algunos
casos hubo disminucion notable en el diametro y longitud de ambos testiculos a partir de la

quinta semana post infeccion (P1) y permaneci6 hasta el término del estudio (figura 3).

Figura 3. Alteraciones testiculares por PorPV. (A) Antes de la inoculaciéon con Rubulavirus porcino, (B)

alteraciones testiculares en la quinta semana de infeccion; tomado de Martinez-Bautista, 2010.

En el andlisis histologico del tracto reproductor de los cerdos infectados se confirmé
que los animales 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 observé desprendimiento epitelial, degeneracion tubular e infiltrado
mononuclear, vesiculas de citoplasma en luz tubular, ausencia de espermatozoides,

espermatozoides intravasculares, necrosis focal de células intersticiales (figura 4).
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-
Figura 4. Lesiones en la cola el epididimo por PorPV. (A) Epididimo normal, (B) desprendimiento
epitelial, (C) degeneracidn tubular e infiltrado mononuclear; tomado de Martinez-Bautista, 2010.

El PorPV es capaz de replicarse en tejidos de cerdas gestantes, atravesar la placenta
y causar la muerte fetal y momificacion, esto fue demostrado por Hernandez-Jauregui et al.,
2004, al infectar experimentalmente cerdas gestantes con la cepa PAC3 a la semana 6 0 10
de gestacion. En la placenta y el endometrio se observo el desarrollo de lesiones
macroscopicas y también de hemorragias. Se observo desarrollo de equimosis cuténea,
tamafio menor al normal, deshidratacion y momificacion en los fetos, ademas, el virus pudo

ser aislado de pulmdn, higado y cerebro (figura 5).

Figura 5. Desarrollo de fetos momificados, durante la infeccion experimental con PorPV cepa PAC3 en

hembras gestantes; tomado de Hernandez-Jauregui et al., 2004.
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Por otro lado, animales de 3 dias de edad infectados experimentalmente con el virus
VLPM presentaron severos signos neuroldgicos a los 6 dias post infeccion (P1), falleciendo
a los 8 dias PIl. Solamente el 30% de los animales de 17 dias de nacidos infectados
experimentalmente presentaron signos neuroldgicos, sin observar signos en animales de 30
dias de nacidos. Se encontrd replicacion del virus 1 dia PI en el tracto respiratorio 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 més baja virulencia como la pseudorrabia. La replicacién 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 propagacion de la enfermedad, mientras que las heces

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

En estudios realizados por Estrada-Barrdn en 2008, se determiné que el PorPV esta
asociado a leucospermia, disminuyendo la concentracién espermatica en verracos. La
concentracion espermatica en eyaculados de cerdos infectados presenta una caida del 66%

manteniéndose baja a lo largo de 22 semanas post-infeccion (PI) (figura 6)
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Figura 6. Concentracion espermatica en los eyaculados de cerdos infectados; modificado de Estrada-
Barrén, 2008.

Tambien se describié un aumento de las formas andmalas en los espermatozoides,

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

10
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encontraron leucocitos en el semen cuyas mayores concentraciones se observan 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 et al., en 2007, describieron
estudios similares, donde también se observo un incremento en anormalidades de los
espermatozoides, muerte y reduccion de la motilidad, ademas el virus se detectd en el
semen de los animales y por tanto se propone la via venérea con una forma de transmision
del virus. Mas recientemente, Rivera-Benitez et al., 2013, al infectar experimentalmente
verracos adultos con la cepa PAC3, observo un aumento del tamafio testicular en un 66%
de los animales infectados, epididimitis, disminucion en la concentracion y motilidad
espermatica. Se logré aislar el virus a partir de las muestras seminales y se observo
persistencia del ARN proveniente del virus en las muestras seminales, por tanto el uso de
semen proveniente de animales infectados con PorPV son un factor de riesgo para

diseminar la enfermedad durante la inseminacion artificial.

2.5. Respuesta inmune

Cuevas-Romero en 2000, al analizar animales convalecientes en una granja del municipio
de Zumpango, Estado de México que presentd un brote de la enfermedad, encontré que
cerdos convalecientes con 5 semanas de edad permanecieron clinicamente sanos en los
subsecuentes 5 a 13 meses post-infeccién. Los cerdos permanecieron sin signos clinicos,
sin poder identificar el antigeno viral en tejidos, suero y secreciones nasales. Sin embargo
presentaron niveles elevados de anticuerpos circulantes. Este resultado pudo deberse a
cambios en la expresion de los receptores celulares a las 8 semanas de edad que ocasiona
menor susceptibilidad a la enfermedad. También, en otros estudios Rivera-Benitez et al., en
2013, reportaron signos clinicos persistentes en animales de 12 meses de edad infectados
experimentalmente con PorPV, encontrando un aumento de los anticuerpos a partir de la
segunda semana PI, los cuales se mantienen altos durante las 20 semanas que se analizaron
los animales, esto mediante la técnica de la inhibicion de la hemaglutinacion y por sero-

neutralizacion viral (figura 7).
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Figura 7. Titulos de anticuerpos en cerdos infectados. Comparacion de los titulos obtenidos semanalmente
por inhibicion de la hemoaglutinacion y virus suero neutralizacion en cerdos infectados con PorPV;

modificado de Rivera-Benitez et al., 2013.

Durante la infeccién por PorPV existe una fase de viremia que permite su
diseminacion del sitio de inoculacién hacia otros 6rganos. El virus se identificd asociado a
eritrocitos del dia 4 al 12 post-inoculacion (PI) y asociado a leucocitos del dia 12 al 20 PI,
lo que sugiere que utiliza estas células como medio de diseminacién sistémica. La
produccién de anticuerpos se identifico desde la primera semana P, 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 mostré anormalidades en la biometria hematica

durante la fase de viremia (Reyes-Leyva et al., 2004).

Por medio de ensayos de suero-neutralizacién se demostré que los anticuerpos
provenientes de cerdos infectados con la cepa de PAC4 protegen contra el virus de la
misma cepa hasta un 100% de proteccion, mientras que al confrontar los sueros con otras
cepas se encontrd 75% de proteccion contra PAC2, PAC6, PAC8 y PACY; mientras que

hubo un 83% de proteccidn contra PAC3. Por otro lado sueros inmunes provenientes de la
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cepa PAC9 protegen 82% contra la cepa PAC2 y PAC3, 91% contra PAC4 y 100% contra
las cepas PAC6 y PACS8. El virus PAC4 es la primer variante de la cepa LPM (primer
aislado); los virus PAC2 y PAC 3 son variantes similares al virus LPM y PAC4, sin
embargo el resto de los aislamientos virales se observan filogenéticamente mas distantes
que los anteriores. Se observa que el virus méas distante antigénicamente es PAC9 aislado
en el afio 2003 (Sanchez-Betancourt et al., 2008 a).

El sistema inmune del cerdo expresa células dobles 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+ respecto al control 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 frente al PorPV en
cerdos (Hernandez et al., 1998). Durante la infeccion experimental con la cepa VLPM se ha
observado un incremento en 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 persistencia (Cuevas et al., 2009). Por otro lado, se ha logrado
observar que los genes del IFNa e IFNJ son estimulados en células SH-SY5Y infectadas
con el RVP; y que la expresion de los genes involucrados en la induccion del estado
antiviral STAT1, STAT2 y P48 es estimulada a bajas dosis de infeccion pero inhibida a
altas concentraciones del virus. Esto sugiere que el virus podria tener algin mecanismo
para inhibir la expresion de estos genes (Flores-Ocelot et al., 2011). En el trabajo de
Pisanelli et al., en 2016, proponen que la proteina V del PorPV evade la respuesta al
interferon tipo | pero no la del tipo Il. Se encontré una reduccion en los niveles de los
transcritos de los genes ISG15 y MXA en células que expresan la proteina V del PorPV 'y
estimuladas con el interferdn tipo | comparadas con las células control. La proteina V no
afecta los niveles de las proteinas STAT1 y STATZ2, pero inhibe su translocacion al nicleo.
Ademas, la proteina V se une a la proteina STAT2 en células humanas y de cerdo, por ello,

la proteina sirve como un antagonista de la respuesta a interferén tipo 1.
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2.6. Sinergismo del PorPV con otros patdgenos

Se han llevado a cabo estudios para demostrar sinergismo entre el PorPV y otros virus de
importancia clinica en cerdos. En 2008 se tratd de demostrar esta asociacion entre el
Herpesvirus suis tipo 1 y el PorPV, se encontré que animales infectados con ambos virus
expresaron signologia clinica inespecifica cuyo patron clinico consistié en cabeza baja,
lagafia, dificultad respiratoria, depresion, anorexia, postracion y somnolencia. Ademas se
encontrd6 mayor 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 signos del cuadro 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
(Pérez-Ponce, 2008).

También se determind si puede existir un sinergismo entre la infeccion por PorPV y
Actinobacillus pleuropneumonie. Una enfermedad viral que causa inmunodepresion y una
bacteria gram-negativa que se ha descrito en cerdos persistentemente infectados con virus.
Se usaron cerdos convencionales libres de enfermedades, inoculando por nebulizacion
primero con PorPV y posteriormente con A. pleuropneumonie durante 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 grupos testigo (Torres-Pérez, 2005).

En el estudio presentado por Rivera-Benitez et al., en 2016, se evalud los efectos al
infectar con el virus de influenza porcina HIN1 (swH1N1) cerdos en crecimiento
persistentemente infectados con PorPV. En este trabajo fue posible demostrar la co-
infeccion de ambos virus mediante inmunohistoquimica del epitelio bronquial. Se observé
un incremento de la temperatura rectal en 3 de 6 animales, un aumento en los signos
respiratorios respecto al grupo infectado sélo con PorPV 6 swH1N1 y un incremento en los

niveles del swH1N1 en el segundo dia después de la co-infeccion.
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2.7. Avances en el diagndstico de la enfermedad

En el 2013 se demostré la posibilidad de detectar la infeccion persistente por PorPV
mediante RT-PCR en tiempo real. A partir de leucocitos de sangre periférica se amplificd
una region del gen P, analizando dos granjas confirmadas con PorPV en Zumpango-Estado
de México y Pénjamo-Guanajuato, ademas fue posible la deteccion de la enfermedad en
una granja de Toluca sin antecedentes de infeccion, en cerdos que seroldgicamente fueron
negativos e incluso sin antecedentes de signos clinicos a ojo azul. La aplicacion de este
método mostré una alta sensibilidad, pudiendo detectar desde 100 a 0.1 ng/uL de ARN
viral. Fue posible diferenciar entre concentraciones de ARN viral en las diferentes granjas y
entre animales, indicando diferentes niveles de circulacién del virus, por ello puede ser una
herramienta importante para controlar y erradicar la enfermedad incluso dentro de un
mismo recinto mediante el manejo de los animales, del uso conjunto de ELISA y el RT-
PCR en tiempo real podria ayudar a la deteccion temprana de la enfermedad. Los resultados
sugieren una relacion entre el grado de infeccion de las granjas y la seroprevalencia actual
de la enfermedad del ojo azul en la Republica Mexicana (Lara-Romero, 2013). Resultados
similares han sido reportados por Cuevas-Romero et al., en 2013, utilizando la misma
metodologia, pudieron detectar hasta 10 copias del gen por reaccion, determinando que la
técnica es 1000 veces mas sensible que el RT-PCR en punto final y es posible detectar
cualquier variante del virus. En 2013, Rivera-Benitez et al., utilizaron la misma técnica para
amplificar el gen NP, pudiendo detectar 20 copias por reaccion con una sensibilidad de

hasta el 87% en animales clinicamente enfermos (Rivera-Benitez et al., 2013 a).

2.8. Desarrollo de vacunas

Varios han sido los reportes acerca del desarrollo de vacunas para prevenir y controlar la
enfermedad del ojo azul de los cerdos. Fuentes et al., en 1994, reportaron 71.4% de
proteccion en la evaluacion de una vacuna experimental contra la enfermedad en cerdos
mediante pruebas de inmunogenicidad, seguridad, potencia y medida de la inmunidad
pasiva. En los trabajos presentados por Correa et al., en 2001, evaluaron la antigenicidad de
una vacuna inactivada desarrollada por el INIFAP contra la EOA, por medio de la técnica
de la inhibicion de la hemaglutinacion. Se vacunaron lechones de 28 dias de una granja de

Uriangato, Guanajuato, que presentd un brote epizodtico, observandose produccion de
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anticuerpos a partir de 37 dias post vacunacion. De manera mas sobresaliente, en el trabajo
de Martinez et al., en 2001, para dos granjas del mismo municipio donde fue diagnosticada
la enfermedad, report6 el control de los brotes 8 dias posteriores a la vacunacion con la
vacuna del INIFAP y despues de casi 12 meses de seguimiento no se volvieron a reportar
nuevos brotes en ambas granjas. En trabajos posteriores, Cuevas et al.,, en 2011,
encontraron anticuerpos anti HN en sueros de 36 lechones procedentes de 3 madres que
fueron inmunizadas con el antigeno recombinante HN del virus VLPM, demostrando la
transferencia de inmunoglobulinas anti VLPM por medio del calostro durante la

inmunizacion usando una proteina recombinante.

Actualmente, hay dos vacunas comerciales en el mercado que ofrecen una
proteccidn preventiva contra PorPV y estan indicadas para animales de reemplazo. La
produccidn de estas vacunas puede llegar a tener altos costos. El laboratorio 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 virus inactivados, adyuvantes e
inmunoestimulantes. Esta indicada para lechones, cerdos en etapa de desarrollo y pie de
cria. Por otro lado Lapisa, S. A. de C. V., provee otra vacuna que contiene la cepa VLPM-
Cl y ClII, la cual contiene 1X10° UFP, inactivadas quimicamente y emulsionados en un
adyuvante oleoso. Esta indicada para animales de reemplazo, lechones, pie de cria,

sementales y hembras.

2.9. Agente etioldgico

El PorPV es un virus pleomorfico, mediante microscopia electrénica se observan particulas
con una morfologia tipica de un paramixovirus, usualmente son esféricos pero
ocasionalmente pleomorficos con un diametro de 150-160 nm, en su superficie se observan
espiculas de glicoproteinas similar a lo reportado para otros paramixovirus (Hernandez-
Jauregui et al., 2001) (figura 8).
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Figura 8. Microscopia electronica del PorPV. Tincidn negativa del virus mostrando una membrana irregular

con proyecciones como espiculas (X 85000); tomado de Herndndez-Jauregui et al., 2001.

2.10. Receptor celular

Por medio de ensayos de competencia usando una lectina de la planta (Maackia amurensis),
especifica para el oligosacarido NeuAca2,3Gal, asi como también mediante la incubacidon
del virus con este oligosacarido, fue posible inhibir la infeccion, mientras que la incubacién
con el oligosacarido NeuAca2,6Gal no logro inhibir la infeccion del virus, por tanto el
reconocimiento de NeuAca2,3Gal es muy importante, ya que es determinante en la

infeccion y patogénesis del PorPV (Reyes-Leyva et al., 1997).

En estudios realizados por Mendoza-Magana et al., en 2001, mediante western blot
se analizaron las proteinas provenientes de diferentes cortes del cerebro de cerdos adultos y
crias de 60 dias de edad, se pudo observar que el PorPV reconoce a una proteina de
aproximadamente 116 kDa en todas las muestras analizadas, tanto en animales adultos
como en las crias. EI PorPV es capaz de infectar neuronas y celulas gliales obtenidas de
corteza cerebral, hipocampo y cerebelo y es posible que el PorPV se una especificamente al
acido siélico unidos a residuos de lactosa 02-3 en una parte de la glicoproteina neuronal de
116 kDa (Mendoza-Magana et al., 2007).
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En otros trabajos realizados para conocer la expresion de acido sialico durante la
maduracion de los cerdos, se encontraron diferencias entre distintos grupos de edad, los
cuales se deben en parte a la expresion diferencial de NeuAca2,3Gal en los tejidos, ya que
se encuentra una mayor proporcion de este oligosacarido en el sistema nervioso central de
cerdos neonatos y en el sistema reproductor de cerdos adultos que en otros tejidos. Las
diferencias en la expresion tisular de &cidos sialicos parecen guardar una relacion con
cambios hormonales durante el proceso de maduracién de los animales (Vallejo et al.,
2000; Reyes-Leyva et al., 2002).

2.11. Distribucion del virus y efecto citopético en infecciones experimentales

Mediante inmuno tincién con oro y usando un anticuerpo contra la proteina HN, durante la
infeccion experimental con PorPV en lineas celulares, se observan las particulas virales
alrededor de la superficie de la membrana celular a los 5 min PI, después de transcurrido el
tiempo se puede observar el virus a través del citoplasma a 60 min Pl (Hernandez-Jauregui
et al., 2001), que es aparentemente el tiempo que le lleva al virus llegar a la célula (figura
9).
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Figura 9. Inmuno tincion del PorPV. Tincién oro usando anticuerpos contra la proteina HN durante la
infeccién con PorPV en la linea celular PK-15. (A) Tincion 5 min PI, (B) Tincién 60 min PI;

tomado de Hernandez-Jauregui et al., 2001.

Durante la infeccion en cultivo celular utilizando la linea celular PK-15, el PorPV

forma gran cantidad de células gigantes multinucleadas, conocidas como sincicios, 48 h Pl,
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que van acompafiados de varios efectos sobre la células, entre las que se pueden observar
necrosis, degeneracion celular y multiples cuerpos de inclusion citoplasmaticos. Los
sincicios generalmente contienen mas de 50 nucleos (Hernandez-Jauregui et al., 2001), esto
debido a las proteinas de la superficie del virus, la HN y la proteina de Fusion que se

encargan de generar este efecto citopatico (figura 10).

Figura 10. Formacion de sincicios. Sincicios durane la infeccion con PorPV 48 h Pl en la linea celular PK-

15; tomado de Hernandez-Jauregui et al., 2001.

2.12. Ciclo replicativo del PorPV

El ciclo biolégico del Rubulavirus porcino se puede observar en la figura 11, el cual
incluye diferentes fases. En la primera fase de reconocimiento la proteina HN reconoce el
receptor celular, el oligosacarido NeuAca2,3Gal) (figura 11, paso 1), posteriormente la
proteina sufre un cambio conformacional que activa la proteina F. Bose et al., en 2012,
proponen un modelo sencillo para la activacion de la proteina F en los paramixovirus, en el
cual la proteina HN alberga en su tallo la region de activacion, una vez que se une al
receptor celular, esta regién queda expuesta y permite a la proteina F interactuar con la
region de activacion de la proteina HN. Mediante esta interaccion la proteina F expone un
dominio altamente hidrofébico 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 citoplasma (figura 11, paso 3). Reyes-Leyva et al., en 2002, describen el proceso

en los rubulavirus una vez liberado el genoma, ya que poseen su propia polimerasa se
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sintetiza una copia completa del genoma en sentido positivo que sirve de molde para los
nuevos genomas (figura 11, paso 4), por otro lado, se sintetizan los mensajeros que
codifican para las proteinas virales (figura 11, paso 5 y 6a). La proteina M se acumula en la
parte interna de la membrana celular y las proteinas NP, P y L se acoplan al genoma recién
sintetizado (figura 11 paso 7). Santos-Lopez 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). La afinidad que tienen las proteinas del genoma con la proteina
M y esta con las proteinas HN y F promueve la formacion de la particula viral, la cual se
libera por exocitosis (figura 11, paso 9). Gracias a la presencia de las proteinas HN y F en
la membrana celular, la fusion de membranas sin la participacion de toda la particula viral
es posible y de esta manera la infeccion también se puede propagar a células vecinas (figura
11, paso 10). La fusion de membranas durante la infeccion experimental con PorPV en
lineas celulares se puede observar facilmente mediante el microscopio de contraste de

fases, como lo demuestran Borraz-Argtello et al., en 2008.
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Figura 11. Ciclo replicativo de los paramixovirus; tomado de Santos-Lopez et al., 2004.
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2.13. Proteinas del PorPV asociadas a la envoltura

En el trabajo descrito por Sundqyvist et al., 1990, se lograron identificar las proteinas del
virus VLPM. Al menos seis proteinas estructurales se observaron en los geles de SDS-
PAGE, con pesos moleculares de 200, 68, 66, 59, 52 y 40 kDa. Se identificaron dos
proteinas glicosiladas (la hemaglutinina-neuraminidasa de 66 y la proteina de fusion de 59
kDa). Se logré identificar la fosfoproteina (P), correspondiente al peso de 52 kDa y la
nucleoproteina NP de 68 kDa. Una proteina de 40 kDa se asocié con la proteina de Matriz
(M) y una proteina de 200 kDa como parte catalitica de la polimerasa (L). Las proteinas las
mas abundantes fueron la proteina M y la NP. Al comparar los corrimientos electroforéticos
con los de otros paramixovirus se encontré similitud con el Virus de Sendai, Virus de la
enfermedad de Newcastle y el Virus de la Parainfluenza bovina tipo 3. En la figura 12, se
presenta un esquema del PorPV donde se puede observar las diferentes proteinas que
conforman la 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 12. Representacion esquematica del PorPV. Modificado de Cuevas-Romero et al., 2015.
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La membrana del PorPV presenta tres tipos de proteinas: las glicoproteinas HN y F
son transmembranales, con dominios activos en el exterior del virién y la proteina M

asociada a la parte interna de la membrana.

El PorPV posee una proteina de matriz M, con 369 residuos de aminoacidos y un
peso molecular de 41657 Da, en general es hidrofobica, posee una identidad del 46% con la
proteina de matriz del virus de paperas humano (Berg et al., 1991). En el virus Sendai, la
proteina de matriz M tiene funciones importantes durante la infeccién, se cree que media
las interacciones entre las glicoproteinas de la membrana plasmatica, el complejo
ribonucleoproteina y el citoesqueleto de la célula hospedera durante el ensamble y
gemacion de los virus, ademas, se ha visto que esta relacionada con la transcripcion viral
(Marx et al., 1974). En infecciones persistentes como el sarampion, el gen M se ha
encontrado altamente mutado, dichas mutaciones afectan la estructura terciaria de la
proteina, haciendo imposible que interactle con la nucleocépside (Hirano et al., 1992). Sin
embargo, en el caso del PorPV, que también causa persistencia, se han logrado identificar,
en aislamientos de zonas enzooticas provenientes del Estado de México 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 los miembros de la familia
Paramyxoviridae y otras familias de virus con genoma de ARN 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 permite que el virus se introduzca en el citoplasma y que
se difunda de célula a célula sin exponerse al medio extracelular. La proteina de fusién F es
una proteina de 541 residuos de aminoacidos, posee tres regiones hidrofébicas que
corresponden al péptido sefial, el péptido de fusion y el dominio de anclaje a la membrana.
El gen de esta proteina es relativamente estable, ya que sélo se han encontrado pocos
cambios en los nucledtidos entre los aislados de 1984 a 1988. Posee un sitio de

procesamiento que consiste en una serie de aminoacidos basicos (HRKKR), lo que la hace
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susceptible a la proteolisis y posee cinco sitios potenciales de N-glicosilacion (Berg et al.,
1997). En contraste, en el trabajo de Cuevas-Romero et al.,, en 2016, un aislado
proveniente de ARN de la proteina F del PorPV obtenido de pulmén del Estado de Jalisco,
mostrd sustituciones en el sitio de procesamiento (RRRKR en lugar de HRKKR) y estos
cambios pueden estar relacionados con el tropismo y patogenicidad del virus.

Al parecer, durante la interaccion con los receptores celulares la HN sufre un
cambio de conformacion que permite contactar un dominio de la proteina F, que a su vez
expone el peptido hidrofébico involucrado directamente en el ataque a la membrana
celular, para iniciar de esta forma la introduccion a la célula hospedera. Esta interaccion F-
HN es especifica de especie viral, ya que se ha observado que la co-expresion en cultivos
celulares de proteinas de distintos paramixovirus no producen fusion celular (Deng vy col.,
1995).

2.14. La hemaglutinina neuraminidasa HN

La HN es la principal estructura relacionada con las primeras etapas de la infeccion por el
PorPV, es decir, durante el reconocimiento de la célula hospedera, la union, la fusion y la
penetracion (Lamb y Kolakofsky, 1995). La proteina purificada por intercambio ionico esta
constituida principalmente por aminoécidos hidrofébicos y no polares con un peso
molecular aproximado de 66 kDa calculado en geles de SDS-PAGE, de los cuales un 4%
del peso de la proteina corresponde a los carbohidratos, donde se han podido identificar
residuos de manosa, galactosa, N-acetyl-glucosamina, N-acetyl-galactosamina y acido N-
acetyl-neuraminico en una proporcién molar de 3:3:4:1:1. Es capaz de aglutinar los
eritrocitos de humano, cerdo, caballo, conejo, rata, raton y pollo. Por medio de ensayos de
inhibicion de la hemaglutinacion se observo que so6lo el Neu5Ac(a2,3)lactosamina y la
incubacion a 65 °C por 30 min son inhibidores de la actividad hemaglutinante (Reyes-
Leyvaetal., 1999).

La proteina posee actividad de neuraminidasa, en una estructura del disacérido

sialilo2,3galactosa, la enzima es capaz de remover un residuo de acido N-acetil-

neuraminico unido en enlace glicosidico alfa al carbono 3 de la galactosa (figura 13). Los
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estudios indican que esta molécula es componente del receptor celular del Rubulavirus

porcino (Reyes-Leyva et al., 2002).

HO

B <l N
Acido N-acetil-neuraminico Galactosa

Figura 13. Estructura del disacarido sialilo2,3galactosa. Se muestra el sitio de corte de la enzima

neuraminidasa; tomado de Reyes-Leyva et al., 2002.

Mediante purificacion por isoelectroenfoque se determind que el punto isoeléctrico
de la proteina es de 4.4, tuvo la mayor actividad a un pH de 3 a 3.5 en un amortiguador de
acetatos 0.1 M, con una temperatura 6ptima de 37 °C, aunque mantiene mas del 80% de su
actividad en un rango de 30 a 55 °C (Santos-L6pez et al., 2004). Posee 576 residuos de
aminoéacidos con un peso molecular de la secuencia aminoacidica de 63.3 kDa, ademas de 4
sitios potenciales de glicosilacion. Posee una region hidrofobica cercana al N-terminal
sugiriendo el dominio de anclaje a la membrana. Al comparar la secuencia aminoacidica
con otros paramixovirus se encontrd un 43% de identidad con el virus de simio 5y un 41%

con el virus de las paperas (Sundqvist et al., 1992).

En estudios de prediccion de la estructura de la proteina HN indican que su
plegamiento se organiza en cadenas [ antiparalelas. La region hidrofobica es una cadena 3,
aunque es poco comun para un dominio transmembranal y tiene una alta tendencia a formar
trimeros o tetrameros (figura 14). Posee varias regiones altamente conservadas que poseen
funciones estructurales y enzimaticas, uno de ellos se encuentra en los residuos de
aminoacidos 233-239, cuya secuencia es NRKSCSI/V/L, el cual posiblemente este
asociado a variaciones antigénicas, alteraciones conformacionales, formacion de sincicios y

una drastica disminucion de la actividad neuraminidasa. Otro de ellos es la secuencia
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GA/SEGRI/VIL presente en los residuos de aminoacidos 398-404, probablemente
implicado en el procesamiento intracelular y en el plegamiento adecuado de la proteina
(Zenteno-Cuevas et al., 1998).

Figura 14. Prediccion estructural de la hemaglutinina neuraminidasa; tomado de Sanchez-Betancourt et
al., 2008.

Esta proteina forma dimeros y tetrdmeros que exponen varios sitios de union al

receptor celular sobre la membrana viral (Markwell y Fox, 1980; Reyes-Leyva et al., 2002).

Mediante western blot, utilizando sueros de cerdos infectados experimentalmente,
se observd su capacidad de reconocimiento hacia las proteinas del PorPV 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 analizados
fueron capaces de reconocer la proteina desde la segunda 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 Pl en cuatro animales, llegando a responder seis

animales hasta la semana 7 (Hernandez et al., 1998) (figura 15).
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Figura 15. Reconocimiento de las proteinas del PorPV. Reconocimiento por sueros de animales infectados

experimentalmente; tomado de Hernandez et al., 1998.

2.15. Expresién de la proteina HN del PorPV en sistemas heterélogos
Han sido pocos los ejemplos de expresion de proteinas recombinantes del PorPV. 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 infeccion y
la respuesta inmune observada en los animales. ElI Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional en el Departamento de
Genética y Biologia Molecular se presentan dos ejemplos. En el trabajo de Aguilar-
Martinez, en 2001, se clond el gen de la HN de las cepas CI, Cll y CIlI en un vector de
expresion, posteriormente se realiz6 la expresion in vitro utilizando un sistema de
transcripcion-traduccion acoplado, la expresion mediante el sistema baculovirus infectando
celulas de insecto Sf-9, sin embargo al realizar el reconocimiento de las proteinas utilizando
un anticuerpo monoclonal contra la HN del virus, no se logré observar reconocimiento
hacia las proteinas heter6logas. En el trabajo de Paniagua-Buelnas, en 2011, se expreso la
proteina HN de la cepa CI in vitro utilizando nuevamente un sistema de transcripcion-
traduccion acoplado con la adicion de vesiculas microsomales, logrando 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 logré demostrar que
la proteina posee cambios postraduccionales especificos y necesarios para generar respuesta

inmune, que son dificiles de obtener en sistemas heterélogos.

Paralelamente a nuestro trabajo de tesis, participamos en dos trabajos de expresion:
en el trabajo realizado por Flores-Gonzalez, en 2015, se cloné el gen del ectodominio de la
HN de la cepa de PAC1l en un vector de expresion para la levadura de
Schizosaccharomyces pombe, ya que es un sistema de expresion heterélogo capaz de llevar
a cabo glicosilaciones similares a las de organismos superiores. La proteina producida en la
levadura pudo ser reconocida por sueros de cerdos infectados con PorPV y con el
anticuerpo anti c-myc, etiqueta colocada en el C-terminal de la proteina para facilitar su
reconocimiento en western blot. Asi también Lara Romero, en 2015, expresé la proteina
HN en forma de cuerpos de inclusion en E. coli, la cual se purificé por cromatografia de
afinidad en forma soluble, obteniendo una proteina que pudo ser identificada mediante
western blot, sin actividad de neuraminidasa y que fue detectada por sueros de cerdos
infectados con PorPV, abriendo la posibilidad de evaluar la proteina como inmundgeno
potencial para incorporarlo en sistemas de deteccion de la enfermedad o como componente

de una vacuna.

2.16. Pichia pastoris como sistema de expresion

La levadura metilotrofica Pichia pastoris se ha convertido en un organismo para expresion
de proteinas de gran importancia por sus altos niveles de produccion. Puede crecer en altas
densidades celulares, posee un eficiente sistema secretorio y existen muchas herramientas
para su manipulacion en laboratorio. Ademas, se ha convertido en una interesante e
importante alternativa respecto a los sistemas de expresion bacterianos como E. coli, en
especial, cuando se requiere la produccion de proteinas complejas que requieren
modificaciones postraduccionales tipicas de los organismos eucariontes o la formacion de

puentes disulfuro (Cereghino et al., 2002) (figura 16).
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Figura 16. Levadura P. pastoris. Corte delgado de una célula de P. pastoris observado por microscopia
electronica. (G) aparato de Golgi, (ER) reticulo endoplasmatico, (N) ndcleo, (M) mitocondria,

(V) vacuola; tomado de Rossanese et al., 1999.

La capacidad de la levadura para utilizar el metanol como Unica fuente de carbono
es un aspecto crucial en su metabolismo. La enzima alcohol oxidasa (AOX, EC. 1.1.3.13)
cataliza el primer paso en la ruta de utilizacion del metanol (Hartner y Glieder, 2006). El
genoma de P. pastoris contiene dos genes, AOX1 y AOX2, que codifican para dos enzimas
con actividad de alcohol oxidasa (Cereghino 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 carbono (Couderc y Baratti, 1980), razon 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
(Cregg et al., 1989).

Se han observado tres fenotipos en la levadura en cuanto a la utilizacion del
metanol, las cuales se encuentran disponibles de manera comercial: Mut® (capaces de
degradar el metanol) donde ambos genes AOX estan intactos e inactivos, Mut® (baja

degradacién del metanol) donde el gen de AOX1 se encuentra interrumpido, Mut™ (minima
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degradacion del metanol), la cual es incapaz de sobrevivir en presencia del metanol por

interrupcion de ambos genes de AOX (Cereghino y Cregg, 2000).

En las cepas Mut™y Mut® la transcripcién de los genes de AOX se reprime cuando
se cultiva a la levadura en concentraciones altas de glicerol o glucosa como fuente de
carbono y la expresion de la proteina alcanza niveles altos cuando se cambia la fuente por
metanol debido a la falta de estas fuentes de carbono (Cregg et al., 1989). La represion a
bajas concentraciones de glucosa o glicerol puede ser usada para una fuerte induccion si se

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

Los vectores de expresion para P. pastoris contienen un origen de replicacion para
su mantenimiento y propagacién en E. coli y marcadores de seleccién funcionales en ambos
organismos. Muchos de estos vectores contienen un casete de expresion compuesto por un
fragmento de 0.9 kb del promotor de AOXI, el cual contiene la region 5° del promotor y
una pequefia secuencia deriva de un fragmento derivado de AOX1 necesario para terminar
la transcripcion (Koutz et al., 1989). Entre el promotor y el terminador se encuentra el sitio
de clonacion mdltiple para la insercion del gen fordneo. Generalmente, los mejores
resultados de expresion del gen foraneo se logra cuando el ATG de este se coloca lo mas
cerca posible del ATG de la alcohol oxidasa. Ademas, para la secrecion de las proteinas
existen vectores donde el marco de lectura de la proteina se encuentra en fase con el de la
sefial de secrecion de P. pastoris de la &cido fosfatasa (PHOL) o la sefial del factor alfa (o-

MF) de S. cerevisiae (Cereghino y Cregg, 2000).

P. pastoris es capaz de realizar tanto O- como N-glicosilacion en las proteinas
secretadas (Goochee et al., 1991). Algunas proteinas foraneas secretadas en P. pastoris
parecen estar hiperglicosiladas, de forma similar a lo observado en S. cerevisiae. La adicion
de N-oligosacaridos ricos en manosas a las proteinas, por el sistema secretorio de la
levadura puede llegar a ser un grave problema para su uso farmacéutico. Usando diversas
técnicas para elucidar el perfil de los oligosacaridos adicionados en las proteinas secretadas
por la levadura, se ha observado que las cadenas tipicamente contienen MangGIcNAC; 0

MangGIcNAC, (Montesino et al., 1998). Otra caracteristica es la presencia de las manosas
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con enlace a1-6 reportadas para varias proteinas secretadas por la levadura (Trimble et al.,
1991; Miele et al., 1997). Finalmente parece ser que los oligosacéridos de la levadura no
presentan el enlace a1-3 en las cadenas de manosas (Trimble et al., 1991).

Debido a estas ventajas, la expresion del eHN del PorPV en P. pastoris con
caracteristicas similares a la proteina nativa podria generar potenciales herramientas en la
prevencion de la enfermedad y con la produccién de la proteina eHN en sistemas de
expresion heterélogos, 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 econdmicas 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 opciones preventivas de bajo costo, seguras y adaptables a las variantes
antigénicas del PorPV. Estudios recientes muestran que la region centro-oeste de México
posee una prevalencia serologica importante del PorPV, en la que circulan cepas
antigénicamente diferentes, lo que sugiere que el uso de una vacuna con un solo tipo de
antigeno puede no ser eficaz para el control de la enfermedad. Las proteinas recombinantes
provenientes de sistemas de expresion como las levaduras pueden generar los mejores
resultados gracias a su facil manipulacién para producir diversas variantes de las proteinas
y siendo la HN la proteina mas inmunogénica del virion, su produccién en sistemas de
expresion heterdlogos y caracterizacion antigenica podria dar origen al disefio de un posible

recurso preventivo de nueva generacion.

4. HIPOTESIS

El ectodominio de la proteina HN del Rubulavirus porcino expresado en el sistema de la
levadura P. pastoris es una proteina enzimaticamente activa e inmunogenica, capaz de

inducir anticuerpos con propiedades inhibidoras de la replicacion del virus en cultivo

celular.
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5. OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

Producir el ectodominio de la proteina HN (eHN) del Rubulavirus porcino en el sistema de
expresion P. pastoris y evaluar su capacidad para inducir anticuerpos inhibidores de la

replicacion del virus en infecciones en cultivo celular.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

/¥ Obtener cepas de P. pastoris productoras de la proteina eHN del Rubulavirus
porcino.

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

/¥ Evaluar la antigenicidad de la proteina eHN recombinante.

/¥ Producir anticuerpos policlonales anti-eHN en un modelo murino.

/¥ Evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-eHN contra la replicacion

del Rubulavirus porcino.
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7. MATERIALES Y METODOS

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

La secuencia nucleotidica de la HN de la cepa de PACL1 se tom06 de GenBank (numero de
acceso: KP229773), el marco de lectura (ORF) se encontrd6 mediante el programa
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 linea NetNGlyc 1.0 Server
(Gupta et al., 2004) y las regiones transmembranales con el programa en linea TMHMM
Server v. 2.0 (Krogh et al., 2001).

7.2. Amplificacion por PCR del segmento codificante de eHN

La secuencia del eHN se amplifico por PCR usando como plantilla el vector pJET-HN, que
contiene todo el marco de lectura de la HN-PorPV de PAC1 (Santos-Lopez et al., en
prensa). Para la PCR se us6 el iniciador delantero HNRppS (5"-CAC CGA ATT CTT GGT
AAC CTG CAG AGT ACA-3") y el iniciador reverso HNRppA (5°-CGC GTC TAG ATA
GCG TGA TTG AAT CT-3"), que contienen los sitos de restriccion EcoRI y Xbal
(subrayados en la secuencia) respectivamente e hibridan en la posicion 182 al 1728 del
ORF del gen de HN. La PCR se llevé a cabo en una mezcla de reaccion de 50 pl, con 25 pl
de PCR Master Mix 2X (Fermentas), 1 uM de cada iniciador y 1 pg 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 desnaturalizacion, 60 °C por
30 s de alineamiento, 72 °C por 1.5 min de extension y 72 °C por 6 min de extension final.

El producto de PCR se analizé 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
purificé de gel usando el sistema comercial Genelet Gel Extraction Kit (Fermentas) y a
continuacion se insert6 en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt (Fermentas). Brevemente,
la concentracion del producto de PCR se cuantifico en el gel de electroforesis, respecto a la

concentracion conocida en el marcador de peso molecular. El inserto se agreg6 en una
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relacién molar aproximada 1:3 (vector/inserto) a 10 ul del amortiguador de reaccion 2X, 1
pl de la enzima bluting DNA y se completd con agua para un total de 18 pul de mezcla. Se
incub6 a 70 °C 5 min y se llevd a choque térmico en hielo. Se agregé el vector
pJET1.2/Blunt (50 ng/ul) en la relacién molar requerida y 1 pl de ligasa para 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 utilizé para transformar células competentes de E. coli.

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

El producto de ligacion (vector + inserto) se utilizo para transformar células competentes de
E. coli One Shot Top 10 (Invitrogen). Las células competentes prepararon acorde al método
de Cohen et al. (1972). Brevemente, 5 ml de un precultivo de medio LB de células de E.
coli One Shot Top 10, crecido 37 °C por 16 h, se uso para inocular 50 ml de medio LB el
cual se incubd hasta una densidad optica (D.O.) de 0.35 UA a 600 nm. EI cultivo se pasé a
un tubo de 50 ml y se colocé en hielo por 10 min. Las células se recuperaron por
centrifugacion 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 MgCl,-CaCl, (80 mM MgCl,, 20 mM
CacCl,). Las células se recuperaron por centrifugacion, se eliminaron las trazas de solucién
del paquete celular y se resuspendieron en 1 ml de CaCl, 0.1 M frio. Las células se dejaron

en reposo a 4 °C por 12 h.

Posteriormente, 200 ul de células competentes se utilizaron para cada
transformacion. Se les adicion6 el vector en un volumen no mayor a 10 pl y menos de 50
ng de ADN de transformacion. La mezcla se colocé en hielo por 30 min y se llevé a choque
térmico a 42 °C por 90 segundos exactamente, después se colocé en hielo de 1 a 2 min. Se
adicionaron 800 pl de medio LB y se incubd a 37 °C por 5 min con agitacion moderada. Se
transfirieron 200 pl de medio a cajas de agar LB + antibiotico y se crecieron a 37 °C por 16
h.

Las transformantes positivas que aceptaron el vector fueron seleccionadas picando 1
sola colonia que fue inoculada en 5 ml de medio LB con antibidtico (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 extraccion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina (Sambrook
et al., 1989). La cepa transformada se crecié en 5 ml de medio LB + antibiotico 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 completa. Las células se recuperaron por centrifugacion a 3600 rpm 5 min 4
°C. El paquete celular se re-suspendié en 5 ml de la solucion | (50 mM glucosa, 25 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA), 10 ml de la solucion Il (0.2 N NaOH, 1 % SDS) y 7.5 ml
de la solucién 111 (60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido acético, 28.5 ml de
agua). Se colocd en hielo por 10 min (se forma un precipitado blanco floculante que
corresponde al ADN cromosomal, proteina, ARN de alto peso molecular, membrana, SDS
y potasio). La solucion se mezcld6 mediante vértex por varios segundos. Se centrifugo a
4000 rpm 15 min 4 °C. Se filtrd con papel filtro estéril para eliminar la parte insoluble y 0.6
volumenes de isopropanol frio se mezclaron con la soluciéon. Se dejé en reposo a
temperatura ambiente por 10 min. EI ADN plasmidico se recuperd por centrifugacion a
5000 rpm 15 min. El sedimento se dejé secar 5 min a temperatura ambiente y se

resuspendio en 500 pl de agua.

El ADN plasmidico se tratd con RNasa 15 min a 37 °C. Después, se adiciond 1
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclé mediante vortex, se
centrifugdé a 12000 rpm 10 min. Se recuperé la fase soluble y se adicion6 1 volumen de
cloroformo, se mezcld y se centrifugd a 12000 rpm 10 min. Se recupero la fase acuosa y se
adicionaron 2.5 volimenes de isopropanol para precipitar el ADN a -20 °C por 1 h.
Finalmente se centrifugé a 12000 rpm por 15 min 4 °C, se elimino el sobrenadante y se
dejo secar 5 min a temperatura ambiente. EI ADN se re-suspendi6 en agua y se cuantifico

espectrofotométricamente.

7.6. Subclonacion en el vector de expresion pPICZoB

El ADN plasmidico purificado se digiri6 con la enzima Xbal (Fermentas) 4 h 37 °C para
identificar la orientacion en la cual se cloné el producto de PCR, como estrategia
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 de corte Xbal.
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Una vez que se identifico la orientacion del inserto en el vector, el ADN plasmidico se
sometié a una doble digestion, primero con EcoRI (Fermentas) 16 h 37 °C. El vector
linearizado se purificd a partir del gel de electroforesis, subsecuentemente se digirié con
Xbal (Fermentas) 4 h 37 °C para liberar el fragmento de eHN y nuevamente se purifico a
partir del gel. El producto de digestion se ligo en el sitio de clonacion maltiple del vector de
expresion pPICZaB (Invitrogen) digerido con EcoRI/Xbal, usando una relacion molar
aproximada de 1:3 (vector/inserto) para formar el vector pPICZaB-HN, quedando en fase
un solo marco de lectura abierto desde el codon de inicio del vector, comenzando con la
secuencia de senalizacion denominada factor a y terminando en el codon de paro TGA
después de la etiqueta de polihistidinas. Los vectores recombinantes se purificaron a partir
de las cepas transformadas de E. coli One Shot Top 10, seleccionadas en presencia de 25
pug/ml del antibidtico Zeocina (Invitrogen) y después del analisis de restriccion se
confirmaron por secuenciacién. Los insertos en los vectores se secuenciaron usando los
iniciadores 5° 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. Preparacion de células competentes y transformacion de P. pastoris X33

Las células competentes de P. pastoris X33 se prepararon acorde a las instrucciones de la
compafiia Invitrogen. Brevemente, las células se cultivaron en medio YPD como
precultivo. Después, se inocularon 50 ml de medio YPD y se incub6 a 30 °C con agitacion
a 200 rpm, comenzando con una D.O. de 0.1 a hasta alcanzar una D.O. de 1 a 600 nm. Se
recuperaron las células por centrifugacion a 1500xg por 10 min a temperatura ambiente, el
paquete celular se lavo con 25 ml de agua destilada a temperatura ambiente, se centrifugo y
las células se resuspendieron en 1 ml de 100 mM de LiCl. Finalmente, las células se
empaquetaron a velocidad maxima por 15 s para remover el LiCl y volver a re-suspender
en 400 pl de LiCl 100 mM. Las células se alicuotaron en tubos con 50 ul de celulas para
cada transformacion. Para la transformacion, se removid el LiCl de cada alicuota por
centrifugacion y las células se resuspendieron en 240 ul de PEG 50%, después se afiadieron
36 pl de LiCl 1 M, 25 pl de ADN de esperma de salmén (2 mg/ml) y el vector pPICZaB-

HN linearizado (~10 pg). La mezcla se incub6 a 30 °C 30 min sin agitacion y
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posteriormente se realizo un choque térmico a 42 °C 25 min. Las celulas se recuperaron por
centrifugacion a 6000 rpm 5 min y se resuspendieron en 1 ml de medio YPD, se incubaron
a 30 °C por 1 h con agitacién moderada. Las transformantes fueron seleccionadas en placas
de agar YPD con 200 pg/ml de Zeocina después de 3 dias de incubacion a 30 °C.

7.8. Analisis de las transformantes de P. pastoris X33

Las colonias se confirmaron por PCR a partir de ADN genomico 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 por 24 h, las células se recuperaron por
centrifugacion a 8000 rpm por 2 min. El paquete celular se lavo con 500 ul de agua, se
centrifugd y posteriormente se re-suspendidé en 200 pl de una solucion de lisis (2% de
Triton X-100, 1% de SDS, 100 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCI pH 8, 0.38 mM de
EDTA) y 200 ul de fenol:cloroformo:alcoholisoamilico (25:24:1), posteriormente se realizé
el rompimiento con perlas de vidrio y vortex. El lisado se centrifugé a 12000 rpm por 5
min, se recuperd la fase acuosa y se incubd con RNasa (37 °C por 15 min). Posteriormente
se adiciono 1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 por cada 10 volumenes de mezcla y
2.5 volimenes de etanol frio. La mezcla se dejo precipitar 2 h a -20 °C, posteriormente se
centrifugé a 12000 rpm 15 min, el precipitado se lavo con 500 pl de etanol al 75%, se
centrifugd y se dejé secar a temperatura ambiente 5 min. Finalmente el ADN se
resuspendio en 50 pl de agua. La PCR se llevd a cabo usando los pares de iniciadores
utilizados para obtener la secuencia de eHN y con las condiciones descritas anteriormente.
El fenotipo Mut” de las colonias positivas se determin6 por réplica de crecimiento en medio
minimo de metanol + histidina (MMH), medio minimo de dextrosa + histidina (MDH) y
por PCR usando los iniciadores 5"A0X y 3°’AOX que amplifican el promotor nativo de
AOX1 de P. pastoris y un fragmento del vector pPICZaB-HN (que posee el sitio de corte
EcoRl). Posteriormente los productos se digirieron con la enzima EcoRI (Fermentas) y se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.7 % (w/v). Finalmente las cepas se

denominaron X33-eHNgo-576.
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7.9. Caracterizacion del crecimiento celular de X33-eHNg2.576en 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 peptona, 100 mM 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 cultivo se realizé un gréfico
de peso seco vs D.O. a 600 nm. La cepa X33-eHNg,.576 Se cultivo bajo el modelo de
crecimiento expresado en la ecuacion 1. EI modelo se integré a su modelo logistico para
obtener la ecuacion 2. Mediante el uso de la herramienta “solver” de Excel se iteraron los
valores experimentales partiendo de un minimo. Para calcular el tiempo de duplicacion se
integrd la ecuacion 3 de crecimiento. Se sustituyo la igualdad x=2x,y se despejo la variable
tiempo, finalmente el tiempo se obtuvo de la ecuacion 4. De esta forma se obtuvieron los

pardmetros cinéticos de la curva de crecimiento de la levadura (tabla 2).

Tabla 2. Ecuaciones del modelo de crecimiento.

1 3 dx
p=pmax*(1-X/Xmax) dt
? X= Xy x & 4 In2
X max xt t I
1+ Xif’(e” ~1) H

7.10. Expresiéon de la proteina eHN en X33-eHNg-576

La induccion de la expresién 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 X33-eHNg.576 se utilizo para inocular 100 ml de medio complejo de glicerol
tamponado (BMGY: 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 se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron 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% de metanol), en matraces de 500 ml y se incubaron a 30 °C
con agitacion a 250 rpm para inducir la expresion. Se dejo 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 de ARN se tomd 1 ml de células X33-HNg,.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 pl de amortiguador de zimoliasa (50 mM &cido citrico pH 5.6, 50 mM Na;HPO, 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 centrifugacion y se
resuspendieron en 1 ml del reactivo TRIzol (Invitrogen), se mezcl6 con vértex 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 recuperd la fase
acuosa y se mezclé con 2.5 volimenes de isopropanol. EI ARN se precipit6 a -20 °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, se re-suspendi6 en 30 ul de agua DEPC 0.1 % y se incub0 a
60 °C 10 min. Finalmente la concentracion se calculo en espectrofotométricamente y por
electroforesis en geles de agarosa al 0.7 % (w/v). Después, 1 ug de ARN se tratd con
DNasa 15 min a 37 °C. La reaccién de RT-PCR se llevo a cabo usando el sistema
comercial SuperScript One-Step RT-PCR with Platimun Tag (Invitrogen), en una mezcla
de reaccién de 50 ul, con 25 pl de Mix Reaction 2X, 1 UM de cada iniciador, 1 pl de
RT/Platinum Taq Mix y 1 pg de ARN como molde. El programa de retro transcripcion se
llevd a cabo por 1 ciclo a 55 °C por 30 min. El programa de amplificacion se establecid
como 95 °C por 2 min de pre-desnaturalizacion, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 15 s de
desnaturalizacion, 60 °C por 30 s de alineamiento, 72 °C por 1.5 min de extension 'y 72 °C
por 6 min de extension final. El producto de PCR se analizd 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 cepa X33-HNg,-576 Y €l medio
de cultivo se separd por centrifugacion de 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 de SDS-PAGE al 12% de acuerdo al método de
Laemmli en 1970. Las bandas se visualizaron con una solucion de tefiido (0.05 % Azul de
Coomassie G-250, 10% éacido acético, 50% metanol) y el exceso de colorante se elimind
con la solucion de destefiido (10% é&cido acético, 50% metanol). Para analizar la fraccion
intracelular, el paquete de células se rompio acorde a las indicaciones del material técnico
provisto por la compafiia Invitrogen. Brevemente; el paquete celular se re-suspendi6 en 100
pl de tampdn de rompimiento (50 mM de fosfato de sodio pH 7.4, 1 mM de PMSF, 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 centrifugé a 12000 rpm por 10 min a 4 °C, el sobrenadante se usé
para la determinacién de proteina total usando el ensayo de Sedmak y Grossberg en 1977,
con albiimina sérica bovina como estandar; finalmente, 20 pg de proteina se analizaron en
geles de PAGE-SDS. Para la inmunodeteccion se siguid el proceso de Burnette (1981) con
algunas modificaciones. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) en transferencia semi seca a 24 V por 50 min, usando un
tampon de transferencia (1.515 g de Tris-base, 7.2 g de glicina, 100 ml de metanol, 0.5 g de
SDS para 500 ml) y se bloque6 con 5% de leche descremada en un tampdon de TBS-Tween
(20 mM Tris-HCI pH 8, 0.15 M de NaCl, 0.05% de tween 20) a 4 °C durante 16 h con
agitacion moderada. Subsecuentemente, la membrana se lavo tres veces con TBS-Tween y
se incubd con diversos anticuerpos para la deteccion de la proteina recombinante: el
anticuerpo anti-myc acoplado a peroxidasa de rabano (HRP, Invitrogen) con una dilucién
1:5000, anticuerpos provenientes de sueros de cerdos infectados con PorPV (1:2000) como
primer anticuerpo e 1gG de cerdo acoplado a fosfatasa alcalina como segundo anticuerpo
(1:4000). Después de los lavados, las bandas de proteinas se revelaron con su sustrato
correspondiente; para HRP se usé el sustrato quimio luminiscente Inmobilon (Millipore) y
el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato y azul de nitrotetrazolio (BCIP-NBT)

(Promega) para fosfatasa alcalina.
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7.13. Ensayos enzimaticos

Para determinar la actividad enzimatica las proteinas del medio libre de células se
concentraron 10 veces precipitdndolas 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 tiobarbitarico (ATB) de Santos-LoOpez et al.,
2004, que se basa en la formacién de un croméforo que se lee a 550 nm en un espectro UV-
vis y es obtenido por la reaccion entre un producto de la oxidacion del cido sialico y el
acido tiobarbitdrico. 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, 50 ul de fetuina (10 mg/ml)
como sustrato, 50 pl de proteina concentrada y 50 ul de agua. Se incub6 a 37 °C por 30
min, posteriormente se llevo a ebullicion en bafio maria por 2 min y se adicionaron 50 ul de
acido peryodico (5.7 mg/ml de acido peryddico disuelto en HCI 125 mM, preparado al
momento de usarse), la mezcla se incubd 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 &cido tiobarbitdrico 0.1 M
pH 9 y se llevd a ebullicién 10 min en bafio maria para observar la aparicién 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 alcohol (n-butanol disuelto en HCI 0.5
M) y la fase alcohdlica se separ6 centrifugando 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. La concentracion de acido sialico liberado se calculd al
correlacionarlo con una curva estdndar de cido 5-N-acetil-neuraminico puro (Neu5Ac,
Sigma-Aldrich).

En algunos ensayos se utiliz6 el sustrato fluorescente 2’-(4-methylumbelliferyl)-a-
D-N-acetylneuraminic acid (MUNANA). Para la reaccion, la mezcla se realiz6 en un
volumen final de 100 ul, conteniendo 15 pl de agua, 50 ul de la proteina eHN, 25 pl de un
amortiguador de acetatos (0,4 M pH 4) y 10 pl de Munana (1 g/l). Se coloc6 en una
microplaca de fondo de oscuro y se incub6 37 °C durante 20 min. Posteriormente se llevo a
la excitacion a 375 nm. Por altimo, la fluorescencia transmitida se leyd a 405 nm. Todas las

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

Para determinar los parametros cinéticos se siguio lo descrito por Berg y col. (2006). La
cantidad de eHN usada en la determinacién de la constante de Michaelis-Menten (Km) y la
velocidad maxima (Vmax) fue de 2.27 pg. Para obtener los valores, los ensayos se llevaron
a cabo a una temperatura constante de 37 °C. La concentracion del sustrato se vario desde
1-5 mg/ml de fetuina a partir de una solucién madre de 10 mg/ml y los tiempos de reaccion
de 5 a 40 min. La cantidad de acido neuraminico liberado (nmol) se calculdé como se
describe arriba. La cantidad de producto liberado por cada concentracion de sustrato se
graficaron respecto al tiempo y de cada curva de velocidad se obtuvo la pendiente
(nmol/min). Las pendientes (velocidades) se usaron para obtener la curva de saturacion y
estos datos se usaron para obtener la representacion de Lineweaver-Burk por medio del
inverso de la velocidad y de la concentracion de sustrato. Los datos de Km y Vmax se
obtuvieron de este grafico mediante el calculo de la pendiente y la ordenada al origen,

respectivamente. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

7.15. Purificacion del eHN

Las proteinas del medio libre células de X33-HN se concentraron 10 veces por
precipitacion con sulfato de amonio al 80%, posteriormente se resuspendieron en el tampén
de union (tampon de fosfatos 50 mM pH 8, NaCl 0.4 M) y se dializaron por 24 h contra el
tampon de unién para eliminar sales remanentes. Para la purificacion se uso la matriz de
agarosa-NiTA (Amersham), equilibrada con 5 volimenes de columna del tamp6n de unién,
posteriormente dos volumenes de columna de la muestra concentrada y dializada se cargd
en la columna de purificacion. La columna se lavo con 5 volimenes de columna del tampén
de lavado (tampdn de fosfatos 50 mM pH 8, NaCl 0.4 M, 10 mM de imidazol). Finalmente
la proteina se eluyé con 3 volimenes de columna del tampon de elucion (tampén de
fosfatos 50 mM pH 8, NaCl 0.4 M, 400 mM de imidazol). La presencia de la proteina se
verificd mediante SDS-PAGE, Western blot y actividad. La concentracion de la proteina
purificada se cuantificd por el método de Sedmak y Grossberg, (1977) con BSA cristalina

como estandar.
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7.16. Inmunizacion de ratones

Para la inmunizacion de ratones se uso el adyuvante AbISCO-100 (Isconova AB, Uppsala,
Sweden). El adjuvante AbISCO-100 es una formulacién de saponinas de Quillaja
saponaria con colesterol y fosfolipidos como ISCOMSs (Complejos inmuno-estimulantes),
actualmente llamada Matrix-Q™ (Isconova AB, Uppsala, Sweden). Para la produccién de
los anticuerpos anti-HN, se inmunizaron ratones macho de la cepa CD-1 de 21-28 dias de
nacidos, en el bioterio del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) de la Ciudad de México. La dosis de inmunizacién (ID) para todas las
pruebas con proteina recombinante fue de 5 pg/raton. Como control negativo se inocularon
ratones con PBS y como control de referencia se inocularon ratones Unicamente con la
proteina recombinante. Brevemente, la inmunizacién y el proceso de sangrado fueron de la
siguiente forma: todos los grupos fueron inoculados via intradérmica en un volumen final
de 200 pl con dos dosis. La segunda dosis fue administrada 14 dias después de iniciado el
experimento. Durante el experimento los ratones se sangraron de la cola a los dias 0, 7, 14 y
28 para recuperar el suero y evaluar la produccion de IgG. Al final del dia 28 los ratones se
sacrificaron por inhalacion con CO,. Cada procedimiento se siguié de acuerdo con la "Guia
del Ciudadano para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de México" y aprobado
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Todos los procedimientos se hicieron de acuerdo con la
legislacion mexicana (NOM-062-Z00-
1999,1aSAGARPA http://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. ELISA indirecto

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 (0.05 M, pH 9.6) a 4°C durante
16 h. Posteriormente, se lavé con un tampon de PBS-Tween 0.05% y se incub6 con los
sueros de raton en una dilucion 1:150 en tampdn de PBS durante 1 hora a 37°C. La placa se
lavd nuevamente con tampdn de PBS-Tween 0.05% Yy se colocé el anticuerpo secundario

(IgG de raton acoplado a HRP) en una dilucion 1:2000 en tampdn de PBS durante 1 hora a
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37°C. Después, la placa se lavo con tampdn de PBS-Tween 0.05%, se revel6 con el sustrato
tetrametilbencidina (TMB) y finalmente la reaccion se detuvo usando una solucion de acido
sulfarico 2 M. La microplaca se ley6 a 450 nm en un lector de ELISA.

7.18. Obtencidn del in6culo de trabajo del PorPV cepa PAC1

La linea celular de rifiobn de cerdo (PK-15) se obtuvo por donacion del Dr. José Tapia
Ramirez del CINVESTAV. Se cultivé en botellas de 25 cm? hasta obtener una confluencia
del 90%. El PorPV cepa PAC1 se conserva en el Laboratorio de Virologia del CIBIOR a
partir de la donacién del Dr. Humberto Ramirez Mendoza de la UNAM. Una botella de 25
cm? de PK-15 a una confluencia aproximada del 80% se usé para infectar con 3 ml de la
alicuota del PorPV de PAC1 a 37°C por una 1 h. La infeccién se dej6 por 72 hrs con medio
minimo esencial de Dulbecco (DMEM) suplementado con 2.5% de SFB hasta observar
efecto citopatico (formacion de sincicios) y con un porcentaje de viabilidad celular mayor
al 40%, esto se considerd el primer pase del virus, ya que se desconocia el nimero de pases
anteriores. Posteriormente, el sobrenadante se recuperd y se centrifug6 a 3000 rpm 5 min a
4 °C para eliminar los desechos celulares. EI sobrenadante del primer pase se diluyé 1:10
en DMEM sin SFB y se usé para infectar una caja de PK-15 a una confluencia aproximada
del 80% con 3 ml de la dilucién del primer pase a 37°C 1 hr. La infeccion se dejé por 72
hrs con DMEM y 2.5% de SFB hasta observar el efecto citopético y la viabilidad celular
esperada, esto se considerd el segundo pase del virus. Después de recuperar el
sobrenadante y centrifugarlo, se usé para infectar una caja de 75 cm?, haciendo una
dilucién 1:100 en DMEM sin SFB. Después de 48 hrs y observar el efecto citopatico y la
viabilidad celular esperada, se recuper6 el sobrenadante y se realizaron alicuotas de 100 pl
que se congelaron a -70 °C. Esto se consider6 el indculo de trabajo para todos los ensayos

posteriores.

7.19. Titulacion viral

El indculo de trabajo se tituld en cajas de cultivo de 12 pozos mediante ensayo de placas
liticas sobre células PK-15 con 100% de confluencia. Brevemente, se realizaron diluciones
seriadas de 10 hasta 107 del in6culo en DMEM sin SFB. Cada pozo se infecté con 400 pl

a 37 °C por 1 h. Como control negativo de infeccion se us6 DMEM sin SFB. Después de la
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infeccion, se retiro el sobrenadante y se coloc6 1 ml de medio sélido 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 retird la agarosa y se tifio con cristal violeta (solucion al 0.1% en
etanol al 20%). Finalmente, se contaron las placas liticas en cada dilucion del virus y se
eligio la dilucion donde se contaron de 50 a 100 placas liticas para realizar los ensayos de

sero-neutralizacién.

7.20. Ensayos de sero-neutralizacion

Para los ensayos de sero-neutralizacion se utilizaron placas de 12 pozos con células PK-15
a una confluencia del 100%. Se realiz6 una mezcla de virus con suero de raton en medio
DMEM sin SFB. Se utilizé la dilucion del virus con placas liticas contables y el suero de
raton se diluyé 1:8, 1:24, 1:32 y 1:64 (suero/medio). La mezcla suero-virus se incubd 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 retir6 el sobrenadante y se
colocé DMEM sdlido. La infeccion se dejé por 6 dias, las células se fijaron con &cido
tricloroacético al 10%, se retird el medio sélido y se tifi6 con cristal violeta. Finalmente se
contaron las placas liticas y se compararon los titulos virales de los experimentos con las

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

8.1. Prediccion del ectodominio de la HN del PorPV

La secuencia de la proteina HN de la cepa PAC1 de PorPV de 63.3 kDa (peso estimado so6lo
para la secuencia aminoacidica) presenta una alta probabilidad de tener una region
transmembranal en el N-terminal, correspondiente a los aminoacidos 25 al 47, donde se
encuentran aminoacidos hidrofébicos en su mayoria (alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
valina), lo que corresponde a la region de la proteina por medio de la cual se ancla a la
membrana del virus. De manera sobresaliente para este estudio, los residuos del 48 al 576
corresponden a la region que se encuentra expuesta al medio exterior, conocida como el
ectodominio (eHN), donde la proteina posee todas los sitios importantes para el plegamiento,
actividad, etc. Los residuos de aminoacidos del 1 al 24 corresponden a la region de la proteina

que hace contacto con el interior del virus (figura 17).
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Figura 17. Prediccion de la region transmembranal. Regién transmembranal de la proteina HN de PAC1,

usando el predictor TMHMM v. 2.0. (I porcién intermembranal, (EEE) porcion transmembranal, (EEE

) porcion expuesta.

Como se puede observar en la figura 17 existe una probabilidad muy alta de que la
region formada por los aminoacidos del 25 al 47 corresponda a la region de anclaje a la

membrana del virus. El predictor TMHMM v. 2.0 se ha reportado por diferentes autores como
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Forestan et al., en 2012, para predecir las regiones transmembranales de varias proteinas
transportadoras del maiz con hasta 500 residuos de aminoacidos, las cuales poseen varias
porciones intramembranales para poder realizar la funcidn de transportadores. También Bera
et al., en 2013 utilizaron esta herramienta para determinar la region intramembranal de una
neuraminidasa del virus de influenza equina (H3N8) y presentan probabilidades similares a la
encontrada en la HN para dichas regiones.

Por otro lado, se encontraron tres sitios potenciales de glicosilacion ubicados en las
posiciones 149, 277 y 338, predicho mediante el servidor NetNGlyc 1.0 (figura 18). Estos
sitios poseen un valor potencial de N-glicosilacion mayor a 0.5 (valor minimo que debe
alcanzar el sitio para considerarlo como glicosilado), por otro lado el residuo de aminoacido
325 presenta un sitio de glicosilacion, sin embargo no sobrepasa el limite permitido por el

programa para presentar la modificacion, por lo que es poco probable que se presente en la

naturaleza.
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Figura 18. Sitios potenciales de N-glicosilacion. Prediccion usando el servidor NetNGlyc 1.0. (i) posicion del

sitio potencial de N-glicosilacion, @) limite necesario a sobrepasar para presentar el sitio.

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

glicosilacién para la HN de la cepa VLPM a partir del analisis del ADN complementario del
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gen. Cabe destacar que los sitios potenciales de N-glicosilacion se encuentran presentes en la
region del eHN, por lo que seguramente es la region méas importante y necesaria para que la
proteina presente su conformacion funcional, debido a que estos cambios postraduccionales

estan implicados en el plegamiento.

El anélisis del indice antigénico de Jameson-Wolf se ha usado para encontrar epitopos
en el receptor para la hormona foliculo estimulante humana (Cheng et al., 2014) y se han
predicho dominios transmembranales en el trabajo reportado por Palomares-Jerez et al., en
2012, al analizar la proteina NS4B del virus de la hepatitis C mediante el algoritmo de Kyte y
Dolittle, en 1982. Con lo anterior, se ubico la region hidrofobica en el N-terminal de la
proteina HN de PACL1 y la regién antigénica en el 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 19. Analisis bioinformatico de la proteina HN del PorPV de PACL. El analisis de hidrofilicidad de
Kyte-Doolittle muestra una region transmembranal en el N-terminal (residuos de aminoacidos 25-
47), el indice antigénico de Jameson-Wolf predice los epitopos antigénicos en el ectodominio de la
proteina (residuos 48-576). La regién intermembranal corresponde a los residuos de aminoacidos 1-
24,

Como se puede observar en la figura 19, existe una probable region transmembranal en
el N-terminal de la proteina, que se muestra como un pico sobresaliente con un valor alto por

debajo de cero (residuos de aminoacidos 25-47), ya que en la escala de hidrofilicidad de Kyte-
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Doolittle, aquellos valores por debajo del cero hacen referencia a las regiones hidrofobicas y
por ende, son las que presentan mayor probabilidad de colocarse de manera transmembranal,
al igual que el predictor TMHMM v. 2.0, el algoritmo de Kyte-Doolittle predice la misma
region transmembranal en la proteina HN. Por otro lado el indice antigénico de Jameson-Wolf
predice posibles determinantes antigénicos mediante la combinacion de otros métodos
existentes para la prediccion de proteinas estructurales que involucran la determinacién de los
valores de hidrofilicidad, probabilidad de superficie, flexibilidad de la cadena aminoacidica,
estructura secundaria e hidropatia. El algoritmo asigna valores mayores a cero a aquellas
regiones potencialmente antigénicas y aquellas que alcanzan el valor maximo de la escala se
les consideran como las méas prometedoras. En 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 a aparecer aproximadamente
desde el residuo 110 hasta el 576, quedando las regiones intraviral e intramembranal sin sitios

potencialmente inmunogénicos.

En otros estudios Zenteno-Cuevas et al., en 2007, utilizando el paquete ANTEPROT
suite of programs version 2.0, predijo la presencia de 18 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 reconocieron 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

desarrollo de una vacuna.

Finalmente, con estos resultados, se propuso la region de la proteina HN del
aminoacido 62 al 576 como el mejor candidato para expresarse en la levadura P. pastoris, el
cual se denomino ectodominio (eHN); éste no presenta regiones hidrofobicas que pudieran
ocasionar problemas en la recuperacion de la misma y presenta los sitios de glicosilacion y

ademas contiene los epitopos potencialmente antigénicos.
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8.2. Amplificacion y clonacion del eHN

Con el objetivo de obtener el marco de lectura abierto para la proteina eHN, se llevd a cabo
una PCR usando los iniciadores que permiten recuperar dicho amplicon y ademas introducen
los sitios de corte EcoRI y Xbal para su posterior clonacion en el vector de expresion de la

levadura. La amplificacion por PCR del eHN se llevo a cabo a partir del triplete codificante

para el residuo de aminoécido 62 al 576 tomando como plantilla el vector pJET-HN que
contiene el ORF de la HN de PAC1, esperando una banda de 1567 pb. (figura 20).

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 del ORF del eHN. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. (M)
Marcador de peso molecular, (1) vector pJET-HN, (2-4) amplificacion a partir de pJET-HN.

En la figura 20 se puede apreciar la amplificacion por PCR del fragmento esperado de
1567 pb (2-4) usando los iniciadores disefiados para introducir los sitios de corte Xbal y
EcoRl, dicho producto esta ausente en el control negativo de amplificacién (pJET-HN) por
tanto, la banda observada corresponde al producto esperado (ORF del eHN) y pudo ser usado
en la construccion del vector de expresion. El producto de amplificacion se purificé del gel de
electroforesis para ser clonado en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt. Este vector presenta
el sitio de clonacion multiple dentro del gen tdxico eco471R y gracias a esto, se obtuvieron
solo clonas de E. coli con el producto de amplificacion, 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 corte Xbal en el sitio de clonacion
maltiple 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 plasmidico con Xbal, dicho vector fue
denominado pJET-eHNG; (figura 21).

pJET-eHN62
4540 bp

0

8 \\
EGOYL

Figura 21. Vector pJET-eHNg,. Clonacion del inserto eHN en la orientacion 3°a 5° con un sitio de corte Xbal en

cada extremo.

Como se puede apreciar en la figura 21 el ORF de eHN puede entrar en la posicion 3"a
5en el sitio de clonacion multiple del vector pJET1.2/Blunt, esto representa una ventaja ya
que se pueden seleccionar clonas que con el inserto mediante la digestion con la enzima Xbal,

en los cuales se espera observar la liberacion del fragmento clonado (figura 22).
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1500 pb--

Figura 22. Analisis de pJET-eHNs, Patrones de restriccion de ADN plasmidico. (M) Marcador de peso
molecular, (A) pJET-HN digerido con Xbal, (1-4) vectores pJET-eHNg, de diferentes cepas digerido

con Xbal.

En la figura 18, (1-4) se aprecia el resultado de la digestion con Xbal del ADN
plasmidico de 4 clonas seleccionadas, anteriormente a dichos vectores se les realiz6 una
digestion con EcoRI para corroborar la presencia del sitio de corte en cada una de ellas. La
digestion con Xbal liberé el fragmento clonado de 1567 pb en las clonas 1, 3 y 4, que suponen
aquellos vectores con la orientacién deseada de 3"a 5"en el producto ligado y de ellas se
selecciond finalmente la clona 3 para usarse en la subclonacion en el vector de expresion
pPICZaB, en la cual no se observaron productos inespecificos después de la digestion. Como
control positivo de digestion se usé el vector pJET-HN (figura 18, A) que también posee un
sitio Unico de corte Xbal. Por otro lado, es importante mencionar que conocer la orientacién en
la cual se ligo el inserto al vector es necesario para evitar la pérdida de fase en el ORF al
subclonar en el vector de expresion. Para este fin, la clona 3 que se selecciono se sometid a
una digestion primero con la enzima EcoRI para abrir el vector y posteriormente con Xbal
para liberar el fragmento, de esta forma se asegura que el inserto queda debidamente digerido.
Finalmente, el producto de digestion fue purificado del gel de electroforesis y usado para

introducirlo en el vector de expresion de P. pastoris.
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8.3. Construccidn de un sistema de expresion para el eHN

El ADN plasmidico de la clona 3 se digirié primeramente con EcoRl, purificado del gel de
electroforesis y digerido posteriormente con Xbal para liberar el inserto correspondiente al
eHN. El fragmento se ligo en el vector de expresion pPICZaB (digerido con EcoRI y Xbal) y
con éste se transformaron células competentes de E. coli Top 10, seleccionadas por su
capacidad de crecer en medio con el antibiético Zeocina (marcador de seleccién). Finalmente
se seleccionaron 4 transformantes, se les extrajo ADN plasmidico y se llevé a cabo una PCR

para amplificar el inserto de eHN (figura 23).

5000 pb--
3500 pb--

v U S G G PERTTI N
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1000 pb--
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250 pb--

Figura 23. Amplificacion del eHN a partir de los vectores de expresion. (M) marcador de peso molecular, (A)
PCR de pJET-HN, (1-4) PCR de los vectores de expresién seleccionados.

En la figura 23 se puede observar el resultado de la PCR que se llevo a cabo a 4
colonias seleccionadas capaces de crecer en presencia del marcador de seleccion (zeocina) y
por esto implica que adquirieron el vector de expresion. La reaccion se llevo a cabo usando los
oligos que permiten amplificar todo el ORF del eHN (HNRppS y HNRppA), como control
positivo de amplificacion se usé el vector pJET-HN (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 (figura 23, 1-4), corroborando de esta
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forma que todas las clonas seleccionadas de E. coli adquirieron el vector de expresion y dicho
vector posee el inserto del eHN. Con ello se logrd obtener un vector de expresion que presenta
el ORF del eHN para el sistema de expresion de P. pastoris. Una de las colonias fue
seleccionada para caracterizar el vector por patrones de restriccion y secuenciacion, finalmente

el vector se denomind pPICZoB-eHNg;-576.

El vector de expresion pPICZoB-eHNg,.576 (figura 24) contiene todos los elementos
necesarios para producir la proteina eHN en la levadura. Posee un gen de resistencia a zeocina
para poder seleccionar las clonas en medio con el antibi6tico, ademas 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 Unico Pmel para integrar el
vector al cromosoma de la levadura por recombinacion homdloga en su promotor nativo de
AOXL. El inicio del marco de lectura de la eHN se fusiona en fase con el factor alfa, que es un
péptido sefal de S. cerevisiae capaz de llevar la proteina al medio extracelular facilitando los
procesos de purificacion, obtener la proteina en forma soluble y ademas es funcional en P.
pastoris. El final del ORF del eHN esta fusionado a dos etiquetas, la etiqueta c-myc permite
identificar la proteina en western blot utilizando anticuerpos contra la misma y la etiqueta 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 péptido sefial de eHN, paso

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

1y0023

*be/:

Kex2 sitio de corte

LFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAAGILGNLQSTITSWNPDVQAMLSISNQLIYTTSITLPLKISTTEMSILTAI
Alpha factor eHN

LSKTQPAAYTTTTCFRDTDTGKIYCITIAELGKVLLGEFQIVPFLREIKIQSRYLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH.
eHN c-myc 6 His

Figura 24. Vector de expresion pPICZaB-eHNg,.576. Representacion esquematica del vector y la proteina eHN.
Se utiliz6 el vector pPICZaB (3597 pb) para insertar la region de codificacion de eHN fusionado con
las etiquetas c-myc, 6 His (1614 pb) y la sefial secretora del factor alfa (1893 pb), la proteina fusionada

contiene el sitio Kex2 una sefial para eliminar el factor alfa y liberar el eHN al medio extracelular.

El vector de expresion pPICZaB-eHNs-576 S€ Sometio a restricciones para corroborar la
fidelidad del sistema obtenido. El vector fue sometido a una digestion con la enzima de sitio

Unico de corte Pmel y una doble digestion con las enzimas EcoR1 y Xbal (figura 25).
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Figura 25. Analisis del vector de expresion pPICZoB-eHNg;576. (M) Marcador de peso molecular, (1) vector

sin digerir, (2) digestion con Pmel, (3) doble digestion con EcoRI y Xbal.

Como se puede apreciar en la figura 25 el vector de expresion se linearizé con la
enzima Pmel mostrando el tamafio esperado de 5086 pb (figura 25, 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 enzimas EcoRI y Xbal permiti6 corroborar que el vector posee
el inserto eHN con el tamafio esperado de 1552 pb ya que fueron los sitios usados durante la
subclonacidén y se observa la liberacion de este fragmento en el gel. Finalmente como control
negativo de digestion se utilizo el vector sin digerir, con el objetivo de confirmar la presencia
de reaccion de digestion por parte de las enzimas y descartar falsos resultados. El vector se

secuencio para confirmar finalmente que se obtuvo el producto deseado.

El vector pPICZaB-eHNg,.576 Se secuencid con los iniciadores 3°’AOX y 5°’AOX que
hibridan fuera del inserto eHN y permiten observar los sitios de ligacién en el
electroferograma para corroborar que el ORF de la proteina quedo en fase con el factor alfa
(figura 26).
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GTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATA CGGGTTATTGTTTATAAATACTACTAT

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

Figura 26. Secuenciacion del vector pPICZaB-eHNg, 576. Parte del electroferograma obtenido al secuenciar el
vector y alineamiento realizado con lo predicho in silico y el electroferograma. Los nlmeros indican

la posicidn de los nuclettidos.

Al llevar a cabo la secuenciacion se obtuvo un electroferograma confiable, ya que se
observaron picos Unicos y bien definidos por cada nucleétido del vector, por lo que los datos
recuperados del mismo se consideraron representativos de lo obtenido experimentalmente. Se
pudo corroborar que se obtuvo un 100% de similitud con lo predicho in silico ya que no se
observaron cambios entre los nucleo6tidos observados en el electroferograma y lo que se tenia
de manera teorica (figura 26). De esta forma se comprobd la obtencion de un vector de
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 fuente de carbono.

8.4. Obtencion de cepas de P. pastoris productoras del eHN

El vector pPICZaB-eHNg.576 fue linearizado con Pmel para integrarlo por recombinacion
homologa al genoma de P. pastoris en su promotor nativo de AOX1. El vector linearizado se
incorpor6 por transformacion de la cepa X33 de P. pastoris, para ello se llevo a cabo por
choque térmico usando el método del cloruro de litio y después de transcurridos los dias

necesarios, se observa el crecimiento de colonias en medio Agar YPD + Zeocina (figura 27).
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Figura 27. Transformacion de P. pastoris con el vector pPICZaB-eHNgy576. (a) crecimiento de colonias
transformadas en medio Agar YPD + zeocina, (b) Resiembra de las colonias transformadas en medio
Agar YPD + zeocina, (X33) cepa sin transformar, (1-7) cepas transformadas. La flecha indica la

presencia de una colonia.

Como se muestra en la figura 27a, se obtuvieron algunas colonias positivas para
crecimiento en presencia del marcador de seleccion (zeocina) lo que indica la capacidad de
degradar el antibiotico debido a la incorporacion del vector de expresion; cabe mencionar que
bajo las condiciones experimentales anteriormente descritas, no fue posible obtener elevadas
cantidades de colonias transformadas y se pudo observar una baja tasa de transformacion,
debido probablemente a que el vector se tiene que integrar al cromosoma. Por otro lado, se
corroboré que las colonias obtenidas conservaran la capacidad de seguir creciendo en
presencia del antibiotico al resembrarlas en medio YPD + zeocina (figura 27b) debido a que a
lo largo del trabajo experimental se obtuvieron varios falsos positivos, colonias que
aparecieron durante la transformacion posteriormente fueron incapaces de continuar creciendo
en presencia del antibidtico, esto puede ser causa de la concentracion de zeocina, la cual es
recomendable mantener a 200 pg/ml para evitar este problema. Por Gltimo, se seleccionaron 4
cepas para extraer ADN cromosomico y realizar una PCR para amplificar el inserto
correspondiente al eHN, usando los iniciadores HNRppS y HNRppA, con esto finalmente
corroborar la incorporacion del vector al cromosoma de la levadura, estas cepas fueron
denominadas X33-eHNg2-576 (figura 28).
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Figura 28. Amplificacion de eHN en las cepas X33-eHNg,.57. (M) Marcador de peso molecular, (1) PCR a
partir del vector pPICZaB-eHNg,.576, (2) PCR a partir de ADN cromosomal de la cepa X33, (3-6) PCR

a partir de ADN cromosomal de la cepas X33-eHNg,.576.

En la figura 28 se muestra el resultado de la amplificacién del ORF del eHN en las
cepas transformadas de P. pastoris, como control positivo se uso el vector de expresion, el
cual contiene el inserto a amplificar y arrojo6 el tamafio esperado de 1567 pb correspondiente al
eHN, por otro lado el control negativo usado fue ADN cromosomal de la cepa X33, una cepa
sin transformar, que 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 experimentales. 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 productoras de la proteina viral.

8.5. Determinacion del fenotipo Mut

La integracion de ADN foréneo al cromosoma de la levadura por recombinacion homéloga en
su region promotora de AOX1 puede llevarse a cabo por desplazamiento o por interrupcion de
su promotor nativo (figura 29). Este hecho puede tener efecto significativo sobre la expresién
de la proteina, por ello es necesario la caracterizacion de este evento. La incorporacion del
vector de expresion se describe en el manual de Invitrogen, sin embargo el proceso de 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) se dominan Mut® y 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, contintan degradando el metanol sin problemas, estas
cepas son denominadas Mut®. Conocer estos eventos es de vital importancia debido a que el
metanol es el inductor para la produccidn de la proteina viral y sera usado durante todos los

ensayos de expresion.

i EE—ETEHEEE—  Mutt

Interrupcion

Mut*

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

Desplazamiento

5 AOX1 or aox1::ARG4 L1} 3’

Genoma de P. pastoris

Figura 29. Integracién del vector recombinante al genoma de P. pastoris. Fenotipo Mut® (el vector se integra
al genoma interrumpiendo el promotor de AOX1), Mut” (el vector se incorpora por desplazamiento sin

interrumpir el promotor de AOX1); modificado del Manual de Invitrogen.

Como se observa en la figura 29 el vector de expresion se recombina en su region
promotora de AOX1 con la region promotora nativa de P. pastoris, el vector tiene un sitio de
corte Unico Pmel para poder abrirlo y la recombinacion ocurre en la region 5°del promotor
nativo de AOX1. La integracion del vector por desplazamiento no interrumpe el gen AOX1y
la levadura continua degradando el metanol, mientras que el ADN foraneo se acomoda antes

del comienzo del promotor nativo. Usando los iniciadores 3°’AOX y 5’AOX es posible
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elucidar este evento de recombinacion, debido a que hibridan en la region promotora de
AOX1 y por ende en el vector de expresion, generando amplicones de pesos moleculares
similares (~2000 pb) (figura 30).

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

Figura 30. Determinacion del fenotipo Mut. (a) Representacion esquematica de la determinacion del fenotipo
Mut" mediante PCR utilizando los cebadores de AOX1 (flechas negras) con la posterior digestion de
los productos utilizando EcoRI y (b) analisis de las cepas transformadas en gel de agarosa: (1)
control vector pPICZaB-HN, (2) cepa X33, (3) pPICZaB vector sin inserto, (4-6) cepas
transformadas X33-eHNg,.576, (M) marcador de peso molecular.

Como se aprecia en la figura 30a cuando el vector de expresion se integra al
cromosoma de la levadura por desplazamiento, los iniciadores 3’AOX y 5°’AOX (cuya
posicion se sefiala en flechas) hibridan tanto en el vector de expresion 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 buscé una enzima 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 gel. La enzima elegida fue EcoRI que parte el producto de PCR del vector
integrado en dos fragmentos de 1718 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). En la electroforesis (figura 30b) el vector pPICZaB-eHNg,-576 Y ADN cromosomal
de la cepa X33 se usaron como controles positivos de amplificacion. Como se demuestra en la
figura 30b en el carril 1 el vector de expresién generd los dos productos esperados, mientras
que en el carril 2 el ADN cromosémico de X33 gener6 sélo un fragmento, corroborando lo
descrito anteriormente. Por todo esto, las cepas transformadas que presenten el fenotipo Mut”
se espera presenten estos tres fragmentos correspondientes al vector de expresion y el
promotor nativo de AOX1. Este resultado se puede apreciar en la figura 30b carriles 4, 5,y 6
en donde en las tres cepas seleccionadas se puede observar la presencia de los tres fragmentos
esperados, por tanto, estas cepas integraron el vector de expresion por recombinacién
homéloga sin interrumpir su promotor nativo de AOX1, confirmando el fenotipo Mut™ y 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 por medio de PCR usando los cebadores
3’AOX y 5°’AOX y el vector recombinante, fue también descrito por Zhou y col., 2006, al
obtener cepas productoras de la glicoproteina NS1 del virus del dengue. Mediante PCR los
autores logran identificar cepas Mut™ debido a la presencia del fragmento correspondiente al

vector de expresion y al promotor de AOXL1.
Posteriormente, las cepas caracterizadas en su fenotipo mediante PCR, también se

probaron por crecimiento en medio diferencial usando medio minimo con metanol + histidina

(MMH), donde se espera crecimiento similar a la cepa X33 (figura 31).
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Figura 31. Crecimiento en medio MMH. (X33) P. pastoris sin transformar, (1-3) cepas X33-eHNgy.576.

Como se aprecia en la figura 31, todas las cepas X33-eHNg,-576 caracterizadas mediante
PCR como Mut" fueron capaces de crecer en medio minimo utilizando como fuente de
carbono el metanol, presentando un crecimiento similar a la cepa X33, la cual presenta un
fenotipo Mut”. Esto confirma que las cepas X33-eHNg2.576 N0 solo incorporaron el vector de
expresion a su cromosoma por desplazamiento de su promotor nativo de AOX1, sino que
ademas son capaces se continuar creciendo en presencia de metanol con un crecimiento
similar a la cepa no transformada de modo que el proceso de transformacién no tuvo efecto
significativo en la viabilidad celular. Por ello la prueba de expresion 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 cepa Mut" vs Mut®
durante la expresion extracelular del anticuerpo A33 scFv y hallaron diferencias significativas
en el crecimiento y el rendimiento, donde la cepa Mut® tuvo rendimientos mayores que la
positiva. Daly y Hearn, en 2005, describen el impacto que tiene la ruta de la alcohol oxidasa
en cuanto a la expresion de proteinas recombinantes, describiendo diferencias importantes en
las cepas Mut* vs Mut®. Cereghino y Cregg, en 2000, describen el uso de cepas Mut® como la

cepa KM71 o la cepa MC100-3 que presentan eliminacién del promotor nativo de AOX1
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teniendo ventajas durante la expresion debido a las cantidades menores de metanol y los
tiempos requeridos para lograr y mantener la induccién de la expresion. También Krainer et
al., en 2012, produjeron tanto la cepa Mut® y la cepa Mut® para producir la peroxidasa del
rabano y mediante la alimentacion por pulsos de metanol encontraron una produccién tres
veces mayor de la enzima en la cepa Mut® comparado con la produccién de la otra mutante,
por ello se demuestra que diversos factores pueden influir en la produccion de proteinas
recombinantes en la levadura y uno de los mas importantes es conocer el fenotipo Mut de la

cepa obtenida.

Cuando se usa la cepa X33y el vector pPICZaB, que es nuestro caso, la mayoria de las
mutantes deben presentar el fenotipo Mut®, habiendo una pequefia posibilidad de obtener la
otra cepa. En nuestro caso mas del 90% de nuestras transformantes fueron Mut", se logrd
observar una cepa Mut®, en la cual no se obtuvo crecimiento en los medios de expresion.
Finalmente una de las clonas X33-eHNgy576 Mut”™ se selecciond para caracterizar su

crecimiento celular en los diferentes medios de propagacion y expresion.

8.6. Caracterizacion del crecimiento celular de X33-eHNg2-576

Debido a que es la primera vez que se trabaja el sistema de expresion de P. pastoris en el
laboratorio, se tuvieron que obtener todos los pardmetros 6ptimos de crecimiento celular. Un
punto importante en la expresion de la proteina 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 después poder re-dirigir la
maquinaria celular hacia la produccion de la proteina eHN al cambiar la fuente de carbono por

el metanol.

A lo largo del trabajo experimental se buscaron las condiciones Optimas 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 medio con 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 alto y buen metabolismo. Por ello,
el crecimiento de la cepa X33-eHNg-576 Se caracterizo en medio BMGY con el objetivo de
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conocer el comportamiento de la cepa a lo largo del tiempo, determinando los aumentos de la
biomasa en la que el cultivo abarca todas las fases de la curva de crecimiento. En primera
instancia fue necesario conocer el peso seco de la levadura en g/l en diferentes valores de D.O.
y construir un grafico de peso seco vs D.O. Para esto, la cepa se cultivdo en medio liquido
(BMGY) hasta saturacién tomando muestras a diferentes valores de D.O. Las células se
recuperaron por centrifugacion, se eliminé el sobrenadante, el paquete se congel6 a -70 °C y
se liofiliz6 para finalmente cuantificar el peso seco que le corresponde a cada muestra (figura
32).
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Figura 32. Peso seco de P. pastoris. Peso seco en g/l correspondiente a diferentes unidades de absorbancia en
medio de cultivo BMGY, la flecha en rojo sefiala el peso seco para 1 unidad de absorbancia que
corresponde a 1.12 g/l.

Como se puede ver en la figura 32, los datos experimentales se ajustan a una linea recta
con un valor de R? de 0.99, adecuada para realizar los célculos. Al utilizar la ecuacion 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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Conociendo 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 cual se obtuvieron

los parametros cinéticos de la levadura (figura 33).
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Figura 33. Crecimiento de P. pastoris en medio BMGY. (a) Curva de crecimiento celular ajustado al modelo de
crecimiento celular de la cepa X33 (en azul) y la cepa X33-eHNg,.576 (r0j0), l0s puntos representan los

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

En la figura 33a se puede observar la curva de crecimiento celular de la cepa X33 y de
la cepa X33-eHNg,576 @ 10 largo del tiempo. No existen diferencias significativas entre ambas
curvas al utilizar como fuente de carbono el glicerol. Ambas cepas tienen un comportamiento

tipico de crecimiento con sustrato limitado y experimentalmente se comportan como la
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relacion propuesta por Monod (ecuacion de crecimiento celular). Ambas cepas tardan
aproximadamente 6 h en salir de la fase de latencia, a partir de las 10 h las cepas entran a la
fase exponencial y se mantienen en esta fase hasta 24 h después de iniciar el crecimiento del
cultivo, la fase de desaceleracion corresponde a aproximadamente a las 24 h hasta las 30 h del
cultivo, por ultimo 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 que el cultivo agotd
los nutrientes, en la figura 33b se muestran los pardmetros cinéticos de crecimiento obtenidos
durante del ajuste al modelo de crecimiento celular. Las cepas llegan a tener como maximo
entre 10-11 g/l de biomasa (Xmax) una vez que se agotaron los nutrientes y corresponde a la
mayor cantidad de biomasa que se obtendrd de cualquier cultivo en BMGY. La velocidad
especifica de crecimiento maxima (uméax) para ambas cepas es de 0.19, lo que indica que
ambas cepas tienen constantes de consumo de nutrientes iguales. Finalmente ambas cepas
tienen tiempos de duplicacion de 3.5 h, lo que indica que necesitan de este tiempo para
duplicarse cuando estan a su maximo metabolismo. Estos parametros indican que en la cepa
X33-eHNg,.576 donde se encuentra incorporado el ORF del gen eHN, no hubo cambios
significativos en sus parametros cinéticos, por tanto la viabilidad celular no se alter6 y la

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

Tiempos de duplicacion prolongados, asi como valores altos de biomasa han sido
reportados por Chang et al., en 2006, al optimizar los parametros cinéticos de P. pastoris en
medio rico utilizando como fuente de carbono la glucosa, donde reportan valores de biomasa
maximos de 14.3 g/l y tiempos de duplicacion de 4.2 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 metabolismo para inducir la expresién, es una fase amplia desde las 10 h hasta las
24 h de 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 conocida la curva de crecimiento de la levadura en medio BMGY se eligio 6 g/l de
peso seco como la mejor muestra para tomar el cultivo e inducirlo a expresion, este dato
corresponde a 20 h de crecimiento y 8 unidades de D.O. a 600 nm. En este tiempo las células
se encuentran a su maximo metabolismo ya que estan en fase media exponencial y antes de la
fase de desaceleracion, ademéas es una cantidad de biomasa significativamente alta para

inducir la expresion y aumentar la produccion de proteina.

En primera instancia se monitored la expresion intracelular del ORF del gen eHN por
medio de RT-PCR vy la presencia de la proteina por western blot, durante 4 dias de expresion
con metanol. Esto como primer indicativo de que bajo las condiciones experimentales
recomendadas por el manual de Invitrogen, fuesen las adecuadas para inducir la transcripcion.
En la figura 34a se observa el producto de RT-PCR del mensajero de la proteina eHN, el
mensajero de la proteina esta presente desde el dia uno de expresion con metanol y se
mantiene a lo largo de los cuatro dias de expresion sin cambios significativos, este amplicon
estd ausente en el control negativo correspondiente a la cepa X33, por ello el fragmento

observado corresponde al mensajero de eHN.

Figura 34. Produccién intracelular de eHN en X33-eHNg,576. (2) RT-PCR amplificando el mensajero de eHN,
(b) western blot de la fraccion intracelular usando el anticuerpo c-myc, (M) marcador de peso

molecular, (1) cepa X33, (2-5) uno a 4 dias de expresion en X33-eHNg;.57.

Por otra parte, en el Western blot podemos visualizar la presencia de la proteina eHN
intracelularmente (figura 34b). La proteina eHN se produce también desde el dia 1 y se puede

observar un incremento de produccion por intensidad en el dia 2, a 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
que una parte de la misma se produce y otra llega al medio extracelular. En el control negativo
de la cepa X33 no se observa sefial, lo que nos asegura que la presencia de la sefial es
especifica para la proteina eHN ya que posee la etiqueta c-myc y los anticuerpos monoclonales

estan dirigidos hacia esta etiqueta.

Por medio de este ensayo se puede concluir que la cepa X33-eHNg,.576 €S capaz de
expresar el ORF del eHN y producir la proteina intracelularmente y su produccion comienza
desde el primer dia de haber inducido la expresién con metanol y dicha expresion se mantiene
en los 4 dias que se sonded el experimento. Por otro lado, en el Western blot se observa la
presencia no sélo de una sefial, 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 procesamiento, parte puede tener aun el factor alfa, otra parte puede tener
diferentes patrones o formas inmaduras de glicosilacion, formas de proteina listas para llegar

al medio extracelular.

La produccion intracelular que implica la pérdida del factor alfa y el proceso de
glicosilacion ha sido descrito por Alessio et al., en 2010, durante la produccién de saporinas en
la levadura. Describiendo que una vez producida la proteina recombinante es transportada al
lumen del reticulo endoplasmatico donde comienza el proceso de glicosilacion, posteriormente
es fuertemente procesada en el aparato de Golgi por la peptidasa KEX2 para perder la sefial
del factor alfa y quedar con su N-terminal nativo, finalmente puede ser secretada al medio

extracelular o al sistema vacuolar para su degradacion.

Autores como Xia et al., en 2012, recuperaron el cultivo 24 h después de crecerlo en
BMGY y aumentaron a 6 dias de alimentacion con metanol para incrementar la produccion de
la angiogenina humana en P. pastoris, asi como también cuidaron los parametros mas
importantes del cultivo como la temperatura y la agitacion. Por otro lado, Fan et al., en 2012,
incrementaron la produccion de una xilanasa proveniente del hongo Paecilomyces thermophile
en P. pastoris al inocular el medio de expresion 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 recomendado por el manual de Invitrogen.

Para la produccién extracelular del eHN, la presencia de la proteina fue sondeada por
western blot tomando una muestra concentrada del medio libre de células por cada uno de los
dias de expresion con el objetivo no s6lo de corroborar la produccién manteniendo con
metanol hasta por 8 dias, sino que ademas, para poder determinar el dia de mayor produccion
de eHN en el medio libre de células (figura 35).
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Figura 35. Produccién extracelular de eHN. (a) PAGE-SDS de las proteinas del medio libre de células durante
la expresién de X33-eHNgy576, (b) western blot con anticuerpos anti c-myc de las proteinas del
medio libre de células, (M) marcador de peso molecular.

Como se observa en la figura 35a, X33-eHNg,.576 produce proteinas extracelulares a

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 (60 kDa) se observa una concentracion
mayor de proteinas sobre todo a los dias 6 y 8 de expresion (delimitado en corchete en la
figura), por lo que son los dias en los cuales la levadura secreta mas proteinas extracelulares.
En comparacion con el control negativo (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 ello fue necesario

el western blot.

Mediante el Western blot (figura 35b) se confirmoé la 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 factor alfa con un peso
molecular esperado. Por otra parte, la proteina se detectd a partir del dia 4 hasta el dia 8,
siendo el dia 6 el de mayor produccion. La falta de sefial en los dias anteriores puede deberse a
que la proteina requiere de varios dias para abandonar 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 que la proteina eHN es detectable a partir de 4 dias de expresion y que son los
dias minimos necesarios para producir cantidades significativas del eHN en el medio libre de

células.

En los experimentos realizados por Yongkiettrakul et al., en 2009, al expresar el
ectodominio de una neuraminidasa de influenza aviar A/H5N1 en P. pastoris encontraron un
comportamiento similar en cuanto a la produccién de proteinas extracelulares, por lo que la
levadura secreta bajas cantidades de proteinas a su medio extracelular, esto también esta citado

en el manual de Invitrogen.
Las cantidades de proteina producida y la biomasa total bajo estas condiciones

experimentales (comenzando a 8 unidades de D.O. y alimentando por 8 dias con metanol) se

compararon con las condiciones estandares propuestas por el manual de Invitrogen, las cuales

71



RESULTADOS Y DISCUSION | 2016

son comenzando a una D.O. de 1 el medio de expresion y alimentando con metanol por 4 dias
(figura 36).
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Figura 36. Biomasa producida por X33-eHNg,.576. Peso seco recuperado durante expresién alimentando con

metanol por cuatro y ocho dias.

Como se puede ver en la figura 36, hubo un incremento significativo de la cantidad de
biomasa recuperada después de someter a expresion 4 dias y ocho dias la cepa X33-eHNg;-576,
después de 4 dias de expresion la levadura 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 significd un aumento del
40.64% al comparar ambos procedimientos; por lo que se puede concluir que bajo las
condiciones experimentales bajo las cuales finalmente se llevd 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 extracelulares que se producen en el medio
(figura 37).
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Figura 37. Cantidad de proteina extracelular. Proteina recuperada por 100 ml de cultivo en X33-eHNg;.576

durante expresion alimentando con metanol por cuatro y ocho dias.

La cantidad de proteina extracelular recuperada al llevar a expresion la cepa X33-
eHNge1-576 por 4 y 8 dias de expresion también aumento significativamente, como se observa en
la figura 37. Por 4 dias de expresion se pudieron recuperar casi 3 mg por 100 ml de cultivo
mientras que por 8 dias de expresion se recuperaron mas de 13 mg por los 100 ml de cultivo,
esto significa un aumento del 78.34% al comparar ambos procedimientos. Se puede concluir
que llevar a expresion con metanol por 8 dias y comenzar la induccion a altas densidades
celulares (D.O.=8) tiene aumentos significativos en cuanto a la produccion de proteina
extracelular y esto esta relacionado con el incremento de la cantidad de la proteina
recombinante recuperada (eHN), esto es importante ya que facilita el trabajo experimental,

como lo son la purificacion y la caracterizacion de la enzima.

8.8. Actividad enzimatica del eHN
La actividad enzimatica del eHN se analizé con la proteina sialilada fetuina como

sustrato, en el medio libre de células de X33-eHNg,.576 durante los dias de la expresion. Fue
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posible detectar la actividad enzimatica de la proteina 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 méaximo de 67 nmol/min/mg después de 6 dias de expresion. Desde
este dia en adelante, la actividad fue constante, demostrando que no son necesarios mas dias

de expresion para recuperar mayores cantidades de proteina recombinante (figura 38).
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Figura 38. Actividad neuraminidasa en el medio libre de células. Actividad de la cepa X33-eHNgp.576 @ 1o

largo de los dias de expresion.

Como control negativo se utilizé el extracto de proteina a partir de medio libre de
celulas de la cepa X33, el cual no mostré actividad neuraminidasa, demostrando que la
actividad presentada pertenece al eHN. Un sobrenadante de cultivo de virus se utilizd6 como

control positivo, y mostré una actividad especifica de 5.34 nmol/min/mg.

La actividad de la neuraminidasa también se prob6é usando MUNANA como sustrato,
que es un sustrato que tiene mas sensibilidad. Para este ensayo se utilizé medio libre de células
concentrado obtenido de X33-eHNg,.576 a partir de 6 dias de la expresién, el cual presento

49,385 unidades de fluorescencia relativa (RFU) en comparacion con el extracto proveniente
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de la cepa X33 (control negativo), que mostré 1577 RFU, este valor se consideré como el
fondo de la prueba de la neuraminidasa con este sustrato.

Mediante estos ensayos se demostrd que la levadura es capaz de producir una proteina
enziméaticamente activa sobre dos sustratos especificos para neuraminidasas y la cual tiene
todos los elementos necesarios para ser funcional enziméaticamente hablando, por tanto la
levadura es capaz de realizar ciertos cambios postraduccionales favorables para la proteina

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

La produccion de proteinas enzimaticamente activas provenientes de humanos, hongos
y plantas en P. pastoris ha sido reportado por muchos autores en los tltimos afios. Wang et al.,
en 2014, reportaron la expresion de la proteina MAP30 de Momordica charantia,
funcionalmente activa, la cual ha tenido interés significativo al poseer actividad antitumoral y
antiviral. Fazlalipour et al., en 2015, expresaron las proteinas E1 y E2 del virus de la hepatitis
C funcionalmente activas en P. 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 utilidad para estudiar el
sistema proteolitico de la herbacea. Shi et al., en 2007, expresaron una catalasa humana
funcionalmente activa en la levadura, la cual tiene importancia en el desarrollo de algunas
enfermedades. Kang et al., en 2012, también tuvieron éxito al expresar una quitina
desacetilasa proveniente de Colletotrichum lindemuthianum y Salah et al., en 2009, también

lograron obtener una lipasa proveniente de Rhizopus oryzae.

8.9. Estudios cinéticos de la eHN

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

concentrado de 10 mg/ml y se variaron los tiempos de reaccion desde cinco hasta 40 min,
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punto en el cual se observo que las curvas tendieron a la asintota, finalmente los nmoles de

acido neuraminico liberados fueron graficados respecto al tiempo (figura 39).
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Figura 39. Cinéticas de reaccion enzimética. Liberacion de los nmoles de &cido neuraminico en funcién del
tiempo de reaccion a diferentes concentraciones del sustrato fetuina variando el tiempo de reaccion a
una concentracion estandar de la proteina eHN. Los ensayos fueron realizados por duplicado y en dos

corridas completas diferentes.

Como se puede observar en la figura 39, la liberacion de acido neuraminico a lo largo
del tiempo gener6 curvas que mantienen pendientes prolongadas desde los 5 min hasta
aproximadamente 15 min, a partir de los cuales las curvas tienden a la asintota. Las pendientes
aumentan conforme la concentracion del sustrato se incrementa, en las concentraciones méas
altas de 4 y 5 mg/ml, las pendientes tienden a transponerse, lo que indica que la reaccion
comienza a llegar al punto de saturacion. Se construyo la curva de saturacién de la enzima por
el sustrato tomando la velocidad de reaccion de cada una de las diferentes cinéticas (figura
40).
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Figura 40. Curva de saturacién de la proteina eHN por el sustrato fetuina.

Como se puede observar en la figura 40, se obtiene la curva de saturacion del eHN para
la fetuina, teniendo que a 5 mg/ml de fetuina la enzima se encuentra saturada. El tipo de
grafico corresponde a una cinética tipica de Michaelis-Menten

Los pardmetros cinéticos se determinaron con la representacion de Lineweaver-Burk
(figura 41).
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Figura 41. Representacion de Lineweaver-Burk. Reciproco de los valores de la curva de saturacion del eHN

por la fetuina como sustrato.
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Como se puede observar en la figura 41, los puntos se ajustan en una linea recta,
calculando en las intersecciones de los ejes la Vmax con un valor de 227.3 nmol/min/mg vy la
Km de 2.86 mg/ml.

En un trabajo precedente de Santos-Lopez en 2000, purificd parcialmente por
cromatografia de filtracion en gel, la proteina HN de la cepa PACL1 y al utilizar el sustrato
fetuina, obtuvo una Vmax de 581 nmol/min/mg y una Km de 1.4 mg/ml. Al comparar los
valores, la proteina recombinante eHN posee una Vmax menor que la HN de PAC1 y una Km
parecida, siendo del mismo orden de magnitud. Esto indica que la eHN posee propiedades
cinéticas similares en cuanto a la afinidad por el sustrato (Km), teniendo una velocidad de
catalisis un poco menor. Esto Gltimo, puede deberse a las caracteristicas de la proteina
expresada en levadura, ya que no sélo fue expresada en un sistema heter6logo, sino que
ademas no es la proteina completa, ya que se expresd Unicamente el ectodominio, aunado al

hecho de que la proteina tiene las etiquetas c-myc y 6 His.

Sera interesante posteriormente, realizar las cinéticas con el eHN purificado y
utilizando tanto fetuina como otros sustratos mas especificos como Sialil(a2,3)lactosa o
MUNANA (sustrato fluorescente) y comparar los pardmetros cinéticos obtenidos de la HN

nativa.

8.10. La proteina eHN es reconocida por sueros de cerdos infectados con PorPV

Dado que el objetivo principal del trabajo fue producir el eHN con propiedades
inmunogeénicas, en una primera instancia se avalud la antigenicidad de la proteina eHN con
una coleccion de sueros de cerdos infectados con PorPV proporcionados por la Dra. Sandra
Cuevas del INIFAP. Estos sueros pertenecen a animales de granjas del Bajio Mexicano, donde
actualmente circula el virus. La prueba se basa en un reconocimiento por western blot, donde
la proteina eHN de la levadura se incuba con los sueros. Los resultados de este ensayo se

pueden observar en la figura 42.
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Figura 42. Antigenicidad de la proteina eHN. Reconocimiento con sueros de cerdos infectados con PorPV en
western blot. (a) Suero de cerdo infectado experimentalmente con PorPV-PAC3 (UNAM, México,
DF), (b) hembra infectada del Estado de México, (c) Guanajuato, (d) Palo Alto-INIFAP, México, DF,

(e) suero de cerdo libre de infeccidn.

En la figura anterior se puede observar que una muestra de suero de cerdo infectado
experimentalmente con la cepa PAC3 reconocio el eHN recombinante a partir de 4 dias a 8
dias de expresion (figura 42a), esta muestra corresponde a un cerdo con altos titulos de
anticuerpos contra PorPV y con signos clinicos evidentes de infeccion (datos proporcionados

por la Dra. Sandra Julieta Cuevas Romero). Las muestras de suero de cerdos infectados con
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cepas que circulan actualmente en las granjas en el norte-centro de México, la llamada region
del Bajio (estados de Guanajuato, Querétaro, Aguascalientes y Jalisco), se utilizaron con el
mismo objetivo. Todos los sueros probados reconocen la proteina eHN, con diferente afinidad
y especificidad. Una muestra de hembras de reemplazo convaleciente de una granja
persistentemente infectada de Zumpango (Estado de México) mostr6 baja de reaccion para la
proteina eHN (figura 42b). Una muestra de una hembra de reemplazo infectada de Guanajuato
reconocio el eHN a los 6 y 8 dias de expresion (figura 42c) y una muestra de una hembra de
reemplazo infectada experimentalmente en el INIFAP reconocid la proteina en el dia 8 de
expresion (Figura 42d). Una muestra de cerdo sano se utiliz6 como control negativo (figura
42¢), lo que indica que las proteinas nativas de la levadura no tienen ninguna reactividad
contra los anticuerpos de los cerdos y el resultado es concluyente para afirmar que los sueros

infectados con PorPV son 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 nativa del PorPV 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 PAC1 (cepa de la cual proviene el eHN), por ello la proteina
recombinante seria un buen antigeno para considerarlo en pruebas de diagndstico como el
ELISA. Por otro lado, también se probaron otros sueros positivos a PorPV de la coleccion del
INIFAP, los cuales tenian altos titulos de anticuerpos contra la proteina HN, mediante el
ensayo de ELISA indirecto, el cual es un ensayo de deteccion mas rapida y de preferencia a la

hora de analizar muchas muestras presuntivas debido a su fécil elaboracion y bajo costo.
Como se observa en la figura 43, dos muestras de sueros de cerdos infectados tuvieron

una D.O. de més del doble respecto al control negativo (suero de cerdo libre de infeccion) en
el ensayo de ELISA.
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Figura 43. Reconocimiento de eHN por sueros de cerdos infectados. Reconocimiento mediante ensayos de
ELISA indirecto, Suero (-) libre de infeccién, Suero 9670 perteneciente a cerdo infectado en la

UNAM, Suero OP3 perteneciente a un cerdo infectado de Guanajuato.

Este resultado es util para disefiar un método de diagnostico de la EOA por ELISA. No
obstante, sera necesario realizar un estudio con un mayor nimero de muestras de cerdos
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 similares a la proteina nativa del virus, ademas; las
muestras usadas en estos ensayos corresponden a animales del pie de cria, que son hembras
destinadas a la reproduccién y que tienen mayor valor para el granjero, dichas hembras son

animales jovenes con no mas de tres partos estando en la edad dptima para la reproduccion.

Por todo esto, el poder detectar, mediante este antigeno, animales infectados con
PorPV a tiempo para evitar la propagacion de la enfermedad es de primordial importancia para
la industria porcicola 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. pastoris mediante western blot usando sueros infectados ha sido usada en las proteinas
de tipo inmunoglobulina leptospiral y la lipoproteina inmunodominante (LipL32) producidas
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 antigenos para la deteccion oportuna de la
enfermedad.

8.11. Purificacion del eHN

La cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados se basa en la afinidad que
tienen las histidinas por el niquel, aprovechando esta caracteristica, la proteina eHN se
purificd en un solo paso gracias a la presencia de la etiqueta de 6 his en el C-terminal. 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 se recuperd en un proceso de
purificacién de un solo paso desde este medio y se eluyd usando imidazol, 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 elucion de la columna de cromatografia y construyendo un
cromatograma de D.O. vs volumen de elucion, lo cual ayuda a entender el proceso de
purificacion y arroja datos importantes acerca del proceso, como lo son la calidad del
empaquetamiento de la columna, perfil de elusion de las proteinas, tiempo, etc. (figura 44).
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Figura 44. Perfil de elucion del proceso de purificacion. Purificacion por cromatografia de afinidad de iones
metalicos inmovilizados del eHN. Columna con 1.5 ml de resina y 3 ml de proteinas del medio libre de

células concentrado con el eHN.

En la figura 44, 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 con toda la resina, posteriormente con el tampén de
lavado eluye un gran volumen (4 a 11 ml), este pico corresponde a la fraccion del “no pegado”
que son todas las proteinas contaminantes que no han tenido afinidad por la columna, las
cuales llegaron hasta 0.45 D.O. a 280 nm. Después del pico del “no pegado” la columna
regresa al equilibrio, llegando la absorbancia a cero, por tanto, se han logrado eliminar todas
las proteinas contaminantes mediante los lavados. Posteriormente se eluye el eHN con el
tampon de elucion que tiene altas concentraciones de imidazol, se observan dos picos
continuos en el volumen de 16 a 22 ml. La presencia de dos picos juntos puede deberse a
proteinas con pequefias diferencias en cuanto a peso molecular o también pueden ser dimeros
de la 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 comportamiento tipico de una
purificacioén por cromatografia de afinidad y que logra recuperar una fraccion de proteina que
tuvo afinidad por la columna durante la elucién, sin embargo; el anélisis de las fracciones fue

necesario para corroborar la presencia de la misma (figura 45).

100--
70=

50 . -60 kDa

Figura 45. Proteinas del proceso de purificacion del eHN. SDS-PAGE: (M) Marcador de peso molecular, (1)
muestra antes de purificacion, (2 y 3) fraccion del no pegado, (4 y 5) eluciones, (6) western blot de la

elucion.

Como se muestra en la figura 45, existen algunas proteinas contaminantes en la
muestra que entra a la columna de purificacion, sobre todo de pesos moleculares mayores a 50
kDa, que corresponden a proteinas secretadas por la levadura (figura 45, 1), estas proteinas
contaminantes se logran eliminar durante los lavados (figura 45, 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 molecular del eHN esperado de
60 kDa (figura 45, 4 y 5). Estas dos bandas se analizaron por western blot para confirmar que
se trataran del eHN (figura 45, 6) donde se obtuvo la sefial esperada para la proteina eHN,
donde se aprecia sefial para ambas bandas, por lo que se puede decir que en el proceso de
purificacion se obtuvo la proteina de interés y estas dos bandas corresponden al eHN, que
pueden ser proteinas con patrones de glicosilacion ligeramente diferentes o proteina procesada
de diferente forma en el sistema de membranas, sin embargo el objetivo de eliminar las
proteinas contaminantes se logro, conservando 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 y posee 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%, lo que
represental.2 mg del eHN puro (tabla 3). La actividad especifica se increment6 5.3 veces, lo
que indica que se eliminaron las proteinas contaminantes y se recuperd la mayor parte de la
actividad total. Con un factor de purificacion de 5, la cepa X33-eHNg,.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.

Tabla 3. Rendimiento del proceso de purificacién. Purificacion del eHN a partir de un | del medio libre de

células.

Paso de Actividad SEbing Acm"f’?d 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 tabla 3, para 1 L de medio libre de células se recuperaron 1.2
mg de proteina de interés con un rendimiento del 92%. Este valor se puede comparar con lo
obtenido por otros autores que han expresado proteinas en P. pastoris, como Weiss et al., en
1995, que recuperaron 1 mg/l del receptor de serotonina del ratén al recuperarla del medio
libre de células de una cepa Mut”, también Brankamp et al., en 1995, recuperaron 10 mg del
medio libre de células de la proteina ghilanten de una cepa Mut”®, mientras que Vozza et al., en
1996 recuperaron 21 mg de una enterocinasa secretada por una cepa Mut®. Por ello, los
rendimientos de los procesos de 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/I.
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8.12. Produccion de anticuerpos anti eHN

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 liofilizacién. Posteriormente, 5 pg de la proteina pura se
resuspendié en un amortiguador de PBS con 5 pg del adyuvante ISCOMS. El adyuvante
AbISCO-100 (Isconova AB, Uppsala, Sweden) es una formulacion de saponinas de Quillaja
saponaria con colesterol y fosfolipidos como ISCOMs (Complejos inmune-estimulantes),
actualmente Ilamada Matrix-Q (Isconova AB, Uppsala, Sweden) y ha tenido buenos resultados
para estimular el sistema inmune. Esta mezcla se utiliz6 para inmunizar ratones de la cepa CD-
1 via subcutédnea y se monitored la produccion de anticuerpos especificos contra 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 produccién de los anticuerpos se siguié a lo largo de los 28 dias que duré la inmunizacién y
fue comparado con los animales que fueron inmunizados Unicamente con la proteina y

aquellos inmunizados con PBS (control negativo) (figura 46).
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Figura 46. Produccion de anticuerpos anti-eHN por ELISA. Los sueros de los ratones inoculados se valoraron

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

(eHN) ratones inmunizados sé6lo con la proteina eHN, (control) ratones inmunizados sélo con PBS.
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Como se muestra en la figura 46, los anticuerpos obtenidos reconocen la proteina
durante los dias de inmunizacion y aumenta con el tiempo en los ratones inmunizados con la
mezcla de proteina-adyuvante, la produccion de anticuerpos anti-eHN fue significativamente
mayor que en los animales inmunizados Unicamente con la proteina, lo que sugiere que la
mezcla proteina-adyuvante potencia la respuesta inmune para generar anticuerpos. Sin
embargo la proteina por si sola es capaz de generar respuesta inmune en los animales. Esto
confirma que la proteina 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 con PBS). Las diferencias en la densidad dptica que
van desde 2 a 8 veces de aumento se obtuvieron en el grupo proteina-adyuvante en
comparacion con controles negativos a lo largo del tiempo. El suero de los animales control
inoculados con PBS no mostraron aumentos significativos de D.O. durante todo el
experimento y estos niveles se consideran como el fondo de prueba. Con estos sueros se
llevaron a cabo los ensayos de sero-neutralizacién para determinar si pueden inhibir la

replicacion del PorPV en cultivo celular.

Sjolander et al., en 1998, escribié 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 subcutanea en ratones de 0.01 pg de antigeno
con el adyuvante ISCOM indujo buena respuesta inmune y con las proteinas gp340 y HSV-1,
de las cuales se necesitd de 1-5 g para generar respuesta. Estos resultados fundamentan el
uso de ISCOMS en la produccidn de anticuerpos y respaldan la estrategia seguida por nosotros
para generar anticuerpos anti eHN en ratones.

8.13. Creacion de un indculo de trabajo del PorPV cepa PAC1

Para propagar el virus PAC1 se utilizo la linea celular PK-15 (células de rifion de cerdo). El
concentrado del virus se utiliz6 para infectar una placa de 25 cm? con un porcentaje de
confluencia del 90% dejando la infeccion por 72 h, tiempo durante el cual se monitored el
efecto citopatico para observar el progreso de la infeccion y detenerla cuando se tuviera un
porcentaje de celulas viables poco mayor al 50%. El segundo pase del virus se realizd
tomando el sobrenadante del primer pase para infectar una segunda caja de células de PK-15
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al 90% de confluencia y se monitore6 el progreso de la infeccion por efecto citopatico (figura
47).

Figura 47. Propagacion del PorPV cepa PACL1 en la linea celular PK-15. (a) células PK-15 libres de infeccién
con un porcentaje de confluencia del 90%, (b) células PK-15 infectadas con PorPV con presencia de
sincicios. Las flechas indican el lugar donde se observan varios nicleos provenientes de varias

células en el sincicio. Vista al microscopio dptico 40X.

Como se puede observar en la figura 47a que las células PK-15 crecen formando una
monocapa uniforme cuando llegan a confluencia, se puede observar el limite de la membrana
celular de cada célula con su nucleo bien delimitado. En el caso de la linea de rifién de cerdo
se observan nucleos grandes y una gran cantidad de particulas sélidas en el citoplasma y el
nacleo celular, asi como también en los sobrenadantes si no se tiene cuidado de cambiar
constantemente el medio, por otra parte, después de la infeccion con PorPV (figura 47b) se
puede observar el efecto citopatico del PorPV durante su replicacion en la linea celular,
gracias a la proteina de fusion F y a la HN, el virus puede fusionar membranas celulares
generando células gigantes multinucleadas conocidos como sincicios (sefialadas por medio de
flechas) lo que nos indica que el virus se encuentra replicaAndose activamente. Del segundo
pase se realiz6 una dilucién para infectar una caja de 75 cm?y generar el inéculo con lo cual se
trabajaron los ensayos de sero-neutralizacion. El indculo de trabajo consistié en alicuotas de
100 pl del concentrado viral del tercer pase. Las alicuotas del virus se almacenaron en
congelacién a -70°C y cada alicuota se utilizd Gnicamente para un solo ensayo. Los virus en el

inéculo de trabajo se titularon por placas liticas. Se requiere un nimero de placas contables
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entre 50 a 100 placas por pozo para realizar los ensayos de sero-neutralizacion. Para este
propésito el concentrado viral se diluy6 10° hasta 10™ para observar en que dilucién se obtenia
este numero de placas esperado (figura 48).

Infeccién con diferentes diluciones del concentrado viral

103 16* 10 !

Sin infectar

Figura 48. Titulacién del PorPV PAC1 en la linea celular PK-15.

Como se observa en la figura 48, el control negativo no generd placas liticas
corroborando que la viabilidad celular no se afecta a pesar del tiempo que se dejo la infeccion
(6 dias) y también de la concentracion de suero fetal bovino a la que se mantuvo el cultivo.
Por otro lado, todas las diluciones del virus generaron placas liticas, sin embargo la dilucién
mas baja generd un numero incontable, por tanto fue imposible hacer uso de esta dilucion,
mientras que las diluciones mas altas generaron pocas placas como para determinar el titulo.
La dilucién 10 generé un nimero de placas contables con un niimero aproximado de 70 UFP
por pozo Yy fue la dilucién que se decidié elegir para los ensayos de sero-neutralizacién ya que
es el nimero en donde se puede observar la inhibicién de la replicacion viral. Esta dilucién del
virus se incubd con diferentes diluciones del suero de raton a 4 °C para observar si los

anticuerpos anti eHN son capaces de inhibir el virus.

8.14. Ensayos de sero-neutralizacion

Para los ensayos se utilizd la dilucién del concentrado viral 10* y se utilizaron varios
controles que nos ayudaron a validar el experimento. Un control consistio en células sin virus
y sin suero, otro control consistio en células con suero de raton sin inmunizar para corroborar
que el complemento del suero se inactivd completamente y no afecta en la viabilidad celular;

otro control consistié en células infectadas con la mezcla virus y suero no inmunizado, para
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comprobar que los animales no poseen anticuerpos ni otra sustancia que pudiese inhibir la
infeccion viral, generando falsos positivos y el dltimo control en este ensayo fueron células
infectadas con virus solamente, para corroborar que las particulas no pierden su capacidad
infecciosa, a pesar de la incubacion de 1 h a 4 °C (figura 49).

Neg Neg Neg+S Neg+S

-

PoRV PoRV PoRV +S PoRV +S

1:64 1:64 1:32 1:32

Figura 49. Ensayo de sero-neutralizacion. (Neg) células sin suero y sin virus, (Neg+S) células tratadas con
suero no inmunizado, (PoRV) células infectadas con virus, (PORV+S) células infectadas con virus y

suero no inmunizado con una dilucion 1:8, (1:64 a 1:8) células infectadas con virus y suero
inmunizado con las diluciones 1:64 hasta 1:8.
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En los ensayos de sero-neutralizacion se observo una reduccion del nimero de placas
liticas cuando se disminuyé la dilucion de suero inmunizado, en comparacion con los
controles positivos a la misma dilucion (figura 43, c y d). El suero no inmunizado no mostro
disminucion del namero de placas liticas con dilucion 1:8, lo que indica que el suero de
ratones no tiene anticuerpos neutralizantes contra el virus. Las diluciones en serie del suero de
animales inmunizados fueron desafiadas con ~ 70 UFP (unidades formadoras de placa) y se
observd una disminucién en el porcentaje de infeccion mayor al 50% en la dilucion 1:32 del
suero. Este porcentaje de infeccion disminuyé hasta que el porcentaje de infeccion fue inferior
al 20%, correspondiente a la dilucion 1:8 de suero, esto se corroboré al construir un grafico del

porcentaje de infeccion contra la dilucion del suero (figura 50).
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Figura 50. Disminucién del porcentaje de infeccion. Porcentaje de infeccién respecto a la dilucion del suero de

ratén inmunizado con la proteina eHN.

Como se puede apreciar en el grafico anterior conforme la dilucion del suero
disminuye el porcentaje de infeccién disminuye hasta la dilucién menor 1:8 donde podemos
ver que el porcentaje de infeccion llega a ser del 18%, corroborando que los sueros de los

ratones poseen anticuerpos neutralizantes de la replicacion del PorPV en lineas celulares. Por
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ultimo, los anticuerpos de sueros inmunizados fueron capaces de inhibir la replicacion viral en
el 82% respecto a los controles positivos y, por tanto, la proteina recombinante eHN es capaz
de inducir la generacion de anticuerpos neutralizantes contra el PorPV. Esto es una evidencia
de que el sistema de Pichia pastoris puede producir una proteina inmunogénica del PorPV con
caracteristicas similares a las proteinas virales nativas y tiene el potencial para ser usado como

componente principal en una vacuna.

La importancia de generar anticuerpos contra las proteinas recombinantes se ha
demostrado por otros autores que utilizaron ratones inmunizados con el ectodominio de la
neuraminidasa de la influenza expresada en P. pastoris para desafiar a los animales contra la
infeccion. Estos autores informaron que se obtuvo un 50% de proteccidn, lo que demuestra la
produccién de anticuerpos neutralizantes contra el virus (Martinet et al., 1997). Otros autores
desarrollaron anticuerpos contra la neuraminidasa expresada en la levadura en modelos
animales, que son neutralizantes contra el virus durante la replicacion viral. Los resultados han
sido alentadores en el desarrollo de vacunas (Martinet et al., 1998). En el caso de Athmaram et
al. en 2011 a partir de la expresion de la hemaglutinina del virus de influenza HIN1 en el
sistema de P. pastoris se produjeron anticuerpos contra la en conejos y se realizaron ensayos
de sero-neutralizacion, demostrando que los sueros de los animales produjeron anticuerpos
neutralizantes contra la replicacion del virus en lineas celulares, proponiendo esta proteina

recombinante como un componente importante para el desarrollo de una vacuna.
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9. CONCLUSIONES

/¥ Mediante este trabajo fue posible la obtencion de un sistema de expresion del
ectodominio de la hemaglutinina neuraminidasa en P. pastoris, obteniéndose una

cepa Mut" la cual es capaz de crecer en presencia del metanol.

/¥ Se logro incrementar en un 78% la produccion de proteina extracelular mediante la
induccion de la expresion a altas densidades celulares y mediante la alimentacion

con el inductor metanol hasta por 8 dias.

/¥ El eHN recombinante fue producido en forma soluble en el medio libre de células y
mediante western blot se logro determinar la presencia de la proteina los dias 4, 6 y

8 de expresion.

/¥ El eHN present6 actividad neuraminidasa de hasta 67 nmol/min/mg en los
sobrenadantes libres de células después de 6 dias de expresidn y a partir de la curva
de saturacion al medir la velocidad de la actividad enzimatica se obtuvo una Km de

11.11 mg/ml y una Vméx de 200 nmol/min7mg.

#¥ El eHN fue reconocido por sueros de cerdos infectados con PorPV de cepas virales

actualmente circulantes en el Bajio por western blot y ELISA.

/¥ La proteina logrd ser purificada por cromatografia de afinidad en un solo paso de
purificacion con un rendimiento del 92% y recuperandose 1.2 mg de proteina pura

por cada | de cultivo.

7% La proteina eHN indujo la produccion de anticuerpos al ser inoculada en ratones
después de 28 dias de inmunizacion, los cuales fueron neutralizantes contra la
replicacion del virus durante la infeccion en lineas celulares, bajando el porcentaje

de infeccion en mas del 80%.
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/¥ Con estos resultados se puede decir que la proteina eHN de levadura tiene
propiedades similares a la nativa y puede ser considerado un buen antigeno para

incorporarlo en sistemas de deteccién o como componente principal en una vacuna.
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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.

Keywaords:

nin-neuraminidase

Blue eye disease

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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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-Mendoza et al., 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-Lépez 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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Fig. 1. Bioinformatic analysis of PORV-PACT1HN protein. The Kyte-Doolittle hydrophilicity plot shows the predicted hydrophobic transmembranal (TM) region in the N-
terminal (amino acids 25-47) and the antigenic index Jameson-Wolf analysis shows the predicted antigenic sites at the ectodomain (amino acids 48-576). The internal

segment of HN is represented as In (amino acids 1-24).
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Fig. 2. Schematic representation of the expression vector pPICZaB-HN and eHN protein. (a) pPICZaB vector (3597 bp) was used to insert in the coding region of eHN fused
to c-myc epitope, 6His tag (1614 bp) and the secretory alpha factor signal (1893 bp). (b) Fused protein contains the Kex2 signal cleavage for removing the alpha factor and

obtaining the eHN with c-myc and 6His tag.

PoRV is a pleomorphic virus of the Paramyxoviridae fam-
ily and possesses two glycoproteins inserted in its envelope:
hemagglutinin-neuraminidase (HN) and fusion protein (F), respon-
sible for binding to the host cell and fusion (Moreno-Lopez et al.,
1986). HN has an important role in the replicative cycle. The viral
particle is adsorbed to the cell membrane through the HN protein,
which recognizes a specific receptor, a glycoconjugate with termi-
nal sialic acid (Reyes-Leyva et al., 1993). A conformational change
of HN activates F protein, which exposes a highly hydrophobic
domain. Viral and cell membranes can then be fused and contents

of the virion are internalized into the cell (Lamb and Kolakofsky,
1996).

HN is the most immunogenic protein of PoRV. Using Western
blot assays, recognition of HN in 85% of sera from experimentally
infected pigs was observed during the second week post-infection
(PI) and 100% during the third week PI (Hernandez et al., 1998).
HN is a type Il membrane protein. Within its ectodomain (eHN) are
recognition, catalytic, glycosylation and antigenic sites. HN is asso-
ciated in tetramers constituted by dimers formed by non-covalent
bonds in the viral envelope and presents hemagglutinating and
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Fig. 3. Identification of transformed yeast cells by PCR using AOX primers (black arrows) and subsequent digestion with EcoRI. (a) Schematic representation of the integration
and posterior digestion of PCR products of the expression vector into the P. pastoris chromosome (b) agarose gel electrophoresis of EcoRI digested pPICZaB-HN vector (1),
chromosomal X33 DNA (2), pPICZaB vector (3), chromosomal DNA of X33-HN transformants (4-6); M: 1 kb DNA Marker (Fermentas).

Fig. 4. Intracellular expression of eHN protein in P. pastoris. RT-PCR (a) and Western blotting (b) of intracellular contents in induced X33-eHNg)-576. M: DNA marker; 1)

negative wild-type control X33, 2-5: 1-4 days after induction of X33-eHNs3-576.

neuraminidase activity. The latter consists of the removal of acid
sialic residues from glycoconjugates in the host cell, which allows
the release of viral progeny and prevents aggregation, facilitating
viral dissemination (Lamb and Kolakofsky, 2001). Previous stud-
ies based on bioinformatics predicted 18 peptides in the eHN as
potential antigens, demonstrating the importance of this region in
the immune response (Zenteno-Cuevas et al., 2007).

The yeast Pichia pastoris is a common expression system used
in the production of properly folding and functional recombi-
nant proteins as a result of its glycosylation ability, similar to
higher organisms (Cregg et al., 1989). It is a secure system due
to the absence of oncogenes and toxins, in addition to its easy
handling, rapid growth and simplicity of mediums. P. pastoris
was used in the expression of glycosidases such as the neu-

raminidase ectodomain of influenza virus A/H3N2, generating
50% protection in infected mice immunized with recombinant
protein (Martinet et al., 1998). Expression of the avian influenza
virus A/H5N1 neuraminidase ectodomain presented enzymatic
activity (Yongkiettrakul et al., 2009). Expression of influenza virus
A/HIN1 hemagglutinin induced antibodies in mice and was able
to reduce the number of lytic plaques during in vitro infection
(Athmaram et al., 2011).

Because HN is the most exposed and immunogenic protein of
PoRV, we consider it an excellent candidate to develop a new
tool for diagnosis and prevention of BED. In the present study
we obtained an enzymatically active and immunogenic form of
ectodomain of PoRV HN in the yeast P. pastoris.
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Fig. 5. Expression of eHN protein in P. pastoris X33-eHNs,.576 cell-free medium. SDS-PAGE (a) and Western blotting (b) of cell-free medium from induced X33-eHNs;.-576.
(M) protein marker, (1) negative control X33, (2-8) 1-8 days of induction of X33-eHNg-576.

2. Materials and methods
2.1. Structural and antigenic prediction of HN

The nucleotidic and amino acid sequence of PACIHN was
obtained from GeneBank (Accession no.: KP229773). Kyte and
Doolittle (1982) and Jameson and Wolf (1988) algorithms were
used to predict the anchor region to the membrane and antigenic
potential sites.

2.2. PCR amplification and cloning of eHN gene

The eHN sequence was amplified using as a template
the vector pJET-HN, which contains the complete open read-
ing frame of PACIHN (unpublished data). For PCR, HNRppS
(5’-CACCGAATTCTTGGTAACCTGCAGAGTACA-3") and HNRppA (5'-
CGCGTCTAGATAGCGTGATTGAATCT-3') primers were used, which
hybridize from 182 to 1728 of the open reading frame of the HN
gene. Primers contain the restriction sites EcoRI and Xbal (under-
lined), respectively. PCR was conducted in a reaction mixture of
50 pl containing 25 pl of PCR Master Mix 2X (Fermentas), 1 uM
of each primer and 1 p.g of plasmid DNA as template. The thermal
cycling program was 95 °C for 2 min of pre-denaturation followed
by 30 cycles of 95°C for 30s of denaturation, 60°C for 30s of
hybridization, 72 “C for 1.5 min of extension and 72 “C for 6 min of
final extension. PCR products were analyzed by electrophoresis in
0.7% agarose gels (w/v). The amplified fragment (1567 bp, includ-
ing the restriction sites) was purified from gel using GeneJet Gel
Extraction Kit (Fermentas) and was inserted into the expression
vector pPICZaB (3597 bp) in EcoRI/Xbal sites to obtain the plasmid
pPICZaB-eHN (5086 bp). Escherichia coli strains Top10 (Invitrogen)
containing the recombinant vectors were selected in LB medium
containing 25 pg/ml of Zeocin (Invitrogen). The sequence was con-
firmed by automated sequencing.

2.3. Transformation of P. pastoris X33 and Determination of Mut
phenotype

P. pastoris X33 (Invitrogen) competent cells were prepared
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the pPICZaB-
HN vector was linearized (~10 pg) with Pmel enzyme (Fermentas)
to incorporate into the chromosome of P. pastoris X33. Trans-
formants were selected in YPD agar plates containing 200 pg/ml
zeocin and confirmed by PCR from purified genomic DNA.
DNA was extracted according to Hoffman (2001) with some

modifications. PCR was performed with HNRppS and HNRppA
primers as described above. Mut* phenotype was determined by
growing the cells in minimum medium of methanol + histidine
(MMH), minimum medium of dextrose + histidine (MDH) and by
PCR using 5" AOX and 3’ AOX (Invitrogen) primers. Selected strains
were named X33-eHNg;.576.

2.4. Expression of eHN

Induction of protein expression was conducted according to
Cregg and Higgins (1995) and [nvitrogen (2010) with some mod-
ifications. A 5ml pre-culture tube of X33-eHNgy.576 strain (YPD
30°C/24h) was used to inoculate 100ml of glycerol complex
medium (BMGY: 1% extract yeast, 2% peptone, 100 mM potassium
phosphate, pH 6, 1.34% yeast nitrogen base, 0.00004% biotin, 1%
glycerol) in 250 ml flasks at 220 rpm until reaching 8 OD units at
600 nm. Cells were recovered by centrifugation and resuspended in
100 ml of methanol complex medium (BMMY: 1% extract yeast, 2%
peptone, 100 mM potassium phosphate pH 6, 1.34% yeast nitrogen
base, 0.00004% biotin, 0.5% methanol) in 500-ml flasks at 220 rpm
30°C to induce eHN expression. Cells were cultured at 30°C and
pure methanol was added at a final concentration of 0.5% every
24h for 8 days.

2.5. RT-PCR

The pellet cell was recovered by centrifugation (8000 rpm, 5 min
4°C) from 1 ml of cell-free medium from each expression day of
X33-HN for RNA extraction. Briefly, the pellet was washed two
times with diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water and then
incubated with 30 pl of zymolyase buffer (50 mM citric acid, 50 mM
Na;HPO4,40 mM EDTA, 1.2 M sorbitol pH 5.6, 0.1 mg zymolyase) at
37°C for 30 min. Cells were recovered by centrifugation (3000 rpm,
5min, 4°C) and resuspended by vortexing in 1ml of Trizol and
200 pI chloroform. The aqueous phase was then recovered by cen-
trifugation at 12,000 rpm for 10 min at 4 °C. RNA was precipitated
with 500 ul of isopropanol at —20°C for 6h and centrifuged at
12,000 rpm at 4°C for 10min. Finally, RNA was resuspended in
DEPC water and 1 g was treated with DNase. RT-PCR was car-
ried out using SuperScript One-Step RT-PCR System with Platinum
Taq (Invitrogen) in a 50-pl reaction mixture containing 25 pl of
2X Reaction Mix, 1M of each primer, 1l of RT/Platinum Taq
Mix and 1 g of RNA as template. Thermal cycling program was
1 cycle at 55 °C for 30 min, 95 °C for 2 min of pre-denaturation fol-
lowed by 30 cycles of 95°C for 15s of denaturation, 60 °C for 30's
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of hybridization, 72 °C for 1.5 min of extension and 72 °C for 6 min
of final extension. PCR products were analyzed by electrophoresis
in 0.7% agarose gels (w/v).

2.6. Electrophoresis and immunodetection

Ten ml of medium was taken each day from X33-eHNgz-576
culture and cells were separated by centrifugation, Proteins of
cell-free medium were concentrated ten times by 80% ammonium
sulfate precipitation and 20l of protein sample was separated
by 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Protein bands were visualized by
Coomassie Brilliant Blue G-250 staining (Sigma Aldrich). To ana-
lyze the intracellular content, the pellet was disrupted according
to the manufacturer’s instructions (Invitrogen) and protein con-
centration was determined according to Sedmak and Grossberg
(1977). Finally, 20 pg of protein was analyzed by SDS-PAGE. Pro-
teins separated by SDS-PAGE were transferred to polyvinylidene
fluoride membrane (PVDF) and blocked with 5% non-fat milk in
TBS-Tween buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8, 0.15 M Nacl, 0.05% Tween
20)at 4 °Cfor 16 h with moderate agitation. Membrane was washed
with TBS-Tween buffer and incubated with different primary anti-
bodies for recombinant protein detection: anti-c-myc conjugated
by horseradish peroxidase (HRP, Invitrogen) diluted 1:5000, sera of
PoRV-infected pigs diluted 1:2000 and anti-pig IgG alkaline phos-
phatase (ALP) as secondary antibody diluted 1:4000. Protein bands
were visualized with appropriate chemiluminescent substrate
(Immaobilon, Millipore) for HRP and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate (BCIP) with nitroblue tetrazolium (NBT) (Promega) for
ALP.

2.7. Enzymatic assays

Neuraminidase activity in cell-free medium or purified eHN
was quantified by a modification of the thiobarbituric acid method
(Santos-Lopez et al., 2004). Two hundred .l of the reaction mixture
(enzyme, substrate, and acetate buffer pH 4.5) was incubated for
30 min at 37 °C and then treated with 50 .l of periodic acid (25 mM
in 125 mM HCI) for 30 min at 37 °C. Periodic acid excess was inac-
tivated with 40 pl of sodium meta-arsenite (2% in 500 mM HCI).
When the resulting yellow-brownish color disappeared, 200 w.l
of thiobarbituric acid pH 9 was added and the reaction tubes
were incubated in a boiling water bath for 10 min. The tubes
were incubated in an ice-water bath for 2min followed by a
2min incubation at 37°C in a water bath. The colorful com-
plex was extracted by adding 500l of acid butanol solution
(n-butanol containing 5.7% of 10.5M HCI) with vigorous agita-
tion. The two phases were separated by centrifugation at 1000 g
for 5min. Two hundred and fifty microliters of the upper phase
was placed into a 96-well flat-bottomed microtiter plate and
absorbance was determined at 550 nm in a microplate spectropho-
tometer. The negative control consisted of a reaction mixture
without viral or purified neuraminidase. Free neuraminic acid
concentration was calculated correlating to a standard curve of
pure 5-N-acetyl-neuraminic acid (Neu5Ac, Sigma-Aldrich). Flu-
orescent 2'-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-acetylneuraminic acid
(MUNANA) was also used as substrate in some assays. Briefly, the
reaction mixture was made in a final volume of 100 pl using black
wall microplates (50 1) of concentrate proteins, 25 p.l of acetate
buffer, pH 4 and 10 pl of MUNANA (1 pgfLl). Reaction tubes were
incubated at 37 °C for 20 min and fluorescence intensity was deter-
mined using excitation at 375 nm. Finally, the emitted fluorescence
was read at 405 nm. All reactions were carried out in triplicate in
96-well microplates.

2.8. Purification of eHN

eHN were purified using an Ni-NTA agarose column (Amer-
sham), and 1.5ml of resin was packed into a vertical column.
Cell-free medium concentrated with 80% ammonium sulfate was
resuspended and dialyzed against binding buffer (phosphate buffer
50mM, pH 8, NaCl 0.4 M). Briefly, the column was sanitized with
three column volumes (CV) of water, 0.5CV of EDTA 0.2 M, 2CV of
NaCl 0.4 M and 3CV of NaOH 0.2 M. It was then activated with 3CV
of water, 1CV of NiSO4 0.2 M, 5CV of water and 2CV of NaCl 0.4 M
and equilibrated with 5CV of binding buffer; 2CV of concentrated
proteins were loaded. Non-specific content was eliminated with
5CV of wash buffer (phosphate buffer 50mM pH 8, NaCl 0.4 M,
10mM imidazole) and eHN was recovered using 4CV of elution
buffer (phosphate buffer 50 mM pH 8, NaCl 0.4 M, 400 mM imida-
zole). Presence of protein was corroborated by SDS-PAGE, Western
blot and enzymatic activity.

2.9. Immunization of mice and indirect ELISA

For immunization of mice, adjuvant AbISCO-100 (Isconova AB,
Uppsala, Sweden) was used. To obtain anti-eHN antibodies, 21- to
28-day-old male CD-1 mice were immunized. Immunization dose
for all mice was 5 pgfanimal. Mice were inoculated with PBS as
negative control and the control group was immunized with eHN
protein alone as reference. Briefly, immunization and bleeding of
mice were as follows: all groups (eight animals each) were inocu-
lated at a final volume of 200 pl with two doses. The second dose
was administered 14 days after the first dose. Blood samples were
obtained by tail puncture of mice at 0, 7, 14 and 28 days to recover
serum and determine the production of IgG. At day 28, mice were
slaughtered using CO;. Each procedure was carried out according
to the “Guide for Care and Use of Laboratory Animals of Mexico”
and approved by the Institutional Committee for Care and Use of
Animals. All procedures were in accordance with Mexican legisla-
tion (NOM-062-Z00-1999) based on the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, National Research Council.

2.10. ELISA test

Twenty-five ng of purified eHN was absorbed per well into a
microplate and subsequently incubated with mice serum (1:150).
Secondary antibody was used (anti-mouse IgG-HRP) at a dilution of
1:2000. Afterwards, the microplate was revealed with tetramethyl-
benzidine (TMB) and finally measured at 450 nm in a microplate
reader.

2.11. Sero-neutralization test

Serum samples were heat-inactivated at 56°C for 30 min.
The serumfvirus mixture was prepared with serum serial
dilutions 1:8-1:64 in DMEM medium without serum or antibi-
otic/antimycotic solution. Serially diluted serum was challenged
with an equal volume of PoRV-PAC1 virus for each serum dilu-
tion, previously titrated to yield ~70 pfu (plaque-forming units) in
400 pl of serum/virus dilution. Negative controls consisted of serial
dilutions of non-immunized serum in DMEM medium and DMEM
medium alone. Positive controls consisted of serial dilution of non-
immunized serum with an equal volume of PoRV-PAC1 virus for
each serum dilution and PoRV-PAC1 virus alone. Serum/virus mix-
ture was incubated at 4 °C for 1 h. PK-15 cell monolayers prepared
in 12-well plates were infected with 400 l/well of the serum/virus
mixture. Plates were incubated at 37 °C, 5% CO; for 1 h, The super-
natants were completely aspirated from the wells and the wells
were overlaid with 0.35% agarose in DMEM containing 2.5% of
fetal bovine serum. Plates were incubated for plaque forming at
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37°C and 5% CO, for 6days and the wells were fixed with 10%
trichloroacetic acid and stained with 0.2% crystal violet solution
(in 20% ethyl alcohol). The formed plaques were counted and neu-
tralization activity of the immune sera was assessed by comparing
the plaque numbers obtained from PoRV-infected and treated with
negative control serum.

3. Results
3.1. Prediction of PoRV HN ectodomain (eHN)

The prediction of the HN protein domains shows an inter-
membrane region corresponding to amino acids 1-24; this region
connects the protein with the virus within. The transmembrane
region corresponds to amino acids 25-47 and anchors the protein to
the virus membrane. Finally, the ectodomain (amino acids 48-576)
corresponds to the exposed region where the immunogenic epi-
topes were found. Thus, the best candidate for protein expression
in the yeast P. pastoris was the region corresponding to amino acids
62-576 due to lack of hydrophobic transmembrane region, which
may cause problems in the recovery of the recombinant protein. It
is important to note that the main antigenic sites are present in this
protein segment (Fig. 1).

3.2. Construction of eHN expression system

The coding region of eHN was inserted into the pPICZaB expres-
sion vector to obtain the pPICZaB-HN vector (Fig. 2a). This vector
is designed to produce a protein secreted into the extracellular
medium due to the Saccharomyces cerevisiae alpha secretory signal
at the N-terminus. In addition, the protein has the Kex2 signal cleav-
age for removing the secretory alpha factor signal and has a 6His tag
in the C-terminal for purification and the c-myc epitope for immun-
odetection (Fig. 2b). The linearized vector was integrated into the
chromosome of P. pastoris X33 to obtain the producing strains (X33-
eHNg;-576). This was confirmed by PCR from chromosomal DNA and
subsequent digestion with EcoRI enzyme (Fig. 3a) and is due to the
~2200-bp fragment corresponding to the native promoter AOX1.
This indicates that the yeast maintains the integrity of the alcohol
oxidase gene and can continue using methanol as a carbon source.
Fragments of 1718 and 358 bp are present, which corresponds to
the digestion products of the pPICZaB-HN vector and indicates the
incorporation of the vector into the yeast (Fig. 3b). In these strains
the plasmid was incorporated into the chromosome by displace-
ment (retaining its native promoter AOX1); therefore, strains can
continue growing in the presence of methanol, presenting the Mut*
phenotype. Subsequently, the Mut* phenotype was corroborated
by observing similar growth as strain X33 in solid minimal medium
of methanol (data not shown).

3.3. Expression and detection of eHN

The clone X33-eHNg;-576 was selected to express the eHN pro-
tein using absolute methanol as inductor. After 8 days of expression,
cell-free medium was collected for analysis. As shown in Fig. 4a,
RT-PCR reveals the presence of eHN messenger during 4 days of
expression and, in the Western blot of intracellular extract, the
presence of eHN (Fig. 4b) was also observed, confirming that
eHN was present intracellularly from the first day of expression.
On the other hand, the protein begins to be excreted into the
external medium after several days as observed in SDS-PAGE of cell-
free medium. Heterologous proteins were observed at 50-60 kDa
because Pichia secretes few native proteins (Fig. 5a) and by West-
ern blot analysis using antibodies against c-myc, which confirmed
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Fig. 6. Ectodomain of HN is recognized by serum samples of PoRV-infected pigs.
Western blotting of serum samples of PORV-PAC3 (UNAM, Mexico, D.F.) experi-
mentally infected swine (a), infected female swine from the State of México (b),
Guanajuato (c), Palo Alto-INIFAP, México, D.F. (d) and a non-infected control swine
(e). Numbers above denote the following: P. pastoris wild-type X33 (1) and four (2),
six (3) or eight (4) days of the induction of expression.

the presence of eHN protein (Fig. 5b) with an expected molecular
weight of 60 kDa.

3.4. Antigenicity of recombinant eHN

Ectodomain of HN antigenicity was evaluated using sera of
PoRV-infected pigs. One serum sample of experimentally PAC3-
infected pig recognized the recombinant eHN from day 4-day 8 of
expression (Fig. 6a). Serum samples of infected pigs with currently
circulating strains at farms in north-central Mexico, the so-called
Bajio region (states of Guanajuato, Queretaro, Aguascalientes and
Jalisco), were used with the same objective. All tested sera recog-
nized the eHN protein. One sample from convalescent replacement
females of a persistently infected farm from Zumpango (State of
Mexico) showed low reaction for the protein (Fig. 6b). One sample
from an infected replacement female from Guanajuato recognized
the protein at 6 and 8 days of expression (Fig. 6¢) and one sample
from a replacement female experimentally infected at INIFAP rec-
ognized the protein at day 8 of expression (Fig. 6d). One sample
of healthy pigs was used as negative control (Fig. 6e). All showed
reaction against the protein extract of the X33-eHNg;-576.

3.5. Neuraminidase activity of eHN

Enzymatic activity of eHN in cell-free medium from X33-
eHNg,.57¢ was analyzed during the days of expression. It was
possible to detect protein from the first day with a specific
activity of 10 nmol/min/mg. Increasing activity was progressive,
reaching a maximum of 67 nmol/min/mg after 6 days of expres-
sion. From this day on, the activity was constant (Fig. 7). Protein
extract from cell-free medium of X33 strain was used as neg-
ative control. A supernatant of PoRV PAC1 virus culture was
used as positive control, which showed a specific activity of
5.34 nmol/min/mg. Neuraminidase activity was also tested using
MUNANA as substrate, concentrated cell-free medium obtained
from X33-eHNg;,.57¢ from 6days of expression showed 49,385
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Fig.7. Neuraminidase activity of eHN protein in cell-free medium of P. pastoris X33-
eHNgz.576. Specific activity was determined in P. pastoris X33-eHNg;z.575 for 1-8 days
of expression.

relative fluorescence units (RFU) compared to the negative con-
trol X33 extract, which showed 1577 RFU and was considered as
the neuraminidase test background (data not shown).

3.6. Purification of eHN and production of antibodies against the
recombinant protein

Secreted eHN in the cell-free medium was purified by affinity
chromatography and the protein was recovered in a single-step
purification process from the cell-free medium. The 6His tag in
the c-terminal allowed recovery of the protein from the cell-free
medium in a single affinity purification step. From 100 ml of con-
centrated cell-free medium, 1.2 mg of pure eHN was recovered
(corresponding to 1000 ml of cell-free medium) with a yield of
92% (Table 1). The specific activity was increased 5.3 times, indi-
cating that all contaminant proteins were eliminated and almost
all the total units of activity were recovered. With a purification
factor of 5, the X33-eHNgy.576 clone produced few contaminant
proteins in the cell-free medium, facilitating the purification pro-
cess. These amounts were sufficient to immunize mice, requiring
5 g of protein for each animal. After confirming the presence of
eHN by Western blot and enzymatic activity (data not shown), it
was used to immunize CD-1 mice and the presence of specific anti-
bodies was monitored by ELISA. As shown in Fig. 8, the obtained
antibodies recognized the protein during the days of immunization
and increased with time in mice immunized with adjuvant-protein
mixture, It was significantly greater than in animals immunized
with protein only, suggesting that adjuvant-protein mix potenti-
ates the immune response to generate antibodies. This confirms
that recombinant protein produced in yeast has the necessary ele-
ments to generate an immune response in mice, even without
adjuvant, when compared to the negative control mice (inoculated
with PBS). Differences in OD ranging from 2-8 times were obtained
inadjuvant-protein group compared to negative controls over time.
Serum of PBS control animals did not show significant OD increases
in absorbance during the entire experiment and these OD levels
were considered as the test background.

3.7. Sero-neutralization

Sero-neutralization assays showed a reduction of the num-
ber of Iytic plaques when the dilution of immunized serum was
decreased, compared with the positive controls at the same dilu-
tion (Fig. 9). Non-immunized serum did not show a decrease of
the number of Iytic plaques with 1:8 dilution, indicating that mice
serum does not have neutralizing antibodies against PoRV-PAC1
virus. Serial dilutions of immunized serum were challenged against
~70pfu (plaque forming units) and a decrease was observed in
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Fig. 8. Production of antibodies against eHN in mice. Antibody levels in serum sam-
ples ofimmunized mice were determined by ELISA from 0-28 days. Curves represent
the 0.D. values during the following immunization process in three cases: mice inoc-
ulated with PBS only (Control), with purified protein alone (eHN) or with purified
protein plus adjuvant (eHN+ISCOMs). Error bars represent the standard deviation
in replicated (8) assays.

the percentage of infection >50% with 1:32 serum dilution. This
percentage of infection decreased until the percentage was <20%,
corresponding to the 1:8 serum dilution (Fig. 10). Finally, antibodies
of immunized sera were able to inhibit viral replication in 82% with
respect to the positive controls. Therefore, the eHN recombinant
protein has the necessary elements for production of neutralizing
antibodies against PoRV-PAC1 virus. This is evidence that the P.
pastoris system can produce an immunogenic protein from PoRV-
PAC1 virus with similar characteristics to the native viral proteins
and with the possible use as a favorable antigen.

4. Discussion

Since BED appeared in Mexico in 1980, few studies have been
reported about disease prevention. Fuentes et al. (1994) reported
71.4% protection when evaluating an experimental vaccine against
disease in pigs by testing immunogenicity, safety, potency and
measurement of passive immunity. Currently, there are two vac-
cines on the market offering preventive protection against PoRV
and indicated for replacement animals whose production may
reach high costs. Recombinant proteins provide a resource for
development of vaccines and diagnostic tools; however, for these
purposes there are no reports about the expression of recom-
binant proteins of PoRV. Therefore, the possibility of expressing
the immunogenic PoRV HN protein was attractive to our group.
The P. pastoris expression system has been recently successfully
used to express glycosylated viral proteins (Martinet et al., 1998;
Yongkiettrakul et al., 2009; Athmaram et al., 2011) and even to
produce whole virus-like particles (Yun et al,, 2014; Tomé-Amat
et al., 2014). The coding sequence of eHN under the control of the
AOX1 promoter was successfully integrated into the yeast genome,
which produced Mut* clones capable of growing in the presence of
methanol. This is a very important step for the proper design of
the expression tests. Various authors note and describe important
advantages in expression when comparing yields of Mut* and Mut®
strains (Pla etal., 2006; Daly and Hearn, 2005; Cereghino and Cregg,
2000). Obtaining Mut* strains by PCR amplification of fragments
belonging to the AOX1 promoter and the recombinant vector has
also beendescribed by Zhou et al.(2006) to obtain producing strains
of dengue virus NS1 glycoprotein. P. pastoris has been an excel-
lent model in the production of functionally active proteins and
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Table 1
Yield of purification process of eHN from 1000 ml of cell-free medium.

59

Purification step Total activity (nmol/min) Totalprotein(mg) Specificactivity(nmol/min/mg) Yield(%) Purification factor
Cell-free medium concentrated 298.1 6.9 43.2 100 1
Elution  (Ni-NTA agarose) 276 1.2 230 92.58 532

Neg Neg Neg+S Neg+S

PoRV

PoRV

2]

PoRV +S

PoRV +S

Fig. 9. Inhibiting the formation of lytic plaques using serum of immunized mouse. Negative controls of infection corresponding to non-immunized serum 1:8 (Neg+S) and
cell medium only (Neg) (a), positive controls of infection with virus + non-immunized serum 1:8 dilution (PoRV+S) and virus alone (PoRV) (b), Mixture of virus +immunized

serum 1:64 to 1:8 dilutions (¢ and d).

enzymes from higher organisms such as fungi, plants and humans
(Wang et al., 2014; Fazlalipour et al., 2015; Kaewthai et al., 2010;
Shi et al., 2007; Kang et al., 2012; Salah et al., 2009).

eHN was recovered from cell-free medium due to the presence
of the alpha factor as part of the recombinant protein and presented
detectable activity from day 1, which gradually increased, reach-
ing the maximum at day 6. After that, the activity was constant
until day 8. Sustaining feeding with methanol has been used by Xia
et al. (2012) to produce human angiogenin and also by Fan et al.
(2012) to produce a xylanase from Paecilomyces thermophila in P.
pastoris. The enzyme also showed activity on both tested substrates
(fetuin and MUNANA), confirming the presence of a protein with
neuraminidase activity. Therefore, yeast is capable of producing a
protein with similar characteristics as the native enzyme. Further-
more, in antigenicity assays, sera of PoRV-infected pigs from the
Bajio region recognized the recombinant protein, demonstrating

that eHN retains antigenic determinants from the original virus
protein. In addition, sera used in this study correspond to replace-
ment animals during optimal age for reproduction. These animals
have more economic value to the industry and are positive for PORV
but the nature of the particular virus variant is unknown. Results
are promising in the development of a vaccine or for diagnostic
tests because these sera recognized the recombinant protein eHN,
despite coming from different strains of PAC1. Sera from infected
organisms have been used to evaluate the antigenicity of proteins
expressed in P. pastoris. As an example, we have the leptospiral
immunoglobulin-like proteins and immunodominant lipoprotein
(LipL32) produced by Hartwig et al. (2010) and evaluated with sera
from patients infected with leptospirosis. eHN showed the ability to
generate immune response in mice, producing antibodies against
the protein detected by ELISA. The importance of generating anti-
bodies against the recombinant protein has been demonstrated by
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100

754

Infection (%)

T
1:16 1:8
Serum dilution

T
1:64 1:32

Fig. 10. Viral serum neutralization curve. Reduction of lytic plaques in infected cells
due to pre-incubation of sera from immunized mice is presented. The value of 100%
corresponds to ~70 pfu (plaque-forming units). Error bars represent the standard
deviation in assays performed in triplicate.

other authors who used mice immunized with the ectodomain of
the influenza neuraminidase expressed in P. pastoris to challenge
the animals against infection. These authors reported 50% pro-
tection, demonstrating the production of neutralizing antibodies
against the virus (Martinet et al., 1997). Other authors developed
antibodies against neuraminidase in animal models expressed in
yeast, which are neutralized against viruses during viral replica-
tion. Results have been encouraging in the development of vaccines
(Martinet et al., 1998; Athmaram et al., 2011). In our case, with the
sero-neutralization test we observed a decrease in the percentage
of infection >50% from 1:32 dilution of immunized serum when the
number of lytic plaques were compared with positive controls. The
immunized serum was able to inhibit the replication virus in 82%.
With these results we confirmed that the eHN protein generates
neutralizing antibodies against PORV-PAC1 virus and the protein
from yeast has all the immunogenic sites for providing disease pro-
tection. These tests show that eHN contains the necessary elements
to produce an active and antigenic protein. Due to the activity assay,
it has been concluded that >6 days of expression is not required to
recover significant amounts of eHN.

Compared to cell culture infection, production in the P. pastoris
system allows recovering greater amounts of the protein of inter-
est, which otherwise would be difficult to obtain, thus generating
a useful tool for developing rapid testing of the disease. This can
incorporate the recombinanteHN as an antigen in ELISA or Western
blot, among others.

Finally, the present results allow the proposal of eHN as a major
component for the development of a new vaccine to prevent BED.
For this purpose, it is necessary to determine the neutralizing abil-
ity of specificantibodies generated by eHN to inhibit the replication
of the virus in vivo, evaluating the protection level induced in pigs.
As part of our research initiative, our group is involved in the study
of several applications such as preventive (i.e., vaccines) and diag-
nostic (i.e., ELISA) resources. It is important to resolve the negative
effects of BED in Mexican farms.
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